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RESUMO

A bebida obtida por meio do processo de fermentacdo, com posterior destilacdo, tendo
como matéria-prima a cana-de-aglcar ¢ denominada de Cachaca ou Aguardente de cana. A
cana-de-agUcar (Saccharum spp.)é uma cultura tropical cianogénica, ou seja, podem estar
presentes em sua composicao glicosideos cianogénicos como dhurrin e linamarin, compostos
que podem estar associados a formacdo de carbamato de etila (CE), um contaminante
carcinogénico para humanos. E classificado como grupo 2A pela International Agency for
Research on Cancer (IARC). Os objetivos com este trabalho foram identificar e quantificar
dhurrin e linamarinem diferentes variedades de cana-de-aglcar e em diferentes partes da cana
(pontas e colmos), a fim de correlacionar esses glicosideos com a formacao do carbamato de
etila durante o processo produtivo das cachagas. Coletaram-se quinze variedades de cana-de-
acucar (colmos e pontas)e amostras comerciais de cachacas obtidas dessas variedades. Foram
elaborados vinte e cinco extratos metandlicos das variedades mais utilizadas para a producgéo
de cachaca. As amostras de cachaca foram submetidas as analises fisico-quimicas e
cromatograficas, para identificacdo dos Padrdes de ldentidade e Qualidade (P1Qs) e para a
determinagéo da influéncia dos glicosideos cianogénicos na formacao de carbamato de etila
na bebida.Ndo foi detectado o glicosideo linamarin em nenhuma das amostras estudadas.O
glicosideo dhurrinfoi encontrado em concentragdes, que variaram de ndo detectado (ND) a
0,0731 mg mL? para as pontas e ND a 0,0295 mg mL™? para os colmos. Em relagdo aos
P1Qs,trés amostras ndo se encontraram dentro dos padrdes para a graduacao alcodlica (37,06;
37,38 e 37,51%), quatro amostras ndo atenderam a legislacdo para alcool sec-butilicoe dez
ndo estavam dentro dos padrdes para acroleina. Todas as amostras atenderam a legislagdo em
relagdo ao CE, com valores variando de 7,10 a 21,81 pg L*.Apesar de o dhurrin ser
encontrado em concentracfes muito pequenas nos extratos das pontas e dos colmos de
algumas variedades de cana, a sua presenca pode levar a formacdo de carbamato de etila.
Assim, recomenda-se aos produtores a escolha de uma variedade de cana certa e o cuidado em
todas as etapas da cadeia produtiva para evitar a formacgédo do carbamato de etila na bebida.

Palavras-chave: Contaminantes de Bebidas. Qualidade de Cachaca. Analises Fisico-Quimicas
e Cromatograficas. Carbamato.Linamarin. Dhurrin.



ABSTRACT

The beverage obtained through the fermentation process, followed by
distillation, which is called Cachaga or Sugarcane Spirits, is produced from sugar cane. The
sugarcane (Saccharum spp.) belt is tropical cyanogenic, meaning that it could contain
cyanogenic glycosides such as dhurrin and linamarin. These compounds could be associated
with the formation of ethyl carbamate (EC), a contaminant that is carcinogenic for humans,
classified as a 2A group by the International Agency for Research on Cancer (IARC). The
goals of this work were to identify and quantify dhurrin and linamarin in different varieties of
sugarcane and in different parts of the plant (points and stems) to correlate the glycosides with
the formation of ethyl carbamate during the cachacga production process. Fifteen varieties of
sugarcane (pointsand stems) were collected, and cachacas obtained from those
sugarcane varieties were acquired in the local commerce. Twenty-five methanolic extracts
were obtained from the sugarcane varieties most widely used for cachaga production.
Physical-chemical and chromatographic analyses were performed on the cachaca samples for
the identification of the Quality and Identity Standards (PIQ’s) and for the determination of
the influence of cyanogenic glycosides on the formation of ethyl carbamate in the beverage.
The glycoside linamarin was not detected in any of the samples studied. The glycoside
dhurrin was identified in concentrations that varied from non-detected (ND) to 0,0731 mg
mL? for the sugarcane pointsand ND to 0,0295 mg mL™*for the sugarcane stems.
Three cachaca samples did not meet the standards for alcoholic content (37.06; 37.38 and
37.51%). Four samples were not in accordance with the legislation for sec-butyl alcohol and
ten were not in accordance with the legal limit for acrolein. All the samples were within the
legal limit for EC, with values that varied from 7.10 ug L* to 21,81 pg L. Dhurrin was found
in low concentrations in the extracts of the ends and stems of some sugarcane varieties, and its
presence can lead to the formation of ethyl carbamate. It is recommended that producers
choose the correct sugarcane variety, and they should be cautious in every step in the
production chain to avoid the formation of ethyl carbamate.

Keywords: Bevarege Contaminants. Cachaga’s Quality. Physical-Chemistry and

Chromatography Analyses. Linamarin. Dhurrin
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1 INTRODUCAO

A cachaga e a aguardente de cana sdo bebidas obtidas por meio da fermentacdo do
caldo da cana-de-acucar, com posterior destilagdo. Segundo a legislagdo vigente (IN n°13,
29/06/2005), a aguardente de cana-de-agucar possui graduacdo alcodlica entre 38% a 54%
(v/v) a 20 °C, ao passo que a cachaca é a denominacdo tipica e exclusiva da aguardente de
cana produzida no Brasil, com graduacdo alcodlica de 38% a 48% (v/v) a 20 °C, com
caracteristicas sensoriais peculiares (BRASIL, 2005).

Aguardente/cachaga sdo uma das bebidas destiladas mais consumidas no mundo,
assim como em todoo territério nacional. Sua histéria foi construida juntamente com a
historia do pais, deixando de ser uma bebida consumida apenas por escravos para se tornar
apreciada por diversas classes sociais. Atualmente, a cachaca é conhecida mundialmente,
sendo cantada em prosa e verso pelos consumidores, estudiosos e apreciadores da bebida.
Com o aumento das exportacdes e a procura por uma cachaca de qualidade, busca-se
constantemente o conhecimento de sua composi¢do quimica. Sendo assim, a oferta de boas
cachacas e aguardentes carece de conhecimento técnico e cientifico por parte dos produtores
(CARDOSO, 2020)

As cachagas/aguardentes s@o constituidas predominantemente por etanol e agua, além
de compostos secundarios, como os acidos carboxilicos, ésteres, aldeidos e alcoois superiores,
gue agregam caracteristicas de aroma e sabor a bebida. Além desses, durante toda a cadeia
produtiva, pode ocorrer a formacéo de substancias capazes de depreciar a qualidade da bebida
final e serem maléficas a satude do consumidor. Os principais contaminantes encontrados séo
o metanol, alcoois superiores: butilico (butanol-1) e sec-butilico (butanol-2), furfural e
hidroximetilfurfural (HMF), hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), acroleina,
carbamato de etila, e 0s metais: cobre, arsénio e chumbo (CARDOSO, 2020).

Dentre esses contaminantes, destaca-se o carbamato de etila (CE), pois € classificado
como um possivel carcinogénico para humanos (Grupo 2A) pela International Agency for
Research on Cancer(IARC), podendo ser encontrado em diversos alimentos e bebidas
fermentadas consumidas diariamente, como queijos, paes, iogurte, vinho, molho de soja,
uisque, cachaca, entre outros, carecendo de um rigoroso controle dos seus limites (IARC,
2010).

Acredita-se que esse composto possa ser formado em varias etapas da producdo, ja que
suas vias de formagdo em cachagcas e aguardentes ainda ndo estdo completamente

esclarecidas. Os precursores presentes em culturas de cana-de-aglcar tém sido apontados
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como uma das vias principais para a presenca desse contaminante na cachaga/aguardente.
Suspeita-se que o CE possa ser originado pela presenca de glicosideos cianogénicos existentes
na matéria-prima, que, dependendo do processo, podem ser convertidos em cianeto, e pela
reacdo com o etanol, é capaz de formar o contaminante.

A cana-de-agucar, Saccharum spp., matéria-prima para a producao de cachaca, é uma
cultura cianogénica, ou seja, pode conter glicosideos cianogénicos, como o dhurrin e 0
linamarin em sua composicdo. Esses compostos podem passar para 0 mosto, levando a
formacdo de carbamato de etila. Atualmente, existem diversas variedades de cana-de-agUcar
disponiveis no Brasil, e sua composi¢do quimica pode variar (CRAVO et al. 2019).

A escolha da variedade ideal para a producdo de cachaca/aguardente é de extrema
importéancia, pois suas caracteristicas irdo influenciar diretamente no produto final. Assim, um
estudo minucioso para identificar as variedades que apresentam esses glicosideos e verificar a
influéncia deles na formacdo do contaminante também € essencial, visto que a contaminacéo
de bebidas por CE pode ser um empecilho para a comercializacdo dos destilados.

Os objetivoscom este trabalho foram identificar e quantificar glicosideos cianogénicos,
dhurrin e linamarin, presentes em diferentes variedades de cana-de-agucar, por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), bem como verificar a sua presenca nas
diferentes partes das canas, como pontas e colmos e correlaciona-los com a formacgédo do

carbamato de etila durante a producéo de cachacas e aguardentes de cana-de-agucar.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1  Cachaca e mercado

Estima-se que a cachaca tenha se originado em algum dos engenhos situados entre Sao
Paulo e Pernambuco, datada entre 1516 e 1532, sendo a bebida destilada mais antiga da
América Latina. Segundo o Instituto Brasileiro de Cachaca (IBRAC), a cachaga serviu como
moeda de troca para a compra de escravos e metais preciosos (IBRAC,2022a).

Com origem histérica, a cachacga sofreu momentos de proibicdo de venda e producéo,
além de cobranca de altos impostos; porém, superou esses obstaculos e acompanha o
brasileiro desde sua descoberta. A bebida deixou de ser um produto de baixa classe para se
tornar uma das bebidas mais consumidas da atualidade, apreciada por diferentes classes e
utilizada para compor drinks mais sofisticados e com alto valor comercial (ANDRADE et al.,
2018).

Segundo a legislacédo, aguardente de cana € a bebida obtida do destilado simples da
cana-de-agucar, com graduacdo alcodlica de 38% a 54%, em volume a 20 °C, podendo ser
adicionada de aglicares até 6 g L™, expressos em sacarose. Ja cachaca é a denominagdo
exclusiva da aguardente de cana-de-agucar produzida no Brasil, com graduacdo alcodlica de
38% a 48% em volume a 20°C. Visando ao maior reconhecimento da bebida, € imprescindivel
que ela atenda a todas as normas legais, que somente podem ser outorgadas se forem
produzidas conforme os padrbes de qualidade descritos nas Instrucdes Normativas nimeros
13, de 29 de junho de 2005 e 28 de agosto de 2014 do Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento - Mapa (BRASIL, 2005, 2014).

Dados do IBRAC (2022b) apontam que a primeira Indicacdo Geografica do Brasil foi
a Cachaca, instituida pelo decreto n® 4.062/2001, que possibilitou a protecao do destilado em
paises como Chile, México, Estados Unidos e Colémbia. Inicialmente, a Colémbia
reconheceu a cachaca como produto distinto brasileiro em 2012, abrindo portas para o
reconhecimento nos Estados Unidos em 2013, México em 2016 e Chile em 2018. Tal
reconhecimento possibilitou a comercializacdo do produto como cachaca, além de ser uma
exclusividade o uso dessa denominacédo pelos produtores brasileiros.

Acredita-se que o Brasil possua uma capacidade de producdo de cachaca de 1,2 bilhdo
de litros por ano; porém, somente 800 milhdes de litros sdo produzidos no pais. Dos

principais estados produtores do destilado, destacam-se Sdo Paulo, Pernambuco, Ceara, Minas
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Gerais e Paraiba, ao passoque os maiores consumidores sdoSao Paulo, Pernambuco, Rio de
Janeiro, Ceara, Bahia e Minas Gerais (BRASIL, 2021).

Em 2021, o destilado foi exportado para 67 paises, gerando uma receita de US$ 13,17
milhdes, equivalentes a 7,22 milhdes de litros, o que rendeu crescimento de 38,39% em valor,
quando comparado a 2020. Os estados brasileiros mais exportadores em termos de valores
foram: Séo Paulo, Pernambuco, Rio de Janeiro, Parana, Minas Gerais e Rio Grande do Sul
(IBRAC, 2022b).

Pelos dados citados por Brasil (2021), observou-se que a Regido Sudeste do pais ainda
é a maior em producdo de cachaga, com 656 estabelecimentos registrados, em que Minas
Gerais, Sdo Paulo, Espirito Santo e Rio de Janeiro juntos concentram 70% dos registros
nacionais. Em 2020, os nimeros de registros por Estados aumentaram; somente Amapa e
Roraima ndo registraram estabelecimentos produtores de cachaca. Os dados compilados pelo
Mapa(BRASIL, 2021), referentes aos 955 estabelecimentos registrados no pais em 2020 estéo
apresentados na Figura 1. Destaque para Minas Gerais, onde se encontra 0 maior numero de
estabelecimentos registrados. Vale ressaltar que o estado é pioneiro na aprovacao da lei
Estadual 13.949/2001, que dispbe a regulamentacdo e protecdo a producdo de cachaca
(BRASIL, 2001).

Figura 1 - Estabelecimentos produtores de cachaca registrados por Estado.
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Quando se trata dos dados de registro de aguardente, os estados com maiores registros
de producdo em 2020 sdo os de Minas Gerais, Sdo Paulo, Santa Catarina, Espirito Santo, Rio
Grande do Sul, Ceara, Parang,Bahia, Rio de Janeiro e Pernambuco. A producdo de aguardente
ocorre efetivamente em 345 estabelecimentos, o que caracteriza 3,48% de registros no pais
(BRASIL, 2021). Os dados compilados pelo Mapa(BRASIL, 2021), referentes aos
estabelecimentos produtores de aguardente registrados no pais em 2020, estdo apresentados

na Figura 2.

Figura 2 - Estabelecimentos produtores de aguardente registrados por Estado.
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Fonte: BRASIL (2021).

Segundo IBRAC (2022b), um novo projeto aprovado no final de 2020 prevé
investimentos de R$ 3 milhdes para convénio de cooperacdo técnica e financeira firmado com
a APEX-Brasil, que proporcionara ajuda em todas as etapas do processo de
internacionalizacdo da cachaca, tendo como meta a participacdo de micro, pequenas, médias e
grandes empresas. Tal projeto firma a parceria de mercado prioritdrio a nove paises:

Alemanha, Franca, México, Reino Unido, Suica, Italia, Chile, Estados Unidos e Bélgica.

2.2  Cadeia produtiva

Com relacdo a cadeia produtiva, a legislacdo ndo estabelece distin¢do entre cachacas

de alambique e industriais; porém, podem ser observadas diferencas na préatica de producéo. A
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cachaca de alambique é destilada em alambique de cobre, o que confere aroma e flavour
abebida final, ao passo que as cachacgas de coluna sdo destiladas em colunas de ago inox
(CARDOSO, 2020).

A producgdo de cachaca de alambique é realizada exclusivamente do caldo de cana,
sem adi¢do de quaisquer substancias; porém, cada cachaca tem sua caracteristica prépria, que
carrega a identidade do seu produtor (SANTIAGO et al, 2017).A produgdo de cachaga
envolve basicamente quatro etapas: moagem para se obter o caldo; fermentacdo; destilacéo e
envelhecimento. Essas etapas devem ser seguidas rigorosamente para que se obtenha um
produto final com qualidade superior. O processo de producdo da cachaga esta apresentado

em um fluxograma na Figura 3.

Figura 3 - Fluxograma da producéo de cachaca.
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Fonte: Adaptado de NASCIMENTO E SILVA; VERRUMA-BERNARDI e OLIVEIRA
(2020a).

2.2.1 Matéria-prima

Na classificagdo boténica, a cana-de-acUcar é descrita no reino vegetal como: Reino,
Plantae; Divisdo, Magnoliophita; Classe, Liliopsida; Ordem, Cyperales (Poales); Familia,

Poaceae; Tribo, Andropogonae; Subtribo, Saccharininae; Geénero, Saccaharum. S&o
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consideradas como principais espécies: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-aglcar foi inserida na economia brasileira ainda no periodo colonial,
transformando-se em uma das culturas com maior importancia para o pais. Atualmente,
possui area de cerca de 8,3 milhdes de hectares plantados, sendo utilizada pela indUstria para a
producdo de acucar, melado, cachaca e forragem, além da producdo de combustivel (etanol)
(PIMENTEL; ANDRADE, 2020; CONAB, 2022). Pimentel e Andrade (2020) ressaltam que
as mesmas variedades utilizadas para a producdo de etanol e aglcar sdo adequadas para a
producéo de cachaca, sendo um fator primordial a escolha da variedade para o plantio.

Pelo fato de a utilizacdo da cana ser muito ampla, a expansdo de area cultivada tem
aumentado no Brasil, assim como 0 aumento no avanco tecnologico da producgdo e
processamento da materia-prima para a inddstria. Porém, o setor de producdo de cachaca
ainda se mantém bastante rustico, isso se deve a fatores técnicos, econdmicos, sociais e até
mesmo culturais. Para implementar um canavial destinado a producéo de cachaca, o produtor
deve observar alguns fatores inter-relacionados, como potencial genético da planta e sua
adaptabilidade ao solo; condigdes fisicas, quimicas e biolégicas do solo; condicdes climaticas
locais; manejo do solo e cultivo; e qualidade da matéria-prima (SOUZA et al., 2013).

O corte da cana também pode influenciar na qualidade da cachaca, visto que a colheita
mecanizada, de acordo com as circunstancias tal qual é praticada, pode acarretar em
quantidades excessivas de terra, causando contaminagdes microbianas e problemas de
corrosdo nos equipamentos. Quase que a totalidade dos produtores de cachaca sdo adeptos de
colheita e carregamento manuais, porém, ainda assim, devem-se observar as condicGes de
higiene durante o corte e a conducdo das canas para a moagem (PIMENTEL, ANDRADE,
2020).

Além disso, a pratica de queima da cana também pode afetar o processamento da
cachaca, visto que alguns inconvenientes, como perda de agucar por exsudacdo, aumento de
impurezas minerais e condi¢des de alta temperatura e umidade, podem causar contaminacdes
microbianas ao caldo (PIMENTEL, ANDRADE, 2020). De acordo com Masson et al. (2007),
além de prejuizo ambiental, a queima da cana deve ser evitada, pois com a exsudacdo do
acucar, podem-se aderir ao colmo residuos da combustéo, particulas sélidas do solo, minerais
e outros, causando contaminacdo do caldo por compostos toxicos, como os hidrocarbonetos

policiclicos aromaticos (HPAs). Esses residuos sao transferidos para o caldo durante o
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processamento e chegam até o produto final, o que reduz a qualidade da cachaca. Por isso, é
evidente que essa pratica ndo deve ser realizada, pois hd uma modificacdo consideravel na
fisiologia e morfologia dos colmos.

Para 0 processamento, a cana-de-agUcar deve estar madura, limpa e com menos de 24
horas de corte,a fim de evitar alteragcbes que possam prejudicar a qualidade final do produto.
Uma variedade ideal de cana para a producgdo de caldo deve conter de baixos a médios teores
de fibras, isso para facilitar a moagem, deixando menores quantidades de residuos nas
moendas. Ndo deve apresentar doencas e deve possuir boa produtividade e maturagdo, com
indice de acUcares satisfatorios (SOARES, VERRUMA-BERNARDI, BORGES, 2018).

A cana-de-agUcar é composta por aproximadamente 75% de agua, 14% de sacarose,
12,5% de glicose. Os valores de fibra podem variar de 0,2% a 1,0%, sendo também composta
por materiais nitrogenados (0,30% - 0,60%). Os aminoacidos, albuminoides, amidas (como
asparagina), acido nitrico, amoniaco e corpos xanticos sdo responsaveis por esses materiais.
Também estdo presentes gorduras e ceras (0,15% - 0,25%), substancias pecticas, gomas e
mucilagem (0,15% - 0,25%), &cidos combinados, acidos livres e materiais corantes
(PIMENTEL; ANDRADE, 2020).

Compostos nitrogenados sdo utilizados como fertilizantes na cultura da cana. Apesar
de o nitrogénio ser elemento-chave na formacéo de moléculas, como proteinas, aminoacidos e
acidos nucléicos, no solo esse elemento se encontra presente na forma gasosa e, assim, ndo
esta disponivel para a planta; somente o nitrogénio amoniacal e ions de nitrato aménio podem
ser assimilados pela cultura (NASCIMENTO E SILVA; VERRUMA-BERNARDI;
OLIVEIRA, 2020b).

E importante a utilizacdo da parte basal da cana, a qual é rica em sacarose, assim,
deve-se fazer a retirada dos ponteiros, pois sdo pobres em aclcares e também contém
componentes, como gomas, sais e resinas, que podem prejudicar o processo de fermentacdo
(PIMENTEL, ANDRADE, 2020). Entende-se por colmos a parte mediana e basal das canas,
onde ocorre a maior concentracdo de sacarose. Ja as pontas, parte superior do colmo, a qual
possui mais acglcares redutores (AR) do que sacarose, é a parte mais vegetativa, ainda em
crescimento. Também chamado de palmito, as pontas podem ser compreendidas como a
regido entre o Dewlap da folha mais jovem (Folha +1) até a insercdo da quarta folha (Folha
+4), como mostra a figura 4 (CASAGRANDE, 1991).



23

Figura 4: Morfologia vegetal das folhas de cana-de-agUcar.

Sistema Kuijiper de numeracgdo de folhas

Fonte: CASAGRANDE (1991).

Vaérias formas sdo utilizadas para verificar se a cana esta madura: uma delas é a analise
do caldo, que pode ser realizado por meio de um refratdbmetro que mede a porcentagem de
Brix (% de solidos soluveis), que deve ser maior ou igual a 18%. Além disso, também sé&o
levados em consideracdo os valores de Pol (% de sacarose aparente), sendo maior ou igual a
14,4%, medido por um polarimetro; pureza do caldo, sendo maior ou igual a 80%, sendo essa
a relacdo entre Pol/Brix; acucares redutores (glicose e frutose), que devem estar com valores
menores ou iguais a 1,4% (PIMENTEL, ANDRADE, 2020).

Um prolongado tempo de armazenamento antes da extracdo do caldo favorece a
desidratacdo dos colmos, que, consequentemente, acarreta 0 aumento de sélidos solaveis
totais, intensifica a inversdo da sacarose em glicose e frutose e reduz a porcentagem de
acucares redutores totais (ART), proporciona o crescimento bacteriano e aumento da acidez
total, aumento de alcoois superiores, transformacdo dos aminoacidos leucina e isoleucina em
alcool amilico(CARDOSO, 2020). A microbiota da cana € muito complexa, e nela séo
encontrados em atividade mais de cinquenta microrganismos que metabolizam os agUcares,
formando produtos secundarios que podem inibir parcialmente a levedura. Com isso, ocorre
perda de rendimento e também a formacéo de gomas (OLIVEIRA FILHO, BORTOLETTO,
ALCARDE, 2016; PIMENTEL, ANDRADE, 2020).
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2.2.1.1 Variedades de cana-de-agUcar e sua utilizagdo na producéao de cachaca

Um fator importante a ser considerado pelo setor sucroalcooleiro é a produtividade da
cana-de-acucar, que pode ser favorecida pelo melhoramento genético, permitindo que as
variedades se adaptem melhor as condi¢cBes de solo, clima e manejo e sejam menos
susceptiveis a pragas e doencas. A utilizacdo de variedades geneticamente melhoradas
contribuiu para o aumento da produtividade média dos canaviais brasileiros; porém, a maxima
produtividade da cana depende de outros fatores, como um correto planejamento de plantio e
um adequado manejo das variedades. Devido ao melhoramento genético, muitas variedades
de cana-de-acUcar tém surgido, e embora seja vantajoso, permitindo maior diversidade na
lavoura para o produtor rural, exige maior conhecimento acerca das opcdes para a escolha da
variedade a ser plantada (EMBRAPA, 2022).

As variedades de cana-de-acUcar hoje cultivadas no Brasil e no mundo sdo hibridas
multiespecificos provenientes dos programas de melhoramento genético (PIMENTEL,
ANDRADE, 2020). Dados da Embrapa (2022) mostram que, no Brasil, as variedades de cana-
de-acucar mais utilizadas estdo divididas em trés grupos que representam as Instituicdes de
Pesquisa voltadas para 0 melhoramento da cana-de-acUcar: Rede Interuniversitaria para o
Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (RIDESA); Cooperativa dos Produtores de cana-
de-acticar e Alcool do Estado de S&o Paulo — (COOPERSUGAR), incorporado pelo Programa
de Melhoramento do Centro de Tecnologia Canavieira (CTC); e, por Gltimo, a Secretaria de
Agricultura e Abastecimento — Instituto Agronémico de S&o Paulo (1AC).

Para uma maxima produtividade, € imprescindivel que cada produtor escolha as
variedades que melhor se adaptam as condicGes locais de sua propriedade, levando-se em
consideracdo caracteristicas de porte da cana e fechamento da entrelinha, maturacéo e volume
de matéria-prima (EMBRAPA, 2022).

Dados descritos no senso varietal do Instituto Agronémico de Sdo Paulo — IAC (2021)
mostram que as principais variedades de cana plantadas na regido Centro-Sul do Brasil em
2019/2020 sdo a RB867515, a RB966928, a CTC 4 e a RB92579.

A Figura 5 apresenta os dados do censo varietal de cana-de-acUcar plantada na safra
2019/2020, para o estado de Minas Gerais.
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Figura 5 - Variedades de cana-de-agUcar plantadas na safra 2019/2020 no estado de Minas
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A Figura 6 apresenta os dados do censo varietal de cana-de-agucar cultivada na safra
2019/2020, para o estado de Minas Gerais.

Figura 6 - Variedades de cana-de-agucar cultivadas na safra 2019/2020 no estado de Minas
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As variedades mais plantadas na safra 2019/2020 no estado de Minas Gerais,
empregadas para a producdo de cachaga de alambique, sdo: RB867515, seguida por SP80-
1816, RB855536 e SP80-1842 (PIMENTEL, ANDRADE, 2020). As caracteristicas de
algumas variedades estéo descritas a seguir:

- RB867515: Variedade lancada oficialmente pela Ridesa, em parceria com a
Universidade Federal de Vigosa em 1997. E uma variedade com maturacio média/tardia,
possui alto teor de sacarose, baixa exigéncia em solos, boa brotacdo de soqueiras, médio
perfilhamento, tombamento raro, facil despalha, florescimento médio. Apesar de ser tolerante
as principais doencas, sdo susceptiveis a estria-vermelha (RIDESA, 2015; PIMENTEL,
ANDRADE, 2020).

- RB855536: Essa variedade apresenta habito de crescimento de touceira decumbente
e média capacidade de perfilhamento e sua colheita é precoce. Possui folhas largas, com facil
despalha e adapta-se a solos férteis (RIDESA, 2015).

- SP80-1816: Variedade que possui maturacdo media, com alto teor de sacarose,
possui média exigéncia de solos, além de boa brotagio de soqueiras. E uma planta com fécil
despalha e tombamento raso. Apesar de ser tolerante as principais doencas podem sofrer
incidéncia do complexo broca/podriddo (PIMENTEL, ANDRADE, 2020).

- RB928064: Possui bom teor de sacarose, alta produtividade, excelente brotacdo em
cana-planta e em soqueiras. Ainda possui habito de crescimento ereto e diametro de colmos
medio (RIDESA, 2015).

- SP79-1011: Variedade com étima brotacdo de soqueiras, exigente a solos férteis e
com maturacdo média a tardia. E susceptivel & ferrugem e a broca; além disso, pode ocorrer
quebra de ponteiros com ventos fortes (UDOP, 2004).

- CTC4:. Variedade com elevada produtividade e perfilhamento. Possui alta
adaptabilidade a colheita mecanizada (CTC, 2022).

- CTC9001: Variedade com alto teor de fibras, apta a colheita mecanizada e alto indice
de aclcar. Responsiva a maturadores, além de possuir despalha facil e boa brotacdo de
soqueiras (CTC, 2022).

- SP80-3280: Variedade desenvolvida pela Coopersucar é exigente a solos férteis, apta
a colheita mecanizada, excelente brotacdo de soqueira. Possui bom fechamento de entrelinhas
e elevado teor de sacarose (UDOP, 2004).

- IACSP95-5000: Variedade com porte ereto, com 6tima performance no plantio e na

colheita mecanizada. Possui 6tima brotacdo de soqueiras e € indicada para ambientes médios
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e favoraveis solos; além disso, possui perfil responsivo e 6timo desempenho no plantio de
inverno (IAC, 2018).

- RB92579: Variedade com o6timo perfilhamento e brotagdo de soqueiras, alta
produtividade agricola, possui alto teor de ATR (RIDESA, 2015).

- RB966928: Variedade que apresenta excelente germinacdo em cana-planta, 6tima
brotacdo de soqueiras, além de alta producdo agricola e maturacéo precoce. Possui médio teor
de sacarose e elevada sanidade &s principais doencas (RIDESA, 2015).

- CTC2: Variedade com perfilhamento elevado, apta ao plantio e colheita mecanizada,
maior numero de gemas por hectare e alta produtividade (CTC, 2022).

- SP80-1842: E uma variedade com maturagio precoce que possui altos teores de
sacarose, aléem de possuir pouco florescimento e chochamento. Possui 6tima brotacdo de
soqueira e bom perfilhamento, assim como é resistente ao carvédo, ferrugem e escaldadura
(PIMENTEL, ANDRADE, 2020).

2.2.2 Obtencéo do caldo

Apos a colheita, em adequado ponto de maturacdo, estando fresca e limpa, a cana
segue para moagem. Esse processo separa o caldo do residuo fibroso, sendo muito comum a
passagem do bagaco varias vezes pela moenda para se obter o maximo de extracdo do caldo.
A partir disso, o caldo passa por um processo de limpeza, em que se utilizam sistemas de
filtragem e decantacdo. O tratamento do caldo (limpeza) é de extrema importancia, pois
possibilita a reducdo de impurezas formadoras de compostos depreciadores que afetam a
qualidade sensorial da bebida (RIBEIRO et al., 2017; CARDOSO, 2020). Como relatado por
Oliveira Filho, Bortoletto e Alcarde (2016), a qualidade quimica do caldo e a insercdo de
diferentes microrganismos podem afetar o processo de fermentacdo e a composicdo da
cachaca.

Teixeira et al. (2019) avaliaram o efeito do armazenamento dos colmos e da
clarificacdo do caldo sob a qualidade da fermentacdo e da cachaca obtida, concluindo que o
armazenamento dos colmos proporcionou maior contamina¢do por microrganismos
indesejaveis durante a fermentacdo, além de reduzir a qualidade fisico-quimica da bebida,
sendo que o processo de clarificagdo pode influenciar positivamente, em contrapartida a esses
fatores. Mutton et al. (2020) relataram que a clarificacdo do caldo de cana da variedade SP83-
2847 e 0 uso de levedura CA-11 produziu uma cachaga com melhor qualidade quimica. Eles

observaram que o tratamento do caldo resultou em um mosto com melhores caracteristicas
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tecnoldgicas para o processo fermentativo, com reducdo no teor de nitrogénio do mosto, o
que, consequentemente,pode ter acarretado na diminuigdo da concentracdo de carbamato de
etila em bebidas oriundas da clarificagdo do suco.

Anteriormente, Souza et al. (2013) ressaltaram que o caldo da cana colhida no ponto
ideal de maturacdo possui um percentual de sélidos soltveis (°Brix) entre 20 e 24 e, por isso,
é necessaria sua diluicdo entre 16 a 18 °Brix para ser fermentado. Deve-se tomar um cuidado
especial em relacdo a &gua utilizada para a diluicdo do caldo, que deve ser limpa, inodora,
incolor, sem microrganismos patogénicos e estar dentro dos critérios de potabilidade. Além
disso, a dgua ndo deve ser adicionada diretamente ao caldo na dorna de fermentacéo, pois essa
pratica causa choque osmético sobre as leveduras, causando perda de produtividade e

rendimento.

2.2.3 Fermentacao

O processo de fermentacao alcodlica, considerado como a principal etapa da producéo
de cachaga, € responsavel pela transformagdo dos agucares e outros compostos do mosto em
etanol, gas carbdnico e uma grande variedade de compostos secundarios, assim como €

observado na Equacéo 1:

Leveduras

C12H22011 + HHO ——34C;Hs0H + 4CO, + Compostos secundarios (1)
Sacarose Etanol
Fonte: CARDOSO (2020).

A palavra fermentacdo deriva do latim fervere (ferver), a acdo das leveduras sobre o
mosto descreve a aparéncia de fervura do caldo. Esse é um processo de oxidacdo parcial da
glicose na auséncia de oxigénio (anaerobiose), considerado como ponto critico do
processamento da cachaca e totalmente dependente da maturacdo certa da cana, padronizacdo
do °Brix, sanidade da cana e composi¢do quimica do caldo (SOUZA et al, 2013).

Ao iniciar o processo fermentativo, € necessaria a adicdo inicial de leveduras nas
dornas de fermentacdo. Essa populacdo de microrganismos é chamada de pé-de-cuba, pé-de-
fermento, lévedo alcodlico ou mesmo fermento. Para que ocorra um processo satisfatério, o
“fermento” deve apresentar cepas resistentes a0 alcool produzido, a acidez e temperaturas
elevadas, além de estabilidade genética e ser isento de microrganismos competitivos ou
antagbnicos (SCHWAN; DIAS, 2020).
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Schwan e Dias (2020) ressaltam que o fermento utilizado para a producgéo da cachaca
é constituido por leveduras, sendo a principal a Saccharomyces cerevisiae. A qualidade da
bebida estd relacionada principalmente aos tipos de microrganismos e suas populacdes
durante a fermentacdo e maturacdo. A escolha do fermento a ser utilizado implica no
rendimento de etanol, assim como na formacao e proporcao dos compostos secundarios.

Portugal et al. (2017), ao avaliarem a influéncia das leveduras nativas no perfil
quimico de cachacas, relatam que o destilado é totalmente influenciado por esses
microrganismos. A partir de andlise por cromatografia gasosa e analises estatisticas
multivariadas, foi possivel observar que leveduras de outras espécies ndo-Saccharomyces
presente nos fermentos selvagens elevaram a concentracdo de compostos contaminantes nos
destilados. Anteriormente, Mendonca et al. (2016) observaram a influéncia da utilizacdo de
leveduras na formacdo de carbamato de etila. A concentracdo detectada por HPLC estava
abaixo do limite de deteccdo durante o processo de fermentacdo; porém, durante a destilacdo,
obteve-se uma concentragdo acima do limite de quantificacdo de 8,26 pL*,quando foi
utilizado farelo de arroz ou uma mistura de fuba de milho e farelo de arroz durante a
destilagdo.Em seu estudo, Ribeiro et al. (2017) também relatam que a utilizacdo de fermento
selecionado CA-11 resultou em um destilado de melhor qualidade, quando comparado ao
fermento natural. Foi possivel observar uma menor concentracdo de compostos, como
aldeidos totais, ésteres totais, acidez volatil e alcoois superiores quando o fermento
selecionado foi utilizado, além de ser relatada a presenca de acroleina nas bebidas
provenientes de fermento natural. Mutton et al. (2020) ressaltam que a utilizacdo de leveduras
CA-11 proporciona menores teores de acidez total e glicerol, apresentando maior eficiéncia

fermentativa.

2.2.4 Destilacdo

Concluida a fermentagdo, obtém-se o vinho, o qual possui em sua composicdo uma
mistura de componentes solidos, liquidos e gasosos. O vinho decantado contém de 89% -94%
de agua, 7% - 12% de etanol e 2% - 4% de outras substancias volateis que sdo submetidas a
separacado pelo processo de destilacdo (SOUZA et al., 2013).

Cada componente do vinho possui um coeficiente de volatilidade e cada um deles
destilard seguindo trés critérios: temperatura de ebuli¢cdo, compatibilidade com o &lcool ou a
agua e a variacdo do teor de alcool no vapor durante o processo. Além disso, a presenca de

leveduras no mosto fermentado durante a destilacdo, a velocidade com que é realizada a
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destilacéo e o fato de ocorrer ou ndo a separagdo das fraces indesejaveis (cabeca e cauda) da
fracdo coracdo irdo afetar a quantidade relativa de compostos volateis da bebida,
influenciando na qualidade final (LEAUTE, 1990).

Para Silva et al. (2020a), a composicdo quimica das aguardentes pode ser afetada
seguindo diferentes métodos de destilacdo (monodestilacdo, bidestilacdo e redestilacdo).
Mediante analises de componentes volateis e contaminantes, foi possivel observar que as
aguardentes monodestilada apresentaram maiores concentracdes de &cido acético, aldeido
acético, acetato de etila, alcoois superiores, furfural e coeficiente de congéneres, além de
compostos contaminantes como metanol, alcool sec-butilico, cobre e carbamato de etila.

A destilacdo pode ser realizada em sistemas descontinuos ou intermitentes (destilacéo
simples) e em sistemas continuos (destilacdo sistematica). A destilacdo continua € utilizada
para grandes producdes, sendo realizadas em colunas de aco inox. J& a destilagdo simples é
realizada em alambiques de cobre de um a trés corpos. S&o muito utilizados em produgdes de
pequena escala, sendo essencial a separacdo das fracdes para melhor controle e distribuicdo
dos componentes (DIAS; MACHADO, 2020).

Da destilacdo do mosto fermentado nos alambiques sdo resultantes trés fracOes:
cabeca, coracdo e cauda. A primeira e a ultima fracdo (cabeca e cauda) sdo ricas em
substancias indesejaveis; portanto deve-se elimina-las da cadeia produtiva por serem
prejudiciais a saude do consumidor, e comprometer o sabor da cachaca. Deve-se utilizar
somente o coracao (que corresponde a 80% do Vv/v total) para garantir a pureza e o sabor de
uma cachaca de qualidade (DIAS; MACHADO, 2020).

2.2.5 Armazenamento e envelhecimento

As bebidas recém-destiladas possuem gosto ardente e agressivo, buqué irregular e
sabor pungente, sendo necessaria a alteracdo parcial da composi¢cdo quimica do destilado. Por
isso, ¢ recomendado que ocorra um “descanso” da bebida, o que se refere a permanéncia da
cachaca em um recipiente inerte por, no minimo, seis meses, com o objetivo de promover a
eliminacdo de compostos quimicos responsaveis por sabor e aromas desagradaveis a cachaca
branca (MUTTON, MUTTON, 2010; SOUZA et al., 2013).

O envelhecimento é o conjunto de rea¢fes quimicas que ocorrem ao longo do
tempo:Alteram a cor, melhoram o aroma e sabor da bebida, além de agregarem valor, devem
ser realizados em recipiente de madeira. A pratica realizada em recipientes de plastico, vidro

ou barro ndo caracterizam envelhecimento, pois eles ndo possibilitam as reacgdes e interacGes
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necessarias a bebida. O envelhecimento de cachagas é primordial para a melhoria da
qualidade do produto (MUTTON; MUTTON, 2010; CARDOSO, 2020; CARVALHO et al.,
2020; BORTOLETTO; SILVELLO; ALCARDE, 2021).

O processo de envelhecimento visa a estabilizacdo dos compostos da cachaca,
principalmente os compostos volateis, além de possibilitar a extracdo de compostos da
madeira responsaveis por caracterizar bebidas envelhecidas (SOUZA et al., 2013). O
envelhecimento da cachagca brasileira é considerado uma etapa opcional (BRASIL, 2005).

Diferentes madeiras podem ser utilizadas como matéria-prima para a producdo de
barris, como: carvalho, amburana, amendoim, jatoba, ipé, balsamo e peroba. Cada uma destas
promove efeitos sensoriais e fisico-quimicos diferentes, pois as substancias provenientes das
madeiras sdo incorporadas a bebida por meio de interacbes durante o processo de
envelhecimento (SANTIAGO et al., 2016; FERNANDES et al., 2019).

2.3  Compostos secundarios e contaminantes

Com o aumento do consumo e possibilidade de exportacdo da bebida, tem-se buscado
praticas criteriosas para a elaboracdo de um produto padronizado e que atenda as exigéncias
fisico-quimicas e sensoriais, sendo de grande importancia monitorar 0s parametros que
avaliam os padrées de qualidade e identidade (CARDOSO, 2020). Uma cachaca de qualidade
deve obedecer aos Padrdes de Identidade e Qualidade (PIQ’s), apresentados pela Legislacdo

Brasileira, conforme o Quadro 1.



Quadro 1 - Padrdes de identidade e qualidade presentes nas aguardentes e cachagas

brasileiras.
Componente Unidade Limite (Minimo e Maximo)
Graduacdo alcodlica % v.v1. de alcool etilico 38,0 54,0
(aguardente) a 20°C
Graduacdo alcodlica % v.v. de alcool etilico 38,0 48,0
(cachaca) a 20°C
Sacarose (agUcar g.L? 6,0 30,0
refinado, invertido ou
glicose)
Acidez volatil (acido mg. 100 mL aa* - 150,0
acetico)
Aldeidos (aldeido mg. 100 mL aa? - 30
acetico)
Esteres (acetato de etila) mg. 100 mL aa? - 200,0
Furfural mg. 100 mL aa? - 5,0
Alcoois superiores” mg. 100 mL aa? - 360,0
Alcool Metilico mg. 100 mL a a™ - 20,0
Alcool sec-butilico mg. 100 mL aa? - 10,0
Alcool butilico mg. 100 mL a a™ - 3,0
Congéneres™ mg. 100 mL aa? 200,0 650,0
Acroleina mg. 100 mL aa? - 5,0
Cobre mg .L* - 5,0
Chumbo ug L1t - 200,0
Arsénio ug L1t - 100,0
Carbamato de etila™ ug L1 - 210,0
Extrato seco g.L? - 6,0

*Alcoois superiores = isobutilico + isoamilico + propilico.

**Congéneres = acidez volatil + ésteres totais +aldeidos totais + furfural + alcoois superiores.

" Limite revogado para 210 pg na Instrugdo Normativa n® 28, publicada no Diério oficial da Unido

(DOU), dia 11 de agosto de 2014,

aa= alcool anidro.

Fonte: BRASIL (2005; 2014).
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Os compostos secundarios presentes nas cachacgas/aguardentes constituem espécies
orgéanicas e inorganicas, sendo em sua maioria, compostos volateis ou semivolateis, que séo
os acetais, alcoois, compostos carbonilicos, acidos carboxilicos, acidos graxos, ésteres,
furanos, norisoprenoides, compostos de enxofre e terpenos. Esses compostos podem ser
originados durante a fermentacdo, destilacdo, armazenamento e envelhecimento ou podem ser
provenientes da matéria-prima (CARDOSO, 2020).

De acordo com Alcarde (2017), todas as etapas de producdo da cachaca vao
influenciar na composicdo volatil da bebida, seja qualitativamente ou quantitativamente.
Apesar de serem componentes principais, o etanol e a dgua ndo influenciam no sabor e no
aroma do destilado, sendo os compostos secundarios o0s responsaveis pela percepcao sensorial
da bebida. Os &cidos, ésteres e alcoois sdo 0s grupos que mais contribuem para essa
percepcao, seguidos dos aldeidos, cetonas, acetais, compostos sulfurados e fenélicos.

Caetano e colaboradores (2021), estudando a composicdo quimica de cachacas,
identificaram quarenta e sete compostos quimicos em amostras de cachaga de alambique nédo
envelhecida. As principais classes de compostos encontrados foram alcoois, ésteres, cetonas e
acidos organicos.

Oliveira et al. (2020) analisaram cachacas ndo envelhecidas produzidas no estado da
Paraiba quanto aos indicadores de qualidade descritos pela legislacdo. Os autores observaram,
que, dentre as amostras estudadas, 0 maior nimero se apresentava fora dos limites exigidos
para grau alcodlico. Quanto aos contaminantes, apenas valores de cobre foram observados
fora dos parametros exigidos, demostrando que, provavelmente, os produtores estavam
errando na hora de fazer os cortes, ou destilando o mosto antes de concluir todo o processo
fermentativo.

Santiago et al. (2020), ao investigarem a padronizacdo e qualidade de cachacas
brasileiras por meio de andlise de agrupamento multivariada, observaram que, apesar de a
maioria das amostras analisadas estarem adequadas aos padrdes exigidos pela legislacdo, a
concentracdo de contaminantes, como cobre, butan-1-ol e butan-2-ol, furfural e metanol, em
algumas amostras, excedeu o limite maximo estabelecido. Concluiramque, apesarde 0s
produtores buscarem melhorias para a qualidade das cachacas, como o emprego de boas
praticas de fabricacdo, varios fatores na cadeia de producéo ainda podem ser melhorados.

Os é&cidos volateis, além de conferir corpo aos destilados, agregam aroma, pois sdo
fixadores de compostos aromaticos; entretanto, quando presentes em quantidades

excessivamente altas (superior a 150 mg de &cido acético 100 mL de alcool anidro?), sdo
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indesejaveis, pois podem ser sentidos pelo consumidor por meio do odor e do sabor,
induzindo a rejeicio (LEAUTE, 1990; BRASIL, 2005).

Altos teores de acidez podem ser atribuidosa compostos formados durante a
estocagem da cana e a contaminagdo do mosto por bactérias acéticas durante o descanso entre
a fermentacdo e a destilacdo, causando perda de rendimento da producéo de etanol e elevada
acidez. O &cido acético formado durante a fermentacdo é a principal fracdo acida das cachacas
(CARDOSO, 2020).

Os ésteres sdo desejaveis nas aguardentes até o limite maximo de 200 mg de acetato
de etila por 100 mL de alcool anidro (BRASIL, 2005). Em quantidades e proporcoes
diferentes, influenciam negativamente no sabor e aroma do destilado. Associados aos alcoois
superiores, aldeidos e acidos conferem bouquet desejado a bebida. Fatores como tipo e
quantidade de fermento, temperatura, qualidade do caldo, aeracédo e agitacdo na fermentacéo
influenciam na propor¢do e quantidade de diferentes ésteres, influenciando também na
percepcao de aromas e sabores da bebida (CARDOSO, 2020).

Santiago et al. (2014) relatam que, durante o processo de envelhecimento de cachacas,
ocorre esterificacdo de alcoois e de acidos, 0 que garante maiores concentracdes de ésteres,
conferindo odor agradavel as bebidas envelhecidas.

Os éalcoois com trés, quatro ou cinco carbonos sdo denominados alcoois superiores,
sendo frequentemente encontrados em bebidas destiladas e sdo o maior grupo de substancias
volateis nessas bebidas. Sdo também conhecidos como oleo fusel. O &lcool etilico, ndo
classificado como alcool superior, é o principal composto formado durante a fermentacao;
porém, outros compostos também séo encontrados, como: alcoois isoamilico (3-metilbutan-1-
ol), amilico (pentan-1-ol), isobutilico (2-metilpropan-1-ol) e propilico (propano-1-ol)
(VILELA et al. 2007).

Alcarde (2017) cita que os alcoois superiores estdo relacionados as condices de
fermentacdo e com as leveduras utilizadas. Temperaturas acima de 35 °C, o pH abaixo de 4,0
e a presenca de oxigénio contribuem para a producdo de alcoois superiores, embora a
degradacdo parcial de aminoacidos também produza esses compostos.

A Instrucdo Normativa n® 13/2005 inclui nos Padrdes de Identidade e Qualidade de
aguardentes de cana e cachaca para os valores estimados pelo somatério dos teores de alcool
n-propilico (propan-1-ol), alcool sec-butilico (2-metilbutan-1-ol), alcool isopentilico (3-metil-
1-butan-1ol) e alcool isobutilico (2-metilpropano-1-ol) (BRASIL, 2005).

De acordo com Cardoso (2020), os aldeidos sdo formados no inicio da fermentagdo

pela acdo de leveduras, tendo o acetaldeido como principal substéncia, representando cerca de
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90%. Esse composto possui alta reatividade e tem muita influéncia na maturacdo da cachaca,
sendo que sua concentragdo diminui conforme a tempo de descanso dado a bebida. E
proveniente da oxidacdo do etanol e ocorre em condigdes de anaerobiose, principalmente nas
primeiras horas da fermentacéo. Sua formag&o esté relacionada ao processo fermentativo das
leveduras jA que pela acdo da enzima piruvato descarboxilase, o 4&cido pirdavico €
descaboxilado.Altas concentracfes de aldeidos podem gerar intoxicacdes, levando a sérios
problemas no sistema nervoso central dos consumidores(CARDOSO, 2020). A legislacéo
limita sua presenca em no maximo de 30 mg de aldeido acético por 100 mL de &lcool anidro
(BRASIL, 2005).

A legislacdo ndo estabelece limites para cetonas presentes nas cachacgas, porém essas
também séo responsaveis por conferir sabor aos destilados. As principais cetonas encontradas
sdo a 2,3-butanodiona (diacetil) e a acetona. As cetonas sdo originadas por fermentagdo
secundaria e contaminacdo. Ja os acetais sdo formados pela da reacdo entre os aldeidos e 0s
alcoois, o que resulta em menor concentragdo de aldeidos e diminui¢do de odor pungente
(CARDOSO, 2020).Pode-se encontrar também a 2,3-butadiona. Rodrigues et al. (2020)
avaliaram quarenta e quatro amostras de aguardente/cachaca de vérias regides de Minas
Gerais e Sdo Paulo entre 2014 e 2015, observaram maiores concentracdes do composto 2-3-
butadiona em bebidas provenientes do processo de destilagdo em coluna em relacdo a bebidas
destiladas em alambique de cobre.

Os compostos fendlicos presentes nas cachagas sdo provenientes do processo de
envelhecimento. Apesar de ser considerado opcional, o envelhecimento traz grandes
beneficios para a cachaca, agregando valor ao produto (BRASIL, 2005). Rodrigues et al.
(2016) avaliaram o perfil de compostos fendlicos presentes em cachacas envelhecidas em
diferentes madeiras (carvalho, amburana, balsamo e jequitibd), bem como a atividade
antioxidante e propriedade antifingica dos extratos secos destas bebidas. Esses pesquisadores
observaram que as bebidas envelhecidas em barris de carvalho e jequitibd continham
predominio dos compostos fendlicos seringaldeido e acido galico. Em amburana, continham
maiores quantidades de &cido vanilico e cumarina, ao passo que as bebidas envelhecidas em
balsamo continham &cido vanilico e acido galico. Os extratos obtidos das bebidas ainda
apresentaram atividade antioxidante para os métodos de inibi¢do do radical DPPH, sistema S-
caroteno/acido linoleico, ABTS, poder redutor e &cido tiobarbitarico (TBARS), além de
atividade bioldgica sobre os fungos P. commune e P. cladosporoides.

Castro et al. (2020) relatam que, a partir da degradacdo da lignina durante o

envelhecimento das cachacas em barris de carvalho, foram encontrados compostos de baixa
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massa molar com caracteristicas fenolicas (&cidos vanilicos e seringicos), podendo ser
considerados como marcadores de envelhecimento nas bebidas. Santiago et al. (2014)
avaliaram, por meio de teste de correlagdo linear, a composicdo de extrato seco total,
composi¢do fendlica total e intensidade de cor em cachagas envelhecidas em barris de
carvalho e amburana durante doze meses, observando um aumento progressivo em todos os
parametros ao longo do periodo de envelhecimento.

Silva et al. (2020b) também avaliaram a evolucéo de compostos fendlicos e atividade
antioxidante em cachacas organicas envelhecidas em barris de jatoba, sassafras e ipé.
Observaram que as maiores concentracdes de compostos fendlicos foram provenientes de
cachacas envelhecidas em jatoba. Consequentemente,o0s perfis antioxidantes das bebidas
envelhecidas em jatoba também se apresentaram com maior potencial, visto que 0s compostos
fendlicos apresentam atividade antioxidante.

As principais substancias indesejaveis na cachaga estabelecidas pela legislacdo
oferecem risco a satde do consumidor, além de depreciar sensorialmente a bebida. S&o elas:
alcool metilico (metanol), alcool butilico (butanol), alcool sec-butilico (butan-2-ol), furfural,
HPAs, acroleina (2-propenal), cobre, arsénio, chumbo e carbamato de etila.

Para Cardoso (2020), o metanol, um alcool contaminante da cachaca, € originado da
degradacdo da pectina das fibras da cana,quando o bagacilho esta presente no mosto em
fermentacao sob condicGes acidas.A pectina é formada pela associacao de varias moléculas de
acido galacturénico, em que estdo presentes fragmentos de metanol que séo liberados durante
a fermentacéo.

Por ser indesejavel em cachacas e aguardentes, deve-se evitar a formacdo desse
composto, sendo assim, ndo é aconselhavel conduzir a fermentacdo na presenca de polpas ou
suco de frutas ricas em pectina, jA que sua presenca acentua a formacdo de metanol
(CARDOSO, 2020). Ainda segundo o mesmo autor, no organismo humano o metanol é
absorvido e metabolizado; porém, uma menor velocidade de oxidacdo faz com que sua
excrecdo do corpo humano perdure por varios dias, podendo causar cefaleia, vertigem,
vomitos, dor abdominal e nas costas, além de agitacdo motora e visdo embacada.

O furfural e o hidroximetilfurfural sdo os principais produtos da degradacdo de
acucares (pentoses e hexoses) durante o processo de producdo do destilado. Ndo sdo bem-
vindos por serem considerados nocivos a salde. Esses contaminantes podem ser formados
durante a préatica de queima da cana-de-aglcar e também pela pirogenacdo de agucares
residuais da fermentagdo durante a destilagdo do vinho (CARDOSO, 2020). Masson et al.

(2007) comprovaram os efeitos da queima da cana na formagao desses compostos por meio de
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comparacgdo entre cachacas produzidas por cana-de-agicar com e sem queima prévia, obtidas
pelo mesmo processo de produgdo. Conforme os autores, a queima do palhico da cana
influenciou significativamente na concentracdo de furfural, sendo que a concentracdo dos
demais componentes (&lcoois superiores, esteres, aldeidos, cobre, acidez volatil e metanol)
nao sofreram influéncia da pratica de queima.

O 2-propenal, também denominado de acroleina, € um liquido que pode variar entre
incolor a amarelo, possui odor desagradavel que irrita as narinas e pode vir a se formar
durante a destilagdo por contaminacdo bacteriana (CARDOSO, 2020). Segundo Alcarde
(2017), o glicerol é produzido na etapa de fermentacdo. Quando desidratado, leva a formacédo
desse composto. Zacaroni et al. (2011) caracterizaram e quantificaram contaminantes
organicos, como a acroleina, em aguardentes de cana da regido sul de Minas Gerais e
encontraram um valor acima do limite estabelecido pela legislagdo (5 mg. 100 mL™* alcool
anidro) em uma das doze amostras analisadas.

Os compostos butan-1-ol (alcool butilico) e butan-2-ol (&lcool sec-butilico) sao
formados durante a fermentacdo devido a contaminacdo pela bactéria Clostridium
acetobutylicum. S&o altamente toxicos em relacdo ao etanol (CARDOSO, 2020).

O cobre é o principal metal constituinte dos alambiques, apesar de ser considerado um
contaminante quando em excesso. Durante a etapa de destilacdo, esse metal tem grande
importancia na eliminacdo de odores desagradaveis provenientes de compostos sulfurados.
Porém, elevados teores de cobre em alambiques indicam falta de higiene. Quando ocorre a
destilacdo e nos intervalos de parada, ndo se faz uma boa higienizacao, ocorre a formacgéo de
“azinhavre” (carbonato basico de cobre) nas paredes internas do destilador (CARDOSO,
2020).

A Legislacdo brasileira permite a presenca de cobre em até 5 mg L (BRASIL, 2005).
Lima et al. (2006, 2009) empregaram substancias como carvao ativado, resina e carvao
ativado tratado com éxido de ferro na remocéo de cobre e o teor de compostos secundarios da
cachaca. Observaram que a resina se mostrou mais eficiente por ser mais especifica na troca
de ions, como o cobre, além de nédo alterar a composicdo de congéneres essenciais a cachaca,
conservando a permanéncia dos compostos por dois anos. Vilela et al. (2021), ao avaliarem a
qualidade sensorial e fisico-quimica de cachacas produzidas no estado da Paraiba, observaram
que 15% das amostras analisadas estavam em ndo conformidade com a legislagcdo quanto aos
parametros estabelecidos para cobre, implicando que varios produtos necessitam de mais

conhecimentos sobre as Boas Préticas de Fabricacdode cachaca em alambiques de cobre.
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Ferreira et al. (2020) propuseram um método usando voltametria e calibracdo
multivariada para determinag@o simultanea de metais presentes em cachagas de alambique. O
método proposto foi eficiente na determinacdo de cobre, zinco, cadmio e chumbo em
cachacas analisadas, sendo observado que cerca de 25% das amostras analisadas excediam as
concentracdes de cobre estabelecidas pela Legislacdo brasileira.

O chumbo e o arsénioséo outros metais que podem ser encontrados nas cachagas e
aguardentes que sdo oriundos principalmente de algumas embalagens e de ligas metalicas
endurecidas constituintes dos destiladores. Também podem ser encontrados na matéria-prima
provenientes de produtos agroquimicos como inseticidas, herbicidas e fungicidas
(CARDOSO, 2020).

2.4 Carbamato de Etila (CE)

O carbamato de etila (CE) apresenta formula molecular C2HsCOONH,. E um éster
etilico do &cido carbamico, com temperatura de fusdo de 49 °C, temperatura de ebulicdo
variando entre 182 a 184 °C e pressdo de vapor de 0,262 mmHg a 25 °C.E um composto
considerado potencial agente cancerigeno para humanos, sendo introduzido no corpo por
meio de alimentos fermentados, como paes, iogurte, molho de soja e bebidas alcodlicas, como
cervejas, vinhos, conhaques, cachacas e aguardentes. E solivel em &gua, etanol e outros
solventes organicos. A utilizacdo de fertilizantes nitrogenados nas culturas pode contribuir
para 0 aumento dos precursores de carbamato de etila. Pode ser formado por varias
substancias, incluindo ureia, citrulina, N-carbamil(carbamil-fosfato) e cianeto, sendo o cianeto
provavelmente o precursor final na maioria dos casos devido a sua reacdo com etanol
(MERCK, 2001; FAO, 2011; PELEGRIN et al., 2020; NASCIMENTO E SILVA et al.,

2022). Sua formula estrutural é apresentada na Figura 7.
Figura 7 - Formula estrutural do Carbamato de etila.

H3C\/O\”/NH2
o)

Carbamato de etila
Fonte: DO AUTOR (2022).
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O CEpode ser encontrado em baixas concentragdes em varias bebidas alcodlicas e em
alguns alimentos fermentados. Também conhecido por uretana ou etiluretana, &€ muito soluvel
em agua(4,80x10° mg L™), alcoois, ésteres, cetonas, éteres e solventes clorados, sendo a
cachaca um meio ideal para a presenca desse composto (CARDOSO, 2020). A legislacéo
estabelece valor de 210 ug L™para CE (BRASIL, 2014).

Uma maior atencdo vem sendo direcionada ao CE, por ser um composto supostamente
cancerigeno presente em alimentos fermentados e bebidas destiladas. E um contaminante
considerado genotoxico e, por isso, esté incluido no grupo 2 (provavel carcinégeno humano)
da International Agency for Research on Cancer — IARC (2010). Liu et al. (2017) observaram
que a exposicdo a 100 mM de CE por um tempo de quatro a doze horas em células HepG2
humanas causou sérios danos. O tratamento com CE afetou vérias vias metabdlicas da célula,
induzindo ao estresse oxidativo, reduzindo a capacidade de desintoxicacdo da célula,
esgotando sua energia, além de reduzir o poder redutor, interrompendo a integridade da
membrana, danificando o DNA e as proteinas, levando a morte da célula.

Rodrigues et al. (2020) estudaram cachacas e aguardentes de Minas Gerais e Sao
Paulo visando caracterizar e quantificar carbamato de etila, 2,3-butadiona, furfural e 5-
hidroximetilfurfural nas bebidas destiladas em colunas e alambiques de cobre. Foi observado
que bebidas produzidas em colunas obtiveram maiores valores (235,53 e 245,31 pg L) para
CE, em relacdo as bebidas destiladas em alambique de cobre, que obtiveram concentracGes
variando de <LQ a 76,21 ug Lt. O mesmo foi relatado para o composto 2,3-butadiona. Viana
et al. (2020), ao avaliarem vinte e sete amostras de cachacas envelhecidas, produzidas e
comercializadas no estado da Bahia, observaram que algumas amostras se encontravam fora
dos padrdes quanto a cobre e furfural. Vinte das amostras estudadas apresentavam
concentracdes de carbamato de etila acima do limite maximo estabelecido pela legislacéo.

Baffa Junior et al. (2011) relataram que a correta separacdo das fracGes cabeca,
coracdo ecauda durante a destilacdo, contribui para a reducdo da contaminacdo do destilado
por carbamato de etila. Machado et al. (2013) padronizaram um método analitico para
determinacdo de carbamato de etila em cachacas produzidas em alambiques de cobre. Foram
realizadas separacdes por meio de HPLC/FLD, ap0s ocorrer uma reacdo de substitui¢do
nucleofilica especifica para amidas que se comportam como um nucleéfilo. O método foi
considerado sensivel e linear, apresentando limites de detecgdo, quantificacdo e precisdo
excelentes para determinar quantitativamente CE em cachagas.

Bueno et al. (2020) demostram que um eficiente controle de qualidade nas industrias

produtoras de cachaga/aguardentes foi eficaz para a diminui¢do na concentracdo de carbamato
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de etila. O impacto da utilizacdo de leveduras ativas, a qualidade pds-colheita, a selecdo das
variedades e a reducdo da temperatura durante a destilacdo foram os pontos mais criticos no
processo de obtencdo dos destilados descritos pelos autores.

Esse composto vem despertando grande interesse entre estudiosos, visto que sua
presenca nas cachacas e aguardentes pode travar o processo de internacionalizacdo das
bebidas, pois alguns paises estabelecem valores minimos para sua presenca (GALINARO,
FRANCO, 2011; MENDONCA et al., 2016; SANTIAGO et al., 2017; CRAVO et al., 2019;
NASCIMENTO e SILVA, VERRUMA-BERNARDI, OLIVEIRA; 2020a).

Em paises como Canada, EUA, Franca, Republica Tcheca, Alemanha e Suica, ja
existe um controle da presenca do contaminante em bebidas alcodlicas, e no Brasil, a
Instrucdo normativa n® 28/2014 estabelece novo valor para o contaminante em bebidas
alcodlicas no pais. (EFSA, 2007; BRASIL, 2014). Neste ultimo, o valor estabelecido para
aguardentes e cachacas (destilados) esta bem acima dos limites estabelecidos em outros

paises, conforme apresentado no Quadro 2.

Quadro 2 - Valores para CE em g L* estabelecidos pela legislagdo de cada pais.

Concentracéo de carbamato de etila pg / L na legislacédo
Pais Vinho Vinho Destilados Saque Conhaque
Fortificado

Canada 30 100 150 200 400
EUA 15 60 - - -

Repuablica Tcheca 30 100 150 200 400

Franca - - 150 - 1000

Alemanha - - - - 800
Brasil - - 210 - -

Fonte: EFSA (2007); BRASIL (2014).

2.4.1 Carbamato de Etila e suas vias de formacao

Segundo Cardoso (2020), varias vias de formacao para o carbamato de etila ja foram
estabelecidas; porém, até o momento, ndo h4 uma via de formacdo provavel devido a
complexidade da cadeia de producgdo das bebidas. Sdo levantadas vérias hipoteses sobre a

origem do contaminante desde a matéria-prima, fermentacdo (fermento, temperatura e pH),
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destilacdo (material, geometria do equipamento, corte das fragdes, forma de aquecimento) até
envelhecimento e armazenamento do destilado.

Alguns autores sugerem que o contaminante pode ser formado por meio da matéria-
prima e também da composicdo do mosto de fermentacdo (BORTOLETTO; SILVELLO;
ALCARDE, 2015; GALINARO et al., 2015; D’AVILA et al., 2016; CRAVO et al., 2019),
por meio do metabolismo dos microrganismos durante a fermentacdo, dependendo do
substrato, tipo de microrganismos empregado e condi¢6es do processo (BORGES et al., 2014;
GOWD et al., 2018). Outro modo de formacdo seria durante a destilagdo, dependendo da
forma como é realizado o processo (continua ou descontinua), do material do destilador, da
separacdo das fracdes e da taxa de refluxo durante o processo (BAFFA JUNIOR et at., 2011;
BORGES et al., 2014; BORTOLETTO; SILVELLO; ALCARDE, 2015; BORTOLETTO;
ALCARDE, 2016; CARDOSO, 2020). Alguns autores citam que o CE pode ser formado
durante o envelhecimento, dependendo do material utilizado, das condi¢cdes e do tempo de
armazenamento (ANJOS et al., 2011; SANTIAGO et al., 2017).

O inicio dos estudos sobre CE ocorreu na década de 70 em vinhos; acreditava-se que
um aditivo alimentar utilizado para controle microbiano reagia com amonia para formar o CE,
como é observado na Equacédo 2 (LOFROTH; GEJVALL, 1971).

(CHsCH20),CO + NHs ~ ——> CH,CH20CONH; + CH3sCH2OH ()

Carbamato de dietilaAménia CE Etanol

Porém, foi observado que a concentracdo de CE ndo estava relacionada com
carbamato de dietila, mas, sim, com a ureia encontrada no vinho resultante da hidrélise do
aminodcido arginina (ARESTA et al., 2001).

A ureia pode ser encontrada no caldo da cana ou estar indevidamente presente no
mosto que, durante a fermentacdo, reage com o etanol formando uretana, conhecido como
carbamato de etila. A ureia também pode ser formada pela degradacdo de arginina por
leveduras, levando a formacdo do contaminante (ALCARDE, 2017).

Alguns autores relatam que a formacdo de CE é gradativa durante o periodo de
armazenamento de aguardentes e cachacas. 1sso ocorre devido a reacdo entre produtos
nitrogenados decorrentes da degradacdo da ureia como os aminoacidos arginina, ornitina e
citrulinae sua reacdo com o etanol do meio, além de outros compostos de nitrogénio, como
fosfato de carbamila e ion cianeto estudados como potenciais percursores formados antes e
apos o processo de destilacdo (ANJOS et al., 2011; ZACARONI et al., 2011).
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A Figura 8 apresenta 0 mecanismo principal de formacdo de CE por meio do
metabolismo das leveduras durante a fermentacdo em que ocorre a formagdo de compostos
nitrogenados, como ureia, citrulina, ornitina e fosfato de carbamila, pela degradacdo
enzimatica do aminodacido arginina (POLASTRO et al., 2001; BRUNO et al., 2007).

Figura 8 - Esquema geral dos precursores envolvidos no ciclo da ureia para formagéo de CE.

J’E |
H NH2 /L

NH3
NH,CONH,
Arginina
i I I
H,oN T/\/\KU\OH HZN/\/\'/[LOH
H NH, NH,
Citrulina Ornitina
Ornitina +
o)
o L
> NH, + CO, P Snh,
PO, Fosfato de carbamila

ornitina transcarbamilase

Fonte: ANJOS et al. (2011).

Estudo de Aresta et al. (2001)mostram que, industrialmente, o CE € obtido seguindo a

reacao entre ureia e etanol, como mostrado na Equacao 3.

NH2CONHz + CH3CH.OH ———»  CH3CH.OCONH: + NH3 (3)

Ureia Etanol CE Ambonia

Outra forma de obtencdo industrial de CE € a partir de um gas altamente toxico
chamado de fosfogénio. Esse processo € iniciado entre 0 mondxido de carbono e o cloro,
como mostrado nas Equac@es 4,5 e 6(GALINARO et al., 2015).

CO +Cl, GQ-GE—(k:sfogénio) (4)
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COCl, + CHsCH20H ~ ——»CICOOCHCH3 (5)

Fosfogénio  Etanol

CICOOCH,CHs + NH3 ——»  H2NCOOCH2CH3 (6)
Amonia CE
A partir da ureia, ainda € possivel a formacdo de CE por decomposicdo térmica (60 a
100°C), formando cianato e isocianato, os quais reagem com o etanol do meio, levando a
formacdo do contaminante, o que pode ser observado na Equacdo 7 (BRUNO et al., 2007).

NH,CONH, ——»  HNCO + HOCN ©)

Ureia Cianato Isocianato

Schaber et al. (2004) relatam que outra via possivel para a formacdo de CE é
decomposicao térmica da ureia, formando amdnia e acido ciamico, que também reagem com

o0 etanol para formacdo do contaminante, como se observa nas Equacdes 8 e 9.

NH,CONH, — NH4s‘NCO" —— NH3z + HCNO (8)
Ureia Aménia  Acido Cianico

HCNO + CH3CH,0H + H* CHsCH-®CONH> 9)

Acido Cianico Etanol CE

2.5  Glicosideos cianogénicos e sua relacdo com a formacéo de carbamato de etila

Os glicosideos cianogénicos pertencem ao metabolismo secundéario de vérias plantas.
Séo derivados de aminoacidos e estdo presentes em mais de 2500 espécies de plantas, como
cevada, arroz, macd, manga, malte, mandioca e cana-de-aclUcar. Por meio da degradacao
enzimatica, geram cianidrina que se decomp@e em ions cianeto. A oxidacdo dos ions cianeto
levam a formacdo de isocianato, os quais reagem com o etanol para formar CE, como
demonstrado nas Equacbes 10 e 11 (VETTER, 2000; SANTIAGO et al., 2017; CRESSEY,
REEVE, 2019).

coN  —LloeN (10)

fon Cianetoion Cianato
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C2HsOH + HOCN ——» NH2COOC:Hs (11)
EtanolAcido cianicoCE

Mendonga et al. (2016), ao estudarem cachagas produzidas a partir de leveduras
selecionadas e fermentacdo espontanea, observaram que a adicdo de nutrientes ao processo de
fermentacdo aumentou as concentracdes de carbamato de etila, ao utilizarem farelo de arroz
ou uma mistura de farinha de milho e farelo de arroz.

Os glicosideos cianogénicos presentes na cana-de-agucar podem levar a formagdo do
fon cianeto por degradacdo enzimatica. O cianeto, por sua vez, pode ser oxidado a cianato,
que, na presenca de fons de cobre, reage com o etanol e formam carbamato de etila
(MACHADO et al., 2013). O carbamato de etila pode ser formado a partir dos glicosideos
cianogénicos em varios estagios de fermentacdo e destilacdo. Existem diversas matérias-
primas fontes de glicosideos cianogénicos, como a mandioca, arroz, sorgo, aveia, trigo, maca,
manga e a cana-de-agucar. Assim,a degradacao enzimatica e clivagem térmica dos glicosideos
cianogénicos originard o cianeto (CN-), que é oxidado ainda mais para formar cianato
(GOWD et al., 2018).

Segundo Vetter (2000) e Cuny et al. (2019), as plantas cianogénicas contém em sua
composicao o acido cianidrico (HCN). Esse acido encontra-se ligado a agucares e, por isso,
recebem o nome de glicosideos cianogénicos, que séo liberados desses agUcares a partir de
hidrolise, processo chamado de cianogénese. Muitas espécies de plantas tém em sua
constituicdo os glicosideos cianogénicos, como as Rosaceae, Leguminoseae, Gramineae,
Araceae, Passifloraceae, Euforbiceae e Poaceae (cana-de-agucar). A concentragdo e o tipo de
glicosideos cianogénicos é variavel entre as espécies, cultivares e variedades assim como para
as diferentes partes das plantas.

Beattie e Polyblank (1995) relataram dois provaveis mecanismos para a formacéo de
CE a partir do cianeto. O primeiro deles é baseado na complexacdo do cianeto com cobre
(Cull), posterior oxidacdo a cianogénio e desproporcionamento a cianato, como mostram as
Equacdes 12, 13, 14 e 15(CRAVO et al, 2019).

2Cu(Il) + 4CN- ——» 2Cu(CN); (12)

Cobre  Cianeto
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2Cu(CN)2 —» 2CUuCN + C2N2 (13)
Cianogénio
CoN2 + 20H —NGO™ +CN + H> (14)

Cianogénio Cianato ion Cianeto

NCO™ + CoHsOH + HY ——» NH>COOC:Hs (15)
CianatoEtanol CE

O segundo mecanismo € baseado na auto-oxidacdo induzida por radiagdo ultravioleta
dos compostos insaturados presentes nas bebidas alcoolicas. Esses compostos formam
radicais livres que irdo catalisar a oxidacao do cianeto a cianato. As Equacdes 16, 17, 18, 19 e
20 mostram esse possivel mecanismo (GUERAIN; LEBLOND, 1992; CRAVO et al., 2019).

HCN+"OH —» °‘CN+H0 (16)
Acido cianidrico Radical cianeto
HCN + HOO® ——CNo+ HOOH (17)
Acido cianidrico Radical cianeto
HOOH — 2HO’ (18)
‘CN + "OH ———% HOCN <«—— OCNH (19)

Radical cianeto  Acido cianico Acido isocianico

OCNH + Co2HsOH ~—— NH2COOC:Hs (20)

Acido isocianicoEtanol CE

Fatores, como clima, adubag&o nitrogenada e deficiéncia de &gua podem influenciar na

concentracdo desses compostos, além da idade da planta, pois quanto mais nova e de
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crescimento rapido, maior serd& o seu teor em glicosideos cianogénicos (SHLICHTA;
GLAUSER; BENREY, 2014; CUNY et al., 2019).
A Figura 9 mostra as formulas estruturais de dois glicosideos cianogénicos

encontrados em algumas espécies.

Figura 9 - Formulas estruturais de dois glicosideos cianogénicos.

7

(a) (b)

(a) Dhurrin (centeio e trigo)

(b) Linamarin (mandioca, aveia e cereais)
Fonte: GALINARO et al. (2015).

O dhurrin € uma toxina natural produzida principalmente pelo sorgo, possui férmula
molecular C14H17NO7, massa molar de 311,29 g mol™, densidade de 1,56 g mL™, temperatura
de fusdo de 200 °C e temperatura de ebulicdo de 586,7 °C a 760 mmHg, seu indice refrativo é
de 1,65. Durante a cianogénese, esse composto é degradado, formando &cido cianidrico
(HCN). O dhurrin constitui 30% do peso seco das pontas do sorgo, mas esta ausente nas
sementes e raizes. A distribuicdo 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, ele encontra-se
presente na maioria das plantas cianogénicas da familia Poaceae (HALKIER; SCHELLER,;
MOLLER, 1988; JOHANSEN et al., 2007; TOKPOHOZIN; FISCHER; BECKER, 2018;
GUIDECHEM, 2021).

Cravo et al. (2019),visando caracterizar o glicosideo cianogénico dhurrin em cinco
variedades de cana-de-acucar, correlacionaram a existéncia desse composto com a formacéo

de CE em cachagas obtidas de diferentes processos de producdo. Foi possivel observar, por
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meio de cromatografia de camada delgada (CCD) utilizando uma fase mével (metanol/acetato
de etila) na propor¢éo 7:3, que a variedade SP83-2847 apresentou Ry (fator de retencéo) igual
ao do padréo dhurrin para o extrato hexanico, ao passo que as variedades SP80-3280 e CTC11
apresentaram valores similares ao padrdo para o extrato metandlico. As outras variedades em
estudo, RB868515 e IAC86-2480, apresentaram valores divergentes para o padrdo de dhurrin.
Ainda foi observado pelos autores que o fator primordial para a concentragdo de CE nas
amostras de duas cachacas (F2 — SP83-2847 e F, — SP80-3280) foi a variedade utilizada, ja
que as duas amostras eram produzidas por diferentes processos.

Tokpohozin et al. (2016)descreveram que, no sorgo, a biossintese do dhurrin ocorre na
presenca de um sistema enzimatico especifico (enzimas do citocromo-P450 e UPD-
glicosiltransferase), em que a enzima CYP79A1 faz a conversdo da tirosina para (Z)-p-
hidroxifenilacetaldoxima. Posteriormente, a enzima CYP71E1 converte esse composto em p-
hidroximandelonitrila, j& que uma UDP-glicosiltransferase o converte em dhurrin, como

apresentado na Figura 10.

Figura 10 - Biossintese de Dhurrin no sorgo.
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COOH H

|N
NH
HO 2 CYP79A1 HO H o/
Tirosina (2)-p-hidroxifenilacetaldoxima
CYP71E1l
OH
CN
HO

p-hidroximandelonitrila

HO HO

dhurrin p-hidroxibenzaldeido

Fonte: TOKPOHOZIN et al. (2016).

Sornyotha, Kyu e Ratanakhanokchai (2007)citaram que o linamarin é encontrado
principalmente na mandioca. Esse composto pode ser encontrado em todas as partes de
variasplantas; porém, ndo sao encontradas em sementes. Pode ser detectado quando os tecidos
sdo danificados, quando a enzima linamarinase entra em contato com o linamarin,
hidrolisando-o e liberando cianeto. Esse composto possui formula molecular (C1oH17NOg),
massa molar (247,24 g mol?), temperatura de fusdo (143°C) e temperatura de ebuli¢do
(473°C) (CHEMSPIDER, 2021).

Zagrobelny et al. (2018) propuseram uma rota biossintética para o linamarin em Lotus
japonicus, uma leguminosa selvagem que pertence a familia Fabaceae. A via de biossintese
desse composto também é dependente de enzimas especificas para a conversdo do aminoacido
(valina) no glicosideo cianogénico. A primeira enzima responsavel pela catalise de duas N-
hidroxilagbes sequenciais € uma enzima do citocromo-P450 (CYP), ocorrendo,

posteriormente, uma desidratagdo e uma reacgdo de descarboxilagdo, produzindo E-aldoxima.
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Esse composto, por sua vez, é isomerizado a Z-aldoxima e convertida em a-hidroxinitrila por
meio de uma reacdo de desidratacdo dependente de NADPH e C-hidroxilacdo catalisada por
uma segunda enzima do citrocomo-P450. Finalmente, ocorre uma glicosilacdo da fracéo de
cianoidrina, catalisada por uma glicosiltransferase dependente de UDPG (UGT). A Figura 11

apresentaresumidamente a via biossintética para o linamarin.

Figura 11 - Biossintese de Linamarin em L. japonicus.

CYP405A2 CH CYP332A3 UGT33A1
CH, s CHy
CYP79D3 CYP736A2 CHs UGT85K3
COOH ———» e 2 _—>
H.C HyC Hey N
g = He T o 0
NH ¥"HO |
2 N\ Gle
Valina OH
Linamarin

Fonte: ZAGROBELNY et al. (2018).

2.6 Métodos de deteccdo e quantificacdo de Linamarin e Dhurrin

Vérias técnicas cromatograficas sdo utilizadas para a deteccdo e quantificacdo de
glicosideos cianogénicos em diferentes plantas. S&o métodos fisico-quimicos de separacédo
que se fundamentam na migracdo diferencial de componentes de uma mistura por diferentes
interacdes entre as fases movel e estacionaria, em que 0s compostos sao seletivamente retidos
pela fase estacionaria (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006;AMORIN, 2019).

Uma técnica bastante utilizada para o isolamento e purificacdo de produtos naturais e
reacdes quimicas € a cromatografia em coluna, que é fundamentada na polaridade relativa das
moléculas. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE/ HPLC) é um tipo de
cromatografia em coluna que utiliza suportes com particulas muito pequenas, que sao
responsaveis pela alta eficiéncia do sistema e necessitam de bombas de alta pressdo para a
eluicdo da fase movel. A diversidade de fases méveis que podem ser aplicadas garante a
versatilidade dessa técnica; assim, esse € um método quantitativamente capaz de realizar a
separacdo de uma variedade de compostos presentes em uma gama de amostras em poucos
minutos, com alta resolucdo, sensibilidade e eficiéncia (COLLINS; BRAGA; BONATO,
2006; AMORIN, 2019).

O HPLC necessita basicamente que a amostra seja solivel na fase mdvel, sendo um

método ideal para a separagdo de espécies idnicas ou macromoléculas de interesse biologico e
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produtos naturais facilmente carregadas, bem como uma grande variedade de compostos de
massa molar alta ou baixa estabilidade térmica (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Meétodos cientificos para a determinacéo e quantificacdo de compostos devem passar
por validacdo analitica. A validacdo analitica nada mais € que a comprovagao experimental de
que o método utilizado conferiu resultados tecnicamente confiaveis em relacdo a concentraco
da espécie da amostra, quando empregado dentro de seu escopo de aplicagdo. Varios fatores,
como a natureza e a complexibilidade da amostra, a natureza quimica do analito e as
condi¢des de operacdo do equipamento podem influenciar no desempenho do método,
comprometendo os resultados. Por isso, antes da sua utilizacdo, os métodos devem passar pelo
processo de validacgdo, a fim de estabelecer as condi¢fes cromatograficas e de procedimento
em que a técnica conferird maior desempenho e resultados significativos na determinacdo dos
analitos (NASCIMENTO et al., 2018).Consequentemente, para garantir a qualidade analitica
dos resultados, sao realizados procedimentos de validacdo dos metodos avaliados por meio
dos seguintes parametros: seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, limites de detecgéo
(LD) e quantificacdo (LQ) (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006; NASCIMENTO et al.,
2018).

O primeiro parametro avaliado no desenvolvimento de validacdo de um metodo é a
seletividade. Ele consiste em um método instrumental de separacdo e sua capacidade de
avaliar a presenca de componentes que podem, de alguma forma, interferir na identificacao e
determinacdo devido a complexibilidade da amostra. A seletividade é um fator de extrema
importancia, tendo em vista que avalia o grau de interferéncias que podem afetar o pico de
resposta de um determinado composto, afetando a linearidade, a exatiddo e a precisdo de uma
técnica (RIBANI et al., 2004; ANVISA, 2017).

A seletividade pode ser avaliada por diferentes maneiras, dependendo do objetivo da
andlise. Para uma andlise quantitativa, a seletividade pode ser confirmada pela comparacgéo de
uma amostra isenta do analito de interesse e uma amostra fortificada com o analito, ou ainda,
pelo método de calibracdo por meio de adicdo de padrdo (NASCIMENTO et al., 2018).

Ja a linearidade é a capacidade do método em fornecer uma relacdo diretamente
proporcional (linear) entre a area ou altura do pico do analito em relacdo a concentracdo ou a
massa da espécie a ser quantificada, dentro de uma determinada faixa de concentracdo
especifica, chamada faixa de trabalho. A linearidade pode ser obtida por meio de
padronizacdo externa ou interna por uma expressdo matematica (equacao da regressao linear)
utilizada para o calculo da concentragdo do analito a ser determinado na amostra real
(RIBANI et al., 2004; ANVISA, 2017; NASCIMENTO et al., 2018).
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Outro parametro a ser observado é a precisdo, que consiste na concordancia entre 0s
resultados obtidos para a concentracdo do analito repetidas vezes de uma mesma amostra,
utilizando o mesmo método e efetuada sob as mesmas condi¢des de medicdo. Pode ser
avaliada em trés niveis diferentes: repetitividade, precisdo intermediaria ou reprodutibilidade
(RIBANI et al., 2004; ANVISA, 2017; NASCIMENTO et al., 2018).

A repetitividade expressa a concordancia entre os resultados obtidos para a
concentracdo do analito em ensaios realizados com as mesmas condi¢des de repetibilidade de
medicdo, ou seja, 0 mesmo procedimento de medigdo, mesmo analista, 0S mesmos
instrumentos de medicdo, as mesmas condi¢des de operacdo, em num mesmo laboratorio,
sendo repetidas na mesma amostra em curto espago de tempo (ANVISA, 2017,
NASCIMENTO et al., 2018).

A exatiddo de um método expressa a capacidade do método em produzir resultados o
mais proximo do valor real. A exatidao é sempre considerada dentro de certos limites, ou seja,
sempre aparece associada a valores de precisdo; dependendo dos niveis de concentracdo do
analito, esses limites podem ser estreitos ou mais amplos (RIBANI et al., 2004,
NASCIMENTO et al., 2018).

Os parametros mais utilizados para a avaliacdo da exatiddo de um método sdo o0s
materiais de referéncia; comparacdo de métodos; ensaios de recuperacao e adicdo de padréo.
Os ensaios de recuperacdo ou fortificacdo sdo os mais utilizados para avaliar a exatidao de um
método. Podem ser utilizados para a validacdo de um método, analisando-se uma porcao da
amostra em seu estado original e outra porcao adicionada de uma quantidade conhecida do
analito em questdo, processo denominado de fortificacio (RIBANI et al., 2004;
NASCIMENTO et al., 2018).Segundo Collins, Braga e Bonato (2006), a cromatografia
liguida de alta eficiéncia possui deteccdo continua e com grande repetitividade, o que
proporciona analises quantitativas com alto nivel de exatiddo e precisdo, podendo ser
superiores a = 0,5%.

O limite de deteccdo (LD) esta diretamente relacionado com a sensibilidade do método
e, por isso, deve ser expresso pela menor quantidade do analito presente na amostra que pode
ser detectado, mas ndo necessariamente quantificado. J& o limite de quantificacdo (LQ) é a
menor quantidade do analito que pode ser determinada, estando diretamente relacionado com
a precisdo e a exatiddo do método descrito, sendo que esses parametros devem ser testados
nas concentragdes correspondentes ao limite de quantificacdo. Os pardmetros de LD e LQ

podem ser determinados por trés maneiras diferentes: método visual, método relacéo sinal-
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ruido e método baseado em parametros da curva analitica (ANVISA, 2017; NASCIMENTO
et al., 2018).

Stochmal e Oleszek (1994) propuseram um método usando um cromatégrafo liquido
de alta eficiéncia para determinacdo de glicosideos cianogénicos em sementes de trevo-branco
seco (Trifolium repens L.). Para a afericio do método, os glicosideoslinamarin e
lotaustralinforamusadoscomo padrdo. O equipamento empregava um detector de indice de
refracdo, coluna de 25 cm x 4 mm, e i.d. de tamanho de particula de 5g, usando agua, metanol
e acido fosférico na proporcdo (85:15:0,05) como fase movel. O sistema foi operado
isocraticamente a uma taxa de fluxo de 1 mL/min. A utilizacdo de 15% de metanol na fase
mdvel proposta no estudo possibilitou menor tempo de separacdo dos compostos, além de
melhorar o formato dos picos e reprodutibilidade da técnica empregada.

Nicola et al. (2011) pesquisaramextratos de sorgo e sudangrass, a fim de determinar a
concentracdo de dhurrin. As amostras de tecido vegetal foram adicionadas com 10 mL de
metanol em tubos de ensaio, levadas ao ultrassom e filtradas. Um mililitro da solugéo diluida
da amostra foi transferido e analisado por fase reversa em HPLC, utilizando um detector de
diodo e gradiente de agua e acetonitrila. O método proposto foi avaliado, confirmando que
sua utilizagdo é pratica, barata, simples, adequada para analises com grande numero de
amostras diferentes e analitos muito especificos.

Posteriormente,Zhong et al. (2020) estabeleceram um método de HPLC para
quantificacdo simultdnea de oito glicosideos cianogénicos em agroalimentos, entre eles
linamarin e dhurrin. As amostras foram extraidas utilizando 4gua e metanol e condicionadas
em cartucho SPE. O residuo foi submetido a analise LC-MS/MS. A analise cromatogréafica foi
realizada utilizando coluna UHPLC C18 e fase movel A (H:O/acido formico 1%) e B
(acetonitrila), acoplada a analise de espectrometria de massas tandem. O método desenvolvido
apresentou boa sensibilidade, precisdo e exatiddo para a quantificacdo direta dos oito

glicosideos cianogénicos em diferentes amostras.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  Coleta e preparo do material

As variedades de cana-de-agucar foram coletadas no painel de variedades do Centro de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico em Agropecuaria da UFLA (CDCT) — Fazenda
Muquém, localizado na cidade de Lavras, Minas Gerais. As diferentes variedades foram
colhidas no primeiro corte (cana-planta), com idade de nove meses. Foram coletados trés
colmos para cada variedade estudada. Foram analisadas quinze variedades, sendo em algumas
delas colhidas as pontas e os colmos (Tabela 1). Ap6s aquisicao, elas foram encaminhadas ao
Laboratorio de Analises de Qualidade de Aguardente, Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Minas Gerais.

Tabela 1 -Variedades de cana-de-agucar coletadas no CDCT- UFLA

SP79-1011 (colmo e ponta) | RB855536 (colmo) | IACSP95-5000 (colmo e ponta)
RB867515 (colmo e ponta) CTC4 (colmo) SP80-1816 (colmo e ponta)
CTC9001 (colmo e ponta) RB928064 (colmo) RB72454 (colmo e ponta)
CB47355 (colmo e ponta) | SP80-3280 (colmo) RB92579 (colmo e ponta)
SP80-1842 (colmo e ponta) CTC2 (colmo) RB966928 (colmo e ponta)

Fonte: Do autor (2022).

Todas as variedades coletadas séo utilizadas para producéo de aguardente/cachaca. As
amostras de cana-de-acucar foram secas em estufa ventilada a 38 °C, até completa remocao da
agua. Em seguida, as amostras foram trituradas em moinho triturador e peneiradas em 200
Mesh.

3.2  Obtencdo dos extratos e preparo do padrdo de Dhurrin

Os extratos brutos foram obtidos segundo Cravo et al. (2019) com algumas
adaptacOes. Foram pesadas 40 g de cada amostra triturada e transferidas para um baldo de
fundo redondo, acoplado a um condensador, utilizando 500 mL de metanol, e deixadas em
refluxo lento por 6 horas. Apds a extracdo, as amostras foram filtradas em um funil de
Buchner, descartando a torta e evaporando-se o solvente em um evaporador rotatério Bichi

modelo B-480, obtendo, assim, o extrato bruto.
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O metodo utilizado para a determinacdo de dhurrin nas amostras de extrato bruto de
cana-de-acucar em HPLC foi realizada de acordo com o método proposto por Nicola et al.
(2011), com modificagcbes. Foi utilizado um padrdo de dhurrin da marca Sigma-
Aldrich,preparando uma solucéo estoque na concentracdo de 1 mg mL, solubilizado em agua
ultrapura e metanol (1:1), marca Merck, grau HPLC. Para a constru¢éo da curva analitica,
foram realizadas diluigdes da solucdo padrédo em concentracGes que variaram de 1 a 0,00003
mg mL™*. (Tabela 2).

Para a injecdo dos extratos em HPLC, um grama de cada extrato bruto foi pesado em
frascos pequenos utilizandouma balanca analitica marca Shimadzu, modelo AY220. Em
seguida, adicionou-se 1 mL de uma solucdo de metanol:dgua (1:1) em cada vidro, agitando
até total homogeneizacdo. A mistura foi entdo filtrada em membrana de polietileno de 0,45
pm (Millipore) e injetada diretamente no sistema cromatografico.

Tabela 2—Concentragdesdo padrdo utilizadas na construcdo da curva analitica-Dhurrin

Pontos [1]mg mL? Volume
P1 (estoque) 1 -
P2 0,1 100 pL de estoque
P3 0,05 50 pL de estoque
P4 0,01 10 pL de estoque
P5 0,005 100 pL de P3
P6 0,001 20 pL de P3
P7 0,0005 10 pL de P3
P8 0,0001 100 pL de P4
P9 0,00005 10 pL de P5
P10 0,00003 30 pL de P6

Fonte: Do autor (2022).

3.3  Obtencdo dos extratos e preparo do padrdo de Linamarin

A metodologia utilizada para o preparo dos extratos e determinacdo de linamarinnas
amostras de cana-de-agUcar foi realizada de acordo com a metodologia proposta por Stochmal
e Oleszek (1994), com modificagOes. Inicialmente, as canas passaram por uma nova moagem

em moinho de lka para reduzir a granulometria e obter melhor extragdo. Em seguida,
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foipesadoum grama de cada variedade estudada e extraida com 10 mL de metanol 70%. As
amostras foram homogeneizadas e levadas ao ultrassom da marca Eco-sonics, por 30 minutos.
Os sobrenadantes foram filtrados em filtro de papel e, posteriormente, filtrados em membrana
de polietileno de 0,45 um (Millipore) e injetados diretamente no sistema cromatografico.

Foi utilizado um padrdo de linamarin da marca Sigma-Aldrich, preparando uma
solugdo estoque na concentragdo de 10 mg mL™, solubilizado em agua ultrapura. Para a
construcdo da curva analitica, foram realizadas dilui¢cbes da solu¢do padrdo em concentracdes

que variaram de 0,00012 a 0,0068 mg mL™, como observado na Tabela 3.

Tabela 3—Concentra¢fesdo padrédo utilizadas na construcdo da curva analitica - Linamarin

Pontos [1g/mL V (estoque)
P1 0,00012 10 pL
P2 0,0003 30 pL
P3 0,0006 60 pL
P4 0,0012 120 pL
P5 0,0025 240 pL
P6 0,0036 350 pL
P7 0,0051 500 pL
P8 0,0068 670 pL
P9 0,0072 700 pL

P10 (estoque) 0,0102 -

Fonte: Do autor (2022).

3.4  Condicdes cromatogréaficas

As analises foram realizadas no Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Café —
INCT-café (UFLA) utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). O
equipamento utilizado foi o 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, injetor automatico modelo SIL-10AF e forno CTO-
20A. A coluna utilizada para as separagdes foi a Agilent — Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x
250 mm, 5um) conectada a uma pré-coluna Agilent — Zorbax Eclipse XDB-C18 4-Pack (4,6 x
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12,5 mm, 5um) e o detector utilizado para a determinacdo de dhurrin foi o0 UV-vis SPD-20A,
ao passo que foi utilizado um detector de indice de refracdo (RID-20A) para a detecgdo de
linamarin.

Para a determinacdo de dhurrin,utilizaram-se gradientes de &gua (solvente A) e
acetonitrila (Merck grau HPLC) (solvente B)como fase mdvel, sendo utilizado: 0,01-7
minutos — 10% - 30% de B; 7 — 9 minutos — 10% de B e 9 — 60 minutos — 10% de B. O
comprimento de onda utilizado foi de 232 nm, fluxo de 1mL por minuto e forno a 35°C. Para
a determinacdo de linamarin, a fase movel utilizada foi uma solucéo de H20: MeOH: H3PO4
na proporcao de 85:15:0,05% e fluxo de ImL por minuto.

Os padrdes de dhurrin e linamarin foram injetados no sistema cromatografico em
triplicata, ao passo que todas as amostras foram injetadas em duplicata. A identidade dos
analitos foi confirmada pelo tempo de retencéo e o perfil dos picos das amostras comparados

aos dos padrdes.

3.4.1 Validacdo analitica:

Para garantir a qualidade analitica dos resultados, foram realizados procedimentos de
validacdo dos métodos avaliados por meio dos seguintes parametros: seletividade, linearidade,
precisdo, exatidao, limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ). Para a quantificacdo de
dhurrin, a seletividade do método foi realizada por meio de calibracdo por adicdo de padréo.
Foi feita uma curva analitica com adigcdo da substancia de interesse na amostra e comparada
com uma curva analitica sem a presenca da matriz. Comparou-seas duas curvas analiticas e,
caso elas sejam paralelas, pode-se dizer que ndo ha interferéncia da matriz na determinacéo da
substancia de interesse; portanto, 0 método é seletivo. J& a seletividade do método proposto
para a quantificacdo de linamarin foi realizada comparando a matriz isenta da substancia de
interesse e a matriz adicionada com essa substancia (padrao).

As linearidades foram obtidas por padronizacdo interna realizadas por meio de curvas
analiticas, sendo determinados os coeficientes de determinacéo (R?), expressos pela equagio
da reta. Para a determinacdo de LD e LQ, foram considerados os parametros relativos a cada
curva analitica construida, utilizando as relacGes matematicas a seguir:

LD =3 x (s/S)
LQ =10 x (s/S)
Em ques é a estimativa do desvio-padrdo da equacéo da linha de regressdo e Sé o

coeficiente angular da curva analitica (RIBANI et al, 2004).
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Neste estudo, utilizou-se a precisdo intermediéria expressa na repetibilidade. Para isso,
foi realizada a analise, em 5 dias diferentes, de solu¢des-padrdo referentes a trés niveis de
concentragdes de dhurrin (0,00001; 0,0005 e 0,005 mg mL™?) e linamarin (0,0003; 0,0025 e
0,0072 mg mL™), sendo estimados os coeficientes de variagdo (CV), ao final das sucessivas
repeticGes. Nas estimativas da precisdo do método, foram determinados os coeficientes de
variacdo (CV) de uma série de medidas por meio da utilizacdo da seguinte equacgdo

matematica:

CV (%) = (S/CMD) x 100

Em que s = estimativa do desvio-padrdo; CMD = concentragdo media determinada.

A exatiddo foi avaliada por meio de ensaios de recuperacdo utilizando trés amostras,
escolhidas aleatoriamente, sendo essas fortificadas com padrdes dos analitos em trés niveis de
concentracdo: dhurrin (0,00005; 0,0005 e 0,005 mg mL?) e linamarin (0,0006; 0,0036 e
0,0072 mg mL™). A recuperacdo foi determinada considerando os resultados obtidos para

cada analito estudado, utilizando a seguinte equagdo matematica:

% Recuperacao = [(concentracdo medida)/(concentracdo esperada)] x 100

3.5  Coleta de amostras de cachaca/aguardente dos produtores

Posterior a identificacdo dos glicosideos cianogénicos, foram identificados produtores
de cachacas comercializadas. As cachacas analisadas ndo foram obtidas das mesmas canas
coletadas, como apresentado na Tabela 4. As amostras das bebidas foram coletadas e
encaminhadas ao Laboratério de Analises de Qualidade de Aguardente, Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Minas Gerais. Essas amostras foram
utilizadas para a caracterizacdo fisico-quimica e cromatogréafica, a fim de identificacdo e
quantificacdo do carbamato de etila.

As amostras de cachaca utilizadas neste estudo foram adquiridas em parceria com
produtores e estabelecimentos de venda de destilados provenientes de varias regides do pais.
Foram identificadas por meio de ndmeros romanos (I a XV). As obtidas por meio de
envelhecimento em diferentes madeiras receberam suas denominagGes seguidas de letras (a —

Carvalho; b — Amburana; ¢ — Balsamo e d — Carvalho e jequitiba).



Tabela 4 - Cachacas analisadas e suas respectivas variedades.

Amostras Variedades
| RB867515

1 RB867515
SP80-1842

In/a/ v SP79-1011
RB867515

V/Va SP80-3280
CB47355

VI/Vlia/Vib/Vic RB855536
VII RB867515
VI RB867515
IX/1Xd SP80-3280
Xa RB867515

Xlb RB867515

X1/ Xlla RB867515
CTC9001

i RB867515
SP79-1011

xva SP80-1842
XVa RB867515

Fonte: Do Autor (2022).

3.6 Analises fisico-quimicas das aguardentes/cachacas

As analises das amostras foram realizadas conforme especificacdes estabelecidas pela
Instrucdo Normativa n® 24 de 08/09/2005 do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento- Mapa (BRASIL, 2005). Os parametros analisados foram os seguintes: grau
alcoolico, acidez volatil, extrato seco, ésteres, aldeidos, alcoois superiores, furfural, metanol,

cobre, acroleina e carbamato de etila.
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3.6.1 Graduacgdo alcoolica

A graduagdo alcoolica foi determinada destilando-se 250 mL das amostras e,
posteriormente, o grau alcodlico medido utilizando-se um densimetro eletrénico da marca
Gibertini (DensiMat) a 20°C.

3.6.2 Acidez volatil

A acidez volatil foi determinada por meio de extracdo dos acidos volateis utilizando-se
a técnica de arraste a vapor de dgua em destilador eletrénico da marca Gibertini. Os destilados
foram titulados com hidréxido de sddio 0,1 mol L™, em presenca de fenolftaleina 1%. Os

resultados foram expressos em miligramas de &cido acético por 100 mL de alcool anidro.

3.6.3 Extrato seco

Os extratos secos das amostras foram determinados utilizando métodos gravimétricos.
Em uma cépsula de aluminio previamente pesada em balanca analitica, foi adicionada uma
aliquota de 25 mL da amostra sem redestilar. Posteriormente, ocorreu a evaporacdo em
banho-maria a 95°C, durante 3 horas. Apos esse periodo, foram levadas a estufa a 100°C por
30 minutos. O material foi resfriado em dessecador e o residuo sélido remanescentefoi pesado
em balanca analitica. Os resultados foramexpressos em gramas de extrato seco por litro da

amostra.

3.6.4 Esteres

A determinacdo dos ésteres foi realizada por meio da titulagio dos 4cidos
carboxilicosobtidos por transesterificacdo dos esteres presentes nas amostras. A quantificacdo
dos ésteres é realizada com base em sua hidrolise alcalina, seguida da titulacdo dos acidos
liberados, com solugdo padronizada de hidroxido de sodio 0,1 mol L. Os resultados obtidos

sdo expressos em miligramas de acetato de etila por 100 mL de alcool anidro.

3.6.5 Aldeidos

Os aldeidos foram determinados por meio de métodos iodométricos, titulando-se o

SO, produzido durante a andlise. A quantidade de aldeidos presentes nas amostras foi
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expressa em gramas de aldeido acético por 100 mL da amostra ou por 100 mL de alcool

anidro.

3.6.6 Alcoois superiores e metanol

Os élcoois superiores e 0 metanol foram determinados por meio de cromatografia em
fase gasosa com detector de ionizacdo de chama segundo Vilela et al. (2007). As
caracteristicas do cromatografo gasoso foram os seguintes: marca Perkin Elmer (Clarus 580),
autoamostrador com detector de ionizagdo de chama e coluna DB-WAX (30 mm x 0,25 mm x
0,25 um). Os reagentes e¢ os padrdes utilizados foram todos de grau analitico para
cromatografia. A curva analitica foi preparada de uma solucéo de 4 g L™ em etanol 40%. No
cromatografo a gas, a coluna foi iniciada a uma temperatura de 35°C, elevando-a atéatingir
140°C, a temperatura do injetor estava a 150°C e o detector a 170°C, com um fluxo de analise
de 1,4 mL por minuto, no modo Splitless 1:10.

3.6.7 Furfural e Hidroximetilfurfural

A quantificacdo do furfural e hidroximetilfurfural foi realizada pela adicdo de anilina e
acido acético glacial as amostras, efetuando medidas espectrofotométricas a 520 nm,
utilizando um espectrofotémetro Shimadzu UV-1601 PC. As quantidades desse composto
foram obtidas pela construcdo de curvas analiticas de solucGes padréo defurfural em etanol.

Os resultados obtidos sdo expressos em miligramas de furfural por 100 mL de alcool anidro.

3.6.8 Cobre

O cobre foi quantificado por meio de medidas espectrofotométricas naregido 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 redugdo do Cu?*presente na bebida a Cu*,
formando, posteriormente, um complexo colorido com a solu¢do de 2,2-diquinolilo em alcool

isoamilico.
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3.6.9 Acroleina

A quantificacdo de acroleina foi realizada segundo Nascimento et al. (1997) e
Zacaroni et al. (2011). As amostras de cachaca foram derivatizadas, formando 2,4-
dinitrofenilhidrazina, e injetadas em sistema HPLC Shimadzu, equipado com duas bombas de
alta pressdo modelo SPD-M20A, degaseificador modelo DGU-20A3 e interface modelo
CBM-20A. A coluna utilizada foi a mesma descrita anteriormente com o injetor automatico
modelo SIL-10AF e o detector de arranjos de diodos (DAD) a 365 nm, em fluxo de 0,9 mL
mint. A fase movel utilizada era composta por solugdo de agua com écido acético (98:2%
v/v) como solvente A e metanol (solvente B). O sistema de elui¢do foi um gradiente de 0 a 3
min (70 -85% B); 10 a 12 min (80 -70% B); 12 a 15 min (70 -70% B).

3.6.10 Carbamato de etila (CE)

A andlise de CE foi realizada de acordo com o método proposto por Anjos et al.
(2011) e Machado et al. (2013), utilizando o mesmo sistema HPLC descrito anteriormente. A
analise consistiu na derivagdo prévia da amostra, com uma solucéo de xantidrol 0,02 mol L.
As separacdes foram realizadas empregando-se uma coluna Agilent - Zorbax Eclipse AAA
(4,6 x 150 mm, 5um) conectada a uma pré-coluna Agilent - Zorbax Eclipse AAA 4-Pack (4,6
x 12,5 mm, 5um), acoplada a um detector de fluorescéncia (FLD) modelo RF-10AXL. Os
comprimentos de onda de excitacdo e emissdao empregados foram 233 e 600 nm,
respectivamente. O fluxo utilizado em toda a analise foi de 0,75 mL min,e o volume injetado
das amostras e do padrdo foi de 20 pL. A eluicéo foi realizada em sistema do tipo gradiente: 0
a 5 min (40-60% B); 5 a 10 min (60-70% B); 10 a 18 min (70-80% B); 18 a 19,5 min (80-
90% B); 19,5 a 25 min (90-40% B); 25 a 30 min (40% B). A fase movel foi composta por

solucdo de acetato de sodio 20 mM (Solvente A) e acetonitrila (Solvente B).

3.7 Analise estatistica

Foi utilizado o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) em esquema de parcelas
subdivididas no espaco. Vinte e cinco tratamentos foram analisados, dentre estes, quinze
variedades de colmos e dez pontas de diferentes variedades de cana-de-agUcar. Para as
amostras de cachaca coletadas, vinte e dois tratamentos foram submetidos a analise estatistica,

sendo analisados os diferentes parametros para avaliagdo dos Padrdes de ldentidade e
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Qualidade (P1Qs). Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, sendo as médias
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 95% de probabilidadepor meio do programa
SISVAR (FERREIRA, 2003).A analise de componentes principais (PCA) foi realizada para
observar a inter-relagdo entre o glicosideo cianogénico e a formacao de carbamato de etila nas

bebidas. A andlise foi realizada com o auxilio do software Statistica (2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1  Padronizacdo dos métodos de deteccdo de Dhurrin e Linamarin

A seletividade do método proposto para a deteccdo de dhurrin foi confirmada pelo
método de calibracdo por adi¢do de padrdo. Avaliando comparativamente as curvas analiticas
do gréfico obtido, em que uma delas (curva 1) foi adicionada do padrdo e outra (curva 2) sem
a adicdo do padréo, sendo elas paralelas, pode-se inferir que ndo houve interferéncia da matriz
na determinacdo da substancia de interesse; portanto, 0 método pode ser considerado seletivo,
assim como ¢ apresentado na Figura 12.

Figura 12 - Seletividade do método proposto para a determinacao de Dhurrin
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Fonte: Do autor (2022).

Ja para a determinacdo de linamarin, o0 método proposto para a quantificacdo desse
composto foi realizado por meio da adicdo de padrdo, em que 200 pL de uma amostra de
extrato foi preparada e injetada para confirmar a presenca do composto. Posteriormente, a
mesma amostra foi fortificada pela adicdo de 200 pL de padrdo para a confirmacdo do pico
analitico no mesmo tempo de retencdo, confirmando, assim, a seletividade do método. Pode-
se observar no cromatograma (Figura 13) que as amostras de extratos de cana-de-actcar ndo
apresentam o glicosideo cianogénico linamarin, podendo-se observar que somente quando €

adicionado o padrdo do composto a amostra (linha azul), € obtido um pico no mesmo tempo
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de retencdo do padrdo isolado (linha preta) assim como pode ser observado em destaque na
Figura.

Figura 13 - Seletividade do método proposto para a determinacéo de Linamarin
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Fonte: Do autor (2022).

Foram obtidos coeficientes de determinacdo (R?) de 0,9999 para ambos compostos
analisados, o que indica uma forte correlacdo linear entre a concentracdo do composto e as
areas dos picos analisados, comprovando a linearidade dos métodos. Para Nascimento et al.
(2018), quanto mais proximo de 1 for o valor do coeficiente de determinacdo, mais adequado
é a estimativa da concentracdo do analito. Os coeficientes de correlacdo, limites de deteccéo e
quantificacdo obtidos para os métodos analiticos empregados estdo apresentados nas Figuras
14 e 15.

Nicola et al. (2011) obtiveram valores de regressdo linear (R? = 0,9999), utilizando
uma curva de calibracdo de cinco pontos na faixa de 5 a 100 mg L? para determinagio de
dhurrin. Stochmal e Oleszek (1994) também encontraram valores de regressdo linear de 0,99

para a determinacdo de linamarin em amostras de trevo-branco.



Figura 14 - Parametros de correlagdo (R?) da curva analitica, limite de detecgdo (LD) e
quantificacdo (LQ) para determinacdo de Dhurrin.
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Fonte: Do autor (2022).

Figura 15 - Parametros de correlagio (R?) da curva analitica, limite de detecgdo (LD) e
quantificacdo (LQ) para determinacdo de Linamarin.
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Os limites de deteccdo e quantificacdo encontrados para 0s compostos variaram de
0,00004 a 0,0001 mg mL? para dhurrin e 0,00005 a 0,00019 mg mL? para linamarin.
Portanto, pode-se observar, com os resultados encontrados, uma boa seletividade para os
meétodos de determinagdo de dhurrin e linamarin em extratos de cana-de-agUcar.

As precisdes dos métodos utilizados foram avaliadas por meio da repetibilidade de trés
pontos para determinagdo de dhurrin e linamarin, repetidas por quatro vezes em diferentes
dias. Os valores obtidos variaram de 0,99 a 3,26% e de 1,95 a 3,64%, respectivamente. Os
valores de CV encontrados estdo dentro do limite de 5%. Infere-se, portanto, que o método
apresenta precisao para identificacdo e quantificagdo dos compostos analisados.

Os valores de repetibilidade deste estudo estdo préximos aos valores encontrados por
Stochmal e Oleszek (1994), que obtiveram valores de repetibilidade de 4,9% para a
determinacgéo de linamarin em trevo-branco. Posteriormente, Nicola et al. (2011), estudando a
presenca do glicosideo cianogénico dhurrinem sorgo, encontraramvalores variando entre 0,4 a
1,9%. Madrera e Valles (2021), ao padronizarem um método para a deteccdo de dois
compostos cianogénicos derivados de mandelonitrila (amigdalina e R-prunasina) em familias
de Rosaceae e Sambucus, obtiveram valores de repetibilidade variando entre 0,4% a 4,1 %.

Para a exatiddo dos métodos analisados neste estudo, foram encontrados resultados
referentes as porcentagens de recuperacdo para a determinacdo de dhurrin e linamarin nas
amostras de extrato de cana-de-agucar, valores variando de 96,7% a 116,2% e de 92,5 a
98,6%, respectivamente.

Nicola e colaboradores (2011) encontraram valores que variaram de 87% a 98% de
recuperacdo para 0 método de determinacdo de dhurrin em variedades de sorgo. Engquanto
Stochmal e Oleszek (1994) verificaram o procedimento de eficiéncia de recuperacdo para a
determinacdo de linamarin em trevo branco usando um padrdo de linamarin enriguecida,
obtendo valores de recuperacédo variando entre 90% a 94%.

Ribani et al. (2004) citam que os intervalos aceitaveis de recuperacdo para algumas
andlises estdo compreendidos entre 70% e 120%, com precisdao de + 20%, sendo que, em
amostras muito complexas, essa faixa pode variar de 50% a 120%, com precisdo de * 15%.
Baseando-se nessa afirmativa, com os resultados obtidos para ambos 0s compostos
apresentados nesta pesquisa, constata-se que o método aplicado apresentou boa recuperacéo,
sendo, portanto, adequado.Sendo assim, ambos 0s métodos sdo adequados para a

determinacdo dos dois glicosideos cianogénicos avaliados neste estudo.
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4.2  Determinacédo dos glicosideos cianogénicos nas amostras de cana-de-agUcar

Dos dois glicosideos cianogénicos estudados, somente o dhurrinfoi encontrado nas
diferentes variedades de cana-de-acUcar (Figuras 16 e17).Odhurrin € uma toxina natural
produzida principalmente pelo sorgo. Constitui 30% do peso seco dessas plantas, porém esta
ausente nas sementes e raizes. A distribuicdo de dhurrin no sorgo mostra que tanto a producao
quanto o seu armazenamento estdo localizados no mesmo local dentro das mesmas células.
Assim como no sorgo, ele encontra-se presente na maioria das plantas cianogénicas da familia
Poaceae, incluindo a cana-de-acucar (HALKIER; SCHELLER; MOLLER, 1988;
JOHANSEN et al., 2007; TOKPOHOZIN; FISCHER; BECKER, 2018).

Figura 16 - Concentracdo de Dhurrin nas pontas das diferentes variedades de cana-de-agucar
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As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.

Fonte: Do autor (2022).
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Figura 17 - Concentracdo de Dhurrin nos colmos das diferentes variedades de cana-de-agucar
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As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Fonte: Do autor (2022).

A figura 18 apresenta o cromatograma de HPLC do padrédo de dhurrin e da ponta da
amostra SP80-1842.

Figura 18 — Cromatograma de HPLC do padréo de Dhurrin e amostra de extrato bruto.
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Pode-se observar,nos gréficos acima, que as amostras de ponta das canas das
variedades SP80-1842 (0,0731 + 0,003 mg mL™) e SP80-1816 (0,0508 + 0,0004 mg mL™)
contém asmaiores concentracdes do glicosideo dhurrin, diferindo-se estatisticamente entre si e
das demais amostras de ponta em estudo. Quanto a parte do colmo, a variedade CTC2 (0,0295
+ 0,001 mg mL?) foi a que apresentou o maior valor, diferindo-se estatisticamente da amostra
SP80-1816 (0,019644+ 0,004 mg mL™?) e das demais amostras de colmo analisadas.Estudos
de Cravo et al. (2019)corroboram com a presenca do glicosideo dhurrin em variedades de
cana-de-acucar. Por meio de cromatografia de camada delgada (CCD), foi possivel observar a
presenca do composto em diferentes variedades de cana-de-agucar, assim como nesse estudo
foi constatada a presenca de dhurrin na variedade SP80-3280.

Os resultados encontrados neste estudo inferem que o teor de dhurrin é variavel entre
as diferentes variedades de cana estudadas, assim como sua localizagcdo também pode variar
nas diferentes partes da cana-de-agucar. Tokpohozin, Fischer e Becher (2018)relataram que o
teor de dhurrin nos graos de sorgo também variou conforme as variedades estudadas.
Anteriormente, Miller e Tuck (2013), ao estudarem os glicosideos cianogénicos em folhagens
de uma especie arbodrea tropical (Polyscias australiana), encontraram altos niveis de dhurrin
nas pontas das folhas mais jovens, em especial nas folhas emergentes da planta. Os autores
relataram que esses altos niveis podem conferir protecdo a pragas e fornecimento de uma
fonte de nitrogénio durante a expansdo foliar das plantas. Rosa Janior (2005) relata a presenca
de dhurrin em extratos foliares de cana-de-agUcar na concentracdo de 4,3 mg por grama de
massa fresca de folha. Segundo o autor, genes que codificam as enzimas UDP-
glicosiltrasferase e dhurrinase sao induzidos pelo ataque de pragas na planta.

Heraud et al. (2018) citaram que é possivel visualizar a localizacdo dos glicosideos
cianogénicos em plantas de sorgopor meio de imagem hiperespectral Raman. Os autores
mostraram que o dhurrin é principalmente encontrado ao redor do tecido cortical das folhas e
em camadas mais externas das células, o que condiz com seu papel de defesa contra a
herbivoria. Nessa mesma época, trabalhos de Sun et al. (2018) inferiram que o potencial
cianogénico nas plantas de sorgo pode aumentar conforme as condigcdes de estresse hidrico,
sal, geada, luz, fertilizacdo com nitrogénio e ataque de herbivoros e insetos, variando de
acordo com o histérico genético da cultura e seu desenvolvimento.

Castada et al. (2020), ao avaliarem a concentragdo de dhurrin em flores, folhas, cascas
e nozes de macadamia, observaram grandes variagdes entre os diferentes tratamentos obtidos.

A maior quantidade de dhurrin (424,4 mg L) foi encontrada na flor de macadamia
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fresca,enquanto valores que variaram entre 0,43 a 11,1 mg L™ foram encontrados nas nozes

frescas e nas cascas.

4.3  Andlises fisico-quimicas e cromatogréficas das amostras de cachaga

Na Tabela 4, sdo apresentados os resultados das analises fisico-quimicas e
cromatogréficas realizadas segundo a IN n° 13, revogada para a IN n°® 24 de 08/09/2005 do
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento- Mapa (BRASIL, 2005; 2014).



Tabela 5 - Resultados das analises fisico-quimicas e cromatograficas das cachacas em estudo (continua).
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ANALISES
AMOSTRAS Grau Alcodlico Acidez Volatil* Esteres” Aldeidos” Extrato seco a Alcoois Superiores
(%v/v a 20°C) 100°C (Propanol, Isobutilico e
(gL Isoamilico)”
| 43,55(+0.72)° 122.53 (£0.04)® 88.8 (+0.03)? 8.1(=0.00)°f 0.06 (+0.00)! 151.16f
[ 38,66 (+0,10)k 105,92 (+0,27)° 66.92 (3,21)* 575 (£2,97)%W" 0,04 (+0,00) 152,92f
11 39,94 (+0,06)' 59,15 (+0,08)¢ 32,39 (+0,05)%%" 12,89 (+1,80)° 0.5 (x0,00)f 212, 72000
Ila 41,62 (+0,05)°" 64,34 (+0,08)% 39,96 (+3,09)%" 8,73 (x0,70)°" 0,31 (+0,00)¢ 228,820
v 41,16 (+0,06)" 30,62 (+0,05)’ 19,08 (+1,56)" 10,05 (+0,36)™®* 0,04 (+0,00Y 226,075
\Y 38.,46(+0,08)« 69,37(+0,16)°" 43,09 (+0,09)% 18,62 (+0,34)* 0,55 (+0,00)® 229,38
Va 39,94 (+0,00)' 106,10 (£0,00)° 76,08 (+0,00)® 19,75 (0,00 0,56 (+0,00)° 267.55%®
VI 39,24 (+0,06Y 32,11 (+0,05)" 20,02 (£1,69)%" 2,57 (+0,00)%" 0,04 (+0,00)! 213, 28Pedef
Vla 41,96 (+0,05)% 73,20 (+2,57)° 38,54 (£1,51)%*% 7,46 (£0,35)%" 1,62 (+0,00) 242,243
VIb 40,01 (£0,03)' 51,17 (+0,04)" 30,02 (£0,02)%f" 7,82 (+1,06)®" 0,74 (+0,00) 223,780cce
Vic 38,96 (+0,06)* 60,64 (+0,09)¢ 26,09 (+0,04)" 518 (+0,01)" 0,92 (+0,00)° 265,13

*mg 100 mL*de Alcool Anidro. ND = no detectado. (a = envelhecidas em carvalho; b = envelhecidas em amburana; ¢ = envelhecida em balsamo; d =
envelhecida em carvalho e jequitiba).

As médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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ANALISES
AMOSTRAS Grau Alcodlico  Acidez Volatil” Esteres” Aldeidos” Extrato Seco a Alcoois Superiores
(%v/v a 20°C) 100°C (Propanol, Isobutilico e
(g LY Isoamilico)”
il 38.88 (x0.02¥%  20.26 (+0.01)  20.20 (+1.67\9" 5.45 (+1.10)°f" 5.7 (+0.00)? 186.48%f
VIII 44,86 (+0,18)*  61.45(+2,73)9 41,20 (¥0,17)%* 12,37 (+0,37)™ 0,06 (+0,00)! 228,370cde
IX 44,73 (0,03)* 2817 (¥0.02)) 19,63 (+4,39)%" 1,80 (+0,00)" 0,03 (+0,00) 195,97°df
IXd 40,94 (¥0,09)" 117,35 (£2,98)° 76,77 (¥19,33)® 20,71 (+1,35)? 0,56 (+0,00)° 213,430cdef
Xa 40,43 (£0,04" 103,25 (+2,85)° 68,57 (+0,06)" 6,99 (+0,01)%" 0,23 (x0,00)" 300,162
Xlb 42,43 (£0,03)* 92,80 (+0,06) 49,00 (+1,57)™ 5,47 (+1,01)%f" 0,37 (x0,00)¢ 255,27%¢
X1 42,65 (+0,06)° 48,01 (+0,06)" 18,41 (£1,51)" 8,52 (+0,66)°def 0,03 (+0,00)’ 191,90
Xlla 37,38 (x0,04)' 126,42 (x0,12)* 67,99 (x1,68)* 10,26 (+1,54)"™ 0,58 (+0,00)¢ 202,44 bedef
X1 37,51 (+0,04)! 39,89 (£3,01)' 20,94 (x1,77)f" 7,53 (£0,77)%f 0,06 (+0,00)! 201, 3gPedef
XIVa 38,34 (0,01 98,59 (x5, 77)% 63,87 (+1,68) 8,95 (+2,24)"c0¢ 0,76 (+0,00)¢ 164,17¢
XVa 37,06 (+0,00)' 93,17 (0,00)¢ 37,27 (£0,00)%" 12,60 (+0,39)* 0,14 (+0,00)’ 216,730cdef

*mg 100mL™ de Alcool Anidro. ND = no detectado. (a = envelhecidas em carvalho; b = envelhecidas em amburana; ¢ = envelhecida em balsamo; d =

envelhecida em carvalho e jequitiba).

As médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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A partir dos resultados obtidos quanto aos Parametros de Qualidade e Identidade
(P1Qs) das cachacas, foi possivel notar que, das amostras estudadas, trés apresentaram
graduacao alcodlica inferior ao padréo estabelecido pela Legislacdo brasileira (37,06; 37,38 e
37,51%), sendo o limite minimo de 38 e maximo de 48% v/v a 20°C (BRASIL, 2005).
Corroborando com os resultados encontrados nesse estudo, Caetano et al. (2021), ao
avaliarem a composicdo quimica de aguardentes de cana-de-agUcar ndo envelhecidas,
encontraram valores de teor alcodlico variando de 37,8 a 48,0% (v/v). Anteriormente, Viana
et al. (2020) também encontraram valores inferiores ao especificado pela legislacdo para
graduacdo alcodlica para duas amostras (37,26 e 37,8 % v/v) das vinte e sete estudadas.
Oliveira et al. (2020) encontraram valores ainda menores (34,12% v/v) em cachagas
produzidas no estado da Paraiba, Brasil.

Problemas relacionados a graduacdo alcodlica podem estar relacionados a falhas
durante o processo de destilacdo e padronizacdo da bebida. Essas duas amostras que
apresentaram grau abaixo do limite foram envelhecidas em madeira de carvalho, o que pode
ser resultado da evaporacdo do etanol devido as condices de temperatura, umidade relativa
do ar e atmosfera local, pois, devido a alta volatilidade do alcool etilico, ele pode ser
absorvido com maior facilidade pela madeira (CARDOSO, 2020).

Analisando os resultados de acidez volatil, observa-se que os valores obtidos variaram
de 20,26 a 126,42 mg 100 mL? de alcool anidro, estando, portanto, dentro dos padrdes
estabelecidospela legislagdo em vigor, que € de 150 mg de &cido acético por 100 mL de alcool
anidro (BRASIL, 2005). Viana et al. (2020), estudando os PIQs de cachacas, obtiveram
valores de acidez variando de 19,97 a 191,73 mg 100 mL de alcool anidro, sendo que, dentre
as amostras estudadas pelos autores, somente duas ndo apresentaram conformidade com a
legislacdo vigente. Posteriormente, Vilela et al. (2021), ao avaliarem a qualidade sensorial e
fisico-quimica para certificacdo de unidades produtoras de cachacas no estado da Paraiba,
observaram que 10% das amostras ndo atendiam aos padrdes de acidez.

Altos teores de acidez podem ser atribuidosa compostos formados durante a
estocagem da cana e a contaminacdo do mosto por bactérias acéticas durante o descanso entre
a fermentacdo e a destilacdo. Outro fator é a aeracdo do mosto, que deve ser evitada, pois 0
aumento de oxigénio no meio pode induzir o metabolismo celular, oxidando os carboidratos
durante a respiracdo das leveduras. Ocorre 0 aumento de acido acético em vez de etanol
e,consequentemente, diminui o rendimento do produto e aumenta a acidez (CARDOSO,
2020; SCHWAN; DIAS, 2020). Essa afirmacdo corrobora com o valor de acidez e graduagéo

alcoodlica encontrado para a amostra Xlla nesse estudo, que apresentou grau alcoolico abaixo
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do valor estabelecido e o maior teor de acidez volatil encontrado. Viana et al. (2020) relatam
que amostras envelhecidas podem sofrer um aumento significativo de acidez devido a alguns
compostos &cidos da madeira, como os organicos ndo volateis, além dos metabolitos
secundérios taninos e fendlicos.

Todas as amostras analisadas estdo dentro dos padrbes estabelecidos para ésteres,
aldeidos e alcoois superiores, estipulados em até 200 mg, 30 mg e 360 mg 100 mL™* de &lcool
anidro, respectivamente (BRASIL, 2005). Os ésteres estdo relacionados ao bouquet desejado
das cachacas quando associados aos alcoois superiores, aldeidos e &cidos. Sdo a maior classe
de compostos aromaticos em bebidas alcodlicas, e sua quantidade e proporcéo vao influenciar
a percepcgdo de aromas e sabores, dependendo do tipo de fermento utilizado, da temperatura,
aeracdo e agitacao durante a fermentacédo e qualidade do caldo. S&o também formados durante
a destilacdo e envelhecimento por meio de reacdes de esterificacOes e interconvercdo dos
compostos fendlicos, o que explica a grande variacdo de concentragcdo para esses compostos
(CARDOSO, 2020; ALCARDE, 2017).Nascimento e Silva, Verruma-Bernardi e
Oliveira(2020b),pesquisando compostos volateis presentes em cachacas, afirmam que eles
podem ser derivados da matéria-prima utilizada e dependentes do manejo e variedades das
canas. Observaramque a concentracdo de ésteres, alcoois superiores e coeficiente de
congéneres presentes nas bebidas sdo totalmente dependentes da procedéncia e linhagem das
variedades utilizadas, podendo modificar o perfil quimico das bebidas.

Quanto aos aldeidos, os valores obtidos nesse estudo variaram de 2,57 a 20,71 mg 100
mL? de alcool anidro. Segundo Cardoso (2020), a maioria dos aldeidos encontrados nas
cachacas séo indesejaveis do ponto de vista tecnoldgico, pois sdo compostos muito volateis,
com odor forte que afetam o aroma das bebidas, além de causarem dores de cabeca e ressaca
do dia seguinte nos consumidores.

Considerando os alcoois superiores (propanol, isobutilico e isoamilico)que foram obtidos
neste trabalho, os valores variaram de 151,16 a 300,16 mg 100 mL™ de alcool anidro. Para
Cardoso (2020), os fatores que podem contribuir com o aumento da concentracdo desses
compostos sdo a alta temperatura durante a fermentacdo e pH muito acido.

A legislacdo ndo estabelece um padrdo quanto a extrato seco em amostras de cachaca,
porém os valores encontrados nesse estudo foram baixos, variando de 0,03 a 5,70 g L. A
amostra de maior valor é descrita como adogada, ou seja, contém de 6 a 30g de agucares
expressos em sacarose segundo a legislacdo (BRASIL, 2005).Maiores teores de extratos-seco

também podem ser observados em amostras envelhecidas. Durante o envelhecimento, o0s



75

taninos e compostos fendlicos predominantesna bebida, provenientes da lignina, chegam a
representar 40% desse aumento (CARDOSO, 2020).

Os resultados encontrados para a presenca de contaminantes na cachaca estdo
apresentados na Tabela 5. Todas as amostras apresentaram-se dentro do limite estabelecido
pela legislacdo de até 5 mg L™ para cobre. Foram observados valores variando de 0,15 a 3,56
mg L7 nesse estudo. A presenca desse metal na cachaga em niveis inadequados pode ser
decorrente da constituicdo do material utilizado na fabricacdo dos alambiques. Entretanto,
esse metal contribui para a eliminacdo de odores desagradaveis provenientes de compostos
sulfurados. Quando os valores de cobre estdo acima dos limites estabelecidos, eles indicam
falta de higiene, ocorrendo a formag¢do de ‘“azinhavre” (carbonato basico de cobre) nas
paredes internas do destilador (BRASIL, 2005; CARDOSO, 2020).

Viana et al. (2020), estudando compostos toxicos e 0s parametros de qualidade em
aguardentes de cana envelhecidas, observaram valores de quatro amostras (5,10; 5,50; 6,40 e
6,70 mg L) acima do limite estabelecido pela Legislagdo brasileira para cobre.Esses dados
evidenciam que melhorias durante o processo devem ser feitas, a fim de melhorar a qualidade
da bebida envelhecida brasileira. Oliveira et al. (2020),analisando amostras de cachaga da
Parafba, encontraram uma concentracdo de cobre de 18,36 mg L™, trés vezes maior que o
limite estabelecido pela legislacéo.

Alguns autores propGem alternativas para reducdo ou eliminacdo do cobre em
cachacas e aguardentes ap0s a destilacdo, como o uso de filtros de carvdo ativado, argilas e
adsorventes baseados em biopolimeros. Esses trabalhos tém dado bons resultados, diminuindo
a concentracdo de cobre e mantendo os limites dos compostos secundarios desejaveis (LIMA,
et al., 2009; DUARTE et al, 2012; ZACARONI, et al, 2015; DUARTE, et al., 2014;
SANTOS et al., 2022). Atualmente, estudos de Barbosa et al. (2022) avaliaram o efeito
cinético, termodindmico e fisico-quimico da remocao de cobre de cachacas utilizando fibras
de coco. Observaram maior seletividade para os ions cobre, o que possibilitou menor

interacdo de outros compostos com a fibra, mantendo a qualidade fisico-quimica da bebida.
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AMOSTRAS

ANALISES

Cobre
(mg LY

Furfural”

Metanol”

Alcool Butilico”

Alcool sec-Butilico”

Acroleina”

Carbamato de
Etila

(ngL™)

i
Ila
v
\Y
Va
Vi
Via
Vib
Vic

0.89 (+0.00)"
1,72 (£0,01)¢fo"
3.56 (+0,04)
1,35 (£0,01)%fo
2,61 (£0,21)°
0,55 (+0,01)"
0,67 (+0,01)%"
0,86 (+0,00)™"
1,17 (x0,03)"
0,46 (£0,01)!
0,82 (+0,00)"!

0.57 (+0.00)9"i
0.58 (+0,02)9"ik
0,37 (£0,06)"
0,55 (+0,10)ehik
0,25 (+0,02)¢
0,31 (+0,00)
0,47 (+0,01)"K
1,30 (+0,01)%
3,84 (+0,19)
1,40 (x0,07)%
1,65 (£0,02)°

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

1.03 (+0.51)*
0,67 (+0,08)%
0,37 (x0,03)¢
0,67 (+0,01)%
0,47 (+0,00)°«
0,41 (+0,04)°
0,51 (+0,12)>«
0,79 (+0,04)3d
0,71 (+0,06)%
0,67 (+0,10)%d
0,95 (+0,02)3*

0.24 (+0.01)¢
3,74 (x0,09)¢
0.53 (+0,27)¢
3,26 (+0,03)¢
ND¢
28,65 (+2,51)°
54,34 (+6,72)

0.81 (+0.00)°
23,60 (+23,86)
5,53 (+0,26)"
8,35 (+0,74)
1,57 (£0,08)°
9,69 (£0,29)
13,33 (0,15)
0,69 (+0,00)°
8,30 (£0,59)
0,68 (+0,02)°
1,48 (£0,06)°

12.93 (+0.09)%
9,22 (+0,36)!
9,58 (£0,03)"
11,52 (+0,03)%"
9,61 (+0,29)"!
8,32 (£0,12)k
8,75 (£0,03)k
13,79 (x0,01)f
13,97 (+0,07)%"
9,75 (+0,52)"
9,17 (x0,13)!

*mg 100 mL* de Alcool Anidro. ND = no detectado. (a = envelhecidas em carvalho; b = envelhecidas em amburana; ¢ = envelhecida em balsamo; d

= envelhecida em carvalho e jequitiba).

As médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 6 - Resultados das analises de contaminantes das cachagas estudadas (concluséo).

ANALISES
AMOSTRAS Cobre Furfural”® Metanol®  Alcool Butilico” Alcool sec- Acroleina” Carbamato de
(mg LY Butilico” Etila
(ng L)

Vi 0.88 (+0.05)™" 0.13 (+0.00)' ND 0.69 (+0.12)% ND¢ 0.74 (+0.00)° 15.84 (+0.32)>™
VI 0,81 (£0,03)" 0,87 (+0,02) ND 1,00 (+0,00)® ND¢ 0.63 (+0,06)° 21,81 (+0,13)
IX 0,15 (0,08)} 0,27 (+0,01) ND 0,70 (0,05)% ND¢ 1,04 (+0,10)° 11,10 (+0,69)%"
IXd 0,94 (+0,01)%f" 1,24 (+0,24)% ND 0,62 (+0,04)% 5,55 (+0,34)¢ 8,69 (£0,48)° 15,27 (x0,78)*
Xa 1,48 (+0,02)%" 1,26 (£0,03)% ND 0.40 (+0,05)" 13,68 (+1,98)° 38,14 (+2,16)* 16,63 (+0,14)*
XIb 1,87 (x0,08) 0,62 (+0,07)"" ND 0,52 (+0,10)" 2,16 (+0,06) 11,58 (+0,86) 16,25 (+0,59)*
XlI 2,23 (+0,05)* 0,60 (£0,03)9" ND 0,34 (+0,03)" ND¢ 0.67 (+0,04)° 12,87 (+0,35)™
Xlla 1,96 (£0,01)" 2,42 (£0,16)° ND 0,43 (+0,07)°« ND¢ 4,94 (+0,06)* 13.76 (+0,58)
Xl 1,57 (0,04)°® 0,40 (+0,10)"K ND 0,17 (x0,25)¢ ND¢ 0.80 (£0,02)° 13,57 (+0,38)
XIVa 0,99 (+0,01)" 0,71 (+0,05)%" ND 0,15 (+0,05)« ND¢ 0.86 (+0,02)° 17,42 (+0,08)°
XVa 1,22 (+0,01)°f" 0,96 (+0,05)" ND 1,06 (+0,03)? 12,03 (+0,18)° 8.69 (+0,25)" 7.10 (£0,56)

*mg 100 mL*de Alcool Anidro. ND = no detectado. (a = envelhecidas em carvalho; b = envelhecidas em amburana; ¢ = envelhecida em balsamo; d =
envelhecida em carvalho e jequitiba).

As médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Os valores de furfural encontrados nas cachacas estudadas variaram de 0,13 a 3,84 mg
100 mL* de &lcool anidro, estando todos dentro dos limites estabelecidos de até 5 mg 100
mL? de alcool anidro (BRASIL, 2005). Viana e colaboradores (2020), estudando compostos
toxicosem cachacgas, encontraram um valor de 6,24 mg 100 mL? de &lcool anidropara
furfural, estando fora dos padrdes permitidos pela legislacdo. Para os pesquisadores, o
envelhecimento em condicBGes irregulares pode ter contribuido para o aumento do
contaminante na amostra. Rodrigues et al. (2020), ao quantificarem 0s contaminantes
presentes em aguardentes de cana e em cachacgas produzidas por destilagdo em coluna e
alambique de cobre, observaram que nenhuma amostra de cachagas destiladas em alambiques
de cobre, excederam os valores legais para a concentracdo de furfural, porém trés amostras
obtidas por destilagdo em coluna contiveram concentragfes acima dos limites estabelecidos
pela legislagdo (5,63; 7,00 e 5,68 mg 100 mL* de alcool anidro).

O maior valor de furfural encontrado nesse estudo se refere a uma cachaca
envelhecida. Masson et al. (2007) e Cardoso (2020) relataram que o envelhecimento aumenta
as concentracOes de furfural e hidroximetilfurfural, pois esses compostos sdo derivados de
macromoléculas provenientes das madeiras, podendo ser formados durante a pratica de
gueima da cana-de-agucar e também pela pirogenacdo de agUcares residuais da fermentacao
durante a destilagdo do vinho.

Nesse estudo ndo foi detectado o alcool metilico, sendo seu valor méximo estabelecido
pela legislacdo de 20 mg 100 mL™ de &lcool anidro. Santiago e colaboradores (2020) n&o
encontraram concentragdes superiores ao limite estabelecido pela legislagdoem seu estudo,
corroborando com os resultados encontrados nesse trabalho.

Quanto ao alcool butilico (butan-1-ol), foram encontradas concentracdes variando
entre 0,17 a 1,06 mg 100 mL* de &lcool anidro, estando todas as amostras dentro dos padrdes
estabelecidos pela legislagdo, que é de 3,0 mg 100 mL? de alcool anidro. Para o alcool sec-
butilico (butan-2-ol), quatro amostras estudadas apresentaram-sefora dos padrdes exigidos,
que é de 10,0 mg 100 mL? de alcool anidro (BRASIL, 2005). Esse fator pode estar
relacionado a contaminacdo bacteriana durante o processo de fermentacdo para obtencéo
dessas bebidas ou a variedade de cana utilizada, a estocagem de cana e também a utilizacao
das pontas de canas.

Os alcoois superiores, butan-1-ol (butilico) e o butan-2-ol (sec-butilico) podem ser
formados na etapa de fermentagdo devido a contaminacdo pela bactéria Clostridium

acetobutylicum. Suas toxicidades sdo relativamente altas em comparagdo com o etanol. Uma
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forma de reducdo desses contaminantes é ndo deixar a matéria-prima proxima de estabulos ou
locais de ordenha e ndo utilizar cana armazenada (CARDOSO,2020).

Quanto ao contaminante acroleina, dez das vinte e duas amostras estudadas nao
atenderam aos valores estabelecidos pela legislacdo para esse composto de até 5 mg 100 mL*
de alcool anidro (BRASIL, 2005). Foram encontrados valores variando de 0,63 a 38,14 mg
100 mL™ de alcool anidro. Esse composto pode-se formar por contaminagdo bacteriana. O
glicerol é produzido durante a fermentacdo e é desidratado para formar o contaminante
(ALCARDE, 2017; CARDOSO, 2020).

Ribeiro e colaboradores (2017)mostraram que a clarificacdodo caldo da cana-de-
acucar com hidréxido de sodio e a utilizacdo de fermento selecionado foi eficiente na
diminuicdo de contaminantes na cachaca, visto que somente foi encontrado valor acima do
limite estabelecido pela legislacdo para acroleina em cachacas produzidas sem tratamento
prévio e com uso de fermento natural (10,77 e 13,56 mg. 100 mL™* alcool anidro).

Foram encontrados valores variando entre7,10 a 21,81 pg L*'para o contaminante
carbamato de etila (CE), estando todas as amostras dentro do padrdo estabelecido de ate 210
ng LT (BRASIL, 2005). Esse composto pode ser formado em varias etapas de producdo das
cachacas e aguardentes. Porém, devido a atencdo voltada para esse contaminante, o controle
de qualidade busca medidas de controle e eliminacdo de CE. Bueno et al. (2020) demostram
que um eficiente controle de qualidade nas industrias produtoras de cachaca/aguardentes é
eficaz para a diminuicdo na concentracdo de carbamato de etila. O impacto da utilizacdo de
leveduras ativas, a qualidade poés-colheita, a selecdo das variedades e a reducdo da
temperatura durante a destilacdo foram os pontos mais criticos no processo de obtencdo dos

destilados descritos pelos autores.

4.4  Correlacdo entre o glicosideo Dhurrin e CE em cachacas

Pelos dados obtidos, observa-se que o0s resultados mais precisos foram encontrados
quandoforam utilizadas as cachacas elaboradas com somente uma variedade, correlacionando-

as com os resultados de dhurrin obtidos para os colmos, como é apresentado na Figura 19.



Figura 19 -Pontuaces e cargas das analises de componentes principais (PCA) na

correlacdo de matriz construida usando dados para os componentes Dhurrin e CE.
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entre os tratamentos. O PC1 apresenta os grupos formados em relagdo as amostras de cachaca
com as concentragdes de dhurrin e CE, enquanto o PC2 subdivide os quadrantes em relacao
aos dois componentes principais obtidos (dhurrin e CE). O PC1 apresentou 64,03% da
variacao, ao passo que, no PC2, houve uma associacao de 35,97% da variacdo. Em relagéo ao
escores, foram observadosquatro principais grupos:1 (tratamentos IlI, IX e XVa);2
(tratamentos 1, VII, Xa, Xlb, XII e Xlla);3 (tratamentos VI, Vla, VIb, Vic e IXd) e 4
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Fonte: Do Autor (2022).
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A analise de PCA (escores e cargas) demonstra, de uma maneira geral, a interacao
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Tabela 7 - Grupos formados pelo PCA, em relagdo aos valores de Dhurrin dos colmos e CE.

Grupos Cachacas Variedades de Concentracéo de CE pg L
Cana !
1 RB86-7515 9,22
Grupo 1 IX SP80-3280 11,10
XVa RB86-7515 7,10
I RB86-7515 12,93
A1 RB86-7515 15,84
Grupo 2 Xa RB86-7515 16,63
Xlb RB86-7515 16,25
Xl RB86-7515 12,87
Xlla RB86-7515 13,76
VI RB85-5536 13,79
Vlia RB85-5536 13,97
Grupo 3 VIb RB85-5536 9,75
Vic RB85-5536 9,17
IXd SP80-3280 15,27
Grupo 4 VIl RB86-7515 21,81

Fonte: Do Autor (2022).

Os tratamentos II, IX e XVa (grupo 1) apresentaram diferentes concentracbes de
dhurrin. Porém obteve-se menor producio de CE, com 9,22, 11,1 e 7,10 pg L%,
respectivamente, em relacédo ao grupo 2 (I, VII, Xa, Xlb, XII e Xlla).

No grupo 2 (I, VII, Xa, Xlb, XII e Xlla), embora tenha apresentado a mesma
concentracdo de Dhurrin, houve uma producéo inferior de CE em relacdo ao tratamento VIII
(grupo 4), que possui a mesma concentracdo de dhurrin do grupo 2. Entretanto, apresentou a
maior concentragdo de CE, com 21,81 pg L™,

O grupo 3 (tratamentos VI, Vla, VIb,Vic e 1Xd) apresentou o0 menor teor de dhurrin
em relacdo aos demais grupos 1, 2 e 4, destacando os tratamentos VIb e Vlc, aonde as
amostras  foram  envelhecidas em amburana e  balsamo, respectivamente.
Apresentarammenores concentragdes de CE (9,75 e 9,17 pg L) em relagdo aos demais
tratamentos do grupo. Observou-se também, que um maior valor de CE (13,97 ug L7, foi
encontrado no tratamento Vla (armazenado em carvalho) do que nos tratamentos
armazenados em amburana e balsamo.

Em um aspecto geral, 8 das 15 cachacas produzidas com a mesma variedade de cana-

de-aclcar apresentaram o mesmo valor de [dhurrin] (0,009475 mg L?), apresentando em
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média geral, os maiores valores para carbamato de etila presente nas cachagas. O grupo 3
apresentou os menores valores de [dhurrin]e menor média geral de concentracdo CE. J& a
cachaca V111 apresentou o maior valor de [dhurrin]e [CE].

Ressalta-se que houve variacdes nos valores de CE, quando as cachagas foram
armazenadas em diferentes recipientes (barris de carvalho, amburana, balsamo e carvalho e
jequitibd).Segundo Santiago et al. (2017), a formacdo de CE em cachacas durante o
envelhecimento em barril de madeira ocorre de forma gradativa através da reacdo entre etanol
e uréia formada pela degradacdo de percursores nitrogenados intrinsecos ao processo de
producéo.

Cravo e colaboradores (2019),pesquisando a correlacdo da presenca do dhurrine a
formacdo do CE, observaramque o fator primordial para a concentracdo de CE em duas
amostras cachacgas (F. — SP83-2847 e F4 — SP80- 3280) foi a variedade de cana utilizada,
corroborando assim com os resultados encontrados nesta pesquisa. Alguns autores relatam que
a fertilizacdo das canas com compostos nitrogenados pode contribuir com a formacédo de
substancias potencialmente precursoras de CE, como ureia, citrulina, N-carbamil (carbamil-
fosfato) e cianeto (PELEGRIN et al., 2020). Para Nascimento e Silva et al. (2022), ha uma
correlacdo entre a incidéncia de nitrogénio total encontrado no caldo da cana-de-agicar com a
formacdo de CE em cachacas analisadas, mesmo que essas ainda estavam adequadas a
legislacdo vigente.

Pesquisas indicam que um eficiente controle de qualidade em inddstrias produtoras de
bebidas é eficaz para a diminuicdo na concentracdo de CE nos destilados (BUENO et al.,
2020). Para Baffa Junior et al. (2011) a correta separacao das fragdes cabeca, coracao e cauda
durante a destilacdo ird contribuir para a reducéo da contaminacao do destilado por carbamato
de etila. Para Pimentel e Andrade (2020), a utilizacdo de pontas das canas para evitar a
contaminacdo do caldo com gomas, resinas e sais, pois estes, além de prejudicar o processo de
fermentacdo, podem levar a formacdo de contaminantes, como alcool butilico, sec-butilico,
acroleina e CE. Além disso, as pontas das canas sdo pobres em acucares, o que pode dificultar
a formacédo de etanol.

Estudo de Qin e colaboradores (2021) sobre o efeito da fermentacdo da farinha de
mandioca nos teores de CE indicam que,mesmo durante a fermentacdo, o glicosideo
cianogénico (linamarin) ndo foi totalmente hidrolisado, estando presente no liquido
fermentado e na vinhaca. Dados dos autores mostram que grande parte do glicosideo somente
é quebrado durante a fermentacéo, liberando &cido cianidrico. Porém ainda assim, os autores

concluiram que o teor de cianeto na farinha de mandioca diminuiu durante a fermentacéo.
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5 CONCLUSOES

Foram padronizados dois métodos para a detec¢do e quantificacdo dos glicosideos
cianogénicos dhurrin e linamarin, e resultados satisfatérios com parametros de validacdo
dentro dos estabelecidos para a comprovacao de eficiéncia foram obtidos.

Os parametros fisico-quimicos e cromatograficos das cachacas analisadas indicaram
que todas as amostras atendem a legislacdo quanto ao carbamato de etila, porém algumas
amostras estavamem discordancia quanto a graduacdo alcoodlica, ao alcool sec-butilico e a
acroleina.

O glicosideo linamarin ndo foi encontrado nos extratos das diferentes variedades de
cana.

A variedade RB86-7515 apresentou a concentracdo de 0,009475 de dhurrin no colmo
e concomitantemente foram aquelas aonde foram encontradas as maiores concentragdes de
CE.

Apesar das concentracfes de dhurrin nas variedades de cana-de-agucar apresentarem
variacdes, infere-se que a presenca deste composto pode levar a formagao do contaminante.

Além disso, 0 processo de producédo e o armazenamento também podem influenciar na
sintese de CE na cachaca quando se considera o dhurrin, um precursor do carbamato.Assim,
recomenda-se aos produtores a escolha de uma variedade certa e o cuidado em todas as etapas

da cadeia produtiva para evitar a formacdo do carbamato de etila na bebida.
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