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RESUMO

A cachaga, tradicional e popular bebida brasileira, ¢ o destilado mais
consumido em nosso pais. O conhecimento de sua composi¢do quimica ¢
importante, visto que os estudos dos compostos potencialmente toxicos tém sido
um fator determinante no controle de qualidade. Entre esses compostos destaca-
se, o carbamato de etila, por ser considerado um carcindgeno humano. O habito
do envelhecimento esta se tornando uma pratica comum entre os produtores que
buscam agregar valores ao seu produto. Madeiras nativas vém sendo usadas para
o envelhecimento, substituindo a tradicional madeira de carvalho. Diante do
exposto, no presente trabalho teve-se como objetivo realizar um
acompanhamento periédico da qualidade fisico-quimica e do perfil
cromatografico quanto aos teores de carbamato de etila e da composigdo
fenodlica da cachaca no processo de producdo e no envelhecimento em tonéis de
carvalho e amburana. Pelas analises de variancia ¢ ACP, foram observadas
importantes alteragdes quimicas na bebida. Os parametros fisico-quimicos no
envelhecimento em tonel de carvalho mantiveram-se dentro dos limites
estabelecidos pela legislagdo, enquanto nas amostras em amburana, a acidez
volatil apresentou-se elevada a partir do 1° més de envelhecimento. Em ambas
as madeiras em estudo, ocorreram um aumento progressivo na incorporacao de
compostos fenolicos a bebida, sendo os compostos majoritarios para o tonel de
carvalho o acido galico, siringaldeido e acido siringico, ¢ no tonel de amburana,
o acido vanilico, siringaldeido, acido sindpico e acido gélico. A concentragdo de
carbamato de etila, ao longo do processo de producdo e na etapa de
envelhecimento, apresentou valor inferior ao limite maximo estabelecido pela
legislag@o para esse composto.

Palavras-chave: Cachaga. Envelhecimento. Compostos fenolicos. Carbamato de
etila.



ABSTRACT

Cachaca, a traditional and popular Brazilian beverage, is the most
extensively consumed distilled beverage in Brazil. The knowledge of its
chemical composition is important, including studies of potentially toxic
compounds, has been a determining factor in quality control. Among these
compounds, ethyl carbamate is emphasized because it is already considered a
human carcinogen. The habit of aging the beverage is becoming a common
practice among producers who seek to increase the value to their product. Native
woods have been used for aging as a replacement for traditional oak wood. The
present study sought to perform regular monitoring of the physical-chemical and
chromatographic profile of the cachaga to determine the concentrations of ethyl
carbamate and phenolic composition during the production process and aging in
oak and amburana barrels. Major chemical changes were observed in the
beverage through the analysis of variance and PCA. The physical-chemical
parameters observed after aging in oak barrels remained within the limits set by
the legislation, while for the samples aged in amburana, volatile acidity was high
after the first month of aging. A progressive increase in the incorporation of
phenolic compounds into the beverage was observed for both types of wood.
The major compounds encountered in the cachaca aged in the oak barrel were
gallic acid, syringaldehyde and syringic acid, and those found in the amburana
were vanillic acid, gallic acid, syringaldehyde and sinapic acid. The
concentration of ethyl carbamate throughout the production process and the
aging step was lower than the maximum prescribed by law for this compound.

Keywords: Cachaga. Aging. Phenolic compounds. Ethyl carbamate.
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1 INTRODUCAO

A producdo de cachaca artesanal no Brasil iniciou-se no periodo
colonial, quando os negros escravos descobriram acidentalmente a fermentacao
do caldo de cana. Acredita-se que essa proeza tenha ocorrido em um engenho da
Capitania de Sdo Vicente, entre 1536 a 1548, sendo denominada pelos escravos
de cagaca. A cachaga se tornou um produto genuinamente brasileiro em 2001,
por meio de um decreto presidencial, devido a problemas de ordem comercial, a
fim de evitar conflitos com os paises produtores de rum.

Por ser produzida em todo o pais, a cachaga torna-se diferenciada pelos
métodos de producdo, pelas caracteristicas culturais e historicas que
caracterizam cada regido. E a bebida destilada mais consumida em nosso pais.
Estima-se uma produgdo anual de 1,6 bilhdo de litros da bebida, dos quais 90%
sdo provenientes da producdo industrial e 10% da cachaca de alambique. Para
agradar e satisfazer aos paises importadores, os produtores de cachaga no Brasil
estdo buscando associar a bebida uma imagem de qualidade. O Governo Federal
vem apoiando esse esfor¢co dos produtores, incentivando principalmente os
pequenos fabricantes a se reestruturarem para colocar seu produto com
qualidade no mercado. A instituicdo do Programa de Identidade da Cachaca, por
meio da Instru¢do Normativa n.13, de 29/06/2005, e o Regulamento de
Avaliacao de Conformidade da Cachaca, foram contribui¢gdes indispensaveis ao
fortalecimento da bebida. Com isso, o Governo Federal espera aumentar a
aceitacdo e o consumo da bebida nacional ¢ internacionalmente.

Apesar da tradicdo e importdncia econdmica dessa bebida, a cadeia
produtiva da cachaca no pais ndo ¢ homogénea, havendo uma busca no
desenvolvimento de tecnologias para aperfeigoar e controlar a qualidade e a

padronizagdo da bebida nos aspectos fisico-quimicos e sensoriais. A produ¢do
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de cachaca com qualidade requer conhecimentos cientificos e tecnoldgicos
apurados, competéncia, sensibilidade e dedicacao.

Na cadeia produtiva da cachaca, existem contaminantes residuais
organicos e inorganicos. Entre os organicos, o carbamato de etila ¢ o composto
que vem sendo mais pesquisado, pelo fato de ser um composto potencialmente
toxico. Esse contaminante ja foi encontrado em diversos alimentos e bebidas
fermentadas. Nos ultimos anos, varias pesquisas em toda cadeia produtiva de
vinhos, uisques e cachaca vém sendo desenvolvidas para elucidar as causas da
formacao do carbamato de etila. A legislagdo brasileira estabeleceu um limite
méximo de 150,0 ug L' para essa substincia em cachacas, baseando-se na
legislagdo do Canada, que ha algum tempo tem demonstrado preocupagio
quanto a presenga desse composto em alimentos e bebidas. Sendo assim, se faz
necessario aprofundar os estudos sobre a formagdo do carbamato de etila em
cachaga e aguardente de cana, uma vez que pesquisas nessa drea ainda se
encontram insuficientes.

Devido a grande competitividade da bebida no mercado, o seu
envelhecimento em barril de madeira tem se tornado uma pratica comum entre
os produtores, agregando, assim, maior valor ao produto.

O carvalho (Quercus sp) ¢ a madeira mais utilizada no envelhecimento,
pois contempla o maior numero de propriedades desejaveis ao processo, tais
como cor, cheiro, durabilidade natural, permeabilidade, trabalhabilidade,
densidade e resisténcia mecanica. Além dessa madeira, varias outras de origem
nativa brasileira tém sido utilizadas na confeccdo de barris para o
envelhecimento da cachaga. Entre essas, uma das espécies que tem sido muito
estudada quanto ao envelhecimento de cachaca é a amburana (Amburana
cearensis) pertencente a familia Leguminoseac Papilonoideae (Fabaceae) e

popularmente conhecida como amburana, imburana-de-cheiro e cumaru.
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O envelhecimento ¢ uma etapa do processo de produgdo da cachaca no
qual ocorrem diversas reagdes quimicas entre os compostos extraidos da madeira
e alguns compostos presentes na bebida, os quais sdo provenientes de etapas
anteriores ao envelhecimento.

Os compostos fenodlicos, alguns dos compostos extraidos pela bebida no
processo de envelhecimento, tém sido largamente estudados na tentativa de
estabelecer um perfil quanto a caracterizagdo quimica de cachagas envelhecidas.
Esses compostos t€ém despertado o interesse de estudiosos pelo fato de serem
especificos para cada espécie de madeira utilizada para o envelhecimento da
bebida, e apresentarem conhecidas propriedades antioxidantes.

Com base no exposto, no presente trabalho objetivou realizar um
acompanhamento periédico da qualidade fisico-quimica e do perfil
cromatografico, quanto aos teores de carbamato de etila e da composicdo
fenolica da cachaga no processo de producdo e no envelhecimento em tonéis de
carvalho (Quercus sp) e amburana (Amburana cearensis), a fim de contribuir

para a melhoria da qualidade do produto.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Generalidades sobre bebidas alcodlicas

As bebidas alcodlicas sdo tdo antigas quanto a humanidade e numerosas
como suas etnias. Fenicios, assirios, babilonios, hebreus, egipcios, chineses,
germanos, gregos € romanos mencionaram-nas. Cada povo praticamente tem as
suas a partir das fontes naturais proprias de aglicares e amilaceos, como frutas,
cana-de-agucar, milho, trigo, arroz, batata, centeio, aveia, cevada e mesmo raizes
e folhas. Vale ressaltar que produtos oriundos de fermentagdo alcoodlica
originavam-se na antiguidade de processos espontaneos de fermentacdo, e s6 em
época mais recente, comecaram a ser usados nas industrias, para sua fabricagao,
que sdo os modernos métodos da biotecnologia (AQUARONE et al., 2005).

Portanto, uma bebida alcoodlica dever ser constituida, em sua maior
parte, de alcool etilico e ser oriunda de uma fermentagdo. Ressalta-se que, apesar
da antiguidade de conhecimentos das bebidas alcodlicas, tem s6 pouco mais de
um século a descoberta do fundamental papel microbiano em sua obten¢ao.
Hoje, a bebida alcoolica esta completamente difundida ,e por isso, buscam-se
diferentes formas de preparo e de consumo. Os drinks e cocktails sdo coloridos e
bonitos, despertam o desejo de consumo e sdo deliciosos. Cada um tem um
nome e uma forma de preparo, e sdo validas misturas do alcool com temperos,
frutas, sucos, refrigerantes, energéticos e até outras bebidas alcodlicas. As
principais bebidas alcodlicas comercializadas no Brasil sdo a cerveja, o vinho, o
licor, a cachaga, o uisque, o conhaque e os coquetéis (AQUARONE et al., 2005;
CARDOSO, 2006).
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2.1.1 Uma pequena dose de histéria sobre a origem da cachaca

A cachaga ¢ uma bebida fermento-destilada cuja origem vem desde o
tempo da escraviddo, especificadamente no século XVI com a vinda dos
portugueses e as primeiras plantagdes de cana-de-acucar.

Os primeiros relatos sobre a fermentacdo vém dos antigos egipcios, 0s
quais julgavam que a inalacdo de vapores de liquidos aromatizados e
fermentados, absorvidos diretamente do bico de uma chaleira, em um ambiente
fechado, curava varias moléstias. O nome dado ao produto fermentado era
“agua-da-vida”, acquavite em italiano, eau-de-vie em francés, acqua ardens em
grego e uisgebeatha em gaélico (PATARO et. al., 2002).

Nao hé documentos escritos e informagdes precisas sobre a origem da
cachaga, mas sabe-se que, na América do Sul, os indios brasileiros ja utilizavam
bebidas alcoolicas antes da chegada dos portugueses. Sabe-se que os amerindios
desconheciam o processo de destilacdo e que as bebidas por eles usadas eram
produzidas por fermentacdo de mostos de caju, mandioca, banana da terra,
milho, anands, batata, jenipapo e mel de abelha. Tal processo foi utilizado na
ativacdo ou iniciagdo do processo de fermentagdo, consistindo, basicamente, na
mastigacdo prévia dos frutos ou raizes usados como matéria-prima (CASCUDO,
1983).

Os primeiros colonizadores que vieram para o Brasil apreciavam a
bagaceira portuguesa ¢ o vinho do porto trazidos da corte. Em territorio
brasileiro, um vinho proveniente da cana-de-aglicar, a garapa-azeda, foi
descoberto, num dos engenhos de Capitania de S&o Vicente, atualmente Sao
Paulo, entre 1536 a 1548. O liquido ficava ao relento dentro de cochos de
madeira para os animais, exalando um aroma frutado, fermentado em
decorréncia de sua permanéncia acentuada nesse recipiente, resultando, assim,

em uma bebida alcodlica. Os escravos passaram a ingerir tal bebida e,



24

rapidamente, a noticia chegou aos senhores de engenho. Esses, que ja conheciam
as técnicas de destilagdo aplicadas ao mosto fermentado de uva para a produgéo
da bagaceira, decidiram aplica-las ao mosto fermentado de cana-de-agucar,
dando origem a aguardente de cana (cachaga). No inicio, a bebida era reservada
apenas aos escravos. No entanto, com o aprimoramento das técnicas de
produgdo, passou a fazer parte também das mesas dos senhores de engenho. Nos
meados do século XVI até metade do século XVII, as “casas de cozer méis” se
multiplicaram nos engenhos e a bebida tornou-se moeda corrente para a compra
de escravos na Africa (CARDOSO, 2006; MAIA; CAMPELO, 2006;
TRINDADE, 2006).

Hoje, varias marcas de alta qualidade de cachaga figuram no comércio
nacional e internacional, estando presentes nos melhores restaurantes e adegas
residenciais do Brasil e do mundo. A cachaca deixou de ser bebida de pobre e
passou a ter lugar de destaque nos brindes nacionais, nas festas de requinte e
entre os estrangeiros. Ganhou nome proprio no exterior “Cachaga do Brasil” e a
ela sdo voltados varios planos e projetos do governo para a sua expansdao em

ambito nacional e internacional (CARDOSO, 2006; APEX, 2008).

2.1.2 Cenario atual

Com uma defasagem de quase um século em relacdo ao uisque, em
meados do século XX, a produgdo de cachaga passa a viver um novo momento,
com um aumento na demanda e um crescente interesse pelo produto. Buscando
consolidar essa fase de crescimento, ampliando a comercializa¢dao da cachaca, as
empresas produtoras passaram a investir e ainda investem intensamente. Entre as
areas prioritarias se destacam o controle de qualidade e o marketing. Assim, sdo
necessarios os investimentos para o pais nesse setor, pois, apesar dos aspectos

polémicos associados a produgdo de bebidas alcodlicas, ¢ importante lembrar a
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importancia econdmica e social do setor (SERVICO BRASILEIRO DE APOIO
AS MICRO E PEQUENAS EMPRESAS, SEBRAE, 2008).

O mercado de bebidas alcodlicas no Brasil é representado por bebidas
destiladas (cachaca, whisky e vodca) e fermentadas (cerveja e vinho). Em
relacdo ao volume, o mercado nacional de bebidas se divide entre cerveja
(88,8%), cachaca (6,6%) e demais bebidas (4,6%); a cachaga ocupa a primeira
posicdo no pais em relagdo a bebidas destiladas (em volume) com mais de 87%
do mercado (SEBRAE, 2008).

O agronegbcio da cachaga ¢ uma pratica representativa no mercado
brasileiro. Estima-se que o setor produza anualmente 1,6 bilhdo de litros da
bebida, tendo um total de 30 mil estabelecimentos produtores, gerando mais de
450 mil empregos diretos e indiretos. No ranking nacional, ela se destaca como a
segunda bebida mais consumida. No exterior, ela ¢ destaque como o terceiro
destilado mais consumido, e a caipirinha, como um dos oito drinks mais
vendidos. No entanto, a exportagdo da cachaga ainda ¢ inexpressiva, sendo
exportado apenas 1% do total produzido para paises como Alemanha, Italia,
Franca, EUA e Japdo, de forma que praticamente toda a producao ¢ destinada ao
mercado nacional (APEX, 2008; ASSOCIACAO BRASILEIRA DE BEBIDAS,
ABRABE, 2011).

O processo produtivo da cachaca se estabelece em quase todos os
estados brasileiros, sendo os principais Estados produtores Sio Paulo,
Pernambuco, Ceara, Rio de Janeiro, Goids e Minas Gerais. Esses Estados
respondem por cerca de 75% da produgdo nacional. O Estado de Sdo Paulo ¢
especializado na produgdo da cachacga industrial, feita em grande escala em
colunas de fracionamento de aco inox. Minas Gerais ¢ considerado o polo da
produgdo da cachaga de alambique, que ¢ feita em pequena escala utilizando-se
alambiques de cobre. Estima-se que esse Estado represente 50% da produgado da

bebida de alambique, contendo 5.000 alambiques e produzindo 200 milhdes de
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litros/ano, com destaque para as Regides Norte, Jequitinhonha e Rio Doce, as
quais detém cerca de 63% da producdo mineira; porém, acredita-se que apenas
0,3% do que ¢ produzido no Estado seja exportado. Embora os processos de
producdo dessas bebidas ja estejam diferenciados, estudos devem ser realizados
no intuito de diferencia-las fisico-quimicamente, de forma a gerar uma
impressdo digital que permita aos Orgdos competentes estabelecer uma
diferenciag@o oficial entre as cachagas industrial e de alambique (CANCADO
JUNIOR; PAIVA; ESTANISLAU, 2009; OLIVEIRA; MAGALHAES;
BERGERAT, 2009).

A ampliacdo do mercado consumidor de cachaga vem incentivando
melhorias, implementando controles mais rigidos e estudos mais detalhados com
relagdo ao processo de producdo da bebida, bem como na melhoria da qualidade
quimica e sensorial (RECHE; FRANCO, 2009). Portanto, para a cachaga se
destacar no mercado mundial, sua producdo deve superar alguns entraves. A
padronizag¢do do produto, o controle de contaminantes, como o carbamato de
etila, acroleina e os metais pesados, bem como a resolugdo de problemas
ambientais, podem ser apontados como pontos integrantes de uma pauta minima

para o crescimento do setor.

2.2 Aguardente de cana e cachaca: definicdo pela legislacio brasileira

Atualmente, a cachaga ¢ um produto consumido por todas as classes
sociais, exigindo, portanto, um produto de melhor qualidade. Inimeras pesquisas
vém sendo realizadas com o objetivo de aprimorar tanto a qualidade da matéria-
prima e variedades de cana-de-agticar, quanto os cuidados durante o processo de
producdo da bebida, assim como o controle de compostos contaminantes

(CARDOSO, 2006).
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O Decreto Federal 4.851 de 2003, baseado na portaria 371 do Decreto
original n° 2314, de 04/09/1997, dispde sobre a padronizagdo, classificagdo,
registro, inspecao, produgdo e a fiscalizagdo de bebidas. De acordo com esse
decreto e complementado pela Instrucdo Normativa de n°® 13, de 30/06/2005,
Aguardente de cana ¢ a bebida com graduacao alcoodlica entre 38% e 54% v/v a
20 °C, obtida do destilado alcodlico simples de cana-de-agicar ou pela
destilagdo do mosto fermentado do caldo de cana-de-agucar, podendo ser
adicionada de agucares em até 6,0 g L' expressos em sacarose. Cachaca ¢ a
denominagao tipica e exclusiva da aguardente de cana produzida no Brasil, com
graduacdo alcoodlica entre 38% e 48% v/v a 20°C, obtida pela destilagdo do
mosto fermentado do caldo de cana-de-agicar, com caracteristicas sensoriais
peculiares, podendo ser adicionada de aguicares em até 6,0 g L', expressos em
sacarose. Visando a proteger a marca brasileira no cendrio internacional, o artigo
92 dessa Lei define que cachaga ¢ um produto genuinamente brasileiro
(BRASIL, 2003; BRASIL, 2005a).

De acordo com a Instru¢do Normativa de n° 13 de 2005, foram mantidos
e acrescentados limites para outros contaminantes. Entre eles, citam-se o
carbamato de etila, propenal-2 (acroleina), butanol-2, butanol-1, chumbo e
arsénio (BRASIL, 2005a). O Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) determina os seguintes limites para os compostos

secundarios e contaminantes em aguardente de cana e cachacga (Quadro 1):
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Quadro 1 Padrdes de Identidade e Qualidade (PIQ’s) exigida pela legislagdo
brasileira (BRASIL, 2005a).

Componente Unidade Limite
Minimo  Maximo

g;afa‘;‘;‘;i‘glc""hca % v/v de dlcool etilico a20°C 38,0 54,0
g;aci‘;?;)‘o alcodlica % v/v de dlcool etilico a 20°C 38,0 48,0
Sacarose, em agucar
refinado, invertido ou gL’ 6,0 30,0
glicose
aA;’lg(ch) volatil, em acido mg/100 mL de alcool anidro - 150,0
Esteres, em acetato de etila mg/100 mL de alcool anidro - 200,0
Aldeidos, em aldeido acético =~ mg/100 mL de dlcool anidro - 30,0
Furfural mg/100 mL de alcool anidro - 5,0
Alcoois superiores™* mg/100 mL de alcool anidro - 360,0
Alcool sec-butilico (butanol- , .
2) mg/100 mL de alcool anidro - 10,0
Alcool butilico (butanol-1) mg/100 mL de alcool anidro - 3,0
Congeéneres** mg/100 mL de alcool anidro 200,0 650,0
Alcool metilico mg/100 mL de alcool anidro - 20,0
Acroleina mg/100 mL de alcool anidro - 5,0
Carbamato de etila pg L - 150,0
Cobre mg L - 5,0
Arsénio pg L - 100,0
Chumbo pg L' - 200,0
Extrato seco gL’ - 6,0

*Alcoois superiores: isobutilico + isoamilico + propilico
**Congéneres: acidez volatil + ésteres + aldeidos + furfural + alcoois superiores

2.3 Etapas do processo de producio

Ha dois tipos de produgdo da bebida: a industrial, que é destilada em

colunas de ago inox, caracteristica de empresas de médio e grande porte, com
producdo em larga escala, e a de alambique (artesanal), destilada em alambique
de cobre, e produzida em pequena escala. Dentro de cada tipo, é construido um
sua estrutura produtiva e

conceito de qualidade proprio, atrelado a

organizacional. A grande vantagem da cachaca de alambique sobre a industrial é
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o aroma e o flavour caracteristicos, enquanto a vantagem da industrial sobre a
artesanal ¢ a padronizacdo do produto (AQUARONE et al., 2005; CARDOSO,
2006).

O processo de produgdo da cachaga de alambique pode ser dividido em
quatro etapas fundamentais: obtencdo do mosto, fermentagdo, destilagdo e
envelhecimento (AQUINO et al., 2006a). Todo o processo estd apresentado de

maneira simplificada na Figura 1.
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Figura 1 Fluxograma do processo de produ¢ado da cachaga de alambique




31

2.3.1 Matéria-prima

A matéria-prima utilizada para a producdo da cachaga é uma
“gramineae”, pertencente a classe das Monocotiledoneas, familia Poaceae e
género Saccharum. Atualmente, todas as variedades de cana cultivadas sdo
hibridas, resultantes do cruzamento entre diferentes espécies de cana-de-agtcar.
Assim, hoje, o nome cientifico da cana é Saccharum spp. A cana-de-agulcar teve
sua origem na Asia e Oceania, chegando ao Brasil no século XVI, onde se
adaptou muito bem ao clima e relevo (ANDRADE, 2006).

O Brasil, considerado o maior produtor de cana-de-agticar do mundo,
tem uma 4rea plantada de aproximadamente 5,0 milhdes de hectares. Para a
produgdo da cachaga, estima-se que no pais sdo produzidas mais de 10 milhoes
de toneladas de cana-de-aglicar por ano, sendo o Estado de Minas Gerais o
quarto produtor nacional de cana (ANDRADE, 2006; GALINARO, 2006;
CORREA, 2007). Com o resultado dos avangos na tecnologia agricola, o
rendimento médio dos canaviais, que era de 50 toneladas por hectare hé alguns
anos, pode ser estimado de 85 toneladas por hectare. O rendimento industrial
médio é que a cada tonelada de cana sdo produzidos 100 litros de cachaca
(AQUARONE et al., 2005).

De acordo Andrade (2006), os colmos da cana-de-agucar devem ser
utilizados em estagio ideal de maturacdo, sadios, recém-cortados, normalmente
despontados e livres de matéria estranha, para serem considerados como uma
boa matéria-prima para a producdo da cachaca.

Novaes (1997) e Andrade (2006) mostraram que ndo hé variedades de
cana que sejam especificas para a producdo de cachaca, pois as pequenas
diferencas na sua composigao fisico-quimica provavelmente ndo teriam qualquer
influéncia na qualidade da bebida final. As variedades de cana devem ser

adaptadas as condi¢des edafoclimaticas da regido onde se encontra instalada a
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unidade produtora, com a finalidade de apresentar elevada produtividade de
agucar por area. De acordo com Maia e Nelson (1994), as diferencas existentes
de uma variedade de cana-de-agucar para outra nao é um fator limitante da
qualidade, pois desde que a cana fornega o teor necessario de agucar, todos os
demais requisitos nutricionais das leveduras, no momento da fermentagao,
poderao ser suplementados pelo fabricante.

A composicdo quimica da cana-de-agicar ¢ muito variavel
quantitativamente; entretanto; qualitativamente ¢ semelhante em todas as
variedades. Essa composi¢do ¢ influenciada pelo clima, solo, adubagdo, estagio
de desenvolvimento da cultura, variedade, entre outros fatores. Os colmos sdo
constituidos basicamente por agua (74,5%), matéria orgénica (25%) e matéria
mineral (0,5%), ressaltando que esses constituintes ndo se encontram nas
mesmas propor¢des nas diferentes partes do colmo. Os sélidos solaveis (°Brix)
podem ser caracterizados como agucares e ndo-aglicares organicos e inorganicos.
Os aglicares sao representados pela sacarose, glicose e frutose, sendo a sacarose
0 componente mais importante, com um teor médio no caldo em torno de 18%
(NOGUEIRA; VENTURINI FILHO, 2005; ANDRADE, 2006).

Os produtores de cachacas e industrias alcooleiras fazem a colheita da
cana-de-agucar manualmente ou mecanicamente, ¢ os produtores aderem mais
ao servigo bragal, que ¢ visto economicamente com bons olhos. Em algumas
propriedades, a colheita ¢ feita apos a queima prévia do canavial, sendo essa
pratica muito observada nas grandes empresas. Esse recurso ¢ utilizado para
eliminar a palha e a ponteira da cana e facilitar a colheita manual, além de
proteger os cortadores de adversidades oriundas dos canaviais, como folhas
afiadas, insetos e animais pegonhentos (ANDRADE, 2006; TFOUNI;
VITORINO; TOLEDO, 2007).

De acordo com Masson et al. (2007) e pesquisa de Dorea et al. (2008), a

queima do palhi¢o da cana provoca a exsuda¢do do agucar, tornando-se um
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excelente aderente ao colmo de residuos da combustdo, de particulas sélidas do
solo, minerais e outros, além de possibilitar a contaminagdo da bebida por
compostos toxicos, tais como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs). No processamento da cana, esses residuos sao transferidos para o caldo
e, em suspensdo, vdo para as dornas e, posteriormente, para o alambique,
chegando ao produto final, sendo indesejaveis e reduzindo a qualidade da
bebida. Por isso, fica evidente e de grande importancia o uso de cana fresca na
producdo de cachaga, pois quando ela é queimada, hd uma modificacdo
consideravel na fisiologia ¢ morfologia dos colmos, acarretando contaminagio

da bebida.

2.3.2 Preparo do caldo

Apo6s a obtencdo da matéria-prima (cana-de-agucar), ela é levada para a
moagem, etapa na qual se faz a extracdo do caldo, com o auxilio das moendas. A
extragdo ¢ feita por esmagamento direto nas moendas. O caldo obtido, chamado
por alguns de garapa, é constituido de agua (65-75%), agucares (11-18%),
pequenas quantidades de substancias nitrogenadas, ceras, lipidios, pectinas,
materiais corantes e sais minerais. Seu pH é pouco acido (4,8-6,0), o que
favorece o desenvolvimento de micro-organismos (SCHWAN et al., 2006).

Apobs a moagem da cana, o caldo passa por um processo de limpeza, com
o uso de sistemas de filtragdo e decantagdo. Opcionalmente, a concentracdo de
acucares pode ser ajustada para um maior controle do processo de fermentagao.
O caldo limpo e diluido passa a ser chamado de mosto, estando pronto para a

adicao do fermento (LIMA, 2001; CARDOSO, 2006).
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2.3.3 Fermentacao

Na escala de produgdo, a fermentacdo é a segunda etapa do processo,
apresentando um papel fundamental na produgdo de cachaca. E um processo
relativamente rapido, se comparado com outras bebidas, como o vinho ¢ a
cerveja. A duracdo média de um processo fermentativo ¢ de 18-24 horas. Em
geral, a fermentagdo ¢ conduzida pelo sistema de bateladas, com o
aproveitamento do fermento nas varias bateladas subsequentes (PATARO et al.,
2002). O principal micro-organismo utilizado na producao de bebidas alcodlicas
¢ a levedura da espécie Saccharomyces cerevisiae, apesar de ja terem sido
isoladas outras espécies de leveduras, diferentes da S. cerevisiae, provenientes
do processo de fermentacdo da cachaga (SCHWAN et al., 2006; NOVA et al.,
2009).

A fermentacdo alcoolica consiste na transformacdo de aclcares do

mosto em etanol e gés carbdnico (CO,),como demonstra a Figura 2:

CoH,0q; + Hzow 4C,HsOH + 4CO, + comp. secundarios
sacarose etanol

Figura 2 Equac¢ao simplificada da fermentagao alcodlica

Entretanto, dependendo de como essa transformagao ¢ realizada, pode-se
obter um produto de melhor ou pior qualidade. Além desses produtos formados
pelas leveduras, também sdo produzidas outras substincias, em quantidades
menores quando comparadas ao alcool etilico produzido, denominadas

compostos secundarios, entre os quais estdo aldeidos, alcoois superiores, ésteres
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e acidos organicos, que compdem o sabor e aroma caracteristicos da bebida
(SCHWAN et al., 2006). Portanto, entre muitos fatores que podem influenciar
na qualidade de bebidas alcodlicas, as condigdes de fermentagdo sdo
fundamentais na determinagdo do sabor, uma vez que a maioria dos compostos
secundarios ¢ formada durante essa etapa do processo de produgdo (SCHWAN
et al., 2006; BERNARDI et al. 2008; GOMES et al., 2009).

A composicdo quimica do mosto € outro aspecto importante na
producdo de cachaga. Para Ribeiro, Lopes, Ferrari (1987) e Maia e Campelo
(20006), células de leveduras apresentam necessidades nutricionais diferenciadas
durante o processo de fermentagdo alcoolica. Assim, a disponibilidade de
nutrientes influenciara a multiplicagdo e o crescimento celular, bem como a
eficiéncia da transformagao de aguicar em alcool.

Devido a sua importancia para as leveduras, o nitrogénio ¢ considerado
um elemento essencial para a multiplicacdo e crescimento do fermento. Esse
nutriente entra como constituinte de varias substancias orgénicas encontradas
nas leveduras, como os aminoacidos, proteinas, enzimas, pirimidinas, purinas,
pigmentos respiratorios (citocromos), lecitina, vitaminas e cefalina (WHITE,
1954; JERONIMO et al., 2008).

A presenca de nitrogénio no mosto pode ser associada & composi¢do do
caldo ou a suplementagdo do mosto com compostos nitrogenados. No entanto,
apesar da necessidade de nitrogénio, quando ureia ou sulfato de amoénio sdo
adicionados diretamente ao mosto, a assimilacdo pela levedura ndo é imediata. A
disponibilidade de nutrientes bem como sua assimilacdo pelo fermento sdo
importantes, pois podem favorecer a multiplicagdo de micro-organismos
contaminantes ou levar a ocorréncia de reagdes indesejadas, com a formagdo de
compostos prejudiciais a qualidade da cachaca (SCHWAN et al., 2006;
STELLA, 2010). A disponibilidade de nutrientes estd diretamente associada a

formacdo de carbamato de etila. Estudos sobre a presenca de compostos
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nitrogenados na produ¢@o de bebidas destiladas, incluindo a cachaga, mostram
que tais compostos podem estar presentes até no produto final (POLASTRO et
al., 2001; ANDRADE SOBRINHO et al., 2009).

O vinho, produto resultante da fermentacdo do mosto, contém um
grande numero de componentes de natureza distinta, podendo ser soélidos,
liquidos ou gasosos. Como as substincias volateis apresentam propriedades
quimicas e fisicas diferentes, é possivel sua separacdao por meio da diferenca da
temperatura de ebulicdo delas pelo processo conhecido como destilagdo
(NOGUEIRA; VENTURINI FILHO, 2005).

2.3.4 Destilacao

O processo de destilagdo consiste na etapa final da producdo de cachaga,
cuja finalidade ¢ a separacdo dos componentes volateis presentes por meio do
aquecimento do vinho em alambique e posterior condensa¢dao dos vapores
gerados. Na destilacdo, ocorrem algumas reagdes quimicas, tais como a
hidrélise, a esterificagdo e a acetilagdo, induzidas pelo calor. Portanto, a
qualidade da bebida dependera também da forma pela qual ¢ conduzida a
destilagdo (CARDOSO, 2006).

Os vinhos sao constituidos de etanol, 4gua e congéneres, como acidos,
alcodis, ésteres, compostos carbonilados, acetais, fenois, hidrocarbonetos,
compostos nitrogenados, compostos sulfurados e acucar. Na destilacdo, esses
compostos serdo concentrados, atingindo valores que ndo s6 caracterizam a
bebida, como ainda a qualificam (SUOMALAINEN; LEHTONEN, 1979;
CARDOSO, 2006).

A destilagdo emprega basicamente dois tipos de equipamentos, com
materiais diferentes; os aparelhos descontinuos (destilacdo simples, por

alambiques), utilizados para produ¢do em pequena escala, ou em aparelhos
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continuos (destilagdo sistematica, por torres ou colunas de destilagdo), que sdo
usados para grandes produgdes. Os aparelhos de destilacdo simples, os
tradicionais alambiques, sdo constituidos principalmente de cobre e os
destiladores de colunas de ago inoxidavel. Desde o inicio da produgdo de
bebidas fermento-destiladas, o cobre tem sido o material mais utilizado nas
construgdes de alambiques, por apresentar resisténcia a corrosdo ¢ boa condugéo
de calor (AQUARONE et al., 2005; CARDOSO, 2006). Bebidas destiladas
nesses alambiques podem apresentar niveis elevados do metal, quando esse ndo
¢ adequadamente higienizado. Segundo Maia e Campelo (2006), a
contaminagdo pelo cobre em bebidas ocorre nas partes descendentes do
alambique, com maior contamina¢ao ocorrida na serpentina. Para esses, o uso de
serpentina de inox reduz drasticamente o teor de cobre.

O efeito do material de constitui¢do do destilador sobre a qualidade da
cachaga foi avaliado por Cardoso, Lima-Neto e Franco (2003). Para tal, a
destilagdo foi conduzida em colunas de vidro recheadas com cobre, ago inox,
aluminio e porcelana. Pelos resultados, verificou-se que o material de
composicdo do destilador alterou as caracteristicas quimicas e sensoriais do
destilado, sendo 0 aco inox o que mais se assemelha ao cobre. Anteriormente,
estudos de Nascimento et al. (1998), comparando a destilagdo em destilador de
aco inox com outro, de cobre, detectaram diferencas significativas na
concentragdo de compostos aromaticos, com maior qualidade para o produto
obtido em destilador de cobre.

Quando o vinho ¢ submetido ao processo de destilagdo, resultam duas
fracdes denominadas flegma e vinhaca: a primeira € o produto principal da
destilacdo do vinho, sendo constituida por uma mistura hidroalcoodlica, cuja
graduacdo alcodlica e composi¢do dependem do tipo de aparelho utilizado na
destilagdo e da extracdo das fra¢des destiladas; a vinhaga, que recebe diversas

denominagdes regionais, tais como vinhoto, garapdo, restilo, entre outras, é o
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residuo da destilagdo do vinho. Sua percentagem alcodlica deve ser baixa,
praticamente nula, acumulando-se todas as substincias fixas do vinho,
juntamente com parte das volateis (NOGUEIRA; VENTURINI FILHO, 2005;
DIAS, 2006).

Quando a destilagdo ¢ realizada em alambiques, trés fragcdes sdo
separadas com base no seu teor alcoolico, denominadas de “cabeca”, “coragdo”
e “cauda”. O principal objetivo dessa separagdo ¢ o de assegurar que o “coragido”
(fracdo que deve ser consumida) apresente uma baixa concentragdo de
substancias toxicas e compostos que diminuam a qualidade sensorial da bebida,
bem como apresentar concentragdes aceitaveis de etanol e de compostos que
sejam favoraveis ao sabor e aroma da cachagca (RECHE et al., 2007). Algumas

caracteristicas das respectivas fragdes do destilado estdo apresentadas no Quadro

2.
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Quadro 2 Caracteristicas das respectivas fracdes do destilado de cachaga (DIAS,

2006; SOUZA et al., 2009).

Fracio do destilado

Caracteristicas

“Cabec¢a”

Corresponde aos primeiros vapores, possui
alto teor alcoodlico (50-70% v/v). Devido a
volatilidade do alcool presente no vinho, a
separacdo da fragdo podera ser realizada
pelo recolhimento de 1 a 5% do volume
total do vinho ou 5 a 8% do total do
destilado, dependendo da geometria do
aparelho. Contém altos teores de
componentes secundarios que se tornam
indesejaveis, dependendo da quantidade;

deve ser desprezada.

“Coracao”

113

Corresponde ao destilado desejado, “a
cachaca”. E recolhido apos a separagdo do
destilado de cabega, apresenta um volume
correspondente a 16% do volume total do
vinho. Dependendo da graduagao alcodlica
desejada para o produto, corresponde a
80% do destilado, caso todo o alcool
contido no vinho tenha se convertido em

cachaga.

“Cauda”

Conhecida como “agua fraca”, pelo fato de
apresentar um baixo teor alcoolico (10-
38% v/v). Corresponde a 3% do volume
total do vinho ou 15% do destilado; assim
como a fracdo “cabeca”, deve ser
desprezada  por conter  substancias

indesejaveis e toxicas.
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Na destilagdo realizada em colunas de ago inoxidavel, ndo ocorre a
separa¢do do destilado em fragdes, pelo fato de que o sistema é continuo, ou
seja, a alimentagdo da coluna com o vinho e a saida do destilado ocorrem
simultaneamente durante todo o processo (RECHE; FRANCO, 2009).

Na literatura, alguns pesquisadores relacionam a influéncia do processo
de destilagdo e da composicdo do destilador na formacdo de carbamato de etila
em aguardentes de cana-de-agucar, observando-se uma dependéncia entre a
concentragdo de carbamato de etila, a geometria do destilador e o processo de
destilagdo (NASCIMENTO et al., 1998; CARDOSO; LIMA-NETO; FRANCO,
2003; BRUNO et al., 2007).

Apos a destilagdo, a cachaga ainda ndo esta pronta para o consumo, pois
apresenta um bouquet irregular; por isso, ha necessidade de um periodo de
descanso de dois a trés meses para completar sua qualidade, devendo ser
guardada em recipientes apropriados, em local protegido, evitando altas

temperaturas (CARDOSO, 2006).

2.3.5 Envelhecimento

O envelhecimento ¢ a ultima etapa do processo de produgdo, mas ndo ¢
obrigatoria sua realizagdo. E uma etapa importante na fabricagdo da cachaga que
possibilita ao produtor agregar valor em sua bebida. A bebida recém-destilada
apresenta caracteristicas sensoriais um pouco agressivas ¢ forte sabor alcoolico,
caracteristicas que podem ser atenuadas pelo envelhecimento (BOZA;
OETTERER, 1999; CARDOSO, 2006).

Durante o processo de envelhecimento, ocorre tanto a extracdo de
componentes da madeira pela cachaga, contribuindo para o desenvolvimento de
uma cor diferenciada, como também permite o contato com o oxigénio

atmosférico que entra pelos poros da madeira, favorecendo, portanto, reacdes de
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oxidagdo dos componentes presentes da cachaga, conferindo a bebida
caracteristicas sensoriais extremamente distintas. Segundo Cardello e Faria
(1998), em 2 anos de envelhecimento em carvalho, observam-se caracteristicas
sensoriais, antes inexistentes, como aroma e sabor de madeira, dogura, aroma de
baunilha, corpo e coloragdo amarela. A incorporagdo desses compostos a bebida
depende exclusivamente da espécie de madeira utilizada para armazenar/
envelhecer a cachaga e, também, do tempo de sua permanéncia no interior dos

tonéis (AQUINO et al., 2006a).

2.3.6 Engarrafamento

Apo6s seguir todas as etapas do processo de producdo da bebida de
maneira criteriosa, a cachaca deve ser engarrafada em recipientes de vidro. Nao
¢ aconselhavel a utilizagdo de recipientes de plastico, pois alguns componentes
da cachaca podem reagir com componentes do material, comprometendo a
qualidade sensorial do produto. Com isso, a bebida estd pronta para ser
comercializada e ser apreciada por consumidores das mais diferentes classes

sociais (TRINDADE, 2006).

2.4 Compostos secundarios e contaminantes presentes na cachaca

No processo de fermentagdo do mosto de cana-de-agucar, sdo formados
diversos compostos, entre os quais, o produto majoritario ¢ o alcool etilico.
Nesse mesmo processo, ocorre a formagdo de outros compostos, em menores
quantidades denominados de compostos secundarios, tais como aldeidos, alcoois
superiores, ésteres e acidos organicos (DATO; PIZAURO JUNIOR;
MUTTON, 2005; CARDOSO, 2006).
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A formacdo excessiva de componentes secundarios pode estar
relacionada a mas condigdes nutricionais para o fermento, contaminagdes e,
ainda, a condi¢des inadequadas na fermentacao (temperatura, pH, aeracdo, entre
outras). Um procedimento inicial para diminuir o teor de componentes
secundarios consiste em avaliar a eficiéncia do refluxo na coluna do alambique e
ajustar o tamanho do destilado de cabeca. Algumas reagdes ocorrem nessa
etapa, como hidrolise, esterificagdo, acetalizacdo, reagcdes com o cobre, producio
de furfural, entre outros (LEAUTE, 1990).

Os aldeidos sdo formados durante o processo de fermentacao alcodlica.
A sua formacgdo tem origem na agdo de leveduras durante estagios preliminares
do processo de fermentacdo, tendendo a desaparecer nas etapas finais pela
oxidacdo a acido acético, formado principalmente durante a aeragdo excessiva
do mosto. O principal aldeido formado nessa etapa de produgdo da bebida € o
acetaldeido. Os demais aldeidos sdo obtidos provavelmente a partir da oxidagdo
de alcoois superiores. A intoxicagao por aldeidos pode levar a sérios problemas
relacionados o com sistema nervoso central (PEREIRA et al., 2003; CARDOSO,
2006).

Os alcoois superiores constituem, quantitativamente, o maior grupo de
substancias volateis nas bebidas destiladas. Sdo aqueles com mais de dois
atomos de carbono, que podem ser formados durante o processo oxidativo ou ser
provenientes das transformacdes dos aminoacidos durante o processo de
fermentacdo, devido a baixa atividade das leveduras, as altas temperaturas e ao
baixo pH do mosto. Os alcoois com trés a cinco atomos de carbono sdo
frequentemente encontrados em bebidas destiladas, e sdo conhecidos como 6leo
fusel, apresentando um odor caracteristico de flores. Esses compostos,
juntamente com os ésteres, sdo responsaveis pelo flavour da cachaga. Os
principais alcoois superiores encontrados nas aguardentes sdo os alcoois

isoamilico  (3-metilbutanol-1), amilico (pentanol-1), isobutilico (2-



43

metilpropanol-1) e propilico (propanol) (CARDOSO, 2006; VILELA et al.,
2007; PENTEADO; MASINI, 2009).

A Instru¢do Normativa de n. 13, de junho de 2005, incluiu na lista dos
PIQ’s de Aguardente de Cana e de Cachaga duas substancias que fazem parte
dos alcoois superiores, butanol-1 e butanol-2, mas que devem ser quantificadas
separadamente e ainda estabeleceu limites permitidos para elas (BRASIL,
2005a).

Penteado e Masini (2009) analisaram 33 amostras de aguardentes
artesanal e industrial produzidas em quatro Estados do Brasil e observaram uma
grande variacdo na concentragdo dos alcoois superiores dessas bebidas e com
consequente heterogeneidade das caracteristicas sensoriais. Neste estudo, foram
identificados e quantificados, entre outros, butanol-1 e butanol-2, presentes nas
amostras e em concentragdes superiores ao estabelecido por lei, que sdo 3,0 e
10,0 mg 100 mL™" de alcool anidro, respectivamente. Parazzi et al. (2008)
avaliaram os efeitos da madeira sobre a composi¢do quimica e na concentragdo
de butanol-1 da aguardente envelhecida em barris de carvalho, encontrando para
o butanol-1 a concentra¢do média de 1,05 mg 100,0 mL™.

A formagdo dos alcoois superiores em excesso pode ser evitada tomando
algumas medidas, como n3o armazenar a cana por longo periodo apods o corte,
evitando a degradac¢do de aminoacidos, e a posterior formagdo dos dalcoois
superiores; ndo utilizar cana bisada e lavar a cana apos o corte, impedindo sua
contaminag@o por bactérias, que podem interferir no desempenho das leveduras
durante a fermenta¢do (CARDOSO, 2006).

Os ésteres constituem a maior classe de compostos aromaticos (aroma)
em bebidas alcodlicas. Os ésteres mais comuns encontrados sdo: acetato de etila,
formato de etila (sabor artificial de rum), acetato de pentila (aroma de banana),
acetato de octila (laranja), butirato de etila (abacaxi) e butirato de pentila

(abrico) (STELLA, 2010). Uma quantidade significativa de ésteres ¢ formada
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durante o metabolismo secundario intracelular das leveduras, cujos
componentes-chave da reacio sio o acetil-CoA e o etanol (NYKANEN, 1986).

De acordo com Pereira et al. (2003) e Miranda, Horri, Alcarde (2006),
os ésteres geralmente sdo formados em cachagas por meio das reagdes de
esterificacdo entre os alcoois e os acidos carboxilicos formados durante o
processo oxidativo. O acetato de etila representa aproximadamente 80% de
todos os ésteres da cachacga, sendo formado por meio de pequenas quantidades
de etanol e acido acético, provenientes do processo de fermentagdo. Esse éster ¢
responsavel, quando em quantidades limitadas, pela incorporacdo de um aroma
agradavel de frutas, desejavel nessa bebida. Quando em excesso, confere a
aguardente um sabor enjoativo e indesejavel.

No processo de envelhecimento, a formacdo de ésteres ocorre por
reacdes quimicas diretas (esterificacdo) entre os acidos carboxilicos da madeira e
alcoois presentes no destilado (CARDOSO, 2006). Trabalhos realizados por
Miranda et al. (2008), estudando o perfil fisico-quimico de aguardente no
processo de envelhecimento por 390 dias, verificaram que a aguardente
envelhecida apresentou maior concentracao de ésteres; sendo que a concentraco
desse composto praticamente triplicou durante o periodo.

Entre os produtos secundarios formados durante a fermentagdo alcoolica,
o acido acético tem sido quantitativamente o principal componente da fragdo
acida das cachacgas, expresso em acidez volatil. Quantidades elevadas desse
acido carboxilico estdo frequentemente associadas a pratica de estocagem da
cana e contaminagdes do mosto por bactérias acéticas, decorrentes de um tempo
excessivo de descanso entre o processo de fermentacdo e a destilacdo
(CARDOSO, 2006).

Na cachaga, contaminantes organicos também podem ser encontrados,
destacando-se o metanol, furfural, hidroximetilfurfural, acroleina e o carbamato

de etila. Esse ultimo vem despertando grande interesse devido ao seu alto
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potencial carcinogénico, sendo sua quantificacdo exigida pela legislag@o a partir
de 2010 (Brasil, 2005a). No entanto, sua origem e formacao ainda nao estdo
bem elucidadas. Alguns autores acreditam que se originam da degradagao de
aminoacidos; outros que venha de reagdes entre o etanol e o 4cido cianidrico
catalisado pelo cobre ou pela auto-oxidagdo de compostos insaturados induzidos
pela radiagdo ultravioleta (CARDOSO; LIMA-NETO; FRANCO, 2003;
CARDOSO, 2006; ANJOS et al., 2011a).

O metanol ¢ um 4alcool indesejado na bebida, devido a sua alta
toxicidade. Sua ingestdo, mesmo em quantidades reduzidas, por longos periodos
de consumo, pode ocasionar cegueira ou mesmo a morte (BADOLATO;
DURAN, 2000). Para Cardoso (2006), a oxidacdo do metanol origina o acido
foérmico, o didxido de carbono e a 4gua. Tanto o dcido férmico quanto o dioxido
de carbono apresentam caracteristicas acidas e, assim, promovem a acidose no
sangue e, como consequéncia, distirbios no sistema respiratorio, levando até o
coma. Os problemas visuais sdo os sintomas comuns da intoxicacdo; 15 mL de
metanol provoca cegueira, e a ingestdo de 10,0 a 100,0 mL pode ser fatal. Sua
formag@o advém da degradagdo da pectina, um polissacarideo presente na cana-
de-agucar, durante o processo de fermentagdo. Portanto, deve-se evitar uma
fermentacdo realizada na presenca de frutas ricas em pectina, como laranja,
maca, abacaxi e também a presenga de bagacilhos no caldo da cana a ser
fermentado.

Fernandes et al. (2007) estudaram a qualidade fisico-quimica de 17
cachagas produzidas no sul de Minas Gerais e observaram que as concentracdes
de metanol nas amostras analisadas apresentaram-se em niveis relativamente
baixos e abaixo da concentragdo maxima estabelecida pela legislacdo.

O furfural e o hidroximetilfurfural sdo contaminantes orgénicos em
cachagas e ndo devem estar presentes, por serem considerados nocivos a saude.

A legislacdo define teores maximos em conjunto de 5 mg por 100 mL de alcool
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anidro na bebida para esses compostos. Esses compostos sdo provenientes da
desidratacdo de agucares, pentoses ¢ hexoses, durante as etapas do processo de
producdao (CARDOSO, 2006). A queima provoca a desidratagdo parcial de uma
pequena fracdo dos aclcares presentes na cana-de-agucar, tornando-se, assim,
um excelente aderente ao colmo de residuos da combustdo, de particulas solidas
de solo, minerais ¢ outros. No processamento da cana, esses residuos sdo
transferidos para o caldo e, em suspensdo, vao para as dornas, e posteriormente,
para o alambique, cuja matéria organica ¢ transformada em furfural e
hidroximetilfurfural, chegando ao produto final. Quando, nesse processo, estido
envolvidas as pentoses, ha a formagdo do 2-furfural (furfural), e quando estio
envolvidas as hexoses, forma-se 0 5-hidroximetil-2-furfural
(hidroximetilfurfural) (PEREIRA et al., 2003; MASSON et al., 2007).

Masson et al. (2007) quantificaram o furfural em amostras de cachagas
produzidas com cana queimada e ndo queimada. Eles verificaram que a queima
do palhico da cana-de-aglicar proporcionou um aumento significativo na
concentragdo de furfural nas amostras analisadas. Barcelos et al. (2007)
analisaram diversos compostos em cachagas produzidas de cana ndo queimada
em trés diferentes regides de Minas Gerais. Os autores verificaram que todas as
amostras analisadas apresentaram concentragdes de furfural dentro do limite
estabelecido pelo MAPA.

O propenal-2, também conhecido como acroleina, ¢ um composto
extremamente toxico por todas as vias de exposi¢do; no entanto, 0 mecanismo
de formacdo ainda ndo € bem conhecido. Apresenta caracteristicas mutagénicas
¢ a exposicdo prolongada provoca irritagdo no sistema respiratorio de animais e
humanos. Além disso, sabe-se que o composto causa reagdes cruzadas no DNA,
inibindo a atividade de algumas enzimas (incluindo o citocromo P450 e a
glutationa-S-transferase) in vitro, reagindo com os grupos sulfidrilo dos locais

ativos. Suas caracteristicas fisicas e quimicas sdo: liquido amarelo com sabor
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amargo e odor picante; temperatura de ebuligdo 52,5°C; temperatura de fusdo -
88°C; massa molar 56,06 g/mol; pouco soluvel em agua (MERCK INDEX,
2001; MASSON, 2009; ZACARONI et al., 2011a).

Segundo Cardoso (2006) e Azevédo et al. (2007), a formagdo de
acroleina ocorre durante o processo de fermentacao, por meio da desidratagdo do
glicerol associado a bactérias termofermentativas. Acredita-se que o aroma
penetrante ¢ apimentado em bebidas destiladas novas, uisques, conhaques ou
rum ¢ causado pela presenga de acroleina.

Entre os contaminantes inorganicos encontrados na cachaca, podem-se
citar o cobre, o chumbo e o arsénio. A quantificacdo de metais em aguardentes &
efetuada com diversas finalidades, sendo a mais importante a verificagdo da
presenca de espécies metalicas em niveis toxicos, atendendo as especificagoes
exigidas pelas leis do MAPA (CARDOSO, 2006).

O chumbo e o arsénio podem estar presentes na bebida devido a certas
embalagens ou oriundos de soldas de ligas metalicas endurecidas do material
utilizado na construc¢do do destilador (CARDOSO, 2006). Além dessas, Caldas,
Oliveira e Gomes Neto (2009) citam outras fontes de contaminagdo da cachaga
por esses metais, como por meio da matéria-prima, utilizacdo de produtos
agroquimicos (herbicidas, inseticidas e fungicidas) e pelo solo.

O unico metal que deve obedecer aos limites especificados pela
legislagdo brasileira ¢ o cobre, que pode ter um teor maximo de 5 mg L
(BRASIL, 2005a). Esse metal é proveniente, principalmente, do material
constituinte dos alambiques. Ele contribui para a elimina¢do de certos odores
desagradaveis observados em aguardentes destiladas em alambiques
confeccionados com materiais em que ndo esta presente esse metal, tal como aco
inox. De um modo geral, o que se observa ¢ que a assepsia cuidadosa dos

alambiques, ap6s o procedimento de alambicagem, tende a reduzir
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consideravelmente os problemas de excesso de cobre nas aguardentes (LIMA et
al., 2000).

Varios estudos sobre a presenca de cobre em aguardentes tém sido
realizados com o objetivo de encontrar um bom material adsorvente para a
remocdo desse metal, quando ele se encontra em excesso. Lima et al. (2006),
simulando a utilizagdo de carvdo ativado para a remogdo de cobre em
aguardentes, verificaram que esse adsorvente mostrou-se eficiente na remocao
desse metal na bebida. Contudo, ha a remogéo, além do cobre, de importantes
compostos responsaveis pelo sabor e aroma da bebida, levando a uma
depreciacdo da qualidade. Posteriormente, Lima et al. (2009), empregando
carvao ativado, resina de troca idnica e composito carvao ativado/6xido de ferro
na remog¢do de cobre em cachacas com excesso desse metal, constataram que a
resina de troca iOnica mostrou-se melhor para o tratamento de cachaca com
excesso de cobre, por ser mais especifica na troca de ions como o cobre e

adsorver menos os compostos organicos essenciais a qualidade da bebida.

2.5 Carbamato de etila

Entre os contaminantes organicos, o carbamato de etila vem sendo
largamente estudado. Conhecido também como uretana ou etiluretana, apresenta
a formula estrutural conforme apresentado na Figura 3. E o éster do 4cido
carbamico e se apresenta na forma de cristal incolor, inodoro, de sabor salino
refrescante e levemente amargo. Apresenta temperatura de fusdo entre 48°C e
50°C, temperatura de ebulicdo entre 182°C e 184°C, sendo sua massa molar

89,09 g mol”' (MERCK INDEX, 2001; WEBER; SHARYPOV, 2009).
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Figura 3 Formula estrutural do carbamato de etila

O carbamato de etila pode ser encontrado em varios alimentos ¢ bebidas
fermentadas, como vinhos, saqué, uisques, aguardentes, pdes, azeitonas,
iogurtes, entre outros. A presenca desse composto € uma preocupagdo para os
produtores na atualidade, pois € potencialmente carcinogénico, com periodo de
laténcia curto (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, EFSA, 2007
INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, TARC,
2010; ANJOS etal., 2011a; ZACARONI et al., 2011a).

Foram relatados niveis desse composto em concentragdes que variam de
0 a 3,0 ug L' em queijos, chas, iogurtes e cidras; j4 em paes e nas bebidas do
malte, a concentragio variou na faixa de 0 a 13,0 ug L'; em molhos de soja, de
0 a 84,0 ug L' (LACHENMEIER; NERLICH; KUBALLA., 2006; BARCELOS
et al., 2007; PARK et al., 2007).

Em roedores, doses orais de 100 a 2000 mg de carbamato de etila/kg de
peso corporal tem se mostrado indutor de tumores. Nesses animais, o carbamato
de etila causa adenomas pulmonares, papilomas de pele, linfomas malignos,
hepatomas, carcinomas mamarios, tumores de ovarios, hemangiomas hepaticos e
tumores melanoéticos de pele e de iris. Em humanos, a exposi¢ao desse composto
a partir do consumo de alimentos e bebidas ndo alcoodlicas foi estimada em 1 pg/

kg peso corporal/dia, exposi¢do que se eleva a 5 ug/pessoa/dia, quando
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considerados cendrios de elevado consumo de bebidas alcoolicas. Nestes casos,
as margens de exposicdo (MOEs) correspondentes sdo de 16.600 e 3.125,
respectivamente, representando sério risco a tais consumidores (SCHLATTER;
DINOVI; SETZER, 2010).

O carbamato de etila pode ser absorvido rapidamente e quase
completamente a partir do trato gastrointestinal e da pele. Dentro do organismo,
ele ¢ distribuido uniformemente pelo corpo e rapidamente eliminado. Mais de
90% do que ¢ metabolizado é excretado em 24 horas como CO,, NH; ¢ HO em

humanos (IARC, 2010).

2.5.1 Ocorréncia em bebidas alcooélicas

No Brasil, a grande preocupacao € com a cachaga e a aguardente de cana
que, mediante alguns estudos, evidenciaram teores de carbamato de etila acima
do limite estabelecido pela legislagao vigente. Esse fato pode representar uma
barreira para as exportagdes do produto para varios paises, principalmente os
localizados na Europa e América do Norte. Sendo assim, se faz necessario
aprofundar os estudos sobre a formacdo do carbamato de etila em cachaga e
aguardente de cana, uma vez que essas pesquisas ainda se encontram
insuficientes. A qualidade dessas bebidas deve sempre ser monitorada, tendo em
vista que a legislacdo e os consumidores estdo cada vez mais exigentes (LIMA-
NETO; FRANCO, 1994; ANDRADE-SOBRINHO et al., 2002).

As preocupagcdes com o carbamato de etila, em bebidas alcodlicas,
surgiram em 2002, quando uma concentragdo média de 770 pg L™ foi reportada
com base em uma ampla pesquisa em cachagas brasileiras (ANDRADE
SOBRINHO et al., 2002). Outros autores, estudando a sua ocorréncia em

cachagas produzidas em Minas Gerais, também registraram teores médios
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elevados: 1.206 ug L' (BAFFA JUNIOR et a., 2007), 243 ug L' (BARCELOS
etal., 2007) e 893 pg L' (LABANCA; GLORIA; AFONSO, 2008).

Diante dos possiveis maleficios que o carbamato de etila pode trazer a
saude humana, Andrade-Sobrinho et al. (2002) relatam que, em 1985, o Canada
estabeleceu limites maximos para o carbamato de etila em diferentes bebidas
alcoolicas (Quadro 3). A comparagdo entre os teores de carbamato de etila em
bebidas alcoolicas brasileiras com aqueles limites estabelecidos pelo Canada é
inevitavel, em razdo de ser esse o unico pais, até o momento, a possuir
legislagdo sobre o assunto e ser considerado como referencial. Com isso, o
MAPA estipulou, por meio da Instrugdo Normativa n° 13 de 2005, que o limite
maximo permitido para esse composto em aguardente e cachaga seja de

150 pg L.

Quadro 3 Limites estabelecidos pelo Canada para teores de carbamato de etila
em bebidas alcodlicas.

Bebida Limite maximo (ug L™)
Vinhos 30,0
Vinhos fortificados 100,0
Bebidas destiladas 150,0
Destilados de frutas e licores 400,0

Em estudos realizados por Battaglia, Conacher e Page (1990), foram
encontrados valores elevados de carbamato de etila em aguardentes de frutas,
como cereja, damasco ou ameixa, variando de 0,1 a 12,0 mg L.

Nobrega et al. (2009) detectaram concentragdes de carbamato de etila
variando entre 55 a 700 pg L', com média de 220 pg L', em 25 marcas de

cachagas de alambique produzidas na Paraiba. Posteriormente, Nobrega et al.
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(2011) quantificaram carbamato de etila em 13 marcas de cachaca de alambique
e 20 de coluna. Os valores variaram de 40 pg L™ a 532,5 ug L™, com média de
64 pg L', excedendo ao limite brasileiro de 150 pug L. Assim, em 18 das 33
marcas estudadas, os valores que excediam o limite maximo permitido eram
oriundos das cachacas destiladas em coluna.

O risco de cancer da populagdo brasileira diante da exposicdo do
carbamato de etila presente na dieta, principalmente com relagdo a contaminagio
presente em cachaga e tiquira (aguardente de mandioca), foi avaliado por
Lachenmeier et al. (2010). Foram encontrados valores médios de carbamato de
etila de 380 pg L' para cachagas produzidas em alambique e 490 pg L™ para
cachagas de coluna. A faixa de exposi¢cdo diaria ao carbamato de etila pela
populacao foi estimada em 0,1-0,2 pg por kg de massa corporal (mc), sendo a
cachaga o principal fator contribuinte (0,06-0,07 pg/kg mc). Em relagdo a MOE,
a média calculada foi de mil e trezentos, fato considerado preocupante, visto que
o valor de baixo risco foi estimado em MOEs maiores ou iguais a dez mil,
indicando um risco significativo de cancer da populagdo brasileira consumidora
de bebidas alcoodlicas, em especial de cachaca. Em conclusdo, os autores
ressaltaram que se o nivel médio de carbamato de etila nas cachacas estivesse
em 150 pg L™ (nivel maximo tolerado pelo MAPA), haveria aumentos da MOE

para patamares seguros.

2.5.2 Mecanismos de formacio

As vias de formacdo e os precursores de carbamato de etila em
alimentos e bebidas dependem do tipo e do seu respectivo processamento.
Industrialmente, ¢ produzido a partir do fosfogénio, da ureia ou da

cianamida. Utilizando-se fosfogénio, que é um gés altamente tdxico, o processo
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inicia-se com uma reagdo entre o0 monoxido de carbono e o cloro, conforme as

reagdes 1, 2 e 3 (MORRISO; BOYD, 1992; BRUNO et al., 2007).

CO + Cl; (carvao ativado a 200 °C) — COCI, (fosfogénio) )
COCl, + CH;CH,0H — CICOOCH,CHj, 2)
CICOOCH,CH; + NH; —» H,NCOOCH,CH; 3)

Segundo Aresta, Boscolo e Franco (2001), esse composto pode ser

produzido pela reacdo da uréia com etanol, conforme a reacéo 4.

NH,CONH, + CH;CH,0OH — CH;CH,COONH, + NH;j @)

Nagato, Novaes e Penteado (2003) mostrou que o produto oriundo do
fermentado aquecido tem seu nivel de carbamato de etila aumentado ainda mais.
Essa formagdo ¢ dependente da concentragdo dos reagentes, temperaturas, pH,
luz e tempo de envelhecimento. Assim, a formagdo de carbamato de etila de
maneira natural, em bebidas destiladas, pode ocorrer antes, durante e apos a
etapa de destilagdo, pela reagdo do etanol com alguns compostos nitrogenados.

Devido aos altos teores de carbamato de etila encontrados em bebidas,
muitos experimentos tém sido realizados em bebidas para se conhecer o
mecanismo e a origem dos precursores para a formagao desse composto. Estudos
iniciais indicaram que o problema ndo esta somente na fermentac¢do ou durante a
destilagdo, mas também no envelhecimento da bebida.

Alguns pesquisadores acreditam que a formagao desse composto ocorre
por meio da degradacdo enzimatica da arginina em ureia, pelo metabolismo das
leveduras durante o processo fermentativo, a qual reage com etanol, produzindo
o carbamato de etila. A formacdo desse ¢ favorecida pela presenca de

precursores nitrogenados durante o processo de destilacdo e por altas
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temperaturas, resultante do mau dimensionamento do sistema de destilagdo ou
operacdo com niveis de refluxo improprios (POLASTRO et al., 2001; BRUNO
et al., 2007).

De acordo com Mackenzie, Clyne e Macdonald (1990), o ion cianeto
tem sido apontado como o precursor mais importante na formagao de carbamato
de etila em destilados. Esse ion ¢ formado pela acdo enzimatica e clivagem
térmica de glicosideos cianogénicos (contém como principio ativo o acido
cianidrico). A cana-de-agticar ¢ classificada como colheita cianogénica, sendo
que essa fonte especifica de cianeto ainda desconhecida (ARESTA; BOSCOLO;
FRANCO, 2001). Existem mais de 2000 espécies de plantas que produzem
glicosideos cianogénicos, tais como mandioca, maracuja, péssego, cana-de-
acucar, sorgo e cevada. Cianoglicosideos sdo capazes de se decompor
enzimaticamente em aclcar e cianohidrinas correspondentes, podendo, ainda
esse ultimo, por sua vez, degradar-se rapidamente em cianeto de hidrogénio e
uma aldose ou cetose (HAQUE; BRADBURRY, 2002).

Dois mecanismos quimicos foram propostos como 0s mais provaveis
para a formagao de carbamato de etila a partir de cianeto. O primeiro ¢ baseado
na complexagdo do cianeto com o Cu (II), proveniente do aparelho destilador,
seguida pela oxidagdo a cianogénio e com subsequente desproporcionamento a
cianato. O cianato pode reagir com etanol para formar carbamato de etila. Tais
reacdes estdo apresentadas nas Equacdes 5 a 8. O cobre, provavelmente, é
liberado a partir do aparelho de destilagdo, sobre a corrosio (MACKENZIE;
CLYNE; MACDONALD, 1990).

2Cu(Il) + 4CN" — 2Cu(CN), (5)
2Cu(CN), — 2CuCN + C,N, (6)
CN, + 20H — NCO™ + CN + H,0 7)

NCO + EtOH + H" — EtOCONH, ®)
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O segundo ¢ baseado na auto-oxidagdo induzida por radiacdo
ultravioleta de compostos insaturados presentes nas bebidas alcodlicas, os quais
produzem radicais livres que catalisam a oxidac¢do do cianeto a cianato, como

descrito nas equacdes 9 a 17 (ARESTA; BOSCOLO; FRANCO, 2001).

Iniciacao

-CH,-CH=CH- + O, —» °‘CH-CH=CH- + H-0-O° 9)
Propagacio

‘CH-CH=CH- + 0, —» -(0-O")CH-CH=CH- (10)

Auto-oxidacio

-(0-0")CH-CH=CH- + -CH,-CH=CH- — -(0-OH)CH-CH=CH- + *CH-

CH=CH- (11)
-(0-OH)CH-CH=CH- — -(O")CH-CH=CH- + *OH (12)
Formacao de carbamato de etila

HC=N + *OH — °*C=N + H,0 (13)
H-C=N + H-O-O° — °*C=N + H-0-O-H (14)
H-O-O-H — 2HO’ (15)
‘C=N + 'OH — HOC=N «> O=C=NH (16)
O=C=NH + EtOH — EtOCONH, 17)

2.5.3 Métodos de analise para carbamato de etila

Diversas técnicas tém sido descritas na literatura para analise de
carbamato de etila em bebidas alcodlicas. A cromatografia gasosa ¢ a técnica
mais empregada, utilizando-se colunas capilares e sistemas seletivos de
deteccdo (NAGATO; NOVAES; PENTEADO, 2003). Todas envolvem, de
alguma forma, o tratamento de extrag@o e de concentracdo da amostra, pelo fato

de que tal composto apresenta-se em baixas concentragdes em bebidas
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alcodlicas e da baixa sensibilidade de alguns detectores, seguido pela separacao
cromatografica, tanto por detecgdo por ionizagdo em chama (FID), ionizagéo
alcalina de chama (AFID), como pelos métodos eletroliticos de detec¢do de
condutividade (HECD) ou por detecgdo seletiva ou algum tipo de técnica de
deteccdo espectrométrica de massas (MS). Também sdo utilizadas
espectrometria de massas em tandem e as técnicas hifenadas, como a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS) ou ainda a
espectrometria de massas tandem (GC/MS/MS). Enfim, todas empregam a
cromatografia gasosa com diferentes dispositivos de deteccdo (ANDRADE-
SOBRINHO et al., 2002).

Apesar de as técnicas citadas anteriormente serem as mais utilizadas,
alguns autores tém utilizado a cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de fluorescéncia (HPLC- FLD) para a determinagdo de carbamato de
etila em diferentes matrizes. Esse método tem se apresentado como uma
alternativa, pois apresenta niveis de deteccdo similares, além de proporcionar
maior rapidez na etapa de preparagdo das amostras, ja que ndo necessita de
etapas prévias de extragdo e concentracdo do analito. Esse método envolve,
como preparacdo da amostra, apenas a derivacdo prévia do carbamato de etila
(Figura 4), permitindo, assim, sua deteccdao, utilizando o detector de
fluorescéncia (ABREU-LIMA; MAIA; OLIVEIRA, 2005; MADRERA;
VALLES, 2009; ANJOS et al., 2011a; MACHADO et al, 2012).



57

O
H OH 1)
PIg HCI
U AN i
Y 0
9-xantidrol carbamato de etila carbamato de etil xantil

Figura 4 Formagdo do carbamato de etil xantil por meio da reag¢do entre 9-
xantidrol e carbamato de etila sob condi¢des acidas (ANJOS, 2011a)

Abreu-Lima, Maia e Oliveira (2005) apresentaram os resultados de um
estudo comparativo entre laboratérios na determinag@o do carbamato de etila em
vinhos por HPLC com detector de fluorescéncia e GC/MS. Os resultados
obtidos pelos laboratérios usando a HPLC foram comparaveis aqueles obtidos
por GC/MS.

Madrera e Valles (2009) propuseram um método analitico para a
determinacdo de carbamato de etila em cidras, utilizando-se HPLC- FLD com
derivagdo prévia das amostras. O método proposto apresentou bons resultados
para os parametros utilizados nos procedimentos de validagdo, sendo avaliados a
linearidade (coeficiente de correlagdo > 0,9999), os limites de deteccdo e
quantificagio (1,64 e 3,56 pg L, respectivamente), precisio (<5%) e
recuperacao (94-98%). Os teores de carbamato de etila obtidos para as amostras
analisadas variaram entre menor que o limite de quantificagdo, a 67 ug L. O
método mostrou-se simples e rapido, ja que requer um minimo de tratamento de
amostra, permitindo sua utilizacdo em analises de rotina desse contaminante.

Anjos et al. (2011a), identificaram e quantificaram o carbamato de etila,
utilizando a HPLC- FLD, em diferentes periodos de armazenamento da cachaca

em tonel de carvalho (Quercus sp) e recipiente de vidro. Pelos resultados,
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observou-se que os parametros analiticos analisados apresentaram valores
significativos, quando comparados com outras técnicas para determinagdo do

carbamato de etila.

2.6 O envelhecimento da cachaca

O habito de envelhecimento esta se tornando uma pratica comum entre
os produtores, que buscam agregar valores ao seu produto, tornando-o mais
competitivo no mercado (ANJOS et al., 2011D).

Por meio do envelhecimento, podem-se obter produtos com melhor
qualidade sensorial, inclusive de bebidas provenientes de destiladores de ago
inox. Dias, Maia e Nelson (2009) mostraram que, apds estocagem em barris de
madeira, praticamente ndo se detectam diferencas significativas entre cachacgas
destiladas em alambiques de cobre e de aco inoxidavel.

Para que a bebida seja considerada envelhecida, ela deve se enquadrar
na denominacdo proposta pela legislagdo vigente. A aguardente de cana /
cachaca envelhecida refere-se a bebida que contiver, no minimo, 50% de
aguardente de cana / cachaga envelhecida em recipiente de madeira apropriado,
com capacidade maxima de 700 L, por um periodo ndo inferior a um ano.
Assim, aguardentes que contiverem um periodo inferior a um ano sdo
denominadas armazenadas, estocadas ou amaciadas. No entanto, o
desenvolvimento da composi¢do fenolica em cachaga pode ser observado com
apenas um més de envelhecimento (BRASIL, 2005a, ANJOS et al., 2011b).

Cachagas envelhecidas podem receber varias denominagdes em relagdo
ao tempo de envelhecimento. Aguardente de cana / cachaca premium refere-
se a bebida que contiver 100% de aguardente de cana / cachaga envelhecida em
recipiente de madeira apropriado, com capacidade maxima de 700 L, por um

periodo ndo inferior a um ano. Aguardente de cana / cachaca extra premium



59

refere-se a bebida que contiver 100% de aguardente de cana / cachaca
envelhecida em recipiente de madeira apropriado, com capacidade maxima de
700 L, por um periodo ndo inferior a tr€s anos (BRASIL, 2005a).

O envelhecimento ¢ responsavel por melhorias nas caracteristicas
organolépticas da cachaga, tornando seu sabor mais agradavel e suave. Durante
o envelhecimento, sdo incorporadas a bebida substancias oriundas da madeira
(ABREU-LIMA; MAIA, OLIVEIRA, 2005; ANJOS et al., 2011b).

Os recipientes utilizados para o envelhecimento sdo os barris e tonéis de
madeira, que atuam como uma membrana semipermeavel, permitindo a
passagem de vapores de 4lcool e 4gua, que ocorre dependendo das condi¢des de
umidade relativa e da temperatura do local de envelhecimento. As perdas ao
longo do ano dependem de varios outros fatores tais como dilatagdo e contragao
da cachaca dentro do tonel, vazamentos e expulsdo de cachaga por frestas e
consequente aspiracdo de ar por contragdo no resfriamento em ocorréncias
sucessivas, devido a inadequacdo de instalacdes ¢ de ambientes, além do modo
de envelhecimento (ZACARONI, 2009; ANJOS et al., 2011b). Assim, para se
obter um produto de qualidade, pardmetros, como a espécie da madeira, o
tamanho, pré-tratamento dos barris, condi¢des ambientais e tempo de
envelhecimento, devem ser observados, pois irdo influenciar nas interagdes entre
a bebida e a madeira. Quando a bebida ¢ envelhecida em temperaturas mais
elevadas e em recipientes menores, hd uma maior extragdo e, consequentemente,
uma maior concentragdo de componentes da madeira. A bebida terd um aroma
mais fino e agradavel, se a mesma for envelhecida em ambientes cuja
temperatura varie de 9 a 15°C e a umidade relativa a 73% (CARDOSO, 2006).

Maia e Campelo (2006) mostraram que essas perdas de etanol podem ser
reduzidas durante o envelhecimento, mantendo a temperatura da adega abaixo
de 20°C e a umidade relativa do ar em torno de 85%. Entretanto, mesmo assim,

pode ainda ocorrer uma perda de 1% ao ano. No Brasil, sdo comuns perdas de
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alcool em torno de 3 a 4% ao ano, seja pela qualidade dos tonéis utilizados, seja
pela idade das madeiras em uso.

No processo de envelhecimento, o tratamento térmico ¢ o mais comum e
o mais utilizado. Esse termotratamento € necessario para dar forma aos barris,
bem como para modificar as estruturas moleculares da madeira, causando a
degradag@o de polimeros, tais como polissacarideos e polifendis, permitindo o
aparecimento de novas substincias aromaticas (4cidos benzoicos, acidos
cindmicos, fendis, etc), que conferem um sabor diferenciado as bebidas
envelhecidas (LEAO, 2006; ZACARONI, 2009). Campos et al. (2004) citam
que o tratamento térmico realizado para facilitar o manuseio da madeira na
confeccdo dos barris e tonéis pode proporcionar uma melhor extracdo de
componentes da hemicelulose e lignina durante o envelhecimento da bebida,
apesar de afetar sua coloragao.

Uma técnica promissora que visa a acelerar ou melhorar o processo
tradicional de envelhecimento ou maturagdo da cachaga em barris de madeira é o
uso das radia¢des ionizantes (MOSEDALE; PUECH,1998; WALDER et al.,
2004). Miranda, Horii e Alcarde (2006), mostraram que a irradiacdo da cachaga
e do tonel ndo exercia influéncia sobre a composi¢do dos componentes volateis;
no entanto, observaram alteragdes no teor de aldeidos, taninos e cobre ¢ no
parametro cor. A aceleracdo do processo de envelhecimento foi confirmada por
meio da andlise sensorial.

Além das alteragdes de cor, sabor, aroma e teor alcoolico durante o
envelhecimento, o teor de extrato seco sofre aumento significativo, devido a
extracdo dos compostos ndo volateis da madeira. A acidez volatil ¢ a
concentragdo de aldeidos também sdo acrescidas devido a oxidagdo do

acetaldeido e do etanol (MIRANDA ; HORII; ALCARDE, 2006).
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No Brasil, a maior parte dos produtores de cachaca sdo de pequeno
porte, implicando, assim, uma variedade de madeiras que possam estar sendo
utilizadas para o envelhecimento da cachagca (AQUINO et al., 2006a).

A madeira tradicionalmente usada para o envelhecimento da cachaga e
outras bebidas destiladas no Brasil é o carvalho (Quercus sp). De acordo com
Corréa (1984), o carvalho ¢ uma dicotiledonea pertencente a classe das
Angiospermas, familia Fagacea e género Quercus. Sua utilizagao e escolha estdo
relacionadas a sua disponibilidade em varias partes do mundo, especialmente na
Europa. Além das caracteristicas fisicas benéficas dessa madeira (tais como
densidade, cor, permeabilidade, resisténcia mecanica e durabilidade, além da
facilidade no manuseio), é capaz de modificar favoravelmente as caracteristicas
organolépticas de vinhos e aguardentes submetidos sob maturagio (LEAO,
2006; DIAS; MAIA, NELSON, 2009).

Entre as diferentes espécies de carvalho americano e europeu
empregadas no envelhecimento de bebidas destiladas, os componentes das
espécies mais utilizadas (Quercus robur, Quercus petraea e Quercus alba) sido
semelhantes, diferindo basicamente na concentragdo das substancias extraidas
delas (MADRERA, GOMIS, ALONSO, 2003).

A ampla composi¢do quimica da madeira do carvalho (Figura 5) pode
ser classificada em razdo de sua capacidade de liberagdo de compostos, como os
compostos soliveis (cumarinas, acidos fendlicos, aldeidos fenolicos,
elagitaninos e cations e anios), substancias extrativas (polissacarideos ¢ as
ligninas) e substancias fixas (formas oxidadas e condensadas dos elagitaninos,

dos polissacarideos e das ligninas) (LEAO, 2006).
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— Casca

Figura 5 Aspectos macroscopicos da madeira

Embora a madeira tradicionalmente utilizada para o envelhecimento de
bebidas alcodlicas seja o carvalho (Quercus sp), varias madeiras de origem
nativa brasileira tém sido utilizadas na confec¢do de barris e tonéis para o
envelhecimento da aguardente, como amendoim (Plerogyne nitens), amburana
(Amburana cearensis), cedro (Cedrela fissilis), jatoba (Hymenaeae carbouril),
ipé (Tabebuia sp), freijo (Cordia goeldiana), garapa (Apuleia leiocarpa),
balsamo (Myroxylon peruiferum), vinhatico amarelo (Plathynemia foliosa) e
jequitiba (Carinian legalis) (Mori et al., 2006). Esse fato tem sido observado
pelo alto custo do carvalho, que ¢ uma madeira tipica do Hemisfério Norte
(DIAS; MAIA; NELSON, 1998; AQUINO et al., 2006a; 2006b).

Entre as varias madeiras de origem nativa brasileira, uma das espécies
que tem sido muito estudada quanto ao envelhecimento de cachaga ¢ a amburana

(Amburana cearensis), pertencente a familia Leguminoseac Papilonoideae
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(Fabaceae) e popularmente conhecida como amburana, imburana-de-cheiro e
cumaru (MAIA, 2004). Embora considerada nativa do sertdo nordestino, a
ocorréncia de A. cearensis pode ser observada em praticamente toda a América
do Sul (do Peru a Argentina), apresentando-se como uma arvore frondosa,
podendo atingir até 15m de altura, com flores brancas, vagem achatada e casca
do caule vermelho-pardacenta, cujo odor agradavel ¢ conferido pelas cumarinas
presentes. Suas sementes sdo pretas, aladas e exalam forte cheiro de cumarina
(semelhante a baunilha). No Nordeste, o periodo de floragdo ocorre no inicio da
estagdo seca, entre maio e julho, e a frutificacdo se da de agosto a outubro
(CANUTO; SILVEIRA, 2006).

As principais reagdes que ocorrem no processo de envelhecimento de
cachaga s3o as reacdes entre os compostos secunddrios provenientes da
destilagdo, as extragdes diretas dos componentes da madeira, as decomposicdes
de macromoléculas da madeira (celulose, hemicelulose e lignina) e a
subsequente incorporagdo desses compostos a bebida. Além dessas, podem
ocorrer reacdes entre os compostos da madeira e os compostos originais do
destilado (SHEREV; BRINK, 1980; CARDOSO, 2006).

Os principais compostos extraidos da madeira pelos destilados sdo:
6leos volateis, compostos fendlicos, substincias tanicas, agucares, glicerol e
acidos organicos ndo volateis. Entre eles, destaca-se a importancia do estudo de
compostos fendlicos em cachaga envelhecida, devido a importancia de
compostos antioxidantes para a vida ¢ a saude humana (CARDELLO; FARIA,
2000; RAKIC et al., 2007).

Os compostos fenolicos sdo estruturas quimicas que apresentam um ou
mais anel aromatico com uma ou mais hidroxilas, nas formas simples ou de
polimeros, que confere a eles o poder antioxidante. Esses compostos podem ser
naturais ou sintéticos. Quando presentes em vegetais, podem estar em formas

livres ou complexadas a agucares e proteinas (ANGELO; JORGE, 2007).
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Ribéreau-Gayon (1968) classificou esses compostos em trés categorias:
pouco distribuidos na natureza, polimeros e largamente distribuidos na natureza.
Na familia dos compostos fenolicos pouco distribuidos na natureza, encontra-se
um namero bem reduzido, embora com certa frequéncia. Nesse grupo, estdo os
fenois simples, o pirocatecol, a hidroquinona e o resorcinol. Pertencem ainda a
essa familia os aldeidos derivados dos acidos benzoicos, que s@o constituintes
dos dleos essenciais, como a vanilina. Os polimeros sdo alguns fenolicos que
ndo se apresentam na forma livre nos tecidos vegetais; essa familia engloba os
taninos e as ligninas. Na familia dos compostos largamente distribuidos na
natureza, estdo os fendlicos encontrados geralmente em todo reino vegetal. Esse
grupo pode-se dividir em flavonoides (antocianinas, flavonois e seus derivados)
e acidos fendlicos (acidos benzoico, cinamico e seus derivados) e cumarinas
(KING; YOUNG, 1999; SOARES, 2002; CARVALHO; GOSMANN;
SCHENKEL, 2007).

Entre esses compostos, os taninos ¢ os derivados da lignina sdo
considerados os mais importantes. A lignina, que ¢ formada por mondmeros
aromaticos (Figura 6), tem estreita relagdo com o desenvolvimento de aroma e
sabor nos destilados envelhecidos, pois libera para a bebida aldeidos aromaticos

durante o periodo de maturacdo (DIAS; MAIA; NELSON, 2009).
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Figura 6 Estrutura quimica da lignina

Dias, Maia, Nelson (2009) citam que alguns autores (PUECH, 1981;
PUECH et al., 1984), propuseram um modelo de degradagdo da lignina, o qual
evidencia a influéncia do oxigénio na formacdo dos produtos fendlicos

incorporados a bebida (Figura 7).
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Lignina esterificada por 4cidos fendlicos
Siringaldeido % Acido siringico
Sinapaldeido .--------- > Acido sinépico
0y
etandlise
o 0, - s
Vanilina — Acido vanilico
Coniferaldeido  ----------- > Acido feralico

Figura 7 Conversdo de alguns fenois derivados da lignina

Baseado nessas substancias, diversos estudos tém surgido com o
objetivo de avaliar a qualidade quimica e sensorial das bebidas envelhecidas. Ja
foram identificados em destilados alcoolicos envelhecidos em tonéis de carvalho
numerosos aldeidos e acidos fenolicos, tais como a vanilina, siringaldeido,
coniferaldeido e sinapaldeido, os quais sdo aparentemente provenientes da
alcodlise 4cida, a temperatura ambiente da lignina. Outros acidos fendlicos
identificados sdo o 4cido galico, acido p-hidroxibenzoico, acido p-cumarico,
acido cinamico, acido siringico e acido vanilico (ZACARONI, 2009).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detectores de UV-
Vis ¢ extensamente citada na literatura para a deteccdo de compostos fenolicos

em bebidas (GOLDEBERG et al., 1999; FARIA et al., 2003; MORALES;
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BENITIZ; TRONCOSO, 2004; ANJOS et al., 2011b; SANTIAGO et al., 2012).
Além da HPLC, outras técnicas sdo usadas, como a cromatografia gasosa (GC),
eletroforese capilar (CE), detecg¢@o ultravioleta, eletroquimica, fluorescente e
espectrométrica de massas (GRUZ; NOVAK; STRNAD, 2008).

Os principais compostos fendlicos ja estudados incorporados a cachaca

no processo de envelhecimento estdo apresentados na Figura 8.

OH OH
o H4CO. OCH;
OH oH
OCH;  y.co OCH;
OH
COOH COOH

' ) . COOH ~ CoOH COOH . COOH
Acido p-cumérico Acido m-cumérico Acido o-cumarico Acido sindpico  Acido vanilico Acido siringico
OH OH
OCH H;CO. OCH:;
OH 3 M 3 OH oH
i LOCHy H4CO. i ocH;HO, i OH
cHo CHO CHO CHo CoOoH
Vanilina Coniferaldeido Sinapaldeido Siringaldeido Acido galico

o] CHs
OH
0 X
HO.
OCH; A
OH
HO' (0] 0
Ho o (o) o] N 4-metilumbeliferona
1,2-benzopirona (cumarina)
¢} OH
N HO o o}
(o]

L L. Umbeliferona
Acido elagico Fenol Eugenol

Figura 8 Principais compostos fendlicos incorporados a cachaca
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Dias, Maia e Nelson (1998) e Dias, Maia ¢ Nelson (2009) avaliaram a
presenca de compostos fenodlicos em aguardente de cana envelhecida em tonéis
de diferentes tipos de madeiras (amburana, balsamo, jequitiba, jatoba, ipé e
carvalho- europeu) e constataram a predominancia de diferentes compostos
fenolicos para cada tipo de madeira utilizada no envelhecimento da bebida,
indicando a possibilidade de se ter um perfil quimico diferenciado para a bebida
envelhecida em cada uma das madeiras estudadas.

Em relagdo a composi¢do fenodlica de cachagas envelhecidas em
diferentes barris de madeira, Zacaroni et al. (2011b) encontraram e
quantificaram 16 diferentes compostos fenoélicos por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC). Entre estes, citam-se acido galico, acido siringico, acido
vanilico, siringaldeido, vanilina, cumarina, entre outros.

Anjos et al. (2011b), analisando cachaca armazenada em barril de
carvalho durante o periodo de um ano, encontraram o 4acido galico e
siringaldeido como compostos majoritarios. Os mesmos autores observaram
também alteragdes em relagdo ao cheiro e a cor, devido ao armazenamento.

Recentemente, Santiago et al. (2012) avaliaram 13 compostos fenolicos
em aguardentes de cana envelhecidas em carvalho (Quercus sp), louro-canela
(Aniba parviflora), balsamo (Myroxylon peruiferum), castanheira (Bertholletia
excelsa) e amburana (Amburana cearensis). Pelos resultados, verificou-se uma
heterogeneidade em relacdo aos compostos fenolicos analisados para cada

madeira em estudo.
2.7 Analise multivariada
A andlise multivariada tem sido empregada nos ultimos anos para

caracterizagdo de diversos produtos alimentares, como a cachaga e outras

bebidas alcodlicas. E uma ferramenta matematica e estatistica cujo objetivo ¢
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correlacionar os resultados analiticos entre amostras (objetos) por meio de
analises quimicas (quimiometria). Entre os métodos empregados, destaca-se a
Analise de Componentes Principais (ACP), que permite transformar um
conjunto de variaveis originais intercorrelacionadas em um novo conjunto de
variaveis ndo correlacionadas, chamadas de componentes principais. O objetivo
principal da analise de componentes principais € a obtencdo de um pequeno
nimero de combinagdes lineares (componentes principais) de um conjunto de
varidveis, que retenham o maximo possivel da informagao contida nas variaveis
originais. A ACP ¢ considerada um método fatorial, pois a redugdo do nimero
de variaveis ndo se faz por uma simples selecdo de algumas variaveis, mas pela
constru¢do de novas variaveis sintéticas, obtidas pela combinagdo linear das
variaveis inicias, por meio dos fatores. Os componentes principais descrevem,
por ordem decrescente, a maior parte da variagdo entre objetos e sdo calculados
de forma que sejam ortogonais entre si. Por isso, cada componente principal
pode ser interpretado independentemente. Esse fato permite uma visdo geral da
estrutura dos dados nomeadamente, eventuais relacionamentos entre objetos e
deteccdo de objetos anomalos (BOUROCHE; SAPORTA, 1982; MOITA-
NETO; MOITA, 1998; LAVINE, 2000; RENCHER, 2002; NIEUWOUDT et
al., 2004).
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A Figura 9 representa resumidamente as atividades e analises realizadas

nesta pesquisa.

Saccharomyces cerevisige

Fermentagéio com fubd e levedura —

Variedade: SP80-1842 — Cana

Moagem

l

Caldo

— Andlise de Carbamato de etila

l

Fermentacdo

l

Destilacfio

l

Cachaga de coragio

l

—  Grau Brix Zerado: Andlise de Carbamato de etila

— Fragdes: Andlises fisico-quimicase carbamato de etila

Carvalho (Quercus sp.)

Te—

Aliquotas de més em més:
Andlises fisico-quimicas;

Envelhecimento
10 periodode 12
meses

—*

Amburana (Amburane cearensis)

carbamato de etila, intensidade
da cor e compostos fendlicos

Aliquotas de més em més:
Andlises fisico-quimicas;
carbamato de etila, intensidade
da cor e compostos fendlicos

Figura 9 Atividades e analises realizadas
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3.1 Producio e obtencao das amostras

As amostras utilizadas foram produzidas no alambique da empresa
Cachaca Artesanal Jodo Mendes (JM), situada no municipio de Perddes/MG, no
periodo da safra de 2011. A variedade de cana empregada foi a SP80-1842 e o
processo de fermentagdo foi realizado com fuba e, como micro-organismo, a
levedura Saccharomyces cerevisiae. De inicio, foram coletadas fragdes do caldo
de cana e do mosto fermentado (Grau °Brix zerado) para analise de carbamato
de etila. Apos o processo de destilagdo do mosto fermentado, foi coletada parte
das fra¢des “cabega”, “coracdo” (denominada de cachaga nova) e “cauda” do
destilado para as analises fisico-quimicas e do carbamato de etila.

A fragdo “coracdo” foi envelhecida em tonéis de carvalho (Quercus sp)
e amburana (Amburana cearensis), ambos de 200 litros, nos quais foram
estocados 130 litros da bebida em cada tonel. Os tonéis foram mantidos em
galpao fechado com temperatura e umidade do ar ndo controladas, colocados na
posic@o horizontal para possibilitar o maior contato da bebida com a madeira e
distanciados de outros tonéis para possibilitar as trocas gasosas.

Aliquotas de 2 litros foram coletadas a cada més por um periodo de 12
meses e encaminhadas para a realizagdo das analises fisico-quimicas, carbamato
de etila, intensidade da cor e compostos fendlicos.

As analises foram realizadas no Laboratorio de Analises de Qualidade
de Aguardentes do Departamento de Quimica (DQI) da Universidade Federal de
Lavras (UFLA).

3.2 Analises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas foram realizadas periodicamente, em

triplicata, de acordo com as especificagdes estabelecidas pela Instrugdo
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Normativa n°® 24, de 08/09/2005, do Ministério Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 2005b). Os parametros analisados foram o grau
alcodlico, acidez volatil, ésteres, aldeidos, alcoois superiores, furfural, metanol,
cobre e extrato seco. As metodologias empregadas para as andlises estdo

especificadas a seguir.

3.2.1 Grau alcodlico

Foi determinado destilando-se 250 mL das amostras e, posteriormente, o
grau alcodlico foi medido utilizando um densimetro eletrénico DensiMat

Gibertini, a 20°C.

3.2.2 Acidez volatil

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

acido acético por 100 mL de alcool anidro.

3.2.3 Determinacio dos ésteres

A determinagdo dos ésteres foi realizada por meio da titulagdo dos
acidos carboxilicos obtidos por transesterificacdo dos ésteres presentes nas
amostras. A quantificacdo dos ésteres foi feita com base na hidrolise alcalina
deles, presentes na cachaca, seguida da titulagdo dos acidos liberados com

solugdo padronizada de hidroxido de sodio 0,1 mol L. As quantidades
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encontradas foram expressas em miligramas de acetato de etila por 100 mL de
alcool anidro. As reagdes que ocorrem durante a analise dos ésteres estdo

representadas na Figura 10.

CH3COOC2H5 + NaOH E— CH3COONa + C2H50H
2NaOH(exc) + 2H,SO4 — > Na,S0Oy4 + 2H,0 +  H;SOy4(exc)

H,SOy(exc) + 2NaOH ——> Na,SO, + 2H,0

Figura 10 Reagdes quimicas envolvidas na analise dos ésteres

3.2.4 Determinacio de aldeidos

A determinacdo da concentracdo de aldeidos foi realizada por meio de
métodos iodométricos, titulando-se o SO, produzido durante a sequéncia de
reagdes envolvidas nesse tipo de analise. A quantidade de aldeidos presente nas
amostras foi expressa em gramas de aldeido acético por 100 mL da amostra ou
por 100 mL de alcool anidro. As reagdes referentes a esse processo estdo

representadas na Figura 11.
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RCHO + SO, + H,0 _PH=T7_ RCHOH
SOsH

0 SO,, em excesso, reage com I, em meio acido:
SO, + I, + 2H,0 —» HSO4 + 2HI

em meio alcalino, o aldeido ¢ entdo determinado:

RCHOH _OH_ RcHO + SO, * H,0
SOsH

SOz + 12 + 2H20 —_— HzSO4 + 2HI

Figura 11 Reagdes quimicas envolvidas na analise de aldeidos

3.2.5 Alcoois superiores

Os alcoois superiores foram determinados pela adicdo de p-
dimetilaminobenzaldeido (DMAB) e posterior acidificacdo das amostras com
acido sulfurico concentrado. A quantidade total foi determinada por meio de
medidas espectrofotométricas efetuadas a 540 nm, utilizando um
espectrofotometro Shimadzu UV-1601 PC. As quantidades desse composto
foram determinadas mediante a constru¢do de curvas analiticas de solugdo de
alcoois superiores diluidos em agua/etanol 1:1(v/v). A quantidade total desses
compostos foi expressa em miligrama por 100 mL de alcool anidro. As reagdes

ocorridas nesse processo estdo descritas na Figura 12.
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N(CHjy), N(CHz),
2C4HyOH + N
C—H H=C~0C4Hy
0 OC;4Ho
(DMAB) complexo colorido

Figura 12 Reagdes quimicas envolvidas na analise de alcoois superiores

3.2.6 Determinacio de furfural

A quantifica¢do do furfural foi realizada pela adi¢do de anilina e acido
acético glacial as amostras, efetuando-se medidas espectrofotométricas a 520
nm, utilizando um espectrofotometro Shimadzu UV-1601 PC. As quantidades
desse composto foram obtidas pela construgdo de curvas analiticas de solugdes
padrdo de etanol/furfural. Os resultados obtidos foram expressos em miligramas
de furfural por 100 mL de alcool anidro. A reag¢do colorimétrica envolvida nesse

processo esta descrita na Figura 13.
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Figura 13 Reagdes quimicas envolvidas na analise de furfural

3.2.7 Determinacio de metanol

O metanol foi determinado por meio de medidas espectrofotométricas
efetuadas a 575 nm utilizando um espectrofotdometro Shimadzu UV-1601 PC,
apos adicdo de permanganato de potassio 3% e posterior resfriamento das
amostras. Sua determinagdo baseia-se na sua oxidacdo a formaldeido, o qual
reage com o acido cromotrdpico em presenga de acido sulfurico concentrado,
formando um composto colorido (Figura 14). As quantidades foram
determinadas por meio da constru¢do de curvas analiticas de solugdo de

etanol/metanol.
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Figura 14 Reagdes quimicas envolvidas na analise de metanol

3.2.8 Determinacio de cobre

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

diquinolilo em alcool isoamilico, como representado na Figura 15.
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cloridrato de
hidroxilamina
acetato de sodio

2.2 - diquinolilo

complexo colorido

Figura 15 Reagdes quimicas envolvidas na analise de cobre

3.2.9 Analise de extrato seco

O extrato seco foi determinado utilizando métodos gravimétricos.
Inicialmente, uma capsula de aluminio foi previamente pesada em balanca
analitica. Em seguida, uma aliquota de 25 mL da amostra sem redestilar foi
transferida para a capsula e evaporada em banho-maria a 95°C por 3 horas. Apoés
esse periodo, levou-se a estufa a 100°C por 30 minutos e, posteriormente, 0O
material foi resfriado em dessecador. O residuo sélido remanescente foi pesado
em balanca analitica (Marte/ AM - 220) e os resultados obtidos foram expressos

em gramas de extrato seco por litro da amostra.
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3.3 Compostos fenoélicos totais

A composicao fenolica total das amostras envelhecidas foi determinada
utilizando o método de Folin-Ciocalteu modificado (SINGLETON; ROSSI,
1965; LIN et al., 2005; ANJOS et al., 2011b).

A 1 mL da amostra, foram adicionados 1 mL de etanol 40% e 5 mL de
agua destilada. Agitou-se, adicionou-se 0,5 mL da solugdo de Folin-Ciocalteu
50% e, apds 5 minutos, 1 mL de solucdo de carbonato de sédio (Na,COs) 5% foi
adicionado a mistura reacional. Apds agitacdo, os tubos foram deixados em
repouso por 60 minutos. Decorrido esse tempo, realizaram-se leituras
espectrofotométricas a 725 nm (Shimadzu UV-1601 PC). As concentragdes
foram determinadas por meio da constru¢do de uma curva analitica utilizando
diferentes concentragdes de acido galico em etanol 40% (10-200 mg L™). A
concentragdo de polifendis totais foi expressa em mg equivalente de 4cido galico
por litro.

Na Figura 16 verifica-se a desprotonagdo dos compostos fenolicos (no
exemplo, o padrao acido galico) em meio basico, gerando os anions fenolatos. A
partir dai, ocorre uma reag¢ao de oxirredugao entre o anion fenolato e o reagente
de Folin, na qual, segundo Singleton e Rossi (1965) e Lin et al. (2005), o
molibdénio, componente do reagente de Folin, sofre redu¢do e em meio

reacional muda de colora¢do amarela para azul.
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Figura 16 Reagdo do acido galico com molibdénio, componente do reagente de
Folin-Ciocalteau

3.4 Intensidade da cor

A determinacdo da intensidade de cor das cachacas foi feita por meio de
leituras espectrofotométricas a 420 nm (comprimento com maior resposta na
varredura), utilizando-se cubetas de quartzo, em um espectrofotometro
Shimadzu UV-1601 PC (FARIA et al., 2003; MIRANDA; HORII; ALCARDE,
2006; ANJOS et al., 2011b). A cachaca nova, sem envelhecimento nos tonéis,
foi considerada como o branco na realizacdo das leituras. Nao foi realizado
tratamento prévio das amostras para a realizacdao dessa analise, sendo, portanto,

efetuadas leituras diretas da bebida.
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3.5 Analises cromatograficas das cachacas

A determina¢do dos 12 compostos fenolicos e carbamato de etila
foram realizadas utilizando-se a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). O equipamento utilizado foi um cromatografo liquido de alta
eficiéncia HPLC Shimadzu, equipado com duas bombas de alta pressdo, modelo
SPD-M20A, degaseificador modelo DGU-20A3, interface modelo CBM-20A e
injetor automatico modelo SIL-10AF.

Para garantir a qualidade analitica dos resultados, foram realizados

procedimentos para validagdo dos métodos.

3.5.1 Compostos fendlicos

A metodologia utilizada para a analise dos 12 compostos fenolicos nas
cachagas envelhecidas em tonéis de carvalho e amburana foi realizada de acordo
com a metodologia proposta por Anjos et al., (2011b), para a analise dessas
substancias.

Os compostos fenolicos quantificados foram o acido galico, catequina,
acido vanilico, fenol, acido siringico, vanilina, siringaldeido, acido p-cumarico,
acido sindpico, cumarina, 4-metilumbeliferona e acido 0-cumarico. Os padrdes
desses compostos descritos anteriormente foram adquiridos da Sigma-Aldrich
ou da Acros Organics. Os compostos referentes a fase movel foram de grau
analitico para HPLC: metanol (Merck) e 4cido acético glacial (J.T.Baker) e 4gua

tipo I obtida de um sistema Milli-Q.
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3.5.1.1 Preparaciao dos padrodes e amostras

Para cada um dos padrdes de compostos fendlicos, foram preparadas
solugdes-estoque com concentragio de 1000 mg L™, solubilizados em alcool
etilico 50%.

O método utilizado para a quantificagdo dos compostos foi o da
padronizagd@o externa. Para a construg¢ao das curvas analiticas, foram realizadas
diluicdes de uma solugdo intermedidria, contendo uma mistura de todos os
padroes, sendo essa obtida por meio da diluigdo das solugdes-estoque
previamente preparadas. Na solugdo intermedidria, os padrdoes encontravam-se
nas seguintes concentragdes: acido galico (6,80 mg L), catequina (11,61 mg L~
Y, acido vanilico (6,73 mg L™), fenol (3,76 mg L™, acido siringico (7,93 mg L°
", vanilina (6,08 mg L), siringaldeido (7,29 mg L), 4cido p-cumarico (6,56
mg L"), 4cido sindpico (8,97 mg L), cumarina (5,85 mg L), 4-
metilumbeliferona (7,05 mg L) e 4cido 0-cumarico (6,56 mg L™'). As equagdes
das curvas analiticas foram calculadas pelo método dos minimos quadrados,
medindo-se a resposta do detector (area) em func¢do da concentragdo, apos a
injecdo em triplicata das solugdes contendo todos os padroes.

As amostras e os padrdes foram filtrados em membrana de polietileno
de 0,45 pum (Millipore) e injetados diretamente no sistema cromatografico. As
injecdes das amostras e dos padrdes foram realizadas em triplicata, a identidade
dos analitos foi confirmada pelo tempo de retengdo ¢ o perfil dos picos da

amostra comparado aos dos padroes.

3.5.1.2 Condicdes cromatograficas

As andlises dos 12 compostos fenolicos foram realizadas em um

cromatografo, como citado anteriormente. A coluna utilizada para as separacdes
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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 12,5 mm, Sum) € o
detector utilizado foi o de arranjo de diodos (DAD).

Os solventes utilizados como fase moével foram: solucdo de acido
acético 2% em 4agua (Solvente A) e metanol:agua:acido acético (70:28:2% v/v/v)
(Solvente B). As amostras foram eluidas de acordo com o gradiente apresentado
na Tabela 1. O comprimento de onda utilizado foi de 280 nm, fluxo de 0,8 mL
min™ e volume de injecio de 20 pL. A identificagdo dos compostos foi realizada
por comparagdo do tempo de retencdo das amostras em relagdo aos padrdes. A
construgdo das curvas analiticas foi realizada por meio da dilui¢do da solucao
intermediaria previamente preparada, obtendo-se solu¢des com as respectivas
faixas de concentragdo para os padrdes: acido galico (0,068 - 1,565 mg L),
catequina (0,116 - 2,322 mg L), acido vanilico (0,067 - 1,345 mg L), fenol
(0,038 - 0,979 mg L™), 4cido siringico (0,079 - 1,823 mg L), vanilina (0,060 -
1,216 mg L), siringaldeido (0,073 — 2,113 mg L), acido p-cumérico (0,066 —
0,852 mg L), 4cido sinapico (0,089 — 2,331 mg L), cumarina (0,058 - 1,344
mg L'l), 4-metilumbeliferona (0,070 - 1,832 mg L’l) e acido 0-cumarico (0,065 -
1,508 mg L™).
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Tabela 1 Gradiente de elui¢do da fase movel para a analise dos compostos

fenolicos.
Fase movel*
Tempo (min.) Solvente A Solvente B
(% v/v) (% viv)
0,01 100 0
25,00 60 40
40,00 45 55
43,00 40 60
50,00 0 100
55,00 100 0
60,00 100 0

*Fase movel: Solvente A: solugdo de acido acético 2%, em agua
Solvente B: metanol:agua:acido acético (70:28:2% v/v)

3.5.2 Carbamato de etila

As andlises para identificacdo e quantificacdo do carbamato de etila
foram realizadas a partir do caldo de cana até o envelhecimento, em diferentes
periodos nos tonéis de carvalho e Amburana.

A metodologia utilizada para a analise do carbamato de etila nas fracdes
do caldo de cana, da fermentacdo e das cachagas envelhecidas em tonéis de
carvalho e amburana foi realizada de acordo com a metodologia proposta por
Anjos et al. (2011a), que consiste na derivacdo prévia da amostra para a analise
desta substancia.

Os reagentes empregados para andlise foram: padrao de carbamato de

etila (Acros Organics), etanol, propanol, hexano, acido cloridrico (HCl), acetato
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de etila, acetato de sodio, acetonitrila grau HPLC (Merck), 4gua tipo I e 9-

xantidrol (Acros Organics).

3.5.2.1 Derivacio do padriao de carbamato de etila

A reag@o quimica envolvida na etapa de derivacdo do carbamato de etila
na presenca de 9-xantidrol esta demonstrada na Figura 4.

Em frasco ambar, preparou-se uma solug¢do de 9-xantidrol (0,2 mol L
em propanol; no mesmo frasco, foram adicionados 20 mL de uma solugdo
padrio de carbamato de etila (4,0 g L), preparada em etanol 40%. Em seguida,
adicionaram-se 2 mL de HCI (5,5 mol L'l) e, entdo, a mistura reacional foi
mantida sob agitacdo por aproximadamente 1 minuto; apds agitagdo, foi mantida
em repouso por 60 minutos. Os cristais obtidos foram filtrados e recristalizados
em hexano.

Para a analise quantitativa, preparou-se uma solugdo-estoque do
carbamato de etila derivado, em uma concentragdo de 10 mg L™, em acetato de
etila. Para a constru¢do da curva analitica, foram realizadas dilui¢des em etanol
50% a partir da solugdo-estoque previamente preparada, sendo preparadas

solugdes de trabalho em concentragdes que variaram de 5,0 a 160,0 pg L™

3.5.2.2 Derivacao das amostras

Em frasco ambar, adicionaram-se 4,0 mL de cachaca, seguidos de 0,8
mL de solugdo de xantidrol (0,02 mol L) (preparada em propanol). Apds
agitacdo, adicionou-se 0,4 mL de HCI (1,5 mol L"), mantendo a mistura
reacional sob agitacdo por 1 minuto. Em seguida, ela foi mantida em repouso
por 60 minutos e, posteriormente, filtrada em membranas de polietileno 0,45 um

(Millipore) e injetadas no cromatdgrafo.
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As amostras brutas do caldo de cana e do mosto fermentado passaram
por um processo de coluna aberta (coluna CI18), para retirar possiveis
interferentes. Tal processo foi realizado devido as condi¢des fisicas, quimicas e
ao receio de empacotar a coluna do cromatdgrafo. Foi feito um teste para
observar se a coluna estava funcionando perfeitamente. O teste foi realizado
adicionando carbamato de etila em uma amostra do mosto fermentado e, logo
apos a passagem pela coluna aberta, foi coletado o eluente (amostra). Apods a
passagem, a coluna foi eluida com acetonitrila para observar se o carbamato nao
estava retido nela. Posteriormente, a amostra foi derivada para analise, como ja
explicado anteriormente. O teste mostrou-se eficiente e observou-se que nao
ocorreu perda do analito na passagem pela coluna aberta. Tal teste pode ser

observado nos cromatogramas em anexo (Figuras 2A, 3A e 4A).

3.5.2.3 Condicbes cromatograficas

As andlises do carbamato de etila foram realizadas no mesmo
cromatografo citado anteriormente. As separagdes foram realizadas
empregando-se uma coluna Agilent - Zorbax Eclipse AAA (4,6 x 150 mm, Spm)
conectada a uma pré-coluna Agilent - Zorbax Eclipse AAA 4-Pack (4,6 x 12,5
mm, Sum) e a deteccao foi utilizado um detector de fluorescéncia (DF).

A quantificagdo do carbamato de etila foi realizada utilizando-se o
método de padronizagdo externa. Os comprimentos de onda de excitacdo e
emissdo empregados foram 233 nm e 600 nm, respectivamente. O fluxo
utilizado foi de 0,75 mL min" e o volume injetado das amostras e do padrio foi
de 20 pL. As amostras e os padrdes foram injetados em triplicata. A elui¢do foi
realizada em sistema do tipo gradiente (Tabela 2), sendo a fase mével composta
por solugdo de acetato de sédio 20 mmol L' (Solvente A) e acetonitrila

(Solvente B).
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Tabela 2 Gradiente de eluicdo da fase mdvel para a determinacdo do carbamato

de etila.
Fase movel*
Tempo (min.) Solvente A Solvente B
(% v/v) (% viv)
0,01 60 40
5,00 40 60
10,00 30 70
18,00 20 80
19,50 10 90
25,00 60 40
30,00 60 40

*Fase movel: Solvente A: solugdo de acetato de sodio 20 mmol L™
Solvente B: acetonitrila

3.5.3 Validacao analitica

A necessidade de mostrar a qualidade de medi¢des quimicas, por meio
de sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, esta sendo cada vez
mais reconhecida e exigida. Dados analiticos ndo confiaveis podem conduzir a
decisdes desastrosas e a prejuizos financeiros irreparaveis. Para garantir que um
método analitico gere informagdes confidveis e interpretaveis sobre a amostra,
ele deve sofrer uma avaliacdo denominada validacdo. A validagdo de um método
¢ um processo continuo que comeca no planejamento da estratégia analitica e
continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e transferéncia (RIBANI et al.,

2004).
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Portanto, para garantir a qualidade analitica dos resultados, foram
realizados procedimentos para validacdo dos métodos utilizados, sendo
avaliados os seguintes parametros: seletividade (exceto para carbamato de etila),

linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificagdo e exatidao.

3.5.3.1 Seletividade

A seletividade € o primeiro passo no desenvolvimento e validagdo de um
método instrumental de separagdo e deve ser reavaliada continuamente durante a
validag@o e subsequente uso do método. Algumas amostras podem apresentar
ingrediente ativo, excipientes, impurezas e produtos de degradagdo, bem como
outros compostos de propriedades similares que possam estar, porventura,
presentes, ocasionando-se uma coelui¢do com a substincia de interesse. A
seletividade garante que o pico de resposta seja exclusivamente do composto de
interesse. Se a seletividade ndo for assegurada, a linearidade, a exatiddo e a
precisdo estardo seriamente comprometidas (RIBANI et al., 2004; HARRIS,
2008).

Para fazer o teste de seletividade, podem ser utilizados diversos testes,
dependendo da disponibilidade do analito, da matriz sem o analito, matriz
adicionada com analito (padrdo), comparando o espectro do pico obtido na
separagdo com o de um padrdo, utilizando-se detectores modernos; por meio do
método de adi¢do-padrio; coletando o composto de interesse e realizando nova
analise por outro método ou técnica que sdo especificos para a estrutura da
substancia de interesse (RIBANI et al., 2004; COLLINS; BRAGA; BONATO,
2007; HARRIS, 2008).

A seletividade foi realizada empregando a cachaga nova (coragdo), pois
ela ndo apresenta substincias interferentes nos tempos de reten¢do dos

compostos fenolicos analisados. Inicialmente, realizou-se uma corrida com a
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cachaca nova, isenta de fendlicos, a qual foi fortificada com os padrdes dos
compostos analisados, em uma concentracio de 8,0 x 10° mol L™ para cada

composto, atestando, assim, a seletividade do método analitico.

3.5.3.2 Linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado (faixa de aplicacdo). A linearidade
¢ obtida por padronizagdo interna ou externa e formulada como expressdo
matematica (equagdo da regressao linear) usada para o calculo da concentragdo
do analito a ser determinado na amostra real (RIBANI et al., 2004).

A relacdo matematica entre o sinal e a concentragdo das espécies de
interesse foi expressa por meio da equacgdo da reta (curvas analiticas) e os
respectivos coeficientes de determinagdo (R*). Como evidéncia de um ajuste
ideal dos dados para a linha de regressdo, foi considerado um coeficiente de
correlagdo maior que 0,9900 (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997;
RIBANTI et al., 2004; HARRIS, 2008).

3.5.3.3 Limite de detecc¢ao

O Limite de detecgdo (LD) é a menor quantidade do analito presente em
uma amostra que pode ser detectada; porém, ndo necessariamente quantificada,
sob as condi¢des experimentais estabelecidas. Sdo trés maneiras diferentes de se
calcular o LD: método visual, método da relagdo sinal-ruido ¢ método baseado
nos parametros da curva analitica (RIBANI et al., 2004).

Para a determinagdo do LD, foram considerados os pardmetros relativos

a cada curva analitica construida, utilizando a seguinte relacdo matematica:
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LD =3 x (s/S)

em que s € a estimativa do desvio-padrao da equagdo da linha de regressdo e S ¢

o coeficiente angular da curva analitica (RIBANI et al., 2004; HARRIS, 2008).

3.5.3.4 Limite de quantificacio

O limite de quantifica¢do (LQ) ¢ a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada (quantificada) com precisdo e exatiddo
aceitaveis sob as condi¢des experimentais estabelecidas. Os mesmos critérios
adotados para a determinagdo do LD podem ser adotados para o LQ, porém,
utiliza-se a relagdo 10:1(RIBANI et al., 2004).

Para a determinagdo do LQ, foram considerados os pardmetros relativos

a cada curva analitica construida, utilizando a seguinte relacdo matematica:

LD =10 x (s/S)

em que s ¢ a estimativa do desvio-padrao da equagdo da linha de regressdao e S é

o coeficiente angular da curva analitica (RIBANI et al., 2004; HARRIS, 2008).

3.5.3.5 Exatidao

Representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio ¢ um valor de referéncia aceito como
verdadeiro. E importante observar que um valor exato ou verdadeiro é o valor
obtido por uma medi¢do perfeita e esse valor ¢ indeterminado por natureza

(RIBANI et al., 2004).
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Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método séo:
materiais de referéncia; comparacdo de métodos; ensaios de recuperagio;
adi¢ao-padrao.

A recuperagdo ¢ a mais utilizada entre os processos de avaliar a
exatiddo, sendo definida como a propor¢do da quantidade da substancia de
interesse, presente ou adicionada na por¢do analitica do material-teste, que ¢
extraida e passivel de ser quantificada (RIBANI et al., 2004; HARRIS, 2008).

A exatiddo foi avaliada por meio de ensaios de recuperagdo utilizando 3
amostras, escolhidas aleatoriamente, sendo essas fortificadas com padrdes dos
analitos em 3 niveis de concentragdes diferentes. A recuperacdo foi determinada
considerando os resultados obtidos para cada analito estudado, utilizando a

seguinte equagdo matematica:
%Recuperaciio = [(concentracido medida)/(concentraciio esperada)] x 100
3.6 Analise estatistica
3.6.1 Analise de variancia
Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC) em
esquema de parcelas subdivididas no espagco. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de

Schott Knott ao nivel de 95% de confianga, usando o programa estatistico

SISVAR (FERREIRA, 2003).
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3.6.2 Analise das Componentes Principais

A andlise das componentes principais (ACP) foi utilizada para averiguar
e compreender a similaridade entre as amostras quanto aos pardmetros
analisados ao longo do processo de produgdo da bebida. Os resultados foram
centrados em médias, para posterior analise. A andlise foi realizada utilizando o

programa CHEMOFACE (NUNES et al., 2012).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao fisico-quimica

Na Tabela 3 estdo representados os resultados obtidos para as avaliagdes

99

fisico-quimicas das fragdes do destilado (“cabeca”, “coragdo” e “cauda”).
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Tabela 3 Avalia¢des fisico-quimicas das fragdes “cabega”, “coracdo” e “cauda’™*

Limites
Analises “Cabeca” “Coracao” “Cauda”
permitidos**
. 38,0 — 48,0
Grau alcoolico 58,885 + 0,045(a) 45,341 £+ 0,060(b) 23,971 £0,531(c)
38,0 — 54,0
Acidez volatil® 24,912 £0,019(¢c) 38,826 £0,051(b) 110,216 +2,437(a) 150,0
Esteres’ 81,847 + 0,062(a) 18,981 £ 0,025(c) 25,145 £ 0,555(b) 200,0
Aldeidos® 80,888 = 0,061(a) 20,766 £ 0,271(b) 2,774 £ 0,061(c) 30,0
Alcoois superiores2 416,698 £ 0,072(a) 224,193 +1,891(b) 36,237 +2,007(c) 360,0
Cobre® 1,641 £ 0,006(a) 0,148 +0,006(c) 0,341 + 0,006(b) 5,0
Metanol 7,940 + 0,461(b) 8,403 £ 0,011(a) 5,482 +0,122(c) 20,0
Furfural® 0,043 +0,001(c) 0,338 + 0,005(b) 0,739 £ 0,012(a) 5,0
Extrato seco’ 0,1425 £ 0,013(b) 0,015 £ 0,005(c) 0,1565 £ 0,005(a) 6,0

*Média + desvio-padrio; Médias seguidas de mesma letra nas linhas sdo consideradas iguais pelo teste de Scott-Knott (o =
5%); Log, v/v; 2 mg 100 mL “alcool anidro; 3 mg L'l; 4 g L, ND = néo detectado; ** Brasil, 2005a.

v6
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Pelos dados da Tabela 3, observa-se que as médias das fragdes do
destilado em estudo apresentaram resultados diferenciados quanto a composi¢ao
quimica. Assim, compostos mais volateis e com maior afinidade com
alcool/agua tendem a estar presentes em maior quantidade nas primeiras fragdes
da destilagdo, principalmente na fracao “cabega”.

De acordo com os resultados, as fra¢des ‘“cabeca” e “cauda”
apresentaram quantidades inadequadas e fora dos limites estabelecidos pela
legislagdo brasileira para alguns dos componentes analisados, ndo sendo,
portanto, recomendado o seu consumo. Observa-se que a “cauda” apresentou
graduagdo alcoolica abaixo dos limites estabelecidos pelo MAPA. Para a
“cabega”, constatou-se um excesso na graduagdo alcoolica, aldeidos e alcoois
superiores.

Segundo Dias (2006) e Cardoso (2006), o processo de destilagdo ¢
importante para separar os componentes volateis (dgua, etanol, metanol, dlcoois
superiores, acido acético, ésteres, aldeidos, gas carbdnico, etc.) dos componentes
fixos ou ndo volateis, que sdo sélidos do mosto, células de leveduras, minerais,
acidos orgénicos e inorganicos. Esses compostos se destilam pela temperatura de
ebuli¢do, afinidade com alcool/agua e teor alcoodlico no vapor da destilagdo, os
quais favorecem a diferenciagdo da composi¢do quimica de cada fracao coletada
durante a destilacdo da bebida.

Yokoya (1995) acrescenta ainda que o comportamento dos compostos
secundarios na destilacdo depende das suas propriedades termodindmicas. Os
diversos compostos secunddrios no vinho podem ser agrupados em trés
categorias: compostos mais volateis que o alcool, representados por ésteres e
muitos aldeidos, sdo mais frequentes na fragdo “cabeca”; compostos menos
volateis que o alcool, representados por compostos fendlicos e muitos acidos

organicos, sao mais abundantes na fracdo “cauda”, e compostos que sdo mais
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volateis que o alcool nas solugdes alcodlicas de baixa concentragdo e menos
volateis nas solug¢des alcodlicas concentradas.

Para se obter aguardente de boa qualidade, recomenda-se a adocao da
seguinte pratica: a fragdo “cabeca” é separada quando o alcoometro marcar 80 a
85° GL; em seguida, destila o “coragdao” de 80 a 85° GL a 45° GL, originando
um produto com uma riqueza alcodlica média de 55 a 65° GL e, finalmente, a
“cauda”, sendo os produtos extremos adicionados na destilagdo posterior
(MAIA; CAMPELO, 2006 ; CARDOSO, 2006). Portanto, neste trabalho pode-
se observar uma preocupac¢do quanto aos cortes das fracdes, pois a fragdo
“coracdo” apresentou todos os pardmetros dentro da normalidade.

O acetaldeido e o acetato de etila, principais componentes dos aldeidos e
dos ésteres, respectivamente, em destilados alcoolicos, sdo soltiveis em alcool e
tétm temperaturas de ebulicdo relativamente baixos, 21°C e 77°C,
respectivamente. Isso faz com que a concentracao desses compostos seja elevada
na fragio “cabega” e no inicio da fragdo “coragdo” (LEAUTE, 1990;
CARDOSO, 2006; ANJOS, 2010). Esse fato foi constatado pelos resultados
obtidos, ja que as maiores concentracdes dessas substincias foram obtidas para a
fracdo “cabeca”.

A alta concentragdo de alcoois superiores, na fracdo “cabe¢a” (416,698
mg 100 mL™" 4lcool anidro acima do permitido), pode se explicada pelo arraste
dos mesmos por vapores hidroalcodlicos durante o processo de destilacdo
(CARDOSO, 2006). Segundo Janzantti (2004), a quantidade de alcoois
superiores em aguardentes ¢ influenciada pela composicdo do meio,
temperatura, nivel de aeracdo e, também, pela linhagem da levedura, sendo a
sintese de alcoois superiores estimulada pelo oxigénio e diretamente relacionada
com a taxa de crescimento da levedura. Além disso, Cardoso, Lima-Neto e
Franco (2003), verificando a influéncia do material do destilador na composi¢éo

quimica das aguardentes, comprovaram que o teor de alcoois superiores diminui
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na seguinte ordem, dependendo da composicdo do material empregado na
destilagdo: porcelana > ago inox > cobre > aluminio.

De acordo com Boza e Horii (1998) e Cardoso (2006), a acidez € maior
nas primeiras por¢des do destilado, diminuindo na parte intermediaria e voltando
a se elevar na metade final do “coracdo” e na “cauda”. J4 para Reche & Franco
(2009), o acido acético encontra-se em maior quantidade nas fragdes finais da
destilagdo, pois sua destilagdo inicia-se durante a destilagdo da fracdo “coragdo”,
em razdo de sua solubilidade em agua e por sua temperatura de ebulicdo ser
maior que a da agua. Esse fato corrobora com os resultados obtidos para a
avaliagdo fisico-quimica dessa frag@o, ja que as maiores concentragdes dessa
substincia foram encontradas para o destilado de “cauda” (110,216 mg 100 mL"
alcool anidro).

A expressdo dgua fraca € um sindnimo muito utilizado pelos produtores
para fracdo “cauda”, por apresentar baixo teor alcoolico. Tal sindnimo pode ser
justificado pelo resultado, 23,971 % (v/v), encontrado nesta pesquisa para
graduacdo alcoolica dessa fragdo. Segundo Vilela (2005), além da baixa
graduacdo alcodlica, essa fracdo ¢ rica em compostos indesejaveis, como ¢ o
caso da maior concentragdo de furfural, conforme pode-se observar nos dados da
Tabela 3.

Para averiguar e comparar os resultados da avaliacdo fisico-quimica das
fragdes do destilado (Tabela 3), aplicou-se a ACP. Na Figura 17 representa-se o
grafico biplot PC1 x PC2 dos loadings e scores, em que se relaciona os

parametros fisico-quimicos de cada fracdo do destilado em estudo.
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Figura 17 Grafico biplot PC1 x PC2 dos loadings e scores das fragdes “cabeca”,
“coragdo” e “cauda”, quanto aos seus parametros fisico-quimicos

A ACP mostrou que, com a primeira componente e a segunda
componente principal, foi possivel descrever 99,6% dos dados, sendo 94,85% da
variancia total descrita pela primeira componente principal. Observando-se a
Figura 17, pode constatar que as fragcdes “cabega” e “cauda” diferiram da fragdo
“coragdo” nos parametros alcoois superiores e acidez volatil, respectivamente.
Esses resultados corroboram a andlise de varidncia aplicada anteriormente
(Tabela 3), pois tais pardmetros apresentaram valores superiores, quando
comparados com a fracdo “coragdo”.

Concordando com Souza (2006) e Cardoso (2006), os destilados de

“cabeca” e “cauda” podem prejudicar o sabor e aroma da cachaga, podendo ser
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prejudicial & satde do consumidor quando incorporadas a bebida, devido a
presenca de substancia em concentragdes indesejaveis.

Os resultados das analises fisico-quimicas, obtidos para as amostras de
cachaga durante o periodo de envelhecimento em tonéis de carvalho e amburana,
estdo apresentados nas Figuras 18 a 26. Os resultados foram centrados em

médias para construcdo dos graficos.
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Figura 18 Avaliagdo da graduacdo alcodlica em fungdo do tempo de
envelhecimento da cachaga em tonéis de carvalho e amburana.
Médias seguidas de mesma letra maitscula e minuscula nas colunas
sdo consideradas iguais pelo teste de Scott-Knott (o = 5%)

Sabe-se que a diminui¢do da graduacdo alcoolica de cachagas, ao longo
do envelhecimento, ocorre por causa da perda de alcool pelos poros da madeira
do tonel e pela reacdo do etanol com outras substancias caracteristicas da bebida.
Varios parametros fisico-quimicos das cachagas tém suas concentragdes

modificadas durante o envelhecimento, devido a evaporagao parcial do etanol e
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da 4gua, sendo comuns perdas de alcool em torno de 3 a 4% ao ano
(MIRANDA; HORII; ALCARDE, 2006; PARAZZI et al., 2008; ANJOS, 2010).
Pelos resultados encontrados, pode-se observar diferenca quanto a graduagido
alcoolica nas cachacgas envelhecidas em ambas as madeiras em estudo.

Pelos resultados, ndo foi constatada uma redugdo significativa da perda
da graduag@o alcoolica das cachagas ao longo dos 12 meses de envelhecimento
nos tonéis de carvalho e amburana. Tais resultados mostram que as condigdes do
galpao estavam adequadas, quanto a fatores climaticos e fisicos, e os tonéis
utilizados foram bons recipientes de envelhecimento. Segundo Miranda, Horii e
Alcarde (2006), as perdas durante o ano dependem, além das variagdes
climaticas, de outros fatores, como a dilatagdo e contragdo da cachaga dentro do
tonel, vazamentos e expulsdo de cachaga por frestas e consequente aspiragdo de
ar por contracao no resfriamento em ocorréncias sucessivas, ¢ também do modo
de armazenamento. Miranda et al. (2008) estudaram o perfil fisico-quimico de
aguardente durante envelhecimento em tonéis de carvalho por um periodo de
390 dias de envelhecimento e ndo detectaram diferenca estatistica significativa
quanto a graduacdo alcodlica. No entanto, observaram que ha uma tendéncia de
aumento do grau alcoodlico, indicando que a evaporagdo de agua do destilado foi
maior que a de etanol durante esse periodo. Para Nicol (2003), adegas cuja
umidade ¢ muito alta favorecem a redugéo no teor alcodlico da bebida, ja adegas
nas quais a umidade € muito baixa favorecem a perda de dgua do produto.

A acidez elevada pode conferir paladar desagradavel a bebida, pois o
gosto e o aroma acidos podem se tornar muito marcantes. Verifica-se na Figura
19 que a acidez volatil apresentou diferencas significativas quanto ao tipo de
madeira utilizada no envelhecimento e a bebida envelhecida em amburana
apresentou valores acima do permitido pela legislagdo vigente. A maior acidez
encontrada na madeira amburana pode ser explicada pela reagdo de oxidacao do

etanol e por alguns compostos extraidos da madeira, os quais contribuem para a



101

formag@o de acetaldeido que, por sua vez, leva a formagdo de acido acético
(CARDOSQO, 2006). De acordo com Parazzi et al. (2008), a incorporacao de
alguns compostos da madeira, tais como 4acidos organicos nao volateis,
componentes secundarios, taninos € compostos fenolicos favorecem o aumento
da acidez em cachacas submetidas ao processo de envelhecimento. A diferenca
do teor de acidez volatil nas bebidas envelhecidas em carvalho ¢ amburana no

més 12 foi de 236,161 mg 100 mL™ alcool anidro.
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Figura 19 Avaliacdo da acidez volatil em fun¢do do tempo de envelhecimento da
cachaca em tonéis de carvalho e amburana. Médias seguidas de
mesma letra maiuscula e minuscula nas colunas s3o consideradas
iguais pelo teste de Scott-Knott (o = 5%)

Alguns dos compostos analisados podem ser formados durante o periodo
de envelhecimento da cachaga. Destacam-se os ésteres, que sd@o formados por
meio da reacdo entre os alcoois e os acidos organicos presentes na bebida. Tais

compostos, juntamente com os alcoois superiores, aldeidos e acidos, sdo
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responsaveis pela formagao do sabor e do aroma compondo, assim, o chamado
“flavour” ou “bouquet” da cacha¢a (PEREIRA et al., 2003). De acordo com
Cardoso (2006) e Miranda et al. (2008), além das reagdes de esterificagdo entre
os alcoois e 4acidos da bebida, os ésteres sdo um dos principais compostos
extraidos da madeira pelos destilados. O acetato de etila € o componente
majoritario desse grupo de substincias, sendo responsavel pelo odor agradavel
das bebidas envelhecidas (FARIA et al., 2003; CARDOSO, 2006; PARAZZI et
al., 2008).

Pelos resultados de ésteres (Figura 20), foi constatada uma significativa
variagdo em sua concentracdo ao longo do tempo de envelhecimento da cachaca
no tonel de amburana, ocorrendo um aumento expressivo de 51,241 a 101,031
mg 100 mL™" 4lcool anidro. J4 no tonel de carvalho néo foi possivel observar um
aumento significativo ao longo do periodo de envelhecimento, tendo os teores de
ésteres variado de 34,828 a 42,269 mg 100 mL™ 4lcool anidro. Anjos (2010)
avaliou teores de ésteres em cachagas envelhecidas em carvalho no periodo de
12 meses e observou um aumento expressivo, sendo esse aumento observado
principalmente a partir do sétimo més; tal resultado encontrado pelo autor nao

corroboram aos encontrados nesta pesquisa.
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Figura 20 Avaliagdo de ésteres em funcdo do tempo de envelhecimento da
cachaca em tonéis de carvalho e amburana. Médias seguidas de
mesma letra mailiscula e minuscula nas colunas sdo consideradas
iguais pelo teste de Scott-Knott (a0 = 5%)

A maior concentracdo de ésteres, presentes na cachaga envelhecida em
amburana, pode ser explicada pela alta concentracdo de acidez volatil. Segundo
Silva (2006), o aumento na concentracdo de acetato de etila ao longo do
envelhecimento de cachaca pode ser atribuido ao aumento na acidez da bebida,
havendo deslocamento do equilibrio da reagdo de esterificacdo, favorecendo a
formagao desse éster.

As concentragdes de aldeidos, encontradas neste trabalho, estdo de
acordo com a legislagio vigente, que ¢ de 30 mg 100 mL™ alcool anidro
(BRASIL, 2005a). De maneira geral, a concentracdo de aldeidos apresentou
pequena variacdo durante o periodo de andlise das bebidas, apesar de ter sido
constatada uma reducdo pouco significativa na concentracao deles ao longo do
tempo de envelhecimento. Pelos resultados, pode-se observar que nos meses 1,

3,4,5,6,8 ¢ 11 ndo houve diferencas significativas quanto ao tipo de madeira
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utilizada para o envelhecimento (Figura 21). As concentragdes variaram de
21,388 a 22,898 mg 100 mL™" &lcool anidro e 20,821 a 22,475 mg 100 mL”!
alcool anidro em carvalho e amburana, respectivamente.

As reacoes quimicas mais importantes durante a
maturagcdo/armazenamento/envelhecimento de bebidas sdo a oxidacdo (que, a
partir dos aldeidos, leva a formagdo dos acidos organicos) e a formagdo de
acetal. Os equilibrios entre acetal e aldeidos sdo particularmente importantes
para um aroma especifico, pois aldeidos frequentemente tém odor desagradavel
e pungente, enquanto os acetais sdo agradaveis e frutados (PIGGOT; CONNER,
2003; MIRANDA et al., 2008; ANJOS, 2010).

Aldeido (mg 100 mL"!' dlcool anidro)
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Figura 21 Avaliagdo de aldeidos em fungdo do tempo de envelhecimento da
cachaga em tonéis de carvalho e amburana. Médias seguidas de
mesma letra maiuscula e minuscula nas colunas sdo consideradas
iguais pelo teste de Scott-Knott (o = 5%)
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Na Figura 22 estdo representados os resultados de alcoois superiores das
amostras envelhecidas nos tonéis de carvalho e amburana. De acordo com os
resultados, todas as amostras apresentaram quantidades desejaveis de alcoois
superiores; para a legislacdo, a quantidade méxima para esses compostos ¢ de
360 mg 100 mL™ de 4lcool anidro (BRASIL, 2005a). Sdo compostos formados
durante o processo oxidativo ou sdo provenientes das transformacdes dos
aminoacidos durante o processo de fermentacdo, devido a baixa atividade das
leveduras, as altas temperaturas ¢ ao baixo pH do mosto. Esses compostos,
juntamente com os ésteres, sdo responsaveis pelo flavour da cachaga (VILELA
et al., 2007). A baixa concentrag@o de alcoois superiores pode estar relacionada
com os cuidados no corte da cana, assim como no tempo de espera para a
moagem e fermentagdo. Ao longo do tempo de envelhecimento, pode-se
observar uma variagdo dos alcoois superiores; a partir do més 9, a quantidade

deles ndo se diferiu quanto a madeira utilizada.

370-
360+ -- -- -- -- -- e
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Figura 22 Avaliagdo de alcoois superiores em funcdo do tempo de
envelhecimento da cachaca em tonéis de carvalho ¢ amburana.
Médias seguidas de mesma letra maitscula e minuscula nas colunas
s@o consideradas iguais pelo teste de Scott-Knott (o = 5%)
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A partir do més 11, a quantidade de alcoois superiores na bebida
envelhecida em amburana apresentou diferenca quando comparada com a bebida
envelhecida em carvalho. Tal fato pode ser explicado pela hidrolise de ésteres,
visto que a cachaca envelhecida em amburana apresentou valores mais elevados
de ésteres; os principais ésteres encontrados sdo ésteres de dlcoois superiores, 0
que acarreta esse processo inverso (PARAZZI et al., 2008).

Um problema comum que preocupa os produtores de cachaca do Estado
de Minas Gerais ¢ 0 excesso de cobre nas bebidas. A presenga desse metal se
deve principalmente a dissolugdo do carbonato basico de cobre [Cu,(OH),CO;]
presente nas paredes internas do alambique, pelos vapores acidos da bebida. A
contamina¢do pode ser evitada fazendo uma cuidadosa higienizacdo dos
alambiques nas safras e entressafras, utilizando-se dgua e limdo na primeira
destilacdo ou utilizando filtros com adsorventes, como o carvao ativado ¢ as
resinas de troca idnica (LIMA et al., 2006; 2009).

Apesar dessa preocupacdo, as amostras analisadas apresentaram valores

abaixo do limite estabelecido pela legislagdo, que é de 5 mg L' (Figura 23).
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Figura 23 Avaliagdo de cobre em funcdo do tempo de envelhecimento da
cachaga em tonéis de carvalho e amburana. Médias seguidas de
mesma letra maiuscula e mindscula nas colunas sdo consideradas
iguais pelo teste de Scott-Knott (o = 5%)

Cavalheiro et al. (2003) mostraram que o envelhecimento pode reduzir
significativamente o teor desse metal na bebida, representando uma possivel
alternativa para o controle do excesso desse contaminante na cachaca, fato que
ndo corroboram aos resultados encontrados nesta pesquisa. Uma provavel
explicacdo para a ocorréncia desse fato seria a possibilidade de interacdo dos
ions cobre com compostos presentes nas madeiras utilizadas para o
envelhecimento da bebida (SANTIAGO et al., 2012).

Os teores de metanol (Figura 24) obtidos nas cachacas ndo ul-
trapassaram o limite permitido pela legislagio, que ¢ de 20,0 mg 100 mL™" de
alcool anidro (BRASIL, 2005a). Esses resultados sdo condizentes com aqueles
apresentados por Santiago et al. (2012), que avaliaram os parametros exigidos

pela legislacdo em cachacgas artesanais envelhecidas da regido do sul de Minas
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Gerais; assim, observaram que o metanol encontrava-se dentro dos limites

estabelecidos, variando de nao detectado a 11,341 mg L
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Figura 24 Avaliacdo de metanol em funcdo do tempo de envelhecimento da
cachaca em tonéis de carvalho e amburana. Médias seguidas de
mesma letra maiuscula e minuscula nas colunas s3o consideradas
iguais pelo teste de Scott-Knott (o = 5%)

A presenga do metanol ¢ indesejavel na cachaga, devido as
caracteristicas de toxicidade, mesmo em baixas concentragdes. A origem desse
alcool esta associada a presenca de bagacilhos no processo fermentativo, uma
vez que ocorrera a degradagdo da pectina presente na cana-de-acUcar
(CARDOSO, 2006).

Nos meses 10, 11 e 12, a quantidade de metanol ndo se diferiu
estatisticamente quanto a madeira utilizada para o envelhecimento. Ao longo do
periodo de envelhecimento, pode-se notar um aumento gradativo de metanol. A

explicacdo para esse fato esta relacionada a degradagdo de macromoléculas da
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madeira (como a lignina), as quais apresentam diversos grupos metilicos em sua
estrutura, podendo ser liberados para a bebida durante o processo de
envelhecimento. Além disso, o tratamento térmico da madeira promove a
liberagdo de substancias, nas quais o metanol pode estar associado, como ¢ o
caso do acido pirolenhoso (uma mistura de 4dgua, metanol, acetona, acido
acétido, entre outros), que é obtido da madeira quando ela é submetida a uma
temperatura de 250°C, levando, entdo, a contaminagdo da bebida por esse
contaminante (SILVA, 2006; ANJOS, 2010).

O furfural ¢ um composto que ndo deve estar presente na cachaga, por
ser considerado nocivo a saude. A Figura 25 representa o resultado encontrado
para furfural nas cachagas envelhecidas. Pelos resultados, todas as amostras
apresentaram valores aceitaveis pela legislacdo para esse composto, em que o
limite maximo é de 5 mg 100 mL™" 4lcool anidro. De acordo com os dados da
Figura 25, observa-se que ele apresentou um aumento significativo durante o
envelhecimento em ambas as madeiras. A presenca desse composto na bebida ¢é

indesejavel devido a toxicidade que apresenta ao organismo humano.
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Figura 25 Avalia¢do de furfural em funcdo do tempo de envelhecimento da
cachaga em tonéis de carvalho e amburana. Médias seguidas de
mesma letra maitscula e mintscula nas colunas sdo consideradas
iguais pelo teste de Scott-Knott (o = 5%)

A concentragdo de furfural variou de 0,401 a 0,622 mg 100 mL™" 4lcool
anidro no envelhecimento em carvalho e 0,421 a 0,677 mg mL™" 4lcool anidro
em tonel de amburana. O furfural ¢ formado durante a destilagdo do vinho, mas
no envelhecimento, sua concentracdo aumenta devido a degradacdo de pentoses
e seus polimeros (hemicelulose) da madeira do tonel (PEREIRA et al., 2003;
MIRANDA; HORRI; ALCARDE, 2006; MIRANDA et al., 2008). Santiago et
al. (2012) avaliaram a presenca de furfural em cachagas de alambique
envelhecidas, encontrando concentragdes de 2,47; 1,07 ¢ 0,56 mg 100 mL™"!
alcool anidro em cachagas envelhecidas em tonel de carvalho (96 meses),
carvalho (8 meses) e amburana (4 meses), respectivamente. A diferenga dessas

concentragdes, em relagdo as encontradas nesta pesquisa, pode ser explicada
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pelo tempo de envelhecimento; quanto maior o tempo de envelhecimento, maior
a extragdo dos compostos da madeira.

Quanto ao extrato seco, ainda ndo ha limites estabelecidos na legislagao.
Neste estudo, os extratos secos das amostras de cachaga (Figura 26) variaram de
0,066 20,193 g L' ede0,308 a 1,226 g L' nas cachacgas envelhecidas em tonéis
de carvalho e amburana, respectivamente.

De acordo com Dias, Maia e Neslon (1998) ¢ Mori et al. (2003), quanto
maior o tempo de estocagem, maior a extragdo direta dos componentes da
madeira, aumentando, consequentemente, o teor de extrato seco. Tal teoria pode
ser observada neste estudo, pois a concentragdo de extrato seco aumentou com o
aumento do tempo de envelhecimento. Miranda et al. (2008) explicam que esse
aumento ocorre pela degradacdo da lignina pelo etanol em compostos
aromaticos, levando a incorporacdo deles a bebida. Acredita-se que esses
compostos aromaticos s3o os taninos e os compostos fenolicos, que representam
at¢ 40% (MENDES; MORI; TRUGILHO, 2009). Assim, espera-se que a
evolugdo do extrato seco na bebida seja proporcional a extragdo de compostos

fenodlicos e, consequentemente, & intensidade da sua cor.
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Figura 26 Avaliagdo de extrato seco em func¢do do tempo de envelhecimento da
cachaga em tonéis de carvalho e amburana. Médias seguidas de
mesma letra maiuscula e minuscula nas colunas sdo consideradas
iguais pelo teste de Scott-Knott (o = 5%)

Como nas fra¢des dos destilados, a ACP foi aplicada nos pardmetros
fisico-quimicos das amostras envelhecidas em tonéis de carvalho e amburana.
Sua utilizagdo foi para compreender melhor a distingdo das amostras de
cachacas quanto ao tempo de envelhecimento e ao tipo de madeira utilizada. Na
Figura 27 representa-se o grafico biplot PC1 x PC2 dos loadings e scores, no

qual se relacionam os pardmetros fisico-quimicos das cachacas envelhecidas.
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Figura 27 Grafico biplot PC1 x PC2 dos loadings e scores das cachagas
envelhecidas em tonéis de carvalho e amburana, quanto aos seus
parametros fisico-quimicos

Pelos resultados da Figura 27, a ACP mostrou que, com a primeira ¢ a
segunda componente principal, foi possivel descrever 84,39% dos dados, sendo
52,98% da variancia total descritos pela primeira componente principal. Pela
analise aplicada, pode-se constatar que as amostras se diferiram totalmente
quando comparadas com o tipo de madeira utilizada no estudo. As amostras
envelhecidas em tonel de carvalho (C1 a C12, em que o numero representa o
més de envelhecimento) diferiram-se principalmente nos parametros aldeido,

furfural e alcoois superiores, enquanto as amostras em tonel de amburana (Al a
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Al2, em que o numero representa o més de envelhecimento) diferiram-se nos

parametros cobre, ésteres, extrato seco e acidez volatil.
4.2 Compostos fendlicos totais e intensidade da cor
Os resultados obtidos para o acompanhamento da composicdo fenodlica

total das cachagas envelhecidas em tonéis de carvalho e amburana estdo

apresentados na Figura 28.
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Figura 28 Evolucdo da composicdo fendlica total durante o periodo de
envelhecimento das cachagas

Pelos dos resultados obtidos, foi possivel constatar um aumento
progressivo, em ambas as madeiras, na composicdo fendlica total ao longo do
periodo de envelhecimento das cachagas. As composi¢des fenolicas totais nas

madeiras carvalho e amburana variaram de 7,04 a 17,46 mg L'e39,55a 108,96
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mg L™, respectivamente. Portanto, pode-se observar uma evolugdo fendlica (em
vezes) de 2,48 na madeira carvalho e 2,45 na amburana.

Alguns fatores podem ser determinantes na extragao de compostos da
madeira ao longo do periodo de envelhecimento da bebida, como tamanho e pré-
tratamento do barril, condigdes ambientais, tempo de envelhecimento e teor
alcoolico da bebida, tornando diferenciadas a quantidade ¢ a composi¢dao de
compostos fendlicos extraidos da madeira durante o processo de envelhecimento
da bebida (MIRANDA; HORII; ALCARDE, 2006).

Foi realizada também a avaliacdo da intensidade da cor nas cachagas
envelhecidas nos tonéis em estudo (Figura 29), para melhor validar os
resultados. Assim como na avaliagdo da composi¢ao fenolica total, verificou-se
um aumento progressivo durante o periodo de envelhecimento da bebida nos
respectivos tonéis de madeira, sendo possivel observar a evolugdo da coloragdo
amarelo-clara para carvalho e um amarelo mais intenso para amburana, ao longo
do periodo de envelhecimento. De acordo com Miranda et al. (2008), os
principais responsaveis pelo progressivo escurecimento ou intensificagdo da cor
amarelo-alaranjada em bebidas sob maturagdo em madeiras sdo os taninos e seus

produtos de oxidagao.
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Figura 29 Evolugdo da intensidade da cor em fung¢do do tempo de
envelhecimento

Com o intuito de averiguar alguma relacdo entre os parametros, foi
aplicado o teste de correlagdo linear (p) entre os pardmetros extrato seco,
compostos fenodlicos totais ¢ intensidade de cor nas amostras envelhecidas em
cada tipo de madeira em estudo (Tabelas 4 ¢ 5).

Segundo Callegari-Jacques (2003), o coeficiente de correlacdo pode ser
avaliado qualitativamente da seguinte forma: se 0 < p <0,3 (ha fraca correlagio);
se 0,3 < p <0,6 (ha moderada correlacao); se 0,6 < p <0,9 (ha forte correlagdo) e
se 0,90 < p <1,0 (ha correlagdo muito forte).

De acordo com os resultados das Tabelas 4 e 5, foi possivel constatar
uma correlagdo linear positiva muito forte entre os pardmetros compostos
fenolicos totais, extrato seco e a intensidade da cor nas amostras envelhecidas
em tonel de amburana (p = 0,991 a 1,000) e uma correlagdo forte para as
envelhecidas em tonel de carvalho (p = 0,865 a 1,000). Pelos resultados,
verifica-se que as variagdes ocorridas no aumento de um dos parametros acarreta

um aumento em outro, ao longo do envelhecimento da bebida.



117

Tabela 4 Coeficientes de correlagdo entre o extrato seco, compostos fenolicos
totais e intensidade da cor nas amostras envelhecidas no tonel de

carvalho.
Compostos Intensidade da
Parametros Extrato seco
fenolicos totais cor
Extrato seco 1,000 0,926 0,865
Compostos
) ) 0,926 1,000 0,987
fendlicos totais
Intensidade da
0,865 0,987 1,000

cor

Tabela 5 Coeficientes de correlagdo entre o extrato seco, compostos fendlicos
totais e intensidade da cor nas amostras envelhecidas no tonel de

amburana.
Compostos Intensidade da
Parametros Extrato seco
fenolicos totais cor
Extrato seco 1,000 0,986 0,991
Compostos
) ) 0,996 1,000 0,996
fenolicos totais
Intensidade da
0,991 0,996 1,000

cor
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4.3 Analises cromatograficas
4.3.1 Compostos fendlicos

A Figura 31 ilustra o cromatograma da solucdo-padrio dos 12
compostos fendlicos por detecgdo espectrofotométrica, obtido apds injegdo de 20

pL no HPLC. Pode-se observar que os compostos em analise foram bem

separados nas condig¢des cromatograficas empregadas.
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Figura 30 Cromatograma da solugdo-padrio de compostos fendlicos, com
deteccdo espectrofotométrica. Identificacdo dos picos: (1) acido
galico; (2) catequina; (3) acido vanilico; (4) fenol; (5) acido
siringico; (6) vanilina; (7) siringaldeido; (8) acido p-cumarico; (9)
acido sinapico; (10) cumarina; (11) 4-metilumbeliferona e (12) acido
0-cumarico. Concentragdo de cada padrdo: 1,161 x 10 mol L™
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Os tempos médios de reteng@o obtidos para cada composto analisado
foram acido galico (8,754 + 0,433 min), catequina (23,961 + 0,107 min), acido
vanilico (29,021 + 0,119 min), fenol (29,607 + 0,457 min), acido siringico
(31,571 £ 0,105 min), vanilina (32,647 + 0,104 min), siringaldeido (34,721 +
0,135 min), acido p-cumarico (38,085 + 0,349 min), acido sinapico (40,743 +
0,212 min), cumarina (42,294 £ 0,962 min), 4-metilumbeliferona (46,843 =+
0,126 min) e acido 0-cumarico (49,501 + 0,128 min). Os valores encontrados
para tempo de retengdo corroboram com os encontrados por Anjos et al.
(2011b). No final da corrida, constatou-se uma elevagdo da linha base, que pode
ser explicada pela presenga de oligdmeros e polimeros. Na literatura, trabalhos
que correlacionam teor de fenois com a utilizagdo de cromatografia liquida de
fase reversa relatam que a presenca de muitos dos oligdbmeros e polimeros da
flavan-3-ol implicam somente alteracdes na linha base dos cromatogramas

(KAMEYAMA et al., 1997; QUIDEAU et al., 2005).

4.3.1.1 Certificacio do método analitico para compostos fenolicos

Os parametros avaliados na validagdo do método proposto foram
seletividade, linearidade, limites de detecgdo, limite de quantificagdo e exatidao
(expressa em recuperacao).

A seletividade dos métodos empregados foi realizada com o
procedimento de comparacdo da matriz isenta das substancias de interesse
(compostos fendlicos) e a matriz adicionada com os padrdes dos analitos (Figura
32). Pode-se observar pelo cromatograma uma seletividade positiva, pois ele

apresentou uma boa separagdo dos compostos analisados.



120

Cachaga nova 12
. Cachaga nova fortificada

Tempo (minutos)

Figura 31 Cromatograma da cachaga nova e da cachaga nova fortificada com os
padrdes de compostos fenélicos numa concentragio de 1,04 x 107
mol L. Identificagdo dos picos: (1) 4cido galico; (2) catequina; (3)
acido vanilico; (4) fenol; (5) acido siringico; (6) vanilina; (7)
siringaldeido; (8) &cido p-cumarico; (9) acido sinapico; (10)
cumarina; (11) 4-metilumbeliferona; (12) acido 0-cumarico

Foram obtidos coeficientes de correlagdo que variaram de 0,9994 a
0,9999, mostrando a forte correlacdo linear entre a concentragdo dos compostos
analisados e as areas dos picos, com valores acima de 0,99 para o coeficiente de
correlagdo, conforme recomendado na literatura (SNYDER; KIRKLAND;
GLAJCH, 1997, HARRIS, 2008). Os coeficientes de correlagdo, limites de
detec¢do e quantificacdo obtidos para o método analitico empregado estdo

apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 Parametros, coeficientes de correlagio (1°) das curvas analiticas, limites
de deteccao (LD) e quantificacao (LQ)*.

) LD LQ

Compostos b a r (mg L) (mg L)
Acido galico 68463,23 -3035,01  0,9998 0,044 0,146
Catequina 16893,41 -671,57 0,9999 0,057 0,190
Acido vanilico 44512,01 -1041,40  0,9995 0,035 0,116
Fenol 12042,23 -403,83 0,9994 0,032 0,107
Acido siringico 74757,71 -1607,86  0,9997 0,035 0,117
Vanilina 96068,54 -2649,16  0,9996 0,027 0,091
Siringaldeido 49814,62 -2113,48 00,9998 0,034 0,116
Acido p-cumarico 116451,88 -1282,22  0,9994 0,025 0,084
Acido sinapico 31456,89 -2638,53  0,9996 0,046 0,155
Cumarina 108863,21 -2863,04  0,9998 0,026 0,087
4-metilumbeliferona 32840,07 1089,44 0,9996 0,043 0,147
Acido o-cumarico 149391,38 -3430,66  0,9997 0,033 0,113

*Regressao linear: y =bx + a

Os limites de deteccdo e quantificagdo encontrados para os compostos

fenolicos variaram de 0,025 a 0,057 mg L' e de 0,084 a 0,190 mg L,

respectivamente. Os valores obtidos apresentaram-se inferiores aos encontrados

por Aquino et al. (2006b) e Santiago et al. (2012) e préximos aos encontrados

por Anjos et al. (2011b) e Zacaroni et al. (2011b). Anjos et al. (2011b)

encontraram valores que variaram 0,016 a 0,131 mg L' ede0,05520,437 mg L

! para limite de detecgdo e quantificagio, respectivamente. Santiago et al. (2012)

encontraram para os limites de deteccdo e quantificacdo valores que variaram

0,031 20,168 mg L'e0,104a 0,677 mg L respectivamente. Portanto, pode-se
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observar, com os resultados encontrados, uma boa sensibilidade do método para
a analise dos compostos fendlicos em cachaca envelhecida em tonel de madeira.
As diferencas encontradas nesses pardmetros podem ser provenientes de
diferencas nas condigdes cromatograficas, como na aparelhagem e/ou
metodologias adotadas para a quantificacdo dos compostos (RIBANI et al.,
2004; COLLINS; BRAGA; BONATO, 2007).

A exatiddo do método analitico foi avaliada por meio de ensaios de
recuperacdo, em que a concentragdo dos compostos fenolicos foi calculada pelo
aumento das areas dos picos, obtida apos a adi¢cdo de uma quantidade conhecida
dos padroes a 3 amostras escolhidas aleatoriamente (ANJOS et al., 2011b). Os
resultados referentes a porcentagem de recuperagdo estdo apresentados na

Tabela 7.
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Tabela 7 Resultados de exatiddo (expressos em recupera¢do) dos compostos
fenodlicos nas amostras de cachacga envelhecidas.

Concentragio (mg L™)* Recuperagio CV#**
OIS i 6T Amostra Adicionado Encontrado (%) (%)
0,213 0,272 0,440 91
0,213 0,686 0,774 86 0,78
0,213 1,088 1,209 93
0,720 0,272 0,971 98
Acido glico 0,720 0,686 1,277 91 0,49
0,720 1,088 1,710 94
0,326 0,272 0,574 96
0,326 0,686 0,894 88 0,35
0,326 1,088 1,313 93
Média** 92 0,54
<LQ 0,464 0,470 84
<LQ 1,161 1,256 81 3,53
<LQ 1,857 1,952 85
<LQ 0,464 0,451 75
Catequina <LQ 1,161 1,091 84 1,28
<LQ 1,857 1,625 82
<LQ 0,464 0,425 76
<LQ 1,161 1,012 81 1,30
<LQ 1,857 1,680 86
Meédia** 82 2,03
<LQ 0,269 0,331 104
<LQ 0,672 0,670 93 1,74
<LQ 1,076 1,037 92
<LQ 0,269 0,379 100
At it <LQ 0,672 0,680 88 1,95
<LQ 1,076 1,083 91
1,095 0,269 1,339 98
1,095 0,672 1,684 95 1,95
1,095 1,076 2,036 94
Média** 95 1,84

*ND = nfo detectado; <LD = menor que o limite de detec¢do; <LQ = menor que o limite de
quantificagdo. **Media e CV = coeficiente de variagdo (n = 27). ...continua...



124

Tabela 7, continuagao

Concentragio (mg L™)* Recuperagio CV#**
CCnPOE ST HEDS Amostra Adicionado Encontrado (%) (%)
ND 0,150 0,128 85
ND 0,376 0,350 93 4,33
ND 0,602 0,495 82
ND 0,150 0,139 92
ND 0,376 0,301 81 1,79
Fenol ND 0,602 0,606 100
0,112 0,150 0,249 95
0,112 0,376 0,456 94 1,80
0,112 0,602 0,617 87
Média** 90 2,64
<LQ 0,317 0,382 96
<LQ 0,792 0,788 90 2,19
<LQ 1,268 1,247 92
0,346 0,317 0,621 94
Acido siringico 0,346 0,792 1,039 91 7,87
0,346 1,268 1,376 86
0,869 0,317 1,126 95
0,869 0,792 1,502 90 0,84
0,869 1,268 1,982 93
Média** 92 3,63
<LQ 0,243 0,296 96
<LQ 0,600 0,621 93 1,30
<LQ 0,973 0,984 95
0,201 0,243 0,420 95
Vanilina 0,201 0,600 0,768 96 2,40
0,201 0,973 1,113 95
0,098 0,243 0,326 95
0,098 0,600 0,704 101 1,32
0,098 0,973 1,078 101
Média** 96 1,67

*ND = ndo detectado; <LD = menor que o limite de detec¢do; <LQ = menor que o limite de
quantificagdo. **Media e CV = coeficiente de variagdo (n = 27). ...continua...
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Tabela 7, continuagao

Concentragio (mg L™)* Recuperagio CV#**
CCnPOE ST HEDS Amostra Adicionado Encontrado (%) (%)
0,118 0,291 0,362 89
0,118 0,728 0,721 85 3,13
0,118 1,165 1,198 93
0,346 0,291 0,593 93
Siringaldeido 0,346 0,728 0,976 91 1,14
0,346 1,165 1,415 94
0,805 0,291 1,072 98
0,805 0,728 1,418 92 1,17
0,805 1,165 1,946 99
Média** 93 1,81
<LQ 0,262 0,273 97
<LQ 0,656 0,638 95 1,38
<LQ 1,049 1,016 95
<LQ 0,262 0,271 87
Acido p-cumérico <LQ 0,656 0,685 97 2,59
<LQ 1,049 1,054 96
0,119 0,262 0,347 91
0,119 0,656 0,706 91 3,04
0,119 1,049 1,158 99
Média** 94 2,33
<LQ 0,358 0,412 88
<LQ 0,896 0,980 98 2,19
<LQ 1,434 1,423 93
0,157 0,358 0,440 85
Acido sinépico 0,157 0,896 1,012 96 7,87
0,157 1,434 1,513 95
0,255 0,358 0,488 89
0,255 0,896 0,924 80 0,84
0,255 1,434 1,536 91
Média** 91 3,63

*ND = nfo detectado; <LD = menor que o limite de detec¢do; <LQ = menor que o limite de
quantificagdo. **Media e CV = coeficiente de variagdo (n = 27). ...continua...
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Tabela 7, continuagao

Concentragio (mg L™)* Recuperagio CV#**
Compostos fendlicos Amostra Adicionado Encontrado (%) (%)
<LQ 0,233 0,302 109
<LQ 0,584 0,618 99 1,80
<LQ 0,935 0,945 97
<LQ 0,233 0,304 102
PR <LQ 0,584 0,601 93 2,30
<LQ 0,935 0,943 94
<LQ 0,233 0,264 95
<LQ 0,584 0,510 81 3,08
<LQ 0,935 0,858 88
Média** 95 2,39
ND 0,281 0,295 105
ND 0,704 0,678 96 2,36
ND 1,127 1,150 102
ND 0,281 0,310 110
4-metilumbeliferona ND L s H —
ND 1,127 1,211 107
<LQ 0,281 0,265 77
<LQ 0,704 0,604 78 2,87
<LQ 1,127 0,953 80
Média** 96 2,68
<LQ 0,262 0,239 81
<LQ 0,656 0,540 78 3,85
<LQ 1,049 0,962 88
<LQ 0,262 0,274 86
. <LQ 0,656 0,602 84 2,21
Acido 0-cumarico
<LQ 1,049 0,973 88
<LQ 0,262 0,276 82
<LQ 0,656 0,646 89 1,37
<LQ 1,049 1,053 94
Média** 86 2,47

*ND = nfo detectado; <LD = menor que o limite de detec¢do; <LQ = menor que o limite de
quantificagdo. **Media e CV = coeficiente de variagdo (n = 27).
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De acordo com Ribani et al. (2004) e Collins, Braga, Bonato (2007), os
valores aceitdveis de recuperagdo para analise estdo entre 70 e 120%, com
precisdo de até + 20%. Porém, dependendo da complexidade analitica e da
amostra, esse valor pode ser de 50 a 120%, com precisdo de até = 15%. Assim,
pelos resultados encontrados nesta pesquisa quanto aos valores de recuperagao
para os 12 compostos fendlicos estudados, constata-se que o método aplicado
apresentou boa recuperagdo para os mesmos. Os valores médios variaram de 82
a 96%, sendo os valores individuais para o acido galico (92%), catequina (82%),
acido vanilico (95%), fenol (90%), 4acido siringico (92%), vanilina (96%),
siringaldeido (93%), acido p-cumarico (94%), acido sinapico (91%), cumarina
(95%), 4-metilumbeliferona (96%) e, acido 0-cumarico (86%). Foram relatados
na literatura trabalhos com valores de recuperacdo proximos ao encontrado nesta
pesquisa, como o trabalho de Aquino et al. (2006b), Anjos et al (2011b) e
Zacaroni et al. (2011b).

4.3.1.2 Quantificacdo dos compostos fendlicos nas amostras envelhecidas em
tonéis de carvalho e amburana

Os resultados obtidos para a quantificacdo dos 12 compostos fenolicos
ao longo do periodo de envelhecimento da cachaga em tonéis de carvalho e

amburana estdo apresentados nas Tabelas 8 e 9, respectivamente.



Tabela 8 Concentragdo dos 12 compostos fendlicos (mg L) ao longo do periodo de envelhecimento da cachaga em tonel

de carvalho.
Tempo de
envelhecimento
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Somatério
(meses)
Compostos
. 0213+ 0,269+ 0317+ 0367+ 0417+ 0477+ 0,522+ 0,567+ 0,606+ 0,652+ 0,691+ 0,720+
Acido galico ND 5,341
0,001 0,003 0,003 0,004 0,001 0,003 0,004 0,001 0,001 0,007 0,003 0,003
Catequina ND <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ -
Acido vanilico ND <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ .
Fenol ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND -
. 0,138+ 0,169+ 0,190+ 0,221+ 0245+ 0,272+ 0,294+ 0315+ 0,332+ 0,346+
Acido siringico ND <LQ <LQ 2,522
0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,003 0,001 0,001 0,001 0,009
- 0,097+ 0,113+ 0,119+ 0,134+ 0,142+ 0,153+ 0,158+ 0,174+ 0,194+ 0,201 +
Vanilina ND <LQ <LQ 1,485
0,001 0,001 0,006 0,002 0,003 0,001 0,001 0,007 0,002 0,004
0,118+ 0,135+ 0,177+ 0210+ 0231+ 0250+ 0,279+ 0,301+ 0,323+ 0,334+ 0,346+
Siringaldeido ND <LQ 2,704
0,002 0,002 0,005 0,006 0,004 0,001 0,002 0,001 0,001 0,001 0,012
Acido p- ND Lo Lo Lo L0 L0 L0 L0 L0 . 0,045+ 0,048 + Lo 0.093
< < < < < < < < < < X
cumarico 0,003 0,009
Acido sinapi ND LQ LQ LQ LQ LQ LQ LQ LQ LQ LIRS LR G 0,471
cido sinapico < < < < < < < < < 4
P 0,003 0,009 0,015
Cumarina ND <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
*ND = nio detectado; <LD = menor que limite de detecgdo; <LQ = menor que limite de quantificago.

8¢C1



Tabela 8, continuagio
Tempo de

envelhecimento

10 11 12
(meses)
Compostos
4-
ND ND

Somatorio

ND ND
metilumbeliferona

ND ND

ND ND ND ND ND ND ND -
Acido 0-cumdrico  ND <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Somatorio dos

compostos ND 0331 0404 0552 0826 0936
fendlicos (em

cada més)

<LQ <LQ

1,063 1,159

1,271 1,359 1,666
*ND = ndo detectado; <LD = menor que limite de detec¢do; <LQ = menor que limite de quantificagao.

1,747 1,770

6¢Cl



Tabela 9 Concentragdo dos 12 compostos fendlicos (mg L) ao longo do periodo de envelhecimento da cachaga em tonel
de amburana.

Tempo de
envelhecimento
(1} 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Somatério
(meses)

Compostos

. 0326+ 0405+ 0,510+ 0,646+ 0,829+ 1,007+ 1,188+ 1,372+ 1,528+ 1,661+ 1,757+ 1,865+
Acido galico ND 13,094
0,006 0,004 0,006 0,006 0,002 0,008 0,004 0,005 0,002  0,008**  0,002**  0,005**

c . ND L9 Lo Lo Lo LQ LQ 0,209+ 0,217+ 0,231+ 0,229+ 0,230+ 0,244+ 1360
atequina < < < < < < ,
d 0,010 0,004 0,003 0,003 0,010 0,010

, 1,095+ 2,975+ 4,089+ 4,741+ 5451+ 6,101+ 6,574+ 7,111+ 7512+ 7857+ 8,023+ 8355+
Acido vanilico  ND 69,884
0,009**  0,006**  0,004** 0,007** 0,050** 0,009** 0,046** 0,068** 0,028** 0,023**  0,002** 0,032%*

Fenol ND 0,112+ 0226+ 0255+ 0333+ 0389+ 0451+ 0470+ 0462+ 0493+ 0489+ 0550+ 0,785+ 5015
eno ,
0,004 0,003 0,012 0,001 0,014 0,002 0,015 0,001 0,003 0,013 0,034 0,078

. 0869+ 0,789+ 0,790+ 0846+ 0921+ 0,988+ 1,042+ 1,092+ 1,118+ 1,135+ 1,159+ 1,254+
Acido siringico  ND 12,003
0,011 0,002 0,002 0,001 0,007 0,016 0,001 0,001 0,006 0,006 0,013 0,005

0,098+ 0,090+ 0,084+ 0,081+ 0,103+ 0,113+ 0,125+ 0,140+ 0,147+ 0,155+ 0,157+ 0,156+
Vanilina ND 1,449
0,001 0,006 0,003 0,001 0,003 0,002 0,002 0,005 0,001 0,001 0,001 0,004

o 0,805+ 0,744+ 0,806+ 0,927+ 1,092+ 1,304+ 1,490+ 1,667+ 1,799+ 1,957+ 2,024+ 2226+
Siringaldeido ND 16,841

0,004 0,002 0,005 0,005 0,002 0,006 0,018 0,015 0,040  0,003**  0,020%*  0,002**

Acido p- 0,119+ 0,147+ 0,166+ 0,183+ 0350+ 0,393+ 0433+ 0470+ 0,508+ 0,525+ 0,556+ 0,601 +

ND 4,451
cumarico 0,007 0,001 0,001 0,023 0,001 0,003 0,001 0,004 0,001 0,005 0,006 0,003

*ND = néo detectado, <LD = menor que limite de detecgdo, <LQ = menor que limite de quantificagdo; ** Amostra diluida (10 vezes) em alcool etilico 40% para quantificagdo.

0¢I



Tabela 9 continuagio

Tempo de
envelhecimento
(1] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Somatorio
(meses)
Compostos
0,255 0,881 0,947
) 0,634+ 1,088+ 1206+ 1262+ 1384+ 1498+ 1,806+ 1,761+ 2,577+
Acido sinapico ND + + + 15,299
0,004 0,015 0040 0,036 0029 0034 0,026 0050  0,040%*
0,001 0,003 0,052
Cumarina ND <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ -
0254 0334
4- 0,503+ 0511+ 0,707+ 1,076+ 1263+ 1363+ 1,566+ 1,727+
. . ND <LQ <LQ = e 9,304
metilumbeliferona 0,005 0019 0,059 0010 0002 0,025 0,020 0,018
0,015 0,012
0,167 0,172
- 0,145 + 0,173+ 0,180+ 0,185+ 0203+ 0229+ 0238+ 0267+ 0256+
Acido 0-cumarico ND <LQ + + 2,215
0,015 0,001 0,007 0,006 0,003 0010 0008 0,002 0,017
0,003 0,006
Somatorio dos
°;’e‘;‘§l‘i’zf)‘;s ND 3679 6155 8002 9210 10,899 12,324 13,685 15194 16326 17,415 18,050 20,049 -

(em cada més)

*ND = nio detectado; <LD = menor que limite de detecgio; <LQ = menor que limite de quantificacao.

1€l
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Pelos resultados obtidos em ambas as madeiras, foi possivel constatar a
evolucdo na concentracdo dos compostos analisados ao longo do periodo de
envelhecimento da cachaga, sendo avaliado pelo aumento progressivo na
concentragdo de cada composto fendlico analisado. Essa evolugdo pode ser
observada por meio do somatdrio da concentracdo dos compostos fenolicos, que
apresentou valores que variaram de 0,331 a 1,770 mg L' (para a cachaga com 1
a 12 meses de envelhecimento em tonel de carvalho) e 3,679 a 20,049 mg L!
(para a cachaga com 1 a 12 meses de envelhecimento em tonel de amburana).
Pelos resultados, ficou evidente que a cachaga envelhecida em tonel de
amburana apresentou uma maior concentragdo fendlica. Essa maior
concentragdo pode ser explicada pelas diferencas morfoldgicas, tempo de uso e
pré-tratamento do tonel de cada madeira utilizada (CARDOSO, 2006;
MIRANDA; HORII; ALCARDE, 2006).

Na cachaga envelhecida em tonel de carvalho, foi observada a
predominédncia de acido galico, acido siringico e siringaldeido, resultado que
corroboram aos encontrados por Anjos et al. (2011b) e Zacaroni et al. (2011b).
Ja na cachaga envelhecida em tonel amburana, foi constatada a predominancia
de acido galico, acido vanilico, siringaldeido e acido sinapico. Tal resultado
difere-se do encontrado por Santiago et al. (2012), que ao avaliarem uma
cachaga armazenada em tonel de amburana por 4 meses, encontraram como
compostos majoritarios catequina, siringaldeido e 4-metilumberiferona.

Além das Tabelas 8 ¢ 9, a diferenca da composigdo fendlica pode ser
constatada pelos cromatogramas (Figuras 33 e 34) da cachaga envelhecida em

tonéis de carvalho e amburana.
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Figura 32 Cromatograma da cachaga envelhecida no primeiro e décimo segundo
més em tonel de carvalho. Identificacdo dos picos: (1) acido galico;
(2) catequina; (3) acido vanilico; (4) acido siringico; (5) vanilina; (6)
siringaldeido; (7) acido p-cumarico; (8) acido sinapico; (9) cumarina;
(10) acido 0-cumarico

De modo geral, o tempo de estocagem acarreta elevagdo progressiva das
concentragdes de compostos fendlicos na cachaga estocada em diferentes barris;
apesar de complexo, o mecanismo do aumento gradativo nos teores de acidos e
aldeidos parece seguir o seguinte esquema: aldeidos cinamicos (coniferaldeido e
sinapaldeido), aldeidos benzoicos (vanilina e siringaldeido) e 4acidos benzoicos
(acido vanilico e acido siringico) (DIAS; MAIA; NELSON, 1998; ANJOS et al.,
2011b).
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Figura 33 Cromatograma da cachaga envelhecida no primeiro e décimo segundo
més em tonel de amburana. Identificacdo dos picos: (1) acido galico;
(2) catequina; (3) acido vanilico; (4) fenol; (5) acido siringico; (6)
vanilina; (7) siringaldeido; (8) acido p-cumédrico; (9) acido sinapico;
(10) cumarina; (11) 4-metilumbeliferona; (12) 4cido 0-cumarico

Por meio dos dados obtidos para os compostos fendlicos totais (método
espectrofotométrico) e o somatorio dos compostos fenolicos analisados por
cromatografia, observa-se nas Figuras 34 e 35 a evolugdo da composi¢do
fendlica durante o periodo de envelhecimento da cachaca em ambas as madeiras
em estudo.

Comparando-se ambas as técnicas de analise dos compostos fendlicos,
foi possivel observar que a soma dos compostos fendlicos obtidos por
cromatografia representou, em média, 11% e 18% do valor total obtido para os

compostos fendlicos totais nas cachagas envelhecidas em tonéis de carvalho e
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amburana, respectivamente. Tal resultado demonstra que muito ainda se tem

para estudar com relacdo a composi¢ao fendlica da cachaca envelhecida
(ANJOS et al., 2011b).

EZ Compostos Fendlicos Totais
Compostos Fenélicos (HPLC)

[—
o oo
1 ]

124

= o
_l

Compostos Fendlicos (mg L")

Figura 34 Evolu¢do da composi¢do fendlica durante o periodo de
envelhecimento da cachaga em tonel de carvalho utilizando as
técnicas de espectrofotometria e cromatografia liquida de alta
eficiéncia
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Figura 35 Evolucdo da composi¢do fenolica durante o periodo de
envelhecimento da cachaga em tonel de amburana utilizando as
técnicas de espectrofotometria e cromatografia liquida de alta
eficiéncia

A grande diferenga dos resultados obtidos pelo teste espectrofotométrico
e cromatografico pode ser explicada pelo fato de que o reagente Folin-
Ciocaulteau, popularmente conhecido como o teste para medir o conteudo total
de fendis, mede a capacidade redutora das amostras; sendo assim, ndo € expresso
apenas em fenois. Outro ponto fraco do método é que ocorre superestimacdo do
conteudo fenolico, em larga extensdo; portanto, varios interferentes nao
fendlicos sdo conhecidos, entre eles a vitamina C, compostos com grupo
hidroxila, acgucares, proteinas e¢ outros (ESCARPAS; GONZALEZ, 2001;
OLIVEIRA et al., 2009a; b).

Assim como nas analises fisico-quimicas, a ACP foi aplicada nos

compostos fenolicos (HPLC) das amostras envelhecidas em tonéis de carvalho e
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amburana. A Figura 36 representa o grafico biplot PC1 x PC2 dos loadings e

scores, na qual se relacionam os compostos fenodlicos (HPLC) das cachagas

envelhecidas.
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Figura 36 Grafico biplot PC1 x PC2 dos loadings e scores das cachacas
envelhecidas em tonéis de carvalho e amburana, quanto aos
compostos fenolicos (HPLC)

Pelos resultados da Figura 36, a ACP mostrou que, com a primeira e a
segunda componente principal, foi possivel descrever 99,5% dos dados, sendo
98,61% da variancia total descrita pela primeira componente principal. Pela
analise aplicada, pode-se constatar que todas as amostras diferiram-se quanto

aos compostos fenodlicos (HPLC) encontrados.
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4.3.2 Carbamato de etila

Na Figura 37 verifica-se o cromatograma obtido para o padrio de

carbamato de etila.
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Figura 37 Cromatograma da solucdo padrdo de carbamato de etila (CE), com
deteccdo de fluorescéncia. Concentragdo do padrio injetado: 100,0

ugL!
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4.3.2.1 Certificacao do método analitico para carbamato de etila

Os parametros avaliados na validagdo do método proposto foram
linearidade, limites de detec¢do, limite de quantificagdo e exatiddo (expressa em
recuperacdo). A seletividade ndo foi avaliada como no método para compostos
fendlicos porque ndo foi possivel encontrar uma matriz de cachaga isenta de
carbamato de etila.

O tempo médio de retengdo obtido para o composto analisado foi de
13,34 £ 0,040 minutos. Anjos et al. (2011a) avaliaram carbamato de etila
durante o armazenamento de cachaga em tonel de carvalho (Quercus sp) e
recipiente de vidro e encontraram como tempo de retengdo médio 13,1 minutos
para esse composto. J4 Zacaroni et al. (2011a) determinaram contaminantes
organicos em aguardentes de cana, entre eles o carbamato de etila e obtiveram
como nesta pesquisa valores proximos para o tempo de retencao.

A curva analitica foi obtida pela regressdo linear (y = 10653,6x —
15761,8), plotando a area de pico versus concentracdo, sendo o coeficiente de
correlagdo linear igual a 0,9998 e valores de 3,24 e 10,83ug L para os limites
de deteccao e quantificagdo, respectivamente.

O valor obtido para o limite de detec¢do foi inferior aos relatados por
Herbert et al. (2002) (4,2 ug L™); Park et al. (2007) (20,0 ug L™); Anjos et al.
(2011a) e Zacaroni et al. (2011a) (3,93 e 15,7 pg L™, respectivamente). Ja o
limite de quantificacdo foi aproximadamente duas vezes maior que o relatado
por Madrera e Valles (2009), cujos limites de deteccdo e quantificagdo foram
1,64 ¢ 3,56 ug L™, respectivamente.

A exatiddo do método analitico foi avaliada por meio de ensaios de
recuperacdo, em que a concentracdo do carbamato de etila foi calculada pelo

aumento das areas dos picos, obtida apds a adi¢do de uma quantidade conhecida
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dos padrdes a 3 amostras escolhidas. Os resultados referentes a porcentagem de

recuperacao estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 Resultado de exatidao (expressos em recuperacdo) de carbamato de
etila nas amostras de cachaca envelhecidas.

Concentracio (ng L)* Recuperagio CVv#**
COIPRERD Amostra Adicionado Encontrado (%) (%)
<LQ 5,0 14,286 108
<LQ 45,0 50,716 95 3,01
<LQ 100,0 94,474 87
<LQ 5,0 12,384 91
Carbamato de etila <Q 20 R8s o4 302
<LQ 100,0 98,946 91
<LQ 5,0 14,212 100
<LQ 45,0 49,555 91 3,14
<LQ 100,0 99,484 91
Média** 94 2,39

* <LLQ = menor que o limite de quantificagdo. **Media e CV = coeficiente de
variagdo (n = 27).

Os intervalos aceitaveis de recuperagdo para alguns tipos de analise
estdo geralmente compreendidos entre 70,0 e 120,0%, com precisdo de £ 20%.
Porém, em amostras mais complexas, como o vinho, essa faixa pode ser
ampliada para 50,0 a 120,0%, com precisao de = 15% (RIBANI et al., 2004).
Com base nessas informagdes, conclui-se que o método apresentou boa
recuperacdo para o carbamato de etila, pois os valores estdo compreendidos
entre a faixa aceitavel.

A faixa de recuperacdo encontrada neste trabalho esta entre 87 a 108%.
Esses resultados estdo proximos daqueles apresentados por Madrera e Valles

(2009), que determinaram carbamato de etila em cidras por HPLC e encontraram
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uma faixa de recuperagdo entre 94,0 a 98,0% e Machado et al. (2012), que

encontraram valores de 84 a 102%.

4.3.2.2 Quantificacio do carbamato de etila no caldo de cana, no mosto
fermentado, nas fracdes do destilado e nas amostras envelhecidas
em tonéis de carvalho e amburana

Os resultados obtidos para a quantificacdo do carbamato de etilas nas

LR N3

amostras caldo de cana, mosto fermentado e nas fragdes “cabeca”, “coragdo” e

“cauda” estdo representados na Tabela 11.

Tabela 11 Concentrag¢do de carbamato de etila do caldo de cana, na fermentagao

LR INT

e das fracdes “cabec¢a”, “coragdo” e “cauda”.

Amostras Carbamato de etila (pg L™")*
Caldo de cana ND
Mosto fermentado <LQ
“Cabega” <LQ
“Coragdo” <LQ
“Cauda” <LQ

*ND = Néo detectado; <LQ = menor que o limite de quantificac?o.

Poucas sao as referéncias que estabelecem uma relagdo entre os niveis
de carbamato de etila nas cachagas brasileiras e seus sistemas de produgdo. De
acordo com Aresta, Boscolo, Franco (2001), entre os varios fatores de producao
que afetam o nivel de carbamato de etila, o processo de destilagdo tem notavel

importancia.



142

De acordo com os resultados obtidos, a cana utilizada para produgdo da
cachaga, assim como o processo de obtengdo do caldo, ndo interferiram para a
formacao de carbamato de etila, pois ndo se detectou esse composto. Ja nas
etapas de fermentacdo e destilacdo, o carbamato, mesmo em quantidades baixas
foi detectado, mas ndo quantificado, visto que o limite de quantificagdo do
método utilizado é de 10,83 pug L™'. Para alguns autores a presenga de carbamato
de etila ocorre principalmente na seguinte ordem do processo de destilagdo,
“cabega” > “coragdo” >"cauda”, devido a sua maior solubilidade em alcool do
que em agua (ANDRADE SOBRINHO et al., 2009; ANJOS, 2010). Por esse
fato, torna-se previsivel que a “cabega” apresente uma maior concentracdo de
carbamato de etila, j4 que apresenta uma maior graduagdo alcodlica, conforme
resultados apresentados na Tabela 3. Porém, os resultados encontrados ndo
justificam essa teoria, pois todas as fracdes apresentaram valores abaixo do
limite de quantificagdo. Na literatura foi relatado apenas um trabalho sobre a
determinacdo de carbamato de etila, nas diferentes etapas da producdo de
cachaca. Baffa Junior et al. (2011) quantificou a formagdo do carbamato de etila
no processo de fermentagdo do caldo de cana (mosto fermentado), nas fragdes
do destilado e na vinhaga, durante a produ¢ao de cachaga. Os resultados médios
encontrados pelos autores foram de 122 pg L™ no mosto fermentado; 59,7 pg L™
na fragdo cabeca; 52 pg L na fragdo coragdo; 1,57 ug L' na fragdo cauda e 53,1
ng L na vinhaga. Os resultados indicaram que o carbamato de etila é formado
durante a fermentagdo e sua concentracdo ¢ aumentada durante a destilagdo,
dados que corroboram com aqueles encontrados no presente trabalho, aonde foi
possivel observar que a formacdo do carbamato de etila provavelmente ocorre
no processo de fermentagao.

Para Nascimento et al. (1998), Aresta, Boscolo e Franco (2001),
Andrade Sobrinho et al. (2002), Cardoso, Lima-Neto ¢ Franco (2003), Bruno et
al. (2007), Lachenmeier et al. (2009) e Reche e Franco (2009), na etapa de
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destilagdo, os alambiques continuos (inox) e descontinuos (cobre) apresentam
diferengas quanto aos teores de carbamato de etila em cachacas. Nos alambiques
de cobre, acredita-se que o metal cobre atue como catalisador nas reagdes de
formacao desse contaminante. Ja nos alambiques continuos, ocorre por causa da
ndo separacdo das fragdes do destilado (NOVAES, 1997, ALMEIDA-LIMA,
1999; CARDOSO, 2006). Porém, em alguns estudos realizados recentemente,
como os de Barcelos et al. (2007), Masson (2009) e Zacaroni et al. (2011a)
demonstrou-se que ndo ha correlagdo entre as concentragdes de cobre e
carbamato de etila em cachaca.

Ap6s avaliagdo de carbamato de etila nas etapas de obtengdo do caldo de
cana, fermentacdo e destilacdo, foi realizada a determinacdo de carbamato de
etila nas amostras envelhecidas em tonéis de carvalho e amburana. Os resultados

referentes a essa etapa estdo representados na Tabela 12.

Tabela 12 Concentracdo de carbamato de etila durante o envelhecimento da
cachaga em tonéis de carvalho e amburana.

Carbamato de etila (ug L™)*

Tempo de
envelhecimento (meses) Tonel
Carvalho Amburana
! <LQ <LQ
2 <LQ <LQ
3 <LQ <LQ
4 <LQ <LQ
> <LQ <LQ
6 <LQ <LQ
/ <LQ <LQ
8 <LQ <LQ
o <LQ <LQ
10 <1LQ <LQ
11 <LQ <LQ
12 <LQ <LQ

* <LQ = menor que o limite de quantificacdo.
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Pelos resultados obtidos, pode-se constatar que a concentracdo de
carbamato de etila nas amostras de cachaga analisadas nido sofre alteracdo na
etapa de envelhecimento nos toneis de madeira em estudo. Para a legislagdo, a
quantidade méxima permitida para esse composto ¢ de 150 pg L. Em diversos
trabalhos realizados com cachaga, tem sido demonstrado que muitas das
amostras analisadas apresentaram concentra¢des de carbamato de etila acima do
limite maximo estabelecido pela legislagdo (BARCELOS et al.,, 2007;
MASSON, 2009; ZACARONI et al., 2011a).

A baixa concentragdo encontrada nesta pesquisa pode ser observada
também pelos cromatogramas (Figuras 38 e 39), em que se compararam o 1° e o
12° més de envelhecimento em tonéis de carvalho e amburana. A comparagao
demonstra que a concentragdo de carbamato de etila em ambas as madeiras, ndo
apresentou (visualmente) diferenca na intensidade do pico dos cromatogramas,

quando comparados com o 1° € 0 12° més de envelhecimento nos toneis.
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Figura 38 Cromatograma das amostras de cachagas (1° e 12° més) envelhecidas
em tonel de carvalho - comparagdo do pico relativo ao carbamato de
etila (CE)
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Figura 39 Cromatograma das amostras de cachagas (1° e 12° més) envelhecidas
em tonel de amburana - comparagdo do pico relativo ao carbamato de
etila (CE)

Apesar da baixa concentragdo, nota-se uma tendéncia de estabilizagdo na
concentragdo do carbamato de etila para as cachacas envelhecidas em tonéis de
carvalho e amburana. Esses resultados ndo corroboram aqueles obtidos por
Anjos et al. (2011a), que avaliaram a concentracdo de carbamato de etila durante
o armazenamento da cachaga em tonel de carvalho (Quercus sp) e recipiente de
vidro, observando uma diferenga significativa na concentracdo de carbamato de
etila para ambos os procedimentos, nos quais se observou um aumento mais
expressivo na concentragdo desse composto para a cachaca armazenada em
recipiente de vidro. Apesar disso, nota-se uma tendéncia de estabilizacao no 3°

més da concentracdo do carbamato de etila para a cachaga proveniente do
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recipiente de vidro, ao passo que, para a cachaca envelhecida, o aumento na
concentragdo de carbamato de etila tendeu a ser progressivo durante o periodo
de estocagem da bebida. Anteriormente, Madrera ¢ Valles (2009), avaliando
carbamato de etila em outra matriz, apontaram um aumento progressivo na
concentragdo desse em cidras submetidas a diferentes niveis de maturagao.

De acordo com relatos da literatura, a formagdo de carbamato de etila
em cachacas durante o envelhecimento em tonel de madeira ocorre de maneira
gradativa, por meio da reag@o entre o etanol e a ureia formada pela degradacdo
de precursores nitrogenados, intrinsecos do processo de producdo da bebida,
sendo os principais deles os aminoacidos arginina, ornitina e citrulina. Além
desses, outros compostos nitrogenados tém sido estudados como possiveis
precursores para a formacdo do carbamato de etila antes e apds o processo de
destilagdo, como € o caso do fosfato de carbamila e do ion cianeto (COOK et al.,
1990). Machado (2010), com intuito de esclarecer a formagdo de carbamato de
etila, trabalhou com adubacdo nitrogenada na cana, na expectativa do nitrogénio
fornecido para a cultura da cana influenciar a composi¢cdo dos compostos
nitrogenados. Concluiu que as diferentes doses de ureia e nitrato de amdnio ndo

proporcionaram um aumento na concentragdo de carbamato de etila.
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5 CONCLUSAO

Os parametros fisico-quimicos apresentaram diferencas entre as fragcdes
“cabega”, “coracdo” e “cauda” e mantiveram essa diferenga ao longo do periodo
de envelhecimento da cachaga em ambos os toneis de madeira em estudo.

Os parametros fisico-quimicos no envelhecimento em tonel de carvalho
mantiveram-se dentro dos limites estabelecidos pela legislagdo brasileira, e nas
amostras envelhecidas em amburana, o parametro acidez volatil apresentou
elevado a partir do 1° més de envelhecimento.

Nos parametros extrato seco, intensidade de cor e compostos fenolicos
totais, constatou-se uma correlagdo linear positiva satisfatoria entre eles. As
variagdes ocorridas no aumento de um dos pardmetros acarretam um aumento
em outro ao longo do envelhecimento da bebida.

Os métodos cromatograficos propostos, para determinacdo dos 12
compostos fendlicos e carbamato de etila, apresentaram valores aceitaveis em
todos os parametros analisados para validagao.

Ocorreu um aumento progressivo na incorporacdo de compostos
fenolicos a bebida durante o periodo de envelhecimento da cachaga em ambas as
madeiras. Os compostos majoritarios quantificados no tonel de carvalho foram
acido galico, siringaldeido e acido siringico, e no tonel de amburana, o acido
vanilico, siringaldeido, acido sinapico e acido galico.

A concentracdo de carbamato de etila ndo foi detectada no caldo de
cana, significando que a variedade da cana e a moagem ndo influenciaram a
formagdo desse composto. Nas etapas de fermentagdo, destilagdo e
envelhecimento em toneis de carvalho e amburana, a concentragdo de carbamato
de etila manteve-se estabilizada e menor que o limite maximo permitido pela

legislagao.
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Figura 1A Cromatograma do caldo de cana na quantificagdo do carbamato de
etila. ND = ndo detectado



166

mAU

Tempo (minutos)

Figura 2A Cromatograma do mosto fermentado (Grau °Brix zerado) na
quantificagdo do carbamato de etila (CE)



167

80000

70000 —

60000 —

50000 —

40000

mAU

30000 —

CE

20000 — /

10000 —

T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Tempo (minutos)

Figura 3A Cromatograma do mosto fermentado (Grau °Brix zerado) fortificado.
Teste da coluna C18 aberta na quantificagdo do carbamato de etila
(CE). Concentragio: 20 pg L™
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Figura 4A Cromatograma do segundo eluente da coluna CI18 aberta apos
passagem do mosto fermentado (Grau °Brix zerado) fortificado. A
eluicdo foi feita com a fase moével do método proposto para
quantificacdo de carbamato de etila (CE). ND = Nao detectado



