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RESUMO

A cachaga ¢ atualmente a bebida destilada mais consumida no Brasil, e por ser produzida em
diferentes localidades, cada cachaga tem como diferencial os métodos de produgdo e as
caracteristicas culturais e historicas de cada regido. Apesar de ser um produto genuinamente
brasileiro e apresentar elevada importancia econdémica, a cadeia produtiva da cachaga no pais
ndo é tecnologicamente homogénea. A padronizacdo da cachaca € essencial para que a bebida
atenda aos padrdes exigidos, visando ao aumento das vendas e possibilitando o crescimento nas
exportacGes. Um dos grandes entraves nas exportacdes da cachaca € a presenca do carbamato
de etila, um contaminante com alto poder carcinogénico. Pouco se conhece sobre as vias de
formacéo desse composto. Acredita-se que um dos principais precursores para sua formacéo
seria 0 ion cianeto, proveniente da degradacdo enzimatica dos glicosideos cianogénicos
presentes na cana-de-agucar. Diante do exposto, no presente trabalho objetivou-se caracterizar
0 glicosideo cianogénico dhurrin em cinco diferentes variedades de cana-de-agUcar,
empregando-se a Cromatografia de Camada Delgada (CCD), e analisar sua possivel relacdo
com a formacdo do carbamato de etila em cachacas. Para cada variedade de cana-de-agUcar,
foram preparados trés extratos: em alcool metilico, acetato de etila e hexano. Os extratos foram
submetidos a CCD, em que a fase mdvel que mais se adaptou ao processo foi a mistura de
alcool metilico e acetato, na proporcédo 7:3, respectivamente, e fase estacionaria utilizada foi a
silica Gel 60 G 245®. As manchas cromatograficas foram reveladas em vapores de iodo. Todas
as cachacas analisadas produzidas com as cinco diferentes variedades de cana-de-agucar e
diferentes processos de producédo apresentaram todos os parametros fisico-quimicos dentro das
exigéncias do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento. Apesar de ndo ter excedido
o limite mé&ximo de carbamato de etila, observou-se uma variacédo significativa na concentracdo
final do composto para cada amostra analisada. Os testes cromatograficos identificaram valores
iguais para o R do padrdo dhurrin e, para a variedade de cana-de-agucar SP 83-2847, valores
semelhantes para SP 80-3280 e CTC 11 e dispares para RB 86-7515 e IAC 86-2480.

Palavras-chave: cachaca, carbamato de etila, glicosideos cianogénicos.



ABSTRACT

Cachaca is currently the most widely consumed distilled beverage in Brazil, and because it is
produced in different localities, each cachaga has the method of production and the cultural and
historical characteristics of each region as a differential. Despite being a genuinely Brazilian
product and presenting high economic importance, the cachaga production chain in the country
is not technologically homogeneous. The standardization of cachaca is essential for meeting the
required standards, aiming at increasing sales and enabling growth in exports. One of the major
obstacles in exports of cachaca is the presence of ethyl carbamate, a contaminant with a high
carcinogenic power. Little is known about the pathways of formation of this compound. It is
believed that one of the main precursors for its formation would be the cyanide ion, produced
via the enzymatic degradation of the cyanogenic glycosides present in sugarcane. In the present
work, the objective was to characterize the cyanogenic dhurrin glycoside in five different
sugarcane varieties, using thin layer chromatography (TLC), and to analyze its possible
relationship with the formation of ethyl carbamate in cachaca. For each variety of sugarcane,
three extracts were prepared: in methyl alcohol, ethyl acetate and hexane. The extracts were
submitted to TLC, where the mobile phase that was most adequate for separation was the
mixture of methyl alcohol and ehtyl acetate in a 7:3 ratio, and the stationary phase used was
silica Gel 60 G 245®. Chromatographic spots were revealed with iodine vapors. All the
physical and chemical parameters for the analyzed cachagas produced from the five different
varieties of sugar cane and by different production processes were found to lie within the
requirements of the Ministry of Livestock and Supply. Although not exceeding the limit, a
significant variation in the final concentration of ethyl carbonate was observed for each sample.
The chromatographic tests identified equal values for the Rf of the dhurrin standard and for the
sugarcane variety SP 83-2847. Similar values for SP 80-3280 and CTC 11 and different for RB
86-7515 and IAC 86-2480 were observed .

Key words: cachaca, ethyl carbamate, cyanogenic glycosides
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1 INTRODUCAO

A cachagca e atualmente a bebida destilada mais consumida no Brasil, sendo os estados
de S&o Paulo, Rio de Janeiro, Pernambuco e Minas Gerais os principais produtores. Por ser
produzida em diferentes localidades, cada cachaca produzida tem como diferencial os métodos
de producéo e as caracteristicas culturais e historicas de cada regido.

Apesar da tradicdo e importancia econdémica dessa bebida, a cadeia produtiva da cachaca
no pais ndo é tecnologicamente homogénea. Um grande avanco que se tem observado no setor
produtivo € a implantacdo de novas tecnologias que visam a melhorar suas qualidades fisico-
quimicas e sensoriais. O aprimoramento da qualidade e da padronizacdo da cachaca € essencial
para que a bebida atenda aos padr@es exigidos, visando ao aumento das vendas e a possibilidade
do crescimento nas exportagoes.

Durante toda a cadeia produtiva da cachaca, além dos componentes secundarios, podem
ser formados contaminantes residuais organicos e inorganicos. Entre 0s organicos, o carbamato
de etila € o composto que vem sendo largamente estudado, pelo fato de ser um entrave nas
exportacdes e por ser potencialmente toxico. Esse composto pode ser encontrado em Varios
alimentos e bebidas fermentadas e fermento-destiladas, como vinhos, uisques, aguardentes,
paes, iogurtes, entre outros. Varios estudos vém sendo desenvolvidos para elucidar as causas e
mecanismos de formacdo do carbamato de etila, com o objetivo de controlar e minimizar seu
aparecimento durante todas as etapas da cadeia produtiva da cachaca.

Pouco se sabe sobre as vias de formacdo desse composto. A composi¢do do material a
ser fermentado e 0s possiveis precursores presentes no mosto em fermentagdo podem ocasionar
diferentes vias de formacao do carbamato de etila. Uma das vias proposta por alguns autores
para formacdo do carbamato de etila durante a fermentacdo é aquela que envolve compostos
que possuem o ion cianeto (CN-) em sua composi¢do. Esse ion é formado pela acdo enzimatica
e clivagem térmica de glicosideos cianogénicos, compostos que podem estar presentes na cana-
de-agUcar e que, quando sofrem oxidacdo, formam o cianato (HCNO"), que pode reagir com
alcool e formar o carbamato de etila.

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) utilizada para fermentacdo de cachaga, em suas
diversas variedades, € classificada como uma colheita cianogénica. Porém, a fonte especifica
de cianeto ainda ndo é conhecida. Devido a poucos estudos relacionados & identificacdo desses

glicosideos cianogénicos em diferentes variedades de cana-de-aglcar e sua relagdo com a
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formagéo de carbamato de etila, torna-se importante a realizacdo de pesquisas relacionadas a
esse composto e suas vias de formagéo.

Objetivou-se neste trabalho foram caracterizar o glicosideo cianogénico dhurrin em
diferentes variedades de cana-de-acUcar e sua possivel relacdo com a formacéo do carbamato

de etila em cachagas, por Cromatografia de Camada Delgada.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A histéria da cachaca e 0 mercado atual

No Brasil, dados da literatura mostram que a primeira fabricacéo de cachaca ocorreu em
meados de 1536, quando, por acidente, os escravos descobriram a fermentacdo da garapa. Logo
a bebida ganhou a mesa dos senhores de engenho, sendo as vezes utilizada por eles até como
moeda de troca. Em 1635, uma lei proibiu o consumo da cachaga. O motivo seria acabar com
a concorréncia que a bebida estava gerando com a bagaceira, uma aguardente produzida pelos
portugueses a partir do bagaco da uva (IBRAC, 2012).

Em 1647, a Companhia Geral do Comércio passou a ter o monopdlio da venda de
bebidas alcodlicas na coldnia. Com essa atitude, 0s portugueses ndo obtiveram muito sucesso,
gerando ainda mais ilegalidade na producdo, até que, em 1659, a coroa portuguesa emitiu
novamente uma ordem para proibir o comércio de aguardente. Um ano apds essa deciséo, 0s
produtores fluminenses de cachaca se rebelaram contra a ordem criada por Salvador Correa de
S4, tomando o poder do Rio de Janeiro por 5 meses, até a liberacdo do comércio da bebida e a
eliminagdo das taxas. Essa tomada de poder ficou conhecida como ‘Revolta da Cachaga’.
Apenas depois de quase 500 anos, a cachaca foi definida e aceita como um produto
genuinamente cultural brasileiro (IBRAC, 2012).

Hoje, a bebida ocupa posicdo de destaque no mercado nacional, sendo a segunda bebida
alcodlica mais consumida do pais, perdendo apenas para a cerveja. E, no ramo de bebidas
destiladas, é a preferéncia do consumidor brasileiro, ganhando até mesmo do whisky e da vodca
(IBRAC, 2017a).

Dois métodos sao utilizados para a destilacdo da bebida: em colunas de aco inox ou em
alambiques de cobre. Mais de 80% dessa capacidade destinam-se a obter a bebida pelo método
de destilacdo em colunas de aco inox. O estado de Sdo Paulo destaca-se como o maior produtor
de cachaca por esse método, enquanto Minas Gerais lidera a produ¢do em alambiques de cobre
(BNDES, 2015).

Dados do Centro Brasileiro de Referéncia da Cachaca (CBRC), mostraram que em
2012, no Brasil, existiam aproximadamente 40 mil produtores de cachaga, dos quais 90% eram
micro e pequenos produtores, que, em sua maioria, encontravam-se em condigdes informais de
producdo. Acredita-se que menos de 2 mil estabelecimentos, somando 4 mil marcas, sdo

devidamente registrados no Ministério de Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e na
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Receita Federal, dados esses que acabam por dificultar as estatisticas de producdo da bebida
(CBRC, 2012).

De acordo com o Sistema de Controle da Producdo de Bebidas da Receita Federal
(SICOBE), o faturamento anual da cadeia produtiva alcangou R$6,95 bilhdes em 2014, quando
foram produzidos 468,89 milhdes de litros da bebida, de acordo com a producéo das principais
empresas formais do setor (SICOBE, 2014).

Em relacdo as exportacdes, no ano de 2016, a cachaca foi exportada para mais de 54
paises, com mais de 60 empresas exportadoras, gerando receita de US$ 13,94 milhdes (8,38
milhdes de litros). Esses nimeros representam um crescimento de 4,62% em valor e 7,87% em
volume, em comparagdo a 2015. Entre os paises importadores, destacam-se: Alemanha, Estados
Unidos, Paraguai, Uruguai, Franca. Apesar dos nimeros crescentes, apenas 1% da cachaca
produzida atualmente é exportada. (IBRAC, 2017b).

2.2. Cachaca X Aguardente de cana-de-acUcar

Sabe-se que a cachaca € um produto consumido pelas mais variadas classes sociais, e
cada vez mais requisitado para as exportagdes, expondo diretamente a identidade do nosso pais,
exigindo, portanto, um produto de melhor qualidade. Inimeros estudos e pesquisas vém sendo
realizados com o objetivo de aprimorar a producéo da cachaca como um todo, desde a qualidade
da matéria-prima, passando por cuidados durante o processo de producao e armazenamento, até
o controle fisico-quimico de diversos contaminantes (CARDOSO, 2013).

Conforme a Instrugcdo Normativa n° 13 de 2005, do MAPA, denomina-se o produto
como aguardente de cana-de-acUcar ou cachaca, de acordo com a graduacdo alcodlica que ele
apresenta. A cachaca é definida como sendo toda aguardente de cana-de-agUcar que apresenta
graduacdo alcodlica entre 38 e 48% em v/v, a 20 °C. A aguardente de cana-de-acUcar é a
bebida com graduacéo alcodlica de 38 a 54% v/v a 20 °C, quando obtida do destilado alcodlico
simples de cana-de-agUcar ou pela destilagdo do mosto fermentado do caldo de cana-de-agUcar,
podendo ser adicionada de aclcares até 6 g L™, expressas em sacarose (BRASIL, 2005).

Em 2014, o MAPA apresentou mudancas na Instrucdo Normativa de n°® 13/2005,
publicando a Instrucdo Normativa n° 28 de 2014, alterando o limite maximo para o carbamato
de etila. Essa Instru¢do Normativa apresenta os Padrdes de identidade e Qualidade (PIQ’s) para

0s componentes secundarios e contaminantes da cachaca (Quadro 1):
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Quadro 1 - Teores m&ximo e minimo para 0s componentes secundarios e contaminantes
presentes na aguardente de cana e cachaca (BRASIL, 2005; BRASIL, 2014).

COMPONENTE UNIDADE LIMITE
Minimo Maximo

Graduacdo alcoolica % v/v de alcool etilico a 20°C 38,0 54,0
(aguardente)
Graduacdo alcoolica % v/v de alcool etilico a 20°C 38,0 48,0
(cachaca)
Acidez volatil, em acido mg/100 mL de &lcool anidro - 150,0
acetico
Esteres, em acetato de mg/100 mL de alcool anidro - 200,0
etila
Aldeidos, em aldeido mg/100 mL de &lcool anidro - 30,0
acético
Furfural e mg/100 mL de alcool anidro - 5,0
hidroximetilfurfural
Alcoois superiores* mg/100 mL de alcool anidro - 360,0
Alcool sec-butilico mg/100 mL de alcool anidro - 10,0
(butan-2-ol)
Alcool butilico (butan-1- mg/100 mL de &lcool anidro - 3,0
ol)
Congéneres** mg/100 mL de alcool anidro 200,0 650,0
Alcool metilico mg/100 mL de &lcool anidro - 20,0
Acroleina mg/100 mL de alcool anidro - 5,0
Carbamato de etila*** pg L1 - 210,0
Cobre mg L? - 5,0
Arsénio ng L1 - 100,0
Chumbo pg L1 - 200,0

*Alcoois superiores: isobutilico + isoamilico + propilico.

**Congéneres: acidez volatil + ésteres + aldeidos + furfural + &lcoois superiores.

*** |_imite revogado para 210 ug na Instrucdo Normativa n° 28, publicada no Diério Oficial da Unido
(DOU), dia 11 de agosto de 2014.

Fonte: BRASIL, 2005; BRASIL, 2014.

2.3 Cadeia produtiva da cachaga

Quando se fala de produgéo de cachaca, € importante diferenciar a produgdo em coluna
de aco inox da producdo de alambique de cobre. Geralmente, as aguardentes/cachacas
destiladas em coluna sdo controladas por grandes empresas e a cana-de-agucar é cultivada em

grandes areas, enquanto a producéo de alambique € produzida em pequenas escalas. Alem disso,
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no processo em coluna, utilizam-se tonéis de ago inox, colunas de destilacdo também em ago
inox e ndo se tem separacdes das fragdes no destilado final. J& no processo de aguardente de
cana/cachaca de alambique, a destilacdo € feita em alambiques de cobre e o destilado final €
separado em trés diferentes fracOes: cabeca, coracdo e cauda (AQUARONE et al. 2005;
CARDOSO, 2013).

Basicamente, a producdo de aguardente de cana/cachaga de alambique é dividida em
quatro importantes passos: a moagem para a obtencdo do mosto, fermentacdo, destilacdo e

envelhecimento, representado de maneira simplificada na Figura 1.

Figura 1 - Fluxograma do processo de producédo da cachaga de alambique

Cana

v

Filtragem |+<—— Moagem —» Bagaco

'

Mosto

v

Fermentacdo do mosto

v

Sedimentacdo |-

'

Destilacdo —*  Vinhoto

'

Cabeca +— Coracdio —*> Cauda
|
| |
“Descanso” Envelhecimento
| |
Engarrafamento
Comercializacao

Fonte: Adaptado de SANTIAGO, 2013.
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2.3.1 Matéria-prima

Introduzida no periodo colonial, a cana-de-acUcar se transformou em uma das principais
culturas da economia brasileira, com uma area plantada de aproximadamente cinco milhdes de
hectares. Na industria, é utilizada na producdo de alimentos como o agucar, 0 melado e a
cachaga, bem como na producdo de combustivel (CARDOSO, 2013).

Como toda planta, a cana-de-agUcar possui uma classificacdo botanica dentro do reino
vegetal. Na classificacdo atual, consta: Reino, Plantae; Divisdo, Magnoliophita; Classe,
Liliopsida; Ordem, Cyperales (Poales); Familia, Poaceae; Tribo, Andropogonae; Subtribo,
Saccharininae; Genero, Saccaharum. As principais espécies sdo: Saccharum officinarum (S.
officinarum), Saccharum spontaneum (S. spontaneum), Saccharum robustum (S. robustum),
Saccharum barbieri (S. barbieri), Saccharum sinense (S. sinense) e Saccharum edule (S. edule)
(CRONQUIST, 1981).

A cana-de-agUcar desenvolve-se sob a forma de touceiras, cuja parte aérea é formada
por colmos, folhas, inflorescéncias e sementes, enquanto a parte subterranea é composta por
raizes e rizomas. De uma maneira geral, as diferentes variedades diferenciam-se pelo
comprimento do internddio, pelo didmetro do colmo, pela rigidez e pela coloracdo
(ANDRADE, 2013).

Para os produtores de cachacas e industrias alcooleiras, a colheita da cana-de-aclcar
pode ser feita manualmente ou mecanicamente. O corte mecanico é utilizado principalmente
pelas grandes industrias canavieiras; porém, necessita de um estudo prévio sobre a variedade
de cana-de-agUcar a ser cortada, uma vez que a maioria das maquinas brasileiras apresentam
ruim acabamento no corte em relacdo ao solo, diminuindo sua eficiéncia (EMBRAPA, 2017a).

O corte manual é o modo mais comum e utilizado em pequenas plantacdes de cana-de-
acucar, nas quais o trabalhador utiliza ferramentas e equipamentos de protecdo adequados.
Porém, é alvo de muitas polémicas quando realizam a queima da cana antes da colheita. A
queima visa a facilitar o corte, mas a elevada quantidade de poluentes que é liberada na
atmosfera tem sido muito contestada por diversos segmentos da sociedade (EMBRAPA,
2017b).

Acdes do Sistema Integrado de Gestdo Ambiental (SIGAM) originaram a Lei da
Queima da Cana (Lei n°® 11.241/2002), que proibe a queima no estado de Sao Paulo e facultativa
para os demais, que trata da queima controlada da cana-de-agUcar. Seu objetivo é adequar as
areas de producdo ao plano de eliminacdo de queimadas. A legislacdo prevé planos
diferenciados para areas mecanizaveis (maiores que 150 hectares e declividade menor ou igual
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a 12%). Nesse caso, 0 prazo para eliminacdo gradativa das queimadas prevé: 20% de reducéo
imediata da &rea cortada; 30% a partir de 2006; 50% a partir de 2011; 80% a partir de 2016 e
100% até 2021 (EMBRABA, 2017b; BRASIL, 2002).

Além de prejuizos ambientais, essa pratica deve ser evitada, pois a queima do palhico
da cana provoca a exsudacdo do acgucar, tornando-se um excelente aderente de residuos da
combustdo, de particulas sélidas do solo, minerais e outros, além de possibilitar a contaminacao
da bebida por compostos toxicos, tais como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS).
No processamento da cana, esses residuos sao transferidos para o caldo e, em suspensao, véao
para as dornas. Posteriormente vdo para o alambique chegando ao produto final, assim
reduzindo a qualidade da bebida. Por isso, fica evidente e de grande importancia o uso de cana
fresca na producéo de cachaca, pois quando ela é queimada, hd uma modificacdo consideravel
na fisiologia e morfologia dos colmos, acarretando contaminacdo da bebida (MASSON, 2007;
TFOUNI et al. 2007).

Outro fator a considerar é que o intervalo entre o corte e a moagem nao seja superior a
48 horas. O ideal é que a cana colhida seja usada no mesmo dia, pois a matéria-prima pode
sofrer deterioracdo fisioldgica resultante da transpiracao e respiracdo, causando depreciacao do
produto e favorecendo a acdo microbiolégica (CARDOSO, 2013).

A composi¢do quimica da cana-de-agUcar € muito varidvel quantitativamente de especie
para espécie. Entretanto, qualitativamente, € muito semelhante entre elas. A composicéo e a
presenca de alguns compostos sao influenciadas pelo solo, clima, adubacéo, variedade, tempo
de plantio, tipo de colheita, entre outros fatores. Os colmos sdo constituidos basicamente por
agua (74,5%), matéria organica (25%) e matéria mineral (0,5%); porém, esses constituintes ndo
se encontram nas mesmas proporc¢des nas diferentes partes do colmo (VENTURINI FILHO,
2010).

Considerada como uma colheita cianogénica, alguns dos componentes da cana-de-
acucar que vem despertando interesse nas pesquisas sdo 0s compostos nitrogenados. Eles
apresentam indicios de serem possiveis precursores das reacdes de formacdo de diferentes
contaminantes (ARESTA et al. 2001). De acordo com Cardoso (2013), entre esses compostos
nitrogenados, citam-se 0s aminoacidos (0,30 — 0,60%), alouminoides (0,30 — 0,60%), amidas
(como asparagina), acido nitrico, amoniaco, entre outros.

Na cana-de-aglcar, 0s compostos nitrogenados de maior interesse sdo os glicosideos
cianogénicos. Esses compostos pertencem aos produtos do metabolismo secundario natural de

plantas. Os glicosideos cianogénicos sdo amplamente distribuidos no reino vegetal, sendo
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produzidos por mais de 2.600 plantas (UTHURRY et al. 2006). Quimicamente, sdo definidos
como glicosideos de a-hidroxinitrilas, e na planta, ttm papel de atuar principalmente no seu
sistema de defesa. Acredita-se que, na maioria das vezes, os glicosideos cianogénicos sdo
derivados de cinco aminoacidos hidrofobicos: valina, leucina, isoleucina, fenilalanina e tirosina
(GANJEWALA et al. 2010; OWUAMANAM, 2010). Embora saiba da sua existéncia na
composi¢do da cana-de-agUcar, ndo se tem descrito na literatura qual glicosideo cianogénico
esta presente (GALINARO, 2015).

2.3.1.1. Variedades de cana-de-agUcar

Visando a garantir a rentabilidade no setor sucroalcooleiro e em todos os setores que
utilizam a cana-de-acUcar como matéria-prima, tornou-se importante aumentar a produtividade
dessa colheita. O melhoramento genético é considerado um dos principais fatores agronémicos
que podem contribuir para 0 aumento da produtividade, permitindo desenvolver variedades que
se adaptem melhor as condicGes adversas de solo e clima e a incidéncia de pragas e doencas
(MARIN, 2007).

A produtividade média dos canaviais varia a cada ano, fatores como o clima, solo e
regido influenciam o rendimento da colheita. A maxima produtividade em cana-de-agucar
depende também de um correto planejamento de plantio e de adequado manejo das variedades,
as quais devem atender a exigéncias tanto no campo como na industria, para maximizar o0s
lucros. Com o avanco da tecnologia, do melhoramento das variedades e das novas técnicas de
plantacdo, o rendimento de cana vem melhorando cada vez mais. Em 2015, por exemplo, a
produtividade dos canaviais do Brasil atingiu o melhor resultado desde 2009, com 83 toneladas
de cana por hectare (NOVA CANA, 2016).

A existéncia de muitas variedades é uma vantagem, embora torne dificil a tomada de
decisdo, ja que requer muito mais conhecimento do produtor rural acerca das opcles
disponiveis e suas exigéncias. E importante que o produtor possua uma diversidade de
variedades e cultivares de cana-de-agucar na lavoura, pois assim pode diminuir a possibilidade
de que uma praga ou doenca se prolifere dentro do canavial, causando prejuizos (ANDRADE,
2013).

De acordo com a Agéncia Embrapa de Informacao Tecnologica, as variedades de cana-
de-agUcar mais utilizadas no Brasil hoje sdo divididas em trés grupos, representando as
Instituicdes de pesquisas que melhoram geneticamente as variedades de cana-de-agucar. S&o
elas: Rede Interuniversitaria para Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro - RIDESA
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(variedades RB), um programa de melhoramento das Universidades Federais; Cooperativa dos

Produtores de cana-de-agticar e Alcool do estado de S&o Paulo — Coopersugar (variedade SP),

atualmente incorporado pelo Programa de Melhoramento do Centro de Tecnologia Canavieira

(variedade CTC); e, por ultimo, a Secretaria de Agricultura e Abastecimento — Instituto

Agrondmico de S&o Paulo (variedades 1IAC). O Quadro 2 apresenta as principais variedades
desenvolvidas pelas trés Instituices (EMBRAPA, 2017a).

Quadro 2 - Variedades de cana-de-agucar mais utilizadas no Brasil, distribuidas por instituicdo

de pesquisa.

Variedades de cana-de-acUcar — Planalsucar RIDESA — RB
RB70141 RB70194 RB705007 RB705051
RB705146 RB705440 RB72454 RB721012
RB725147 RB725828 RB732577 RB735220
RB735275 RB739359 RB739735 RB765418
RB785148 RB75126 RB758540 RB763710
RB83102 RB83160 RB83252 RB83594
RB835019 RB835054 RB835089 RB835486

RB8491 RB8495 RB842021 RB845257
RB8543 RB855035 RB855113 RB855156
RB855453 RB855463 RB855511 RB855536
RB855546 RB855563 RB867515 RB845197
RB845210 RB855036 RB865230 RB928064
RB858927 RB92579 RB93509 RB931530
RB863129 RB943365 RB872552 RB943538
RB932520 RB925211 RB935744 RB925268
RB925345
Variedades de cana-de-acucar — Coopersucar — CTC e SP
SP77-5181 SP80-3280 SP79-1011 SP87-344
SP79-2233 SP85-3877 SP81-320 SP87-365
SP80-1842 SP81-3250 SP86-42 SP87-396
SP83-2847 SP-2233 SP85-5077 SP83-5073
SP86-155 SP80-1816 SP91-1049
CTC1 CTC?2 CTC3 CTC4
CTC5 CTC6 CTC7 CTCS38
CTC?9 CTC 10 CTCc11 CTC12
CTC 13 CTC 14 CTC 15 CTC 16
CTC 17 CTC 18
Variedades de cana-de-acucar — Instituto Agrondmico de Sao Paulo — IAC
IACSP95-3028 IACSP93-2060 IAC91-1099 IACSP95-5000
IACSP93-3046 IACSP94-2101 IACSP94-2094 IACSP94-4004
IAC91-2195 IAC91-2218 IAC91-5155 IAC93-6006
IAC86-2480 IAC82-2045 IAC82-3092 IAC86-2210
IAC87-3396

Fonte: EMBRAPA, 2017a.
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Algumas variedades de cana-de-agUcar se destacam no setor de producdo de cachaga e

sdo detalhadas a seguir:

RB 86-7515: lancada oficialmente pela Ridesa em parceria com a Universidade Federal
de Vicosa em 1997, apresenta habito de crescimento ereto e despalha facil. O
perfilhamento é medio com colmos de diametro médio e alta uniformidade. Os colmos
possuem entrends cilindricos, de cor verde-arroxeado sob a palha. Essa variedade tem
melhor desempenho em solos de textura leve e fertilidade média. Essa variedade tem
apresentado boa capacidade de brotacdo mesmo em plantio tardio sob baixas
temperaturas e elevado teor de sacarose (RIDESA, 2010).

SP 83-2847: Desenvolvida pela Coopersugar, apresenta excelente producdo e brotagédo
soqueira. Apresenta alto teor de fibra e maturacdo média. Apesar de apresentar um teor
de sacarose menor, se comparado as outras, nao é exigente quanto ao solo, apresentando
excelente crescimento em solos inférteis (UDOP, 2004).

IAC 86-2480: Criada em 2002 pelo Instituto Agrondmico de S&o Paulo, essa cana
apresenta como principal caracteristica a despalha espontanea, ou seja, em seu ponto de
maturacdo, as folhas da cana caem sozinha no chdo, fenbmeno que desperta grande
interesse pelos produtores, uma vez que facilita a colheita da cana. Outra caracteristica
muito importante € o alto teor de agucar, boa produtividade agricola e maior rendimento
no corte (LANDELL et al. 2016).

SP 80-3280: Desenvolvida também pela Coopersugar, essa cana apresenta maturacao
de média para tardia. E cultivada por grandes empresas, pois apresenta resisténcia a
diversos tipos de pragas e variacdo do clima, além de oferecer um elevado teor de
sacarose. Entretanto, € muito exigente quanto as caracteristicas do solo, produzindo bem
em solos férteis e tmidos (UDOP, 2004).

CTC 11: Criada pelo Centro de Tecnologia Canavieira, essa variedade de cana-de-
acUcar apresenta maturagdo média/tardia. E utilizada também por empresas que plantam
em grandes quantidades, pois aceita muito bem a colheita mecanizada e ndo exige solo
Umidos e férteis. Destaca-se por apresentar um longo periodo de safra. Em
contrapartida, apresenta um teor de sacarose menor, se comparado as outras variedades
(COPLANA, 2006).

De acordo com Andrade (2013), a safra de cana-de-agtcar na Regido Sudeste do Brasil

inicia-se em maio/junho e perdura até o fim do ano, isto &, outubro/novembro. Nesse contexto,
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as variedades podem ser classificadas de acordo com sua época de maturagdo: precoce, que
sdo adequadas para serem colhidas no inicio da safra (maio/junho); média, que sera colhida no
meio da safra (julho/agosto/setembro); e tardia, que serd colhida no final da safra
(outubro/novembro). Para a producdo de cachaca, ndo se exige uma variedade de cana-de-
acucar especifica. Cada regido e cada produtor opta por uma variedade de cana-de-agUcar de

sua preferéncia, que normalmente sdo as que mais se adaptam ao clima e ao solo do local.

2.3.2 Obtenc¢éo do mosto

Apos a colheita, a cana madura, fresca e limpa é submetida a moagem para separar 0
caldo do residuo fibroso. E comum a passagem do bagaco Vvarias vezes pela moenda para se
retirar o0 maximo de caldo. O caldo entdo passa por um processo de limpeza, com o uso de
sistemas de filtracdo e decantacdo (CARDOSO, 2013).

Esse caldo extraido, chamado por alguns de garapa, é constituido de agua (65-75%),
acucares (11-18%), pequenas quantidades de substancias nitrogenadas, ceras, lipidios, pectinas,
materiais corantes e sais minerais. Seu pH é pouco acido (4,8-6,0), o que favorece o
desenvolvimento de micro-organismos (SCHWAN et al. 2013). Opcionalmente, a concentragéo
de acucares pode ser ajustada para um maior controle do processo de fermentacdo. A partir de
entdo, esse caldo passa a ser chamado de mosto, estando pronto para a adicdo do fermento
(CARDOSO, 2013).

2.3.3 Fermentacao

A fermentacdo alcodlica é a principal etapa da producdo de cachaca, responsavel pela
transformacdo dos aclcares e outros componentes do mosto em etanol, géas carbdnico e uma

série de compostos secundarios. A equacédo geral é descrita pela Figura 2.

Figura 2 - Equacéo simplificada da fermentacéo alcoolica.

C12H22011 + H O  _ leveduwas o AC,H;0H + 4CO:; + comp. secunddrios

sacarose etanol

Fonte: CARDOSO, 2013.
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Na producdo de cachaga, o fermento é constituido por leveduras, sendo a principal a
Saccharomyces cerevisiae. A fermentacdo na producdo de cachaca € um processo relativamente
rapido, se comparado com outras bebidas, como o vinho e a cerveja. Sua duracdo, em media, é
de 24 horas. A fermentacdo pode ser conduzida por sistemas continuos, semicontinuos ou
intermitentes (PATARO et al. 2002; VENTURINI FILHO, 2010).

Ao iniciar o processo fermentativo, é desejavel uma fermentacdo sadia, regular, e que
apresente altos rendimentos. Com a finalidade de obter essas caracteristicas, faz-se o que pode
ser chamado de “pé de cuba”, “indculo”, “pé de fermentacdo” ou “levedo”. Esse processo
consiste na introducdo de fermentos de qualidade reconhecidamente boa ao mosto a ser
fermentado, podendo o pé de cuba ser preparado por leveduras selvagens ou selecionadas
(CAMPOS et al. 2010).

Diversos fatores sdo levados em conta quando se utiliza a selecdo de linhagens de
Sacaromyces, entre estes alguns relacionados as propriedades fisioldgicas especificas, como:
inicio rapido da fermentacéo, boa taxa de fermentagao; baixo requerimento de vitaminas, acidos
graxos e oxigénio; tolerancia a alta concentracdo de etanol; tolerancia a alta pressao osmética e
a altas temperaturas; fermentar completamente o caldo; ndo produzir espuma excessiva; ser
eficiente na utilizacdo dos acucares; produgdo minima de SO2; ndo produzir &cido acético;
produzir componentes do aroma, a exemplo, acidos organicos e glicerol; alto rendimento na
producdo de etanol e relativa resisténcia a baixos valores de pH. Para que ocorra uma
fermentacao eficiente e de qualidade, o mosto deve apresentar uma concentracdo de acUcares e
nutrientes compativeis com a condicdo 6tima de trabalho da levedura. (SCHWAN et al. 2013).

Quando se tem o aglcar do mosto reduzido a praticamente zero, o produto resultante é
chamado de vinho e contém um grande nimero de componentes de natureza distinta, podendo
ser soélidos, liquidos ou gasosos. Como as substancias volateis apresentam propriedades
quimicas e fisicas diferentes, é possivel sua separacdo por meio da diferenca da temperatura de

ebulicdo delas pelo processo conhecido como destilagdo (VENTURINI FILHO, 2010).

2.3.4 Destilagdo

A finalidade da destilagdo é a separacdo dos componentes volateis presentes no vinho,
que ocorre por meio do aquecimento do liquido em alambique e posterior condensagdo dos
vapores formados. Durante a destilacdo, ocorrem algumas reacGes quimicas, tais como

hidrélise, esterificacdo e acetilacdo, induzidas pelo calor. A maneira como a destilacdo é
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conduzida determinard quais compostos serdo carregados pelo vapor para a bebida,
influenciando diretamente a qualidade da cachaca produzida (CARDOSO, 2013).

Quando se fala de destilacdo, existem diferencas importantes entre as cachacas de
alambiques e de coluna. A cachaca de coluna é produzida em maior escala por meio de
equipamentos conhecidos por colunas de destilagdo que, em geral, sdo fabricados de aco
inoxidavel. Tem como caracteristica principal uma producdo relativamente rapida por
apresentar processos continuos. Nesse tipo de producéo, a cachaga ndo passa por processo de
separacdo de fracbes (MACHADO et al. 2012; BNDES, 2015).

Jé& a cachaca de alambique geralmente é produzida em menor escala em alambiques de
cobre, material dotado de propriedades que resultam em caracteristicas exclusivas quanto aos
sabores e aromas. Nesse processo, tem-se a separacdo de trés fracdes dotadas de diferentes
teores de grau alcodlico que permitem refinar a bebida. Essas fragdes sdo conhecidas como
cabeca, onde estdo as substancias mais volateis; a cauda, onde estdo as substancias menos
volateis; e o coracdo, que ¢ a fracdo intermediaria e mais nobre, representando a cachaga em si,
com média de 80% do volume final da producdo (MACHADO et al. 2012; LIMA et al. 2011).

Apds a destilacdo, a cachaca ainda ndo esta pronta para 0 consumo, pois apresenta um
bouquet irregular; por isso, ha necessidade de um periodo de descanso de pelo menos dois a
trés meses para completar sua qualidade, devendo ser armazenada em recipientes apropriados,

em local protegido e evitando altas temperaturas (CARDOSO, 2013).

2.3.5 Armazenamento e envelhecimento

A cachaca armazenada é aquela estocada em recipientes de aco inox ou em barris de
madeira em um prazo inferior aum ano. O armazenamento da cachaca de pelo menos trés meses
é muito importante, uma vez que, apés a destilacdo, a cachaca ainda ndo esta apta ao consumo,
necessitando um periodo minimo de descanso. Esse periodo é conhecido vulgarmente pelos
produtores como “periodo de amaciamento, descanso ou maturagao da bebida”.

No Brasil, a etapa de envelhecimento da aguardente é optativa, ndo sendo realizada
quando se deseja uma cachaga/aguardente ‘branca’ ou também por alguns produtores devido
ao tempo requerido pelo processo e aos custos introduzidos pelo armazenamento da bebida em
tonéis por alguns anos. Essa etapa é indispensavel quando se deseja agregar valor a uma bebida
destilada. O envelhecimento da cachaca é realizado em tonéis de diferentes tipos de madeira,
como carvalho, balsamo, amburana, jequitiba, entre outros. (ANJOS et al. 2011a; MIRANDA
et al. 2008).
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A legislagdo vigente estipula pardmetros para que a bebida seja considerada
envelhecida. A cachaca envelhecida refere-se a bebida que contiver, no minimo, 50% de
cachaca envelhecida em recipiente de madeira apropriado, com capacidade maxima de 700 L,
por um periodo ndo inferior a um ano (BRASIL, 2005).

A cachaga premium refere-se a bebida que contiver 100% de aguardente de
cana/cachaca envelhecida em recipiente de madeira apropriado, com capacidade maxima de
700 L, por um periodo ndo inferior a um ano. A cachaca extra premium refere-se a bebida que
contiver 100% de aguardente de cana/cachaca envelhecida em recipiente de madeira
apropriado, com capacidade méxima de 700 L, por um periodo ndo inferior a trés anos
(BRASIL, 2005). Apo6s essas etapas, a bebida esta pronta para ser engarrafada e levada ao

mercado consumidor.

2.4 Compostos secundarios e contaminantes organicos da cachaca

Diversos compostos sao formados durante o processo de fermentacdo do mosto da cana-
de-acucar provenientes da transformacao dos agucares e de outras reacdes quimicas. Entre esses
compostos, o produto majoritério é o alcool etilico. Porém, nesse mesmo processo, Varios outros
sdo formados em menores quantidades e sdo denominados de compostos secundarios. Em
guantidades adequadas, a presenca desses componentes € de extrema importancia, pois irdo
contribuir para o flavour da bebida final. Destacam-se como compostos secundarios os aldeidos,
alcoois superiores, ésteres e acidos organicos (CARDOSO, 2013).

A presenca excessiva desses compostos ndo é desejavel a producdo, podendo ocasionar
caracteristicas indesejaveis para o produto final, que podem estar relacionadas a diversos
fatores, como mas condi¢des higiénico-sanitarias do alambique, mas condi¢des nutricionais do
mosto para o fermento, fermento contaminado, condi¢fes inadequadas de temperatura, pH,
aeracao, entre outras. O ideal é que essas quantidades respeitem as exigéncias do MAPA por
meio da Instrugdo Normativa n® 13 de 2005 e n° 28 de 2014 (CARDOSO, 2013; BRASIL, 2005;
BRASIL, 2014).

Em relacdo a todos esses compostos formados durante o processo, a cachaca é dividida
em duas fragOes: a parte organica e a parte inorganica. A primeira é constituida basicamente de
compostos organicos, como: alcoois, aldeidos, ésteres, acidos carboxilicos, cetonas, carbamato
de etila e compostos sulfurados.

O élcool etilico (etanol) é o principal composto formado durante a fermentacdo. Os

alcoois com trés, quatro ou cinco atomos de carbono sé@o chamados alcoois superiores e sdo
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frequentemente encontrados em bebidas destiladas. Apresentam, quantitativamente, o maior
grupo de substancias volateis nas bebidas destiladas. Geralmente apresentam um odor
caracteristico de flores e, juntamente com o0s ésteres, sdo responsaveis pelo flavour da
aguardente. Os principais alcoois superiores encontrados em cachacas sdo os alcoois isoamilico
(2-metilbutan-1-ol), amilico (pentan-1-ol), isobutilico (2-metilpropan-1-ol) e propilico
(propano-1-ol) (VILELA et al. 2007).

A IN n° 13/2005 incluiu na lista dos Padrdes de Identidade e Qualidade de Aguardente
de Cana e de Cachaca duas substancias que fazem parte dos alcoois superiores, alcool butilico
(butan-1-ol) e &lcool sec-butilico (butan-1-ol), mas que devem ser quantificadas separadamente.
Além disso, limites foram estabelecidos para essas substancias (BRASIL, 2005).

Pode-se ter também a formacdo do alcool metilico (metanol), que, no entanto, é um
alcool particularmente indesejado na cachaga. Sua ingestdo, mesmo em quantidades reduzidas,
mas por longos periodos de consumo, pode ocasionar cegueira ou mesmo a morte. Para Cardoso
(2013), a oxidagdo do metanol origina o &cido férmico, o dioxido de carbono e a 4gua. Tanto o
acido formico quanto o didxido de carbono apresentam caracteristicas acidas e, assim,
promovem a acidose no sangue e, como consequéncia, distlrbios no sistema respiratorio,
levando até ao coma.

Essa substancia é originada na degradacdo da pectina, um polissacarideo presente na
cana-de agUcar em quantidades muito pequenas, que chega até as dornas de fermentagdo por
meio dos bagacilhos quando ndo ha filtragem correta do mosto. A fim de minimizar e/ou evitar
sua formacdo, deve-se evitar uma fermentacéo realizada na presenca de frutas ricas em pectina,
como laranja, macd, abacaxi e também a presenca de bagacilhos no caldo da cana a ser
fermentado (BADOLATO; DURAN, 2000).

Um procedimento inicial para controlar e/ou diminuir o teor de alcoois superiores
consiste em avaliar a eficiéncia do refluxo na coluna de destilacdo do alambique e ajustar o
tamanho da primeira fracdo do destilado: a cabeca (LEAUTE, 1990). Outras providéncias
podem ser tomadas, como: ndo armazenar a cana por longo periodo apds o corte, evitando a
degradacdo de amino&cidos e a posterior formacdo dos alcoois superiores; ndo utilizar cana
bisada; e lavar a cana apos o corte, impedindo sua contaminacdo por bactérias que podem
interferir no desempenho das leveduras durante a fermentacdo (CARDOSO, 2013).

Os aldeidos séo formados durante o processo de fermentacao alcodlica. A sua formacao
tem origem na agdo de leveduras durante estagios preliminares do processo de fermentagéo,

tendendo a desaparecer nas etapas finais pela oxidagao a &cido acético, formado principalmente
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durante a aeracdo excessiva do mosto. O principal aldeido formado nessa etapa de producgéo da
bebida é o acetaldeido. Os demais aldeidos sdo obtidos provavelmente a partir da oxidacdo de
alcoois superiores. A intoxicacdo por aldeidos pode levar a sérios problemas relacionados ao
sistema nervoso central. Uma das maneiras de minimizar e controlar grandes quantidades de
aldeidos é a correta separacao da primeira fragdo do destilado (cabeca) (PEREIRA et al. 2003;
CARDOSO, 2013).

Os ésteres constituem a maior classe de compostos aromaticos, que sao, em sua maioria,
responsaveis pelo aroma em bebidas alcodlicas, os comumente encontrados sdo: acetato de
etila, formiato de etila (sabor artificial de rum), acetato de pentila (aroma de banana), acetato
de octila (laranja), butirato de etila (abacaxi) e butirato de pentila (abric6) (STELLA, 2010).

A maioria significativa dos ésteres é formada durante o metabolismo secundéario
intracelular das leveduras, cujos componentes-chave da reacdo sdo o acetil-CoA e o etanol. O
acetato de etila é o principal éster formado nessa etapa, representando aproximadamente 80 %
dos ésteres totais presentes na cachaca e na aguardente. Em quantidades desejaveis, confere a
bebida um sabor e aroma frutado. Ja em quantidades indesejaveis, acaba por oferecer um sabor
e aroma enjoativos e desagradaveis (PARAZZI et al. 2008).

No processo de envelhecimento, a formacdo de ésteres ocorre por reagdes quimicas
diretas (esterificacdo) entre os acidos carboxilicos da madeira e alcoois presentes no destilado.
Fatores, como a quantidade e o tipo do fermento, aeracdo, pH, temperatura e quantidade de
mosto interferem significativamente em sua formacdo (CARDOSO, 2013).

Outros componentes secundarios formados durante a fermentacdo alcodlica sdo 0s
acidos carboxilicos, que em sua maioria, apresentam-se como acido acético. Esse tem sido
quantitativamente o principal componente da fracdo acida das cachacas, expresso em acidez
volatil. Quantidades elevadas desse acido carboxilico estdo frequentemente associadas a pratica
de estocagem da cana e contamina¢des do mosto por bactérias acéticas, decorrentes de um
tempo excessivo de descanso entre o processo de fermentacédo e a destilagdo (CARDOSO,
2013).

Ainda na fragdo organica da cachaca, pode-se encontrar alguns compostos secundarios
gue ndo sdo desejaveis nem em pequenas quantidades. Esses compostos sdo denominados de
contaminantes ou compostos secundarios indesejaveis. Destacam-se o0 metanol, ja citado
anteriormente, o furfural, o hidroximetilfurfural, a acroleina e o carbamato de etila. Esse ultimo
vem despertando grande interesse devido ao seu alto potencial carcinogénico (CARDOSO,
2013).
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O furfural e o hidroximetilfurfural ndo séo aceitos na bebida por serem considerados
nocivos a saude. A legislacao define teores maximos em conjunto de 5 mg por 100 mL de &lcool
anidro na bebida para esses compostos, que podem ser provenientes da desidratacdo de
acucares, pentoses e hexoses, durante as etapas do processo de producdo (CARDOSO, 2013).

A queima provoca a desidratagdo parcial de uma pequena fracdo dos aglcares presentes
na cana-de-agucar, tornando-se, assim, um excelente aderente ao colmo de residuos da
combustdo, de particulas sélidas de solo, minerais e outros. No processamento da cana, esses
residuos séo transferidos para o caldo e, em suspensao, vao para as dornas, e posteriormente,
para o alambique, cuja matéria orgénica é transformada em furfural e hidroximetilfurfural,
chegando ao produto final. Quando, nesse processo, estdo envolvidas as pentoses, ha a
formacdo do 2-furfural (furfural), e quando estdo envolvidas as hexoses, forma-se o 5-
hidroximetil-2-furfural (hidroximetilfurfural) (PEREIRA et al. 2003; MASSON et al. 2012).

O propenal-2, também conhecido como acroleina, é um composto extremamente toxico
por todas as vias de exposi¢do. Entretanto, seu mecanismo de formacgdo ainda ndo é bem
conhecido. Apresenta caracteristicas mutagénicas e a exposi¢cdo prolongada provoca irritacao
no sistema respiratério de animais e humanos. Além disso, sabe-se que o composto causa
reagOes cruzadas no DNA, inibindo a atividade de algumas enzimas (incluindo o citocromo
P450 e a glutationa-S-transferase) in vitro, reagindo com os grupos sulfidrilo (MASSON et al.
2012; ZACARONI et al. 2011).

A formacdo de acroleina ocorre durante o processo de fermentacdo por meio da
desidratacdo do glicerol associado a bactérias termofermentativas. Acredita-se que o aroma
penetrante e apimentado em bebidas destiladas novas, uisques, conhaques ou rum é causado
pela presenca de acroleina (CARDOSO, 2013).

O carbamato de etila, devido ao seu alto poder carcinogénico, vem despertando grande
interesse entre 0s pesquisadores, uma vez que sua presenca pode ser um entrave na exportagdo
da cachaca, visto que alguns paises ndo permitem a presenca desse composto nas bebidas.

Na fracdo inorganica da cachaca, pode-se citar também alguns compostos que, em
quantidades superiores as exigidas pela legislacdo, irdo comportar-se como contaminantes do
processo (CARDOSO, 2013).

O chumbo e o arsénio podem estar presentes na bebida devido a certas embalagens ou
oriundos de soldas de ligas metalicas endurecidas do material utilizado na construcdo do
destilador (CARDOSO, 2013). Além dessas, Caldas, Oliveira e Gomes Neto (2009) citam
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outras fontes de contaminacdo da cachaga por esses metais, como por meio da matéria-prima,
utilizacdo de produtos agroquimicos (herbicidas, inseticidas e fungicidas) e pelo solo.

O cobre, um dos metais mais encontrados na cachaca, é proveniente principalmente, do
material constituintes dos alambiques. Acredita-se que ele contribui como um catalisador para
algumas reacfes e também na eliminacdo de certos odores desagradaveis encontrados na
bebida. Uma maneira de evitar o excesso desse metal na bebida é observar a assepsia cuidadosa
dos alambiques, ap6s o procedimento de alambicagem. Esse processo de higienizacéo tende a
reduzir consideravelmente os problemas de excesso de cobre nas aguardentes (LIMA et al.
2006; CARDOQOSO, 2013).

Como o excesso desse composto é uma agravante na qualidade final do produto, alguns
autores vém desenvolvendo trabalhos a fim de reduzir o nivel desse composto na bebida. Duarte
et al. (2014) avaliaram o efeito de argilas na remocéo do cobre em cachacas e observaram uma
diferenga significativa na sua remogéo, Lima et al. (2009) avaliaram o efeito do uso de carvao
ativado, resina de troca i6nica e compdsito carvao ativado/6xido de ferro na remocgéo de cobre
e observaram que a resina obteve o melhor desempenho, uma vez que ndo retirou outros
componentes organicos importantes na cachaca, enquanto o carvao ativado, além nédo remover
cobre suficiente para reduzir sua concentracao, retirou quantidades significativas dos outros

compostos secundarios necessarios para a qualidade da bebida.

2.5 Carbamato de etila e suas vias de formacéo

Conhecido também como uretana ou etiluretana, o carbamato de etila (CE) é o éster
etilico do &cido carbamico, apresentando-se na forma de cristal incolor, inodoro e de sabor
levemente amargo. Apresenta massa molar de 89,09 g/mol, temperatura de fusdo entre 48° e 50
°C e temperatura de ebulicdo entre 182° e 184 °C (MERCK®, 2001). Sua férmula estrutural é
representada pela Figura 3.

Figura 3 - Formula estrutural do carbamato de etila (H-NCOOC:Hbs).

O

A

Fonte: MERCK, 2001

NH,
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Nos ultimos anos, uma atencdo consideravel foi direcionada ao CE, um composto
suspeito de ser cancerigeno, que pode estar presente em alimentos fermentados e bebidas
destiladas. Esse contaminante é considerado genotoxico e esta incluido no Grupo 2 do IARC -
International Agency for Research on Cancer - como um provavel carcinogeno humano (IARC,
2010).

A presenga de diferentes niveis de CE é comum em diversos alimentos e bebidas onde
ocorrem processos fermentativos, como vinhos, iogurtes, queijos, cervejas, dentre outros
(MACHADO et al. 2012). Com concentracdes acimas de 0,1 pg L™, é usualmente encontrado
em bebidas destiladas a base de plantas consideradas cianogénicas como a mandioca (Manihot
esculenta Crantz), a cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) e frutas com caro¢co como
drupa e péssego (LACHENMEIER et al. 2010).

Pouco se conhece sobre os mecanismos de formacéo desse composto. Devido aos altos
teores de CE encontrados em alimentos e bebidas, varios experimentos tém sido realizados em
bebidas fermento-destiladas para se conhecer 0 mecanismo e a origem dos precursores para a
formacéo desse composto (MASSOM et al. 2014; MENDONCA et al. 2016).

De acordo com Aresta et al. (2001), para fins de pesquisa, industrialmente, o CE é obtido

pela reacdo direta de ureia com etanol (Eq. 1).

H,NCONH, + C,HsOH — NH,COOC,Hs + NH; (Eq. 1)

Segundo Galinaro et al. (2015), outra forma de obtencéo do CE industrialmente é a partir
do fosfogénio, um géas altamente toxico. O processo inicia-se com uma rea¢do entre 0 monoxido

de carbono e o cloro e sdo descritas nas equagdes abaixo (Eq. 2, 3 e 4):

CO + Cly = COCly s o genioy (Eq. 2)
COCl, + CH;CH,0H — CICOOCH,CHs (Eq. 3)
CICOOCH,CHs + NHs » H,NCOOCH,CHs, (Eq. 4)

O inicio das pesquisas sobre o CE se deu por volta de 1970, quando se estudavam o
vinho. Nessa época, sua formacéo (Eg. 5) foi proposta a partir do carbonato de dietila, que ¢
um composto usado como aditivo alimentar para controlar a atividade microbiana (LOFROTH
& GEJVALL, 1971).
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(Et0),CO + NH; — EtOCONH, + EtOH (Eq. 5)

Em estudos posteriores, os pesquisadores observaram que o CE néo estava relacionado
com o carbonato de dietila e sim com a concentracdo de ureia, em que tal concentracdo
aumentava substancialmente com o aumento da temperatura. A maioria da ureia que se forma
no vinho vem da hidrdlise da arginina pela arginase. Observaram também forte ligacdo entre as
uvas gque eram fertilizadas com compostos nitrogenados, que apresentavam alto indice de ureia
e, consequentemente, o teor de carbamato de etila aumentava (OUGH et al. 1988; OUGH et al.
1989).

Em 1997, Aresta e Quaranta propuseram a formacao do carbamato de etila em vinhos
por meio da reacdo do fosfato de carbamila (FC) com o etanol (Eg. 6). O FC é produzido pelo
metabolismo natural das Saccharomyces cerevisiae e vem da sintese de arginina catalisada pela

carbamil-sintase, envolvendo ATP, CO, e amonia.

0,P(0)0C(0O)NH; + EtOH — EtOCONH, + HPO; 2 (Eq. 6)

Para Mackenzie et al. (1990), a formacdo de carbamato de etila em cachacas pode
ocorrer em diversos momentos durante o processamento. Para o autor, a formagdo desse
composto pode ocorrer antes, durante e apds o processo de destilacdo. Os autores e Jones
(1998), pesquisando os precursores do CE, propuseram que um dos percursores mais
encontrados nos destilados seria o ion cianeto (CN"). Esse ion seria formado quando glicosideos
cianogénicos, como o dhurrin e o linamarin, (Figura 4) presentes, por exemplo, na mandioca e
em diversos cereais, sao degradados enzimaticamente, liberando o cianeto, passivel de ser

oxidado a cianato (CNO"), o qual reage com o etanol para formar o CE.
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Figura 4 - Formulas estruturais de dois tipos de glicosideos cianogénicos. (a) dhurrin (presente
no centeio e no trigo) e (b) Linamarin (presente na mandioca, aveia e cereais).

OH

(@) (b)

Fonte: GALINARO, 2015.

Lachenmeier et al. (2010), pesquisando o CE, constataram que a tiquira, bebida
brasileira destilada a base de mandioca, apresentou teores de CE maiores quando comparados
com cachaga de cana-de-aclcar, obtendo valores médios de 2.340 pug L' e 380 pg L*,
respectivamente. Os autores atribuiram esse aumento significativo a grande presenca de
glicosideos cianogénicos na mandioca. Posteriormente, Galinaro et al. (2015) também
apontaram o ion cianeto provenientes dos glicosideos cianogénicos como um dos principais
precursores do CE.

Mendonca et al. (2016) mostraram que cachacas contendo farelo de arroz como
nutriente durante a fase de fermentacdo apresentaram os mais altos niveis de CE em todo o
processo de producdo e armazenamento. Os autores atribuiram esse elevado valor a presenca
de compostos cianogénicos presentes nos graos de arroz.

Na interacdo do ion cianeto ('CN), o passo inicial (Eq.9) seria a sua oxidacdo deste para
cianato ((OCN), que posteriormente reage com o alcool etilico, formando o CE (Eq. 8)
(NAGATO et al. 2003).

0
v ~ocn (Eq. 9)
C,HsOH + HOCN — NH,COOC,Hs (Eq. 10)

A partir de entdo, dois mecanismos quimicos foram propostos como 0s mais provaveis
para a formacao de CE a partir de cianeto. O primeiro é baseado na complexagdo do cianeto

com Cu (1), seguido pela oxidacdo a cianogénio e com subsequente desproporcionamento a

32



cianato. O cianato pode reagir com etanol para formar CE. O mecanismo é detalhado a seguir
pelas Eq. 11, 12, 13 e 14 (BEATTIE & POLYBLANK, 1995):

2Cu(Il) + 4CN~ - 2Cu(CN), (Eq. 11)
2Cu(CN), - 2CuCN + C,N, (Eq. 12)

C,N, + 20H™ - NCO™ + CN~ + H,0 (Eq. 13)
NCO™ + C,H;OH + H* - NH,CO0C,Hs (Eq. 14)

O segundo é baseado na auto-oxidacao induzida por radiacdo ultravioleta de compostos
insaturados presentes nas bebidas alcoodlicas, os quais produzem radicais livres que catalisam a
oxidacéo do cianeto a cianato (GUERAIN & LEBLOND, 1992).

Assim, a hipotese para a formacao de carbamato de etila estd apresentada nas Eq. 15 a

19.
HC=N+ °*OH - °*C=N + H,0 (Eq.15)
HC=N + HOO* - °*C=N + HOOH (Eq.16)
HOOH - 2HO® (Eq.17)
*C=N + *OH - HOC=N < OCNH (Eq.18)
OCNH + C,HsOH — NH,COOC,Hs (Eq.19)

Entretanto, varios fatores ainda precisam ser pesquisados a fim de elucidar as reacdes
que geram o CE a partir de precursores nitrogenados em bebidas destiladas (ZACARONI et al.
2011).

O método mais utilizado para determinacdo de CE em bebidas alcodlicas é a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). Todavia, alguns autores
tém utilizado a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia (HPLC-
FLD). O metodo envolve a derivagdo prévia do CE, permitindo, assim, sua deteccdo em
diferentes matrizes. Essa ultima vem surgindo como uma alternativa, apresentando niveis de
deteccdo similares com os obtidos em cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de
massas. Além disso, a cromatografia liquida proporciona uma maior rapidez na etapa de
preparacdo das amostras, uma vez que ndo sdo necessarias etapas de extracdo e concentracdo
do analito, apenas a derivagéo prévia do carbamato de etila (ANJOS et al. 2011b; MACHADO
etal. 2012).
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2.6 Glicosideos Cianogénicos

Sé&o consideradas plantas cianogénicas aquelas que contém como principio ativo o &cido
cianidrico (HCN). Esse é um liquido incolor, muito volatil, considerado como uma das
substancias mais toxicas que se conhece. Nas plantas, o HCN encontra-se ligado a carboidratos
denominados glicosideos cianogénicos, sendo liberado apds sua hidrolise. Os glicosideos
cianogénicos tém sido constatados em plantas de muitas familias, como: as Rosaceae, Poaceae,
Leguminoseae, Gramineae, Araceae, Passifloraceae e Euforbiceae. Acredita-se que mais de
2.650 espécies de plantas de mais de 550 géneros e 130 familias sdo conhecidas por serem
cianogénicas (VETTER, 2000).

Em qualquer que seja a familia ou espécie, a concentracdo e o tipo dos glicosideos
cianogénicos sdo varidveis, e numa mesma espécie, varia dependendo do clima e outras
condic¢des que influenciam o crescimento da planta, como adubacdo nitrogenada, deficiéncia
de agua e idade da planta, pois quanto mais nova e de crescimento rapido, maior sera o seu teor
em glicosideos cianogénicos. Isso se deve a intensa atividade celular, principalmente observada
nas folhas e sementes em germinagdo (EGEKEZE; OEHME 1980).

Os glicosideos cianogénicos sdo solGveis em agua e produzidos pelo metabolismo
secundario das plantas. Localizam-se no vacuolo celular, onde sua principal funcédo para as
plantas € a defesa. As enzimas que degradam os glicosideos encontram-se no citoplasma. Um
possivel dano mecénico no tecido vegetal, como corte, trituracdo ou mastigacdo, contendo
glicosideos cianogénicos, rompe o vactolo celular e o citoplasma, resultando em sua
degradacéo pela acdo sequencial de glucosidases e hidroxinitrilases e liberacdo de cianeto de
hidrogénio (JONES et al. 2000).

A maioria dos glicosideos cianogénicos sdo derivados dos cinco aminoacidos
hidrofébicos: tirosina, fenilalanina, valina, leucina e isoleucina. Os cianogénios
ciclopentenoides provavelmente se originam da ciclopentenilglicina. Em uma via biossintética,
proposta com base em experimentos de rastreamento in vivo em sorgos, pode-se observar a
conversdo dos aminoacidos especificos em seus correspondentes a-hidroxinitrilos com N-
hidroxiaminoacidos, aldoximas e nitrilas, que servem como intermediarios (Figura 5)
(HALKIER, 1988).
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Figura 5 - Proposta de via biossintética para monossacarideos cianogénicos (V1) a partir de L-
aminoécidos (1), envolvendo N-hidroxiaminoéacidos (1), aldoximas (IlI), nitrilos (1V)
e a-hidroxinitrilos (V) como intermediarios.
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Fonte: HALKIER, 1988.

Os estudos mais elaborados sobre a biossintese de glicosideos cianogénicos
concentraram-se no dhurrin por mudas de sorgo. O dhurrin constitui 30% do peso seco das
pontas do sorgo, mas esta ausente nas sementes e raizes. A distribuicéo de dhurrin e seu sistema
de sintese na parte superior do sorgo mostra que tanto a producdo quanto o seu armazenamento
estdo localizados no mesmo local dentro das mesmas células. Acredita-se que, assim como no
sorgo, o dhurrin encontra-se presente na maioria das plantas cianogénicas da familia Poaceae
(HALKIER et al. 1988).

Kahnetal e Fahrendorf (1999) mostram esquematicamente a participacdo das enzimas
biosintética na formacéo do dhurrin no sorgo (Figura 6). Na via de formacdo, as duas primeiras
enzimas para a sintese de dhurrin, CYP79A1 e CYP71EL, sdo enzimas que estdo ligadas a
membrana e que catalisam a conversao de tirosina em p-hidroxymandelonitrila. Esse € o ponto
crucial na sintese de dhurrin, uma vez que a enzima CYP79A1 exibe alta especificidade pelo
seu substrato.

Em sequéncia, a enzima CYP71E1 faz a conversédo de (Z)-p-hidroxifenilacetaldeido em
p-hidroximandelonitrila. Finalmente, uma glicosiltransferase solivel em agucar-UDP converte
p-hydroximandelonitrila no dhurrin (JONES et al. 1998). Os estudos com conversdo de tirosina
para p-hidroxialoronitrila indicaram que a atividade biossintética aumenta nos dois primeiros
dias ap0s a germinacdo e que a atividade das enzimas envolvidas na formacdo do dhurrin sdo
encontradas na parte superior do sorgo (BUSK & MOLLER, 2002).
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Figura 6 - A via biossintética para o glicosideo cianogénico dhurrin no sorgo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta do material

Foram coletadas cinco diferentes variedades de cana-de-actcar em diferentes regides
dos estados de Minas Gerais e Sao Paulo, utilizadas nos dois diferentes tipos de processamentos
agroindustriais: cana-de-agucar, para producdo de cachaca em coluna de aco inox e cana-de-
acucar para producdo em alambique de cobre. Além das amostras de cana-de-agUcar, foram
coletadas amostras das aguardentes produzidas com essas canas, sem que fossem beneficiadas
com armazenamento ou envelhecimento.

Foram recolhidos aproximadamente 500 g de cada variedade, que foram encaminhados
ao Laboratdrio de Analises de Qualidade de Aguardente, do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Lavras, em Minas Gerais. A Tabela 1 apresenta as variedades de cana
utilizadas, assim como o local de recolhimento, tipo de fermentacdo e destilacdo de cada

variedade.

Tabela 1 - Informacdo sobre as amostras de cana-de-acucar recolhidas.

Cddigo  Variedade de Cidade Tipo de Tipo de destilacéo
Cana-de-agucar Estado fermento
F1 RB 86-7515 Perddes Levedura Alambique de
Minas Gerais selecionada cobre
F2 SP 83-2847 Divindpolis Fermento Alambique de
Minas Gerais  caseiro (fubd) cobre
F3 IAC 86-2480 Pimenta Fermento Alambique de
Minas Gerias  caseiro (fubd) cobre
F4 SP 80-3280 Piracicaba Levedura Coluna de ago inox
Séo Paulo selecionada
F5 CTC11 Piracicaba Levedura Coluna de ago inox
Séo Paulo selecionada

3.2 Preparo do material e obtencéo dos extratos brutos

As amostras de cana-de-agucar foram higienizadas com solucgéo de hipoclorito de sédio
a 5% contendo 100 ppm (2 mL de hipoclorito de sodio/ L de dgua) (COELHO, 2014). As quais
foram imersas na solucdo sanitizante, e ap6s dez minutos, foram enxaguadas em agua potavel
e corrente. Posteriormente, as amostras foram trituradas em um triturador Marconi®, modelo

MA345/H e mantidas sob temperatura de congelamento.
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O extrato bruto foi obtido pesando-se 70 g de cada amostra em uma balanga analitica
(Gehaka®, modelo BG 1000), que foram colocadas em um baldo de fundo redondo acoplado a
um condensador de refluxo, utilizando, separadamente, 200 mL de trés diferentes tipos de
solventes: etanol, hexano e acetato de etila.

Os balGes com as amostras foram colocados em mantas aquecedoras, controlando a
temperatura, até que a mistura entrasse em ebuli¢cdo, deixando-a em refluxo lento por 8 horas.
Apbs o refluxo, as amostras foram filtradas em um funil de Blchner, descartando a torta e
evaporando o solvente em um evaporador rotatorio modelo Buchi® R-114, sob pressdo

reduzida, obtendo-se assim o extrato bruto.

3.3 Analise cromatogréfica dos extratos

Inicialmente, para que fosse realizada a Cromatografia em Camada Delgada (CCD) dos
extratos, foram testadas diferentes misturas para o glicosideo cianogénico dhurrin, propostas
pelos autores Nahrstedt et al. (1964) e Towers et al. (1964), a fim de analisar em qual fase movel
0 extrato iria se comportar melhor. As misturas testadas foram: acetato de etila, alcool metilico
e agua (7:2:1); acetato de etila, alcool metilico e agua (6:3:1); alcool metilico, acetato de etila
e agua (7:2:1); acetato de etila, alcool etilico, etanol e agua (5:3:1:1); alcool metilico e acetato
de etila (7:3); propano-2-ol e 4gua (7:3); propano-2-ol e agua (8:2). Todas essas misturas foram
testadas com todos os extratos das diferentes variedades de cana e a corrida foi realizada em
placas de silica. As placas cromatogréaficas foram feitas utilizando uma mistura de Silica Gel
60 G 245 (Merk®) e cloroférmio.

Analisou-se e escolheu-se uma Unica fase em que os extratos tiveram um melhor
comportamento (alcool metilico e acetato de etila, 7:3). Em seguida, correu-se nas mesmas
condigdes, para cada extrato de cada variedade de cana, 70 placas 10 cm x10 cm com repeticéo.
Apos revelagdo em iodo, recolheram-se com o auxilio de uma espatula fina as manchas obtidas.
Elas foram filtradas nos respectivos solventes e acondicionadas em recipientes de vidro sob
protecdo de luz e calor.

Nas mesmas condi¢des que as anteriores (fase estacionéria: Silica Gel 60 G; fase mdvel:
alcool metilico e acetato de etila, 7:3), separaram as manchas filtradas por variedade de cana e
essas foram submetidas aos testes cromatogréficos finais, juntamente com a solucdo padrdo do
glicosideo cianogénico dhurrin, de modo a se comparar os seus fatores de retencdo (Ryr), como

mostra a Figura 7.
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Os extratos foram aplicados com auxilio de capilares para a deposi¢do de microgotas
nas placas cromatogréficas. O desenvolvimento cromatografico se procedeu de forma
unidimensional ascendente. As placas foram reveladas em atmosfera de iodo, determinando

posteriormente 0 Ry

Figura 7 - Esquema da CCD feita para cada variedade de cana-de-agucar, em que (a) é padréo
do glicosideo cianogénico dhurrin; (b) extrato em metanol; (c) € o extrato em acetato
de etila e (d) é o extrato em hexano.
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Fonte: COLLINS, 1977.

O fator de retencdo foi medido manualmente com o auxilio de uma régua milimétrica e

calculado conforme o cromatograma apresentado na Figura 8.

Figura 8 - Esquema de um cromatograma obtido por CCD, em que dm é a distancia total
percorrida pelo solvente e ds’n’ ¢ a distancia percorrida pela mancha.
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Fonte: COLLINS, 1977.
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3.4 Andlises fisico-quimicas de aguardentes

As analises das amostras foram realizadas conforme as especificacdes estabelecidas pela
Instrucdo Normativa n® 24, de 08/09/2005 do MAPA (BRASIL, 2005). Os parametros
analisados foram o grau alcodlico, acidez volatil, ésteres, aldeidos, &lcoois superiores, furfural,
metanol, carbamato de etila, cobre e extrato seco. As metodologias empregadas para as analises

estdo especificadas a seguir.

3.4.1 Determinagao de grau alcodlico

Foi determinado destilando-se 250 mL das amostras e, posteriormente, o grau alcodlico

foi medido utilizando-se um densimetro eletrénico DensiMat Gibertini, a 20°C.

3.4.2 Determinacao de acidez volatil

A acidez volatil das amostras foi determinada por meio da extracdo dos acidos volateis,
empregando a técnica de arraste a vapor de agua utilizando um destilador eletronico
Enochimico Gibertini. O extrato obtido foi titulado pelos métodos de titulacdo ordinarios com
hidroxido de sddio 0,1 mol L em presenca de fenolftaleina 1%. Os resultados obtidos foram

expressos em miligramas de acido acético por 100 mL de alcool anidro.

3.4.3 Determinacao dos ésteres

A determinacdo dos ésteres foi realizada por meio da titulacdo dos acidos carboxilicos
obtidos por transesterificacdo dos ésteres presentes nas amostras. A quantificacdo dos ésteres
foi feita com base em sua hidrdlise alcalina, seguida da titulacdo dos acidos liberados com
solugdo padronizada de hidroxido de sodio 0,1 mol L™?. As quantidades encontradas foram

expressas em miligramas de acetato de etila por 100 mL de alcool anidro.

3.4.4 Determinacdo de aldeidos

A determinacdo da concentracdo de aldeidos foi realizada por meio de métodos
iodométricos, titulando-se 0 SO, produzido durante a sequéncia de reagdes envolvidas nesse
tipo de analise. A quantidade de aldeidos presente nas amostras foi expressa em gramas de

aldeido acético por 100 mL da amostra ou por 100 mL de alcool anidro.

40



3.4.5 Determinacdo de alcoois superiores

Os alcoois superiores foram determinados pela adicdo de p-dimetilaminobenzaldeido
(DMAB) e posterior acidificacdo das amostras com acido sulfurico concentrado. A quantidade
total foi determinada por meio de medidas espectrofotométricas efetuadas a 540 nm, utilizando
um espectrofotometro Shimadzu UV-1601 PC. As quantidades desse composto foram
determinadas mediante a construcdo de curvas analiticas de solucdo de alcoois superiores
diluidos em é&gua/etanol 1:1(v/v). A quantidade total desses compostos foi expressa em

miligrama por 100 mL de &lcool anidro.

3.4.6 Determinacdo de metanol

O metanol foi determinado por meio de medidas espectrofotométricas, efetuadas a 575
nm, utilizando um espectrofotdmetro Shimadzu UV-1601 PC, ap6s adi¢do de permanganato de
potassio 3% e posterior resfriamento das amostras. Sua determinacéo baseia-se na sua oxidacao
a formaldeido, o qual reage com o &cido cromotropico em presenca de &cido sulfdrico
concentrado, formando um composto colorido. As quantidades foram determinadas por meio
da construgdo de curvas analiticas de solucdo de etanol/metanol.

3.4.7 Determinacdo de furfural e hidroximetilfurfural

A quantificagdo do furfural e hidroximetilfurfural foi realizada pela adi¢do de anilina e
acido acético glacial as amostras, efetuando medidas espectrofotométricas a 520 nm, utilizando
um espectrofotdmetro Shimadzu UV-1601 PC. As quantidades desse composto foram obtidas
pela construcdo de curvas analiticas de solugdes padrao de etanol/furfural. Os resultados obtidos
foram expressos em miligramas de furfural por 100 mL de alcool anidro.

3.4.8 Determinacéo de cobre

A quantificagdo do cobre foi realizada por meio de medidas espectrofotométricas na
regido visivel do espectro (Shimadzu UV-1601 PC) a 546 nm, comparando a valores de
absorbancia referentes a uma curva analitica previamente construida, utilizando sulfato de cobre
como padrdo primario. A analise de cobre ocorre apds reducdo do Cu?*, presente na bebida, a
Cu®, formando posteriormente um complexo colorido com a solucdo de 2,2-diquinolilo em

alcool isoamilico.
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3.4.9 Determinacéo de extrato seco

O extrato seco foi determinado utilizando métodos gravimétricos. Inicialmente, uma
capsula de aluminio foi previamente pesada em balanga analitica. Em seguida, uma aliquota de
25 mL da amostra sem redestilar foi transferida para a capsula e evaporada em banho-maria a
95°C por 3 horas. Apds esse periodo, levou-se a estufa a 100°C por 30 minutos e,
posteriormente, o material foi resfriado em dessecador. O residuo sélido remanescente foi
pesado em balanca analitica (Marte/ AM - 220) e os resultados obtidos foram expressos em

gramas de extrato seco por litro da amostra.

3.4.10 Determinacéo de carbamato de etila

Utilizou-se a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), descrita por
Anjos et al. (2011a), que consiste na derivagdo prévia da amostra para a analise dessa
substancia. O equipamento utilizado foi um cromatografo liquido de alta eficiéncia HPLC
Shimadzu, equipado com duas bombas de alta pressdo modelo SPD-M20A, degaseificador
modelo DGU-20A3, interface modelo CBM-20A e injetor automatico modelo SIL-10AF.

Para garantir a qualidade analitica dos resultados, foram realizados procedimentos para
validacdo do método. Os reagentes empregados para analise foram: padrdo de carbamato de
etila, etanol absoluto, propanol, hexano, &cido cloridrico (HCI), &cido sulfurico, metanol, acido

acético glacial, acetato de sodio, acetonitrila grau HPLC (Merck), &gua ultrapura e 9-xantidrol.

3.5 Analises estatisticas

Empregou-se um Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) em esquema de
parcelas subdivididas no espago. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia,
sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 95% de probabilidade, usando o
programa estatistico SISVAR® (FERREIRA, 2003).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises fisico-quimicas das cachacas

Na Tabela 2 estao representados os resultados obtidos para as avaliacGes fisico-quimicas
das amostras de cachacas recolhidas e respectivas variedades de cana-de-agucar com que elas

foram feitas.
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Tabela 2 - Anélises fisico-quimicas das cachacas para as diferentes variedades de cana-de-agucar utilizada™.

Anélises Variedade Variedade Variedade Variedade Variedade Limites

RB 86-7515 SP 83-2847 IAC 86-2480 SP 80-3280 CTC1 estabelecidos
Grau alcoolico * 38,95+0,290(a) 43,81+0,141(b) 38,25+0,233(a) 46,87 £0,099(c) 45,89 + 0,064(d) 380 — 48,0

38,0 — 54,0 **

Acidez volatil 2 4857 +0,361(a) 33,14 +0,107(b) 34,19+0,628(b) 12,39+0,026(c) 30,06 +0,865(b)  150,0**
Esteres 2 33,95+ 0,801(a) 20,14 +0,309(b) 26,72 +0,987(c) 19,08 +1,325(b) 23,20 + 1,345(c) 200,0%*
Aldeidos 2 26,48 + 2.254(a) 12,15+0,326(b) 17,47 +1,362(c) 15,70 +0,308(c) 5,91 + 0,008(d) 30,00%*
Alcoois Superiores 2 170,8 + 0,655(a) 131,3+0,382(b) 184,07 +1,032(c) 170,80+ 1,096(a) 164,22 +0,240(a)  360,00**
Cobre 3 0,38 +0,008(a) 4,84+0,132(b) 1,80+0,137(c)  0,36+0,081(a) 0,35+ 0,033(a) 5,00%*
Metanol 2 3,22+0,008(a) 3,08 +0,008(b) 3,11 + 0,008(b) 2,98 + 0,008(c) 3,07 + 0,008(b) 20,00**
Furfural 2 0,27 £0,035(a) 1,52 +0,029(b) 3,31+ 0,174(c) 0,22 +0,012(a) 0,17 £ 0,007(a) 5,00**
Extrato Seco * 0,084 +0,010(a) 0,080 +0,007(a) 0,248 +0,001(b) 0,064 +0,004(a) 0,128 + 0,001(b) 60,00**
Carbamato de Etila® 4,47 +0,177(3) 32,45+1,117(c) 2,32+0,096 (a) 49,98 +2143(c) 9,26 +1,217(b) 210,00%***

*Média * desvio-padrdo; Médias seguidas de mesma letra nas linhas sdo consideradas iguais pelo teste de Tukey (o = 5%); 1 % v/v; 2mg 100 mL"
Yalcool anidro; *mg L%; 4 g LY, ND = ndo detectado; ** Brasil, 2005; ***Brasil, 2014.
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De acordo com as caracteristicas organolépticas, todas as amostras de cachacas
analisadas estavam limpidas e cristalinas, proprias para condugdo das anélises, sem nenhum
tipo de impureza sélida ou turbidez.

Os valores obtidos para o grau alcoolico (Tabela 2) mostraram que todas as amostras
apresentaram valores dentro dos padrdes exigidos para se denominar cachacga. O grau alcodlico
é considerado como um dos parametros de grande importancia, pois é por meio dele que se
caracteriza o produto, denominando-o cachaca ou aguardente de cana-de-agucar. Apesar de
apresentarem diferencas significativas, observa-se que todas as amostras apresentaram grau
alcodlico variando de 38,25 a 46,87% (V/v).

Segundo Miranda et al. (2007), possiveis imprecisdes nos equipamentos utilizados pelos
produtores na determinacgéo do teor alcoolico e possiveis erros na execuc¢do da destilagdo ou na
diluicdo afetam diretamente o teor alcodlico presente na bebida.

Outro fator também a ser considerado é o tipo de destilagdo em que a bebida foi
destilada. Na destilacdo feita em alambiques de cobre, geralmente o produtor separa as fragoes
manualmente, podendo ocorrer mais variagdes e erros na padronizacdo do teor alcodlico. J& na
destilacdo feita em colunas de aco inox, que é um processo industrial mecanizado, em que nédo
se tem separaces das fracdes, geralmente tém-se teores alcodlicos maiores e uma padronizacao
maior do grau alcodlico final da bebida (SAKAI, 2013). Pelos resultados apresentados, pode-
se observar que as amostras F1, F2 e F3, destiladas em alambiques de cobre, apresentaram
menores valores para o grau alcodlico, abaixo de 45 °GL, enquanto as amostras F4 e F5,
destiladas em colunas de aco inox, apresentaram teores acima de 45 °GL, resultados
caracteristicos da producéo, uma vez que ndo ha separacao das fracdes.

Os resultados obtidos para as analises de acidez volatil (Tabela 2) mantiveram-se todos
dentro dos padrdes exigidos pelo MAPA, que € de 150 mg/100 mL de alcool anidro. Os valores
da acidez em cachacas e aguardentes podem variar muito, uma vez que varios fatores podem
interferir nessa caracteristica. Uma elevada acidez na cachaca pode ser atribuida a
contaminacéo da cana-de-agucar ou do mosto por bactérias aceticas, fazendo com que parte do
substrato sofra fermentagéo acética, aumentando assim a acidez e diminuindo o rendimento do
etanol. Uma mé& condug&o da destilacdo também pode elevar o nivel de acidez da cachaca, tendo
como reflexo um produto final de baixa qualidade. O ideal é que ndo se armazene a cana por
mais de 24 horas ap0s a colheita, a fim de evitar essa contamina¢do (CARDOSO, 2013).

Outro fator descrito por autores sdo os tipos de fermentos utilizados durante a

fermentacdo da bebida. Silva et al. (2009), estudando compostos em cachagas produzidas por
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diferentes tipos de leveduras, em que o tipo de fermentagédo era espontanea, demonstraram a
variancia da acidez para diferentes linhagens de levedura. No presente estudo n&o houve
variacdo significativa da acidez relacionada com o tipo do fermento utilizado. Todas as
amostras apresentaram valores relativamente baixos.

Miranda et al. (2007) avaliaram 94 amostras de cachaca de todo o Brasil e encontraram
niveis de acidez variando de 6,06 a 247,88 mg 100 mL™ de alcool anidro. Masson et al. (2012)
encontraram uma média de 79,12 mg 100 mL*de alcool anidro para acidez volatil, nas 71
amostras do interior de Minas Gerais que foram estudadas. No presente estudo, observou-se
uma média geral de 31,65 mg 100 mL™* de alcool anidro para acidez volatil, resultados que
mostram variagdo da acidez para as cachacas produzidas em todo o Brasil.

De acordo com a legislacdo brasileira, os teores de acidez volatil sdo mantidos elevados
visando resguardar a cachaca envelhecida, uma vez que sua acidez pode aumentar com o tempo
de envelhecimento em funcdo da oxidacdo de etanol com formacdo de acido acético e
acetaldeido (LITCHEV, 1989). Desse modo, uma cachaca de baixa acidez inicial pode revelar
seu grau de maturacdo. Esse fato condiz com os resultados apresentados uma vez que as
cachacas eram recém-destiladas e ndo passaram por processos de envelhecimento.

Os ésteres sdo formados durante a fermentacdo pelas leveduras e também pela
esterificacdo de acidos graxos com etanol, sendo o acetato de etila 0 componente majoritario
desse grupo, correspondendo a aproximadamente 80% de todos os ésteres da cachaca. Podem
ser formados também durante o processo de destilacdo e no envelhecimento, devido as reacdes
com componentes da madeira (PEREIRA et al. 2003). O limite maximo para 0s ésteres
estabelecido pelo MAPA ¢ de 200 mg 100 mL™ de alcool anidro. Todas as amostras analisadas
apresentaram teores dentro do limite permitido, variando de 19,08 a 33,93 mg 100 mL* de
alcool anidro (Tabela 2).

Fernandes (2013), analisando cachacas produzidas por 5 diferentes cultivares de cana,
encontrou valores muito baixos para o acetato de etila, que variaram de 4,27 a 8,56 mg 100 mL"
! de alcool anidro. O autor atribuiu essas pequenas concentracdes ao fato de todas as suas
cachagas avaliadas serem recém-destiladas.

As concentragdes de aldeidos encontradas nas amostras estudadas estdo de acordo com
a legislago vigente, que é de 30 mg 100 mL* alcool anidro (BRASIL, 2005). Observou-se uma
variagdo entre 5,91 & 26, 48 mg 100 mL* alcool anidro (Tabela 2), sendo esse Gltimo valor

considerado alto em relacdo as outras e muito proximo ao valor maximo exigido pelo MAPA.

46



Assim como a maioria dos compostos presentes nas cachacgas do pais, os valores de
aldeidos podem variar muito. Cardoso et al. (2012), analisando 54 amostras de cachagas de
Minas Gerais, observaram que a concentragio de aldeidos variou de 5,52 a 33,93 mg 100 mL™
alcool anidro. Anteriormente, Miranda et al. (2007), estudando 94 amostras de cachaca,
encontraram valores variando de 2,77 a 84,27 mg 100 mL™* alcool anidro.

Formados principalmente no processo de fermentacgdo, o principal aldeido relacionado
com a fermentacao alcodlica é o acetaldeido. Outra forma de obtengdo desses compostos é por
meio da oxidacdo de alcoois superiores. De acordo com Cardoso (2013), valores elevados de
aldeidos observados em cachagas destiladas em alambiques de cobre podem estar associados a
erros no processo do corte entre as fragdes de cabeca e coragdo. Esses erros ocorrem quando o
produtor ndo calcula previamente a graduacédo alcodlica da bebida desejada e/ou ndo calcula o
volume de mosto fermentado correspondente e/ou ndo acompanha a mudanca do grau alcodlico
do destilado que esta saindo do alambique. Porém, quantidades razoaveis desses compostos sdo
desejaveis, uma vez que, juntamente com o0s &lcoois superiores, ésteres e acidos sao
responsaveis pela formagdo do seu sabor e aroma, compondo assim o chamado “flavour ou
buqué” da bebida.

Pelos dados descritos na Tabela 2, observa-se que os valores dos alcoois superiores
totais encontram-se dentro dos padrdes estabelecidos pelo MAPA (360 mg 100 mL* lcool
anidro) para todas as amostras. Os alcoois superiores sao produtos metabolicos decorrentes de
crescimento de leveduras. Sua formacdo depende das condi¢cdes do meio de fermentacdo, da
quantidade e viabilidade do in6culo, da temperatura, do teor alcodlico final do vinho, entre
outros fatores. Dependendo do equipamento e do processo de destilacéo, o teor no produto final
pode variar bastante, tendendo a acumular até oito vezes o teor no vinho. (LEAUTE, 1990).

Segundo Cardoso (2013), os principais alcoois superiores encontrados nas cachacas sao:
0 alcool isoamilico (3-metilbutan-1-ol), amilico (pentan-1-ol), isobutilico (2-metilpropan-1-ol)
e propilico (propano-1-ol). A Instru¢cdo Normativa de n. 13, de junho de 2005, incluiu na lista
dos Padrdes de Identidade e Qualidade de Aguardente de Cana e de Cachaga duas substancias
que fazem parte dos alcoois superiores, alcool butilico (butan-1-ol) e alcool sec-butilico (butan-
2-ol), que devem ser quantificadas separadamente e ainda estabeleceu limites permitidos para
elas (BRASIL, 2005).

A Tabela 3 representa os valores para essas substancias separadamente.
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Tabela 3 - Concentragdes de Alcool butilico (butan-1-ol) e Alcool sec-butilico (butan-2-ol)

encontradas nas amostras.

Amostra/ Butan-1-ol Butan-2-ol
Concentracao
F1 1,39 +£0,014 3,84 + 0,276
F2 3,53 0,035 1,54 + 0,007
F3 1,11 +0,131 1,7+0,014
F4 0,89 £+ 0,092 10,45 £ 0,008
F5 0,87 £ 0,085 12,44 + 0,014

*Média (mg/100 mL de alcool anidro) + desvio-padrao; **Limites maximos: Alcool sec-butilico (butan-
2-0l) 10 mg/100 mL de alcool anidro e Alcool butilico (butan-1-ol) 3,0 mg/100 mL de &lcool anidro
(BRASIL, 2005).

Pelos dados descritos na Tabela 3, observou-se que a amostra F2 apresentou limite
superior ao exigido pela legislagdo para o alcool butilico e as amostras F4 e F5, para o alcool
sec-butilico.

Penteado e Masini (2009) analisaram 33 amostras de aguardentes produzidas em
alambique de cobre e coluna de aco inox coletadas em quatro Estados do Brasil. Observaram
uma grande variacdo na concentracao dos alcoois superiores. Entre as amostras pertencentes ao
grupo de aguardentes destiladas em coluna de aco inox, encontraram concentragdes de alcool
sec-butilico acima da legislacdo. Ja& para cachacas destiladas em alambique de cobre, as
concentracdes desse contaminante estiveram dentro da faixa de valores permitidos pela
legislacdo. Esses resultados sdo compativeis com aqueles reportados neste estudo, em que as
cachagas destiladas em colunas de aco inox apresentaram valores de alcool sec-butilico acima
do permitido pela legislacéo.

De acordo com Cardoso (2013), a formacao dos alcoois superiores em excesso pode ser
evitada tomando algumas medidas, como ndo armazenar a cana por longo periodo apds o corte,
evitando a degradacdo de aminoacidos, e a posterior formacdo dos alcoois superiores; nédo
utilizar cana bisada e lavar a cana ap0s o corte, impedindo sua contaminacédo por bactérias, que
podem interferir no desempenho das leveduras durante a fermentacao.

Quando analisado o teor de cobre nas amostras, observa-se que nenhuma das amostras
apresentou valores superiores ao exigido pela legislacdo, que € de 5 mg L. Porém, desperta-se
atencdo para a amostra F2, uma vez que apresentou valor alto se comparado as outras e bem

préximo ao maximo permitido.
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A presenca desse metal na cachaca se deve principalmente a dissolugdo do carbonato
basico de cobre (azinhavre; CuCO3Cu(OH)2) presente nas paredes internas do alambique, que
é arrastado pelos vapores alcodlicos &cidos durante a destilacdo. Uma maneira de se evitar o
excesso desse metal na cachaca é fazer a higienizacdo adequada para remocdo do azinhavre,
bem como encher o alambique e as serpentinas com agua para reduzir a oxidacdo do cobre
(CARDOSO, 2013). O uso de filtros de resinas de troca idnica € uma boa alternativa para
remover o cobre da bebida contaminada, sem, contudo, remover componentes secundarios
responsaveis pela qualidade sensorial do aperitivo (DUARTE et al. 2014).

Anjos (2001) analisou a presenca desse elemento em aguardentes produzidas com
cultivares de cana-de-acucar de ciclo precoce, médio e tardio em trés épocas de colheita, e ndo
constatou diferenca significativa para os valores médios de cobre nas amostras, dentro de cada
época. Miranda et al. (2007) encontraram valores de cobre variando de 0 a 12,25 pg L™ para 94
amostras diferentes produzidas em todo Brasil.

O metanol é indesejavel na cachaca, devido as suas caracteristicas de toxicidade,
mesmo em baixas concentracdes. A origem desse composto estd associada a presenca de
bagacilhos no processo fermentativo, uma vez que ocorrera a degradacéo da pectina presente
na cana-de-agucar (CARDOSO, 2013).

De acordo com a legislacdo vigente, o limite maximo para esse composto é de 20
mg/100 mL de &lcool anidro. De acordo com a Tabela 2, todas as amostras analisadas
apresentaram teores de metanol bem abaixo do exigido pela MAPA.

Os resultados aqui encontrados corroboram com aqueles encontrados por Zacaroni et al.
(2011) e Miranda et al. (2007), que caracterizaram e quantificaram diferentes contaminantes
em aguardentes de cana, ndo sendo detectada a presenca de metanol em valores superiores ao
exigido pela legislacao.

Vilela et al. (2007) mostraram gue o baixo teor de metanol observado em cachacas esta
relacionado com o cuidado no armazenamento da bebida em recipientes apropriados e a adogéo
de boas praticas de fabricacdo pelos produtores, como limpeza adequada dos destiladores,
peneiramento do caldo para eliminar o bagacilho e correta separagéo da fragdo de cabeca, que
contém a maior parte desse composto.

Pelos dados da Tabela 2, pode-se observar que todas as amostras se encontram dentro
do padrio exigido pela legislagio para o furfural, variando entre 0,17 a 3,31 mg 100 mL™* de
alcool anidro. O furfural é um contaminante toxico ao organismo humano e ndo deve estar

presente em cachacas. E formado principalmente durante o processo fermentativo da
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aguardente e também durante a destilacdo, principalmente quando ela é realizada em
alambiques a fogo direto. Sua concentra¢do pode aumentar quando a cachaga passa pela etapa
de envelhecimento, devido a degradacdo de pentoses e hemicelulose da madeira do tonel
(PEREIRA et al. 2003; CARDOSO, 2013).

Masson et al. (2007), ao estudarem a presenca de furfural em aguardentes de cana,
produzidas com e sem queima prévia do palhico da cana-de-agucar, verificaram que a queima
influenciou significativamente a concentracdo do furfural. Os autores concluiram que o agucar
exsudado durante a queima do palhico torna-se um excelente aderente ao colmo de residuos da
combustdo, de particulas solidas de solo, minerais e outros. Os pesquisadores relatam que
quando a cana é processada, esses residuos sdo transferidos para o caldo e, em suspensao, vao
para as dornas e, posteriormente, para o alambique, cuja matéria organica é transformada em
furfural, chegando ao produto final e aumentando as chances de contaminacédo do destilado. Por
essa razdo, a queima do canavial é prejudicial para a qualidade final do produto, devendo ser
evitada sempre que possivel.

Miranda et al. (2007), analisando varias amostras de cachacas, encontraram valores
médios variando de 0 a 1,28 mg 100 mL* de alcool anidro. Posteriormente, Cardoso et al.
(2012), pesquisando 54 amostras de Minas Gerais, observaram valores de furfural variando de
0,09 a 21,01 mg 100 mL™* de alcool anidro, mostrando que ainda existem produtores que n&o
se atentam para préaticas que evitam o excesso de furfural.

O extrato seco é constituido pelos sélidos diluidos na cachaca, que podem ser agucares,
compostos celulésicos extraidos da madeira nos quais a bebida ficou armazenada e foram
incorporados a ela, ou mesmo impurezas. Analises como a de extrato seco sdo Uteis para avaliar
teores de sélidos sollveis e também como indicativo de eventual necessidade de determinacao
de acucares redutores totais.

Quando a aguardente apresenta teor de sélidos sollveis acimade 6 gL eaté 30 g L™,
deve ser acrescida da denominagao “adogada” no rétulo (BRASIL, 2005). Todas as amostras
avaliadas possuiram quantidades de extrato seco inferiores a 6 g L™ (Tabela 2), e em uma
guantidade minima, o0 que era esperado, uma vez que as amostras ndo passaram por nenhuma
etapa de envelhecimento ou foi acrescida de agucares ou qualquer outro ingrediente.

O carbamato de etila € um composto considerado potencialmente carcinogénico. Em
1985, o Canada foi 0 primeiro pais que estabeleceu uma legislacéo especifica sobre o assunto,
com um limite maximo de 150 p g L™ para bebidas destiladas, e tornou-se um referencial para

os Estados Unidos e para a Comunidade Europeia. A obrigatoriedade da detecgéo e controle do
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carbamato de etila nas cachacas e aguardentes torna-se de grande importancia, pois além dos
aspectos ligados a salde publica, sua presenca em concentracBes elevadas constitui uma
barreira nas exportacdes para Europa e América do Norte (ANDRADE-SOBRINHO, 2002). A
Figura 9 representa o cromatograma obtido do padrdo de carbamato de etila apds a injecéo de

20 pL com detecgéo de fluorescéncia.

Figura 9 - Cromatograma da solucéo padrdo de carbamato de etila (CE), com detec¢éo de
fluorescéncia. Concentragdo do padrao injetado: 100,0 pg L-1.
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De acordo com a Figura 9, o tempo de retencdo médio obtido para o CE foi de 13,026
+ 0,193 minutos, valor proximo aquele encontrado por Anjos et al. (2011b), Zacaroni et al.
(2011), Machado et al. (2013); Santiago et al. (2014) e Zacaroni et al. (2015). A quantificacéo
do CE nas amostras de cachaca foi realizada por meio da construcdo de uma curva analitica
obtida por regresséo linear (y = 11914,69x - 47197,63), sendo o coeficiente de determinacéo
(r?) obtido de 0,99996. Portanto, esse valor demostra a forte correlagdo linear entre a
concentracdo de CE e a area do pico obtida, e que, de acordo com a literatura, valores acima de
0,99 sdo aceitaveis (SNYDER et al. 1997; HARRIS, 2008).

Os limites de detecgdo (LD) e quantificagcdo (LQ) foram estimados por meio dos
parametros obtidos para a curva analitica construida, sendo calculados pelas respectivas
relacbes matematicas: LD = 3DP/m e LQ = 10DP/m (em que DP = estimativa do desvio-padrao
da linha de regressdo e m = coeficiente angular da linha de calibragéo). Para esses limites, foram
encontrados os valores de 1,86 (LD) e 6,23 (LQ) ug L, respectivamente. Sendo esses valores
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de LD e LQ inferiores aos encontrados por Anjos et al. (2011b) (3,93 ng L e 13,09 pg LY),
Machado et al. (2013) (6,39 ug L™ e 21,32 ug L 1); Santiago et al. (2014) (3,24 ug L e 10,83
ug LY); Zacaroni et al. (2015) (3,81 pug Lt e 11,53 pg LY.

Outro parémetro avaliado foi a exatiddo, que foi feita por ensaios de recuperagdo. A
recuperacdo é a mais utilizada entre os processos de avaliar a exatiddo, sendo definida como a
proporcéo da quantidade da substancia de interesse, presente ou adicionada na porcdo analitica
do material-teste, que é extraida e passivel de ser quantificada (RIBANI et al. 2004; HARRIS,
2008). A concentracdo do CE foi calculada pelo aumento das &reas dos picos, obtida apés a
adicdo de uma quantidade conhecida dos padrfes (3 niveis de concentragdo) as 3 amostras
escolhidas aleatoriamente. Os valores de recuperacdo encontrados neste estudo foram de 91%
a 102%, sendo aceitaveis para esse tipo de analise (RIBANI et al. 2004).

As concentracOes de carbamato de etila encontradas em todas as amostras de cachagas
selecionadas estdo dentro do limite estabelecido pela legislacdo vigente no pais, isto é, abaixo
de 210 pg L, com valores variando de 2,32 a 49,98 pg L, tendo como média geral 19,7 ug
L2,

Duas amostras se destacaram das demais, apresentando valores mais altos: a amostra
F2, com 32,45 pg L e a amostra F4, com 49,98 pg L. Ambas as amostras ndo apresentam
caracteristicas similares quanto ao processo produtivo, pois foram feitas com variedade de cana-
de-acucar, processo fermentativo e tipo de destilacdo diferentes. A Figura 10 representa o

cromatograma obtido para a amostra F4.
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Figura 10 - Cromatograma do teor de carbamato de etila (CE) encontrado na amostra F4, com
deteccdo de fluorescéncia.
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Zacaroni et al. (2011) analisaram alguns contaminantes em amostras de cachacas e
observaram que todas as amostras continham concentracdes da CE abaixo do limite
estabelecido pela legislagdo brasileira. A maior concentragdo encontrada foi 119 pg L™,

Machado et al. (2013) analisaram o CE em cachacas de alambique de cobre obtidas de
cana-de-acucar cultivada com concentracdes diferentes de ureia e nitrato de aménio. Os autores
observaram que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos, uma vez que todas as
amostras apresentaram concentraces de CE abaixo do limite estabelecido por lei, com uma
média de 29,01 pg L. Apesar de ter analisado apenas uma variedade de cana, o SP791011, os
resultados corroboram com os obtidos neste trabalho, no qual ndo foram encontradas
concentracdes de CE acima do limite estabelecido pela legislacéo.

d’Avila et al. (2016) avaliaram o teor de carbamato de etila em cachagas produzidas
com 13 diferentes variedades de canas-de-acUcar e sistemas de producdo. Os autores
observaram uma média de 24,35 pg L%, sendo que todas as amostras estavam dentro dos
padrdes exigidos pela legislagéo.

Santiago et al. (2014) avaliaram valores para carbamato de etila em diferentes etapas do
processo de producdo de cachaga: no caldo de cana, no mosto fermentado e nas fragcbes do
destilado. De acordo com os resultados obtidos pelos autores, as canas utilizadas para produgéo

da cachaga, assim como o processo de obtengédo do caldo, ndo interferiram para a formacao de
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carbamato de etila, pois ndo se detectou valores de CE para o caldo de cana e valores abaixo do
limite de quantificagdo no mosto fermentado e nas fragdes do destilado.

Mendonca et al. (2016) analisaram a concentracdo de carbamato de etila presente em
cachacas fermentadas com leveduras selecionadas e com fermento espontaneo. Como
resultado, os autores constataram uma diferenca significativa quanto ao teor de CE e o fermento
utilizado. Cachagas contendo arroz branco como fonte de nutriente do fermento apresentaram
valores de CE maiores antes e depois do armazenamento se comparados a producdo com
levedura selecionada. Os autores atribuiram esse fato a decorréncia de o arroz conter compostos
nitrogenados.

Baffa-Junior et al. (2011) quantificaram a formagéo do CE no processo de fermentagao
do caldo de cana (mosto fermentado), nas fracdes do destilado e na vinhaga. Os resultados
médios encontrados pelos autores foram de 122 mg L no mosto fermentado; 59,7 mg L™ na
fracio cabeca; 52 pug L na fragdo coragdo; 1,57 mg L™ na fragdo cauda e 53,1 mg L™ na
vinhaca. Os resultados encontrados por esses autores indicaram que o CE foi formado
principalmente durante a fermentacéo e sua concentracdo ¢ aumentada durante a destilagéo.

Esses resultados podem auxiliar no entendimento dos dados encontrados neste trabalho,
uma vez que as amostras que apresentaram maiores niveis de valores de CE foram a F2 e a F4.
A amostra F2 foi produzida por fermentagdo espontanea e destilada em alambique de cobre,
apresentando um valor elevado de grau alcéolico (43,81 °GL), se comparado com as demais
cachacas destiladas em alambique de cobre. Esses fatos apontam como possibilidade uma ma
separacdo das fracOes cabeca e coracdo, fazendo com que aumentasse o teor de CE e o grau
alcodlico. J& a amostra F4 foi produzida com leveduras selecionadas e destilada em coluna de
aco inox; seu teor alcodlico (49,87 °GL) foi o mais alto, se comparado a todas as amostras.
Pode-se entdo atribuir esses valores ao fato de que na destilacdo em colunas de aco inox, nao
se tem a separacdo das fracdes, e consequentemente a ndo separacdo da primeira fracdo dos
volateis onde, na maioria das vezes, apresenta maior quantidade de CE. De acordo com Aresta
et al. (2001), entre os varios fatores de producdo que afetam o nivel de carbamato de etila, 0
processo de destilagdo tem notdvel importancia. Entretanto, a amostra F5, produzida nas
mesmas condi¢Bes que a F4, porém com diferente variedade de cana, apresentou um valor
relativamente baixo para CE (9,26 ug L™Y).

Masson et al. (2012) estudaram 63 amostras de cachaga produzidas em pequenos e
médios alambiques de cobre nas regides norte e sul de Minas Gerais. Os valores encontrados

para a concentracdo de CE foram de 22,6 a 980 pg L™. Neste estudo, o autor informou que o
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contetdo da CE encontrado nas amostras ndo estava correlacionado com o teor de &lcool, acidez
ou concentragdo de cobre nas amostras.

Para alguns autores, o cobre proveniente do alambique pode contribuir para a formacéo
do CE, ja que ha a possibilidade de esse metal atuar como catalisador nas reacdes de formacéo
desse contaminante (ARESTA et al. 2001; ANDRADE-SOBRINHO et al. 2002; BAFFA-
JUNIOR et al. 2011). Baffa-Junior et al. (2011) mostraram correlaces existentes entre a
concentracdo desse contaminante e parametros envolvidos durante o processo de destilagéo.
Esses dados corroboram com parte dos dados obtidos neste estudo, uma vez que a amostra F2
também apresentou teor de cobre (4,64 pug L™1) muito elevado, quando comparado as outras
amostras. Zacaroni et al. (2011) e Masson et al. (2014) demonstraram que ndo ha correlacdo
entre as concentracfes de cobre e CE em cachaca; entretanto, as condi¢fes de processamento
foram diferentes as repostadas neste estudo.

As amostras estudadas ndo passaram pela etapa de armazenamento; porém, sabe-se
também que, dependendo das condi¢cdes de armazenamento da bebida, o teor de CE pode
aumentar. Anjos et al. (2011a) avaliaram a concentracdo de CE durante o armazenamento da
cachaca em tonel de carvalho (Quercus sp) e recipiente de vidro. Os autores observaram uma
diferenca significativa na concentracdo de CE para ambos os procedimentos, percebendo um
aumento mais expressivo na concentracdo desse composto para a cachaga armazenada em
recipiente de vidro. Santiago et al. (2014) avaliaram CE em cachagas armazenadas em tonéis
de amburana e carvalho por um periodo de 12 meses. Os autores constataram que a
concentracdo de CE se manteve estabilizada e menor que o limite maximo permitido pela
legislagdo desde o primeiro més de envelhecimento. Zacaroni et al. (2015) estudaram a
influéncia da luz natural na concentracéo de CE em cachacas envelhecidas em barris de madeira
e armazenadas em garrafas de vidro por um periodo de 6 meses. Todas as amostras
apresentaram uma concentracdo CE abaixo do limite estabelecido pela legislacédo brasileira. A
maior concentragdo encontrada foi de 79,70 pg L™ e 70% das amostras exibiram uma influéncia
da presenca ou auséncia de luz na analise desse composto. Com isso, inferiram que a luz pode
influenciar na formacgéo desse composto.

Para Anjos et al. (2011a), a formacdo do carbamato de etila na produgédo de cachaca
pode ocorrer antes, durante e depois do processo de destilacdo, incluindo o armazenamento da
bebida, podendo haver um aumento potencial tanto na bebida que foi armazenada em tonéis de

madeira, quanto da armazenada em recipientes de vidros. Para Nagato et al. (2003), a formacéo
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do CE em etapas posteriores a destilacao é dependente do pH da bebida, da incidéncia de luz e

tempo de armazenamento.

4.2 Extratos e Cromatografia

A Tabela 4 apresenta os Ry calculados para as primeiras corridas cromatograficas.

Tabela 4 - Valores médios de Rf encontrados para cada mancha e seu respectivo extrato.

Variedade da Extrato em Extrato em Extrato em Extrato em
cana-de- alcool metilico acetato de etila hexano hexano

agucar (mancha 1) (mancha 2)

F1 0,7 0,8 0,78 0,45

F2 0,58 0,85 0,75 0,42

F3 0,61 0,78 0,74 0,48

F4 0,66 0,8 0,79 0,51

F5 0,6 0,78 0,75 0,46

Na corrida cromatogréafica para a purificacdo das manchas, apenas o extrato em hexano

apresentou duas manchas para todas as variedades de cana. Os demais extratos apresentaram

apenas uma mancha para todas as variedades.

Entre as misturas utilizadas propostas por Nahrstedt et al. (1964) e Towers et al. (1964),

utilizadas, a que apresentou melhor separacdo e manchas em maiores detalhes, foi a mistura de

alcool metilico e acetato de etila, na proporcdo 7:3 respectivamente. Para Prates et al. (1996), a

presenca de dhurrin foi observada nas fragGes coletadas durante a eluicdo com a mistura alcool

metilico e cloroformio 10%. As Figuras 11, 12, 13, 14 e 15 apresentam as placas

cromatograficas ap0s a revelacdo em vapores de iodo.
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Figura 11 - Cromatografia em camada delgada do padrdo de dhurrin e dos extratos
obtidos da variedade de cana-de-actcar RB 86-7515 (F1), apds revelacdo em atmosfera
de iodo, em que (1) é a mancha do padréo dhurrin, (2) extrato em alcool metilico, (3)
extrato em acetato de etila, (4) extrato em hexano - mancha 1 e (5) extrato em hexano -

mancha 2.
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Figura 12 - Cromatografia em camada delgada do padrdo de dhurrin e dos extratos
obtidos da variedade de cana-de-aglcar SP 83-2847 (F2), apo6s revelacdo em
atmosfera de iodo, em que (1) é a mancha do padrdo dhurrin, (2) extrato em alcool
metilico, (3) extrato em acetato de etila, (4) extrato em hexano - mancha 1 e (5) extrato
em hexano - mancha 2.

(1) ) @) (4) ()

58



Figura 13 - Cromatografia em camada delgada do padréo de dhurrin e dos extratos obtidos
da variedade de cana-de-acucar IAC 86-2480 (F3), apos revelacdo em atmosfera de iodo,
em que (1) é a mancha do padréo dhurrin, (2) extrato em alcool metilico, (3) extrato em
acetato de etila, (4) extrato em hexano - mancha 1 e (5) extrato em hexano - mancha 2.

(1) ) ©) (4) (5)
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Figura 14 - Cromatografia em camada delgada do padréo de dhurrin e dos extratos obtidos
da variedade de cana-de-acUcar SP 80-3280 (F4), apds revelacdo em atmosfera de iodo ,
em que (1) é a mancha do padrdo dhurrin, (2) extrato em alcool metilico, (3) extrato em
acetato de etila, (4) extrato em hexano - mancha 1 e (5) extrato em hexano - mancha 2.
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Figura 15 - Cromatografia em camada delgada do padréo de dhurrin e dos extratos obtidos
da variedade de cana-de-acucar CTC 11 (F5), apos revelacdo em atmosfera de iodo, em
que (1) é amancha do padrao dhurrin, (2) extrato em &lcool metilico, (3) extrato em acetato
de etila, (4) extrato em hexano - mancha 1 e (5) extrato em hexano - mancha 2.
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A Tabela 5 apresenta os valores dos Rt para todas as manchas observadas na segunda

corrida cromatogréfica, juntamente com o padrao de dhurrin.

Tabela 5 - Valores médios de Rf encontrados para cada mancha e seu respectivo extrato.

Variedade Padréao Extrato em Extrato em Extrato em Extrato em

da cana-de- de alcool acetato de hexano hexano
acucar dhurrin metilico etila (mancha 1) (mancha 2)
F1 0,80 0,65 0,63 e 0,86 MD MD
F2 0,80 0,68 e 0,81 0,82 0,82 0,80
F3 0,81 0,69¢e 0,85 0,89 MD MD
F4 0,82 0,81 0,85 0,89 MD
F5 0,82 0,83 0,70e 0,93 MD MD

Onde MD = mancha dispersa

Pelos valores descritos na Tabela 5, pode-se observar que as variedades de cana RB 86-
7515 (F1) e IAC 86-2480 (F3) foram as amostras que apresentaram valores de R¢’s mais
divergentes ao valor encontrado para o padrao de dhurrin. Ja as demais amostras apresentaram
valores de Ry similiares ou iguais ao R do padréo para alguns extratos.

A variedade de cana SP 80-3280 (F4) apresentou valor de Rt similiar ao do padrdo para
o0 extrato em alcool metilico. Também para 0 mesmo tipo de extrato, a variedade CTC 11 (F5)
apresentou Rt similar ao do padrdo. Prates et al. (1996) identificaram moléculas de dhurrin
isoladas no sorgo no extrato em alcool metilico, dados que corroboram com aqueles
encontrados neste trabalho. Os autores, entretanto, ndo pesquisaram outros tipos de extrato para
a mesma amostra.

Ja a variedade de cana SP 83-2847 (F2) apresentou Rt igual ao do padrédo para o extrato
de hexano (mancha 2). Observando a estrutura quimica do dhurrin, infere-se que, na extracdo
com alcool metilico, provavelmente o composto estaria com os grupos hidroxilas livres, e
quando ocorreu a extracdo em hexano, este poderia estar ligado a outros grupos apolares. Sabe-
se que a afinidade de cada solvente com as substancias extraidas é baseada na estrutura quimica
do composto e na sua polaridade.

A Tabela 6 apresenta a relacéo das similaridades das manchas e os valores encontrados
para analise de carbamato de etila
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Tabela 6 - Similaridade entre os Rf’s encontrados e a concentragdo de CE.

Variedade da  Padréo de Rr e extrato Concentracéo de CE (u
cana-de- dhurrin gL?)
agucar
F1 0,80 N&o houve similaridade 4,47
0,81 - alcool metilico
F2 0,80 0,80 - hexano (mancha 2) 32,45
F3 0,81 N&o houve similaridade 2,32
F4 0,82 0,81 - alcool metilico 49,98
F5 0,82 0,83 — alcool metilico 9,26

De acordo com os dados apresentados na Tabela 6, pode-se observar que as variedades
F2 e F4, que apresentaram maiores concentracdes de CE pela analise no HPLC, apresentaram
valores de Ryf’s iguais ou similares ao valor de R encontrado para o padréo. Entretanto, essas
duas variedades ndo apresentam similaridade quanto ao processo produtivo, enquanto a
variedade F2 foi fermentada com fermento selvagem e destilada em alambique de cobre, a
variedade F4 foi fermentada com levedura selecionada e destilada em coluna de aco inox.
Diante desses dados, infere-se que as etapas de fermentacdo com diferentes tipos de fermento
(selvagem e selecionado) e os diferentes tipos de destilacdo (alambique cobre e coluna de ago
inox) ndo interferiram na concentracéo final do CE.

Entretanto, a amostra F5 também apresentou valores de Rf’s similares; porém, a
concentracédo de carbamato de etila foi baixa, se comparada com as demais, evidenciando mais
uma vez que o processo produtivo ndo influenciou a concentragéo final do CE uma vez que as
duas variedades apresentam 0 mesmo processo produtivo. Com esses dados, verifica-se que a

variedade da cana-de-acucar é um fator primordial na contribuicdo para a formacéao do CE.
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5 CONCLUSAO

Todos os parametros fisico-quimicos das cachacas analisadas apresentaram-se dentro
dos padrdes exigidos pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento, constatando-se
que elas estdo adequadas para o consumo. Os extratos das cinco variedades de cana-de-agucar
apresentaram bom comportamento para o método de extracdo utilizado, com cor, odor e textura
caracteristica. Na Cromatografia em Camada Delgada, a fase movel que mais se adaptou aos
extratos foi a mistura de alcool metilico e acetato de etila na proporg¢éo 7:3, respetivamente. A
variedade de cana-de-agUcar SP 83-2847 (F2) apresentou Rt igual ao do padréo dhurrin para o
extrato hexanico. As variedades SP 80-3280 (F4) e CTC 11 (F5) apresentaram valores de Rs
similares ao do padrdo para o extrato metandlico. E as demais, RB 86-7515 (F1) e IAC 86-2480
(F3), foram as amostras que apresentaram valores de Rf’s divergentes do valor encontrado para
0 padrdo de dhurrin. O fator relevante para as concentragdes finais de carbamato de etila neste
estudo foram as diferentes variedades de cana-de-agucar, uma vez que as diferentes etapas nos

processos de producdo ndo influenciaram a concentracéo final desse contaminante.

64



REFERENCIAS

ANDRADE, L. A. B. Cultura da cana-de-actcar. In. CARDOSO, M. G. Producdo de
aguardente de cana. 3 ed. Lavras: Editora da UFLA, p. 25- 55., 2013.

ANDRADE-SOBRINHO, L. G. et al. Carbamato de etila em bebidas alcodlicas (cachaca,
tiquira, uisque e grapa). Quimica Nova, v. 25, n. 6b, p. 1074-1077, nov./dez. 2002.

ANJOS, I. A. Produtividade agricola, rendimento e qualidade da aguardente artesanal de
diferentes variedades de cana-de-agucar. 2001. 102 p. Tese (Doutorado em Fitotecnia) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2001.

ANJOS, J. P. et al. Identification of ethyl carbamate during the aging of cachaca in an oak barrel
(Quercus sp) and a glass vessel. Quimica Nova, v.34, n. 5 p. 874-878, 2011a.

ANJOS, J. P. et al. Evolution of the concentration of phenolic compounds in cachaga during
aging in an oak (Quercus sp.) Barrel. Journal of the Brazilian Chemical Society, Sdo Paulo, v.
22, p. 1307-1314, 2011b.

AQUARONE, E. et al. Biotecnologia industrial: na producao de alimentos. Sdo Paulo: Editora
Blucher, 2005. v. 4, 525 p.

ARESTA, M. et al. Cooper (Il) catalysis in cyanide conversion into ethyl carbamate in spirits
and relevant reactions. J. Agric. Food Chem., Washington, v. 49, n. 6, p. 2819-2824, 2001.

ARESTA, M.; QUARANTA, E. Carbon dioxide: a substitute for phosgene. Chemtech, 27 (3),
32, 1997.

BADOLATO, E. S. G.; DURAN, M. C. Risco de intoxicacdo por metanol pela ingestdo de
bebidas alcoodlicas. Revista de Psiquiatria Clinica, Santiago, v. 27, n. 2, p. 90-92, mar./abr. 2000.

BAFFA JUNIOR, J. C. et al. Ethyl-carbamate determination by gas chromatography — mass
spectrometry at different stages of production of a traditional Brazilian spirit. Food Chemistry,
London, v. 129, n. 4, p. 1383- 1387, Dec. 2011.

BEATTIE, J. K,; POLYBLANK, G. A. Copper-catalysed oxidation of cyanide by peroxide in
alkaline aqueous solution. Aust. J. Chem., 48, 861-868, 1995.

BNDES -~ Banco Nacional do Desenvolvimento. 2015. Disponivel em
https://web.bndes.gov.br/bib/jspui/bitstream/1408/3462/1/BS%2040%200%20s
etor% 20de%20bebidas%20n0%20Brasil P.pdf >. Acesso em maio de 2016.

BRASIL, Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento; Instrucdo Normativa n° 13, de
29/06/2005. BRASIL, Diério Oficial da Unido, Secéo I, p. 3-3, de 30/06/2005.

BRASIL, Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento; Instrucdo Normativa n° 28, de
11/08/2014. BRASIL, Diario Oficial da Uniéo, Secéo I, p. 3-3, de 12/08/2014.

BUSK, P.K., MOLLER, B. L. Dhurrin Synthesis in Sorghum Is Regulated at the Transcriptional
Level and Induced by Nitrogen Fertilization in Older Plants. Plant Physiology, July 2002, Vol.
129, pp. 1222-1231, 2002.

65


https://web.bndes.gov.br/bib/jspui/bitstream/1408/3462/1/BS%2040%20O%20setor%25%2020de%20bebidas%20no%20Brasil_P.pdf
https://web.bndes.gov.br/bib/jspui/bitstream/1408/3462/1/BS%2040%20O%20setor%25%2020de%20bebidas%20no%20Brasil_P.pdf

CALDAS, N. M. et al. Feasibility of internal standardization in the direct and simultaneous
determination of As, Cu and Pb in sugar-cane spirits by graphite furnace atomic absorption
spectrometry. Analytica Chimica Acta, Amsterdam, v. 636, p. 1-5, 2009.

CAMPOS, C. R. et al. Features of Saccharomyces cerevisiae as a culture starter for the
production of the distilled sugar cane beverage, cachaga in Brazil. Journal of applied
microbiology, v. 108, n. 6, p. 1871-9, jun. 2010.

CARDOSO, M. das G. Producéo de aguardente de cana. 3. ed. Lavras: Editora UFLA, 2013.
444 p.

CARDOSO, M. G. et al. Cachaca de Minas Gerais/Brasil: producdo e qualidade. Ciéncia e
investigacdo. Agrotec. Portugal, set de 2012.

CBRC — Centro brasileiro de referencia da cachaca. NUmeros da cachaga. 2012. Disponivel em

< http://www.expocachaca.com.br/numeros-da-cachaca.php >. Acesso em maio de
2017.

COELHO, N. R. A. Nogdes de higienizagdo na industria de alimentos. 2014. Processamento de
Frutas e Hortalicas. Universidade Catolica de Goias. Disponivel em: <

http://wp.ufpel.edu.br/mlaura/files/2014/02/Higieneiza%C3%A7%C3%A30-na-
ind%C3%BAstria-de-alimentos.pdf > . Acesso em maio de 2017.

COLLINS, L. G. et al. Introducdo a métodos cromatograficos. Campinas, SP: Editora
UNICAMP, 1997.

COPLANA - Cooperativa Agroindustrial. Caracteristicas das variedades CTC. 2006
Disponivel em <
http://www.coplana.com/gxpfiles/ws001/design/Download/VariedadesCana/Var
iedade CTC 115.pdf >. Acesso em maio de 2017.

CRONQUIST, A. An Integrated System of Classification of Flowering Plants. Columbia
University Press, New York, 1981.

d’AVILA, G. B. et al. Quantification of ethyl carbamate in cachaca produced in different agro-
industrial production systems. Journal Institute of Brewing & Distilling. 122: 299-303; 2016.

DUARTE, F. C.; et al. Remocdo de cobre em cachaca usando argilas. Ciénc. Agrotec., Lavras,
v.38, n.4, p.382-389, jul./ago., 2014.

EGEKEZE, J. O.; OEHME, F. W. Cyanides and their toxicity: A literature review. The
Veterinary Quarterly The Haque, v. 2, p. 104-14. 1980

EMBRAPA — Empresa Brasileira de pesquisa agropecuaria. Corte da cana-de-agucar. 2017a.
Disponivel em < http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/cana-de-
acucar/arvore/CONTAGO01 98 22122006154841.html >. Acesso em junho de 2017.

EMBRAPA — Empresa Brasileira de pesquisa agropocuaria. Cana-de-agucar. 2017b.
Disponivel em < http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/cana-de-
acucar/arvore/CONTAGO01 42 1110200717570.html >. Acesso em maio de 2017.

66



http://www.expocachaca.com.br/numeros-da-cachaca.php
http://wp.ufpel.edu.br/mlaura/files/2014/02/Higieneiza%C3%A7%C3%A3o-na-ind%C3%BAstria-de-alimentos.pdf
http://wp.ufpel.edu.br/mlaura/files/2014/02/Higieneiza%C3%A7%C3%A3o-na-ind%C3%BAstria-de-alimentos.pdf
http://www.coplana.com/gxpfiles/ws001/design/Download/VariedadesCana/Variedade_CTC_115.pdf
http://www.coplana.com/gxpfiles/ws001/design/Download/VariedadesCana/Variedade_CTC_115.pdf
http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/cana-de-acucar/arvore/CONTAG01_98_22122006154841.html
http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/cana-de-acucar/arvore/CONTAG01_98_22122006154841.html
http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/cana-de-acucar/arvore/CONTAG01_42_1110200717570.html
http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/cana-de-acucar/arvore/CONTAG01_42_1110200717570.html

FERNANDES, O. W. B. Avaliacdo da composic¢éo fisico-quimica de cachaca de alambique de
cinco cultivares de cana-de-agucar colhidas em trés épocas de maturacdo. 2013. 132 p. Tese
(Doutorado em Ciéncias Bioldgicas) - Universidade Federal de Ouro Preto, Ouro Preto, 2013.

FERREIRA, D. F. Sisvar: a computer statistical analysis system. Ciéncia e Agrotecnologia,
Lavras, v. 35, n. 6, p. 1039-1042, nov./dez. 2003.

GALINARO, C. A. et al. Cyanate as an Active Precursor of Ethyl Carbamate Formation in
Sugar Cane Spirit. J. Agric. Food Chem., 63, 7415-7420, 2015.

GANJEWALA D. et al. Advances in cyanogenic glycosides biosynthesis and analyses in
plants: A review. Biologica Szegediensi v. 54, p.1-14, 2010.

GUERAIN, J.; LEBLOND, N. Formation du carbamate d’ethyle et elimination de I’acide
cyanhydrique des eauxde-vie de fruits a” noyaux. In Elaboration et Connaissance des Spiriteux;
Cantagrel, R., Ed.; Tec&Doc: Paris, France; pp 330-338, 1992.

HALKIER B. A., SCHELLER H. V., MOLLER B. L. Cyanogenic glucosides: the biosynthetic
pathway and the enzyme system involved. In D Evered, S Harnett, eds, Cyanide Compounds
in Biology, Ciba Foundation Symposium No. 140. John Wiley & Sons, Chichester, UK, pp 49-
66, 1988.

HARRIS, D. C. Andlise quimica quantitativa. 7. ed. Rio de Janeiro: LTC, 2008. 868 p.

IARC - International Agency for Research on Cancer. (2010). Some non-heterocyclic
polycyclic aromatic hydrocarbons and some related exposures. 2010. Disponivel em <
http://monographs.iarc.fr/fENG/Monographs/vol92/mono92.pdf >. Acesso em maio de 2017.

IBRAC - Instituto Brasileiro de Cachaca, S&o Paulo, 2012. Disponivel em
<http://www.ibraccachacas.org/>. Acesso em maio de 2017.

IBRAC - Instituto Brasileiro de Cachaca. Mercado externo, 2017a. Disponivel em <
http://www.ibrac.net/index.php/servicos/estatisticas/mercado-externo >. Acesso em maio de
2017.

IBRAC - Instituto Brasileiro de Cachaca. Mercado interno, 2017b. Disponivel em <
http://www.ibrac.net/index.php/servicos/estatisticas/mercado-interno >. Acesso em marco de
2017.

JONES P.R., ANDERSEN M.D., et al. The biosynthesis, degradation, transport and possible
function of cyanogenic glucosides. In JT Romeo, R Ibrahim, L Varin, V DeLuca, eds, Evolution
of Metabolic Pathways. Recent Advances in Phytochemistry, Vol 34. Pergamon, Amsterdam,
pp 191-247, 2000.

JONES, D. A. Why are so many food plants cyanogenic? Phytochemistry, 47 (2), 155-162,
1998.

KAHNETAL, R.A., FAHRENDORF, T. Substrate specificity of the cytochrome P450 enzymes
CYP79A1 and CYP71E1 involved in the biosynthesis of the cyanogenic glucoside dhurrin in
Sorghum bicolor (L.) Moench. Arch Biochem Biophys 363: 9-18, 1999.

67


http://www.ibrac.net/index.php/servicos/estatisticas/mercado-externo
http://www.ibrac.net/index.php/servicos/estatisticas/mercado-interno

LACHENMEIER, D. W., LIMA, M. C. P, et al. Cancer risk assessment of ethyl carbamate in
alcoholic beverages from Brazil with special consideration to the spirits cachaca and tiquira.
BMC Cancer, 10, 266, 2010.

LANDELL, M. G. et al. Caracteristicas da variedade de cana forrageira (IAC 86-2480) e o0 seu
uso na alimentagdo animal. 2016. Disponivel em: < https://www.milkpoint.com.br/radar-
tecnico/sistemas-de-producao/caracteristicas-da-variedade-de-cana-forrageira-

1ac-862480-e-0-seu-uso-na-alimentacao-animal-27118n.aspx >. Acesso em maio de
2017.

LEAUTE, R. Distillation in alambic. American Journal of Enology and Viticulture, Davis, V.
41, n. 1, p. 90-103, 1990.

LIMA, A.J. B,; et al. Efeito de substancias empregadas para remocao de cobre sobre o teor de
compostos secundarios da cachagca. Quim. Nova, Vol. 32, No. 4, 845-848, 20009.

LIMA, A.J. B.; et al. Emprego do carvéo ativado para remocao de cobre em cachaca. Quimica
Nova, Séo Paulo, v. 29, n. 2, p. 247-250, 2006.

LIMA, L. L. de A., FILHO, A.B. de M. Tecnologia de bebidas. Recife: EDUFRPE, 2011.

LITCHEV, V. Influence of oxidation process on the development of the taste and flavor of wine
distilates. American Journal of Enology and Viticulture, v.40, n.1, p.31- 35, 1989.

LOFROTH, G.; GEJVALL, T. Diethyl pyrocarbonate: Formation of urethane in treated
beverages. Science, 174, 1248-1250, 1971.

MACHADO, A. M. R. et al. Determination of ethyl carbamate in cachaca produced from
copper stills by HPLC. Food Chemistry, London, v. 138, n. 2-3, p. 1233-1238, June 2013.

MACHADO, A. M. R. et al. Experimental design methodology to optimize the solid phase
microextraction procedure prior to GC/MS Determination of Ethyl Carbamate in Samples of
Homemade Cachaca. Analytical Letters, v. 45, n. 10, p. 1143-1155, 2012.

MACKENZIE, W. M. et al. S. Ethyl carbamate formation in grain based spirits. Part Il. The
identification and determination of cyanide related species involved in ethyl carbamate
formation in Scotch whisky. J. Inst. Brew., 96, 223-232, 1990.

MARIN, F. R. Cana-de-acucar. 2007. Disponivel em <
http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/cana-de-
acucar/arvore/CONTAGO01 42 1110200717570.html > Acesso em maio de 2017.

MASSON, J. et al. ParAmetros fisico-quimicos e cromatograficos em aguardentes de cana
gueimada e ndo queimada. Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v. 31, n. 6, p. 1805-1810, 2007.

MASSOM, J. et al. Determination of acrolein, ethanol, volatile acidity, and copper in different
samples of sugarcane spirits. Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 32(3): 568-572, jul.-set. 2012.

MASSON, J. et al. GC-MS analysis of ethyl carbamate in distilled sugar cane spirits from the
northern and southern regions of Minas Gerais. Journal of the Institute of Brewing; 120: 516—
520, 2014.

68


https://www.milkpoint.com.br/radar-tecnico/sistemas-de-producao/caracteristicas-da-variedade-de-cana-forrageira-iac-862480-e-o-seu-uso-na-alimentacao-animal-27118n.aspx
https://www.milkpoint.com.br/radar-tecnico/sistemas-de-producao/caracteristicas-da-variedade-de-cana-forrageira-iac-862480-e-o-seu-uso-na-alimentacao-animal-27118n.aspx
https://www.milkpoint.com.br/radar-tecnico/sistemas-de-producao/caracteristicas-da-variedade-de-cana-forrageira-iac-862480-e-o-seu-uso-na-alimentacao-animal-27118n.aspx
http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/cana-de-acucar/arvore/CONTAG01_42_1110200717570.html
http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/cana-de-acucar/arvore/CONTAG01_42_1110200717570.html

MENDONCA, J. G.; etal,. Determination of ethyl carbamate in cachacas produced by selected
yeast and spontaneous fermentation. Journal of the Institute of Brewing, 2016.

MERCK INDEX. Propriedades fisico-quimicas do carbamato de etila. 13. ed. Rahway: Merck,
2001.

MIRANDA, M. B. et al. Qualidade quimica de cachacas e de aguardentes brasileiras. Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos, Campinas, v. 27, n. 4, p. 897901, out./dez. 2007.

MIRANDA, M. B. et al. Perfil fisico-quimico de aguardente durante o envelhecimento em
tonéis de carvalho. Revista Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campinas, SP. v. 28, p.84-89,
dez. 2008.

NAGATO, L. A. F. et al. Carbamato de etila em bebidas alcodlicas. Boletim da Sociedade
Brasileira de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campinas, v. 37, n. 1, p. 40-47, jan./jun. 2003.

NAHRSTEDT, A. J et al. Cromatography. 1964. In: LINSKENS, H. F.; JACKSON, J. F. Plant
Toxin Analysis. New Series Volume 13. New York, 1992.

NOVA CANA. Produtividade dos canaviais em 2015 atinge melhor resultado desde 2009.
2016. Disponivel em: < https://www.novacana.com/n/cana/safra/produtividade-
canaviais-2015-melhor-resultado-2009-ctc-270416/ >. Acesso em junho de 2017.

OUGH, C. S., CROWELL, E. A., MOONEY, L. A. Formation of ethyl carbamate precursors
during grape juice fermentation. I. Addition of amino acids, urea and ammonia: Effects of
fortification on intracellular and extra cellular precursors. Am. J. Enol. Vitic., 39 (3), 243-249,
1988.

OUGH, C. S.; STEVENS, D.; ALMY, J. Preliminary comments on effects of grape vineyard
nitrogen fertilization on the subsequent ethyl carbamate formation in wines. Am. J. Enol. Vitic.,
40 (3), 219-220, 1989.

OWUAMANAM, C. I.; IWOUNO, J. O.; IHEDIOHANMA N. C.; BARBER L. I. Cyanide
Reduction, Functional and Sensory Quality of Gari as Affected by pH, temperature and
fermentation time. Journal of Nutrition, v. 9; p. 980-986, Nigéria, 2010.

PARAZZI, C. et al. Avaliacdo e caracterizacdo dos principais compostos quimicos da
aguardente de cana-de-acUcar envelhecida em tonéis de carvalho (Quercus sp.). Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Campinas, v. 28, n. 1, p. 193-199, 2008.

PATARO, C. et al. Utilizacdo de leveduras selecionadas na fabricagdo da cachaga de
alambique. Informe Agropecuario, Belo Horizonte, v. 23, n. 217, p. 37-43, 2002.

PENTEADO, J. C. P.; MASINI, J. C. Heterogeneidade de alcoois secundarios em aguardentes
brasileiras de diversas origens e processos de fabricacdo. Quimica Nova, Sdo Paulo, v. 32, n. 5,
p. 1212-1215, 20009.

PEREIRA, N. E. et al. Compostos secundarios em cachacas produzidas no Estado de Minas
Gerais. Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v. 27, n. 5, p. 10681075, 2003.

69


https://www.novacana.com/n/cana/safra/produtividade-canaviais-2015-melhor-resultado-2009-ctc-270416/
https://www.novacana.com/n/cana/safra/produtividade-canaviais-2015-melhor-resultado-2009-ctc-270416/

PRATES, H. T. et al. Extragdo, isolamento e caracterizagdo de dhurrin em sorgo sem tanino
resistente a passaro. Congresso Nacional de Milho e Sorgo, 21., Londrina: IAPAR, p. 261,
1996.

RIBANI, M. et al. Validacdo em métodos cromatogréaficos e eletroforéticos. Quimica Nova,
Sdo Paulo, v. 27, n. 5, p. 771-780, 2004.

RIDESA - Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro. Catalogo
nacional de variedades “RB” de cana-de-acUcar. Curitiba, 136 p. il. 1, 2010.

SAKALI, R. H. Cachaca. 2013. Disponivel em <
http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/cana-de-
acucar/arvore/ CONT000fioglob502wyiv80z4s473agi63ul.html >. Acesso em maio de 2017.

SANTIAGO, W. D et al.. Comparacéo do perfil fisico-quimico de cachacas Envelhecidas em
tonéis de carvalho (quercus sp) e Amburana (amburana cearensis). E-xacta, Belo Horizonte, v.
7,n.2,p. 17-29. 2013.

SANTIAGO, W. D. et al. Ethyl carbamate in the production and aging of cachaca in oak
(Quercus sp.) and amburana (Amburana cearensis) barrels. Journal of the Institute of Brewing,
London, v. 120, p. 507-511, Aug. 2014.

SCHWAN, R. F. et al. Fermentacdo. In: CARDOSO, M. G. Producéo de aguardente de cana.
2. ed. Lavras: Editora UFLA, 2013. p. 101-135.

SICOBE - Sistema de Controle da Producdo de Bebidas, S&o Paulo, 2014. Disponivel em: <
http://www.receita.fazenda.gov.br/Pessoaluridica/Bebidas/ProdOutrasBebidasMens al.htm >.
Acesso em junho de 2017,

SILVA, P. H. A. et al. Avaliacdo cromatografica de compostos volateis de cachacas produzidas
com leveduras de diferentes procedéncias. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campinas, V.
29, n. 1, p. 100-106, jan./mar. 2009.

SNYDER, L. R.; KIRKLAND, J. J.; GLAIJCH, J. L. Practical HPLC method development. 2.
ed. New York: J. Wiley, 1997. p. 542

STELLA,F. M. Efeito da filtracdo com resinas idnicas sobre a qualidade da cachaca. 2010. 98
p. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de Alimentos)Universidade Federal de Parand,
Curitiba, 2010.

TFOUNI, S. AV.; VITORINO, S. H. P. ; TOLEDO, M. C. F. Efeito do processamento na
contaminacdo de cana-de-agucar e derivados por hidrocarbonetos policiclicos aromaéticos.
Ciéncia Tecnologia de Alimentos, Campinas, v. 27, n. 1, p. 76-82, jan./mar. 2007.

TOWERS, G. H. N. In Biochemi8try of Phenolic Compound8, p. 249. Ed. by
Harborne, J. B. New York: Academic Press Inc. 1964.

UDOP — Unido dos Produtores de Bioenergia. Caracteristicas Agrondmicas mais Marcantes
das Principais Variedades de Cana da Regido Centro-Sul. IDEA News - Ano 5, Numero 41,
2004. Disponivel em < http://www.udop.com.br/index.php?item=caracteristicas >;
Acesso em maio de 2017.

70


http://www.udop.com.br/index.php?item=caracteristicas

UTHURRY, C. A;; Lepe, J. A. S.; Lombardero, J.; Del Hierro, J. R.; Food Chem. 2006, 94,
262.

VENTURINI FILHO, V. Bebidas Alcodlicas: Ciéncia e Tecnologia. Sdo Paulo: Blucher, 2010.
461p.

VETTER, J. Plant cyanogenic glycosides. Toxicon, v. 38, p. 11-36, 2000.

VILELA, F. J. et al. Determinacdo das composicdes fisico-quimicas de cachacas do Sul de
Minas Gerais e de suas misturas. Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v. 31, n. 4, p. 1089-1094,
jul./ago. 2007.

ZACARONI, L. M. et al. Caracterizacdo e quantificacdo de contaminantes em aguardentes de
cana. Quimica Nova, Séo Paulo, v. 34, n. 2, p. 320-324, 2011.

ZACARONI, L. M. et al. Effect of light on the concentration of ethyl carbamate in cachaca

stored in glass bottles. Journal of the Institute of Brewing, London, v. 121, n. 2, p. 238-243,
Mar. 2015.

71



