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RESUMO

No presente trabalho objetivou-se caracterizar e quantificar trés
contaminantes (carbamato de etila, acroleina e hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs)) presentes na cachacga artesanal obtida de cana-de-agucar
adubada com ureia e nitrato de amonio. As amostras foram acondicionadas em
bombonas de polictileno de alta densidade (PEAD) e vidro, sendo
posteriormente submetidas as analises fisico-quimicas e cromatograficas. As
analises fisico-quimicas foram realizadas conforme metodologia descrita pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). A acroleina e os
HPAs foram caracterizados e quantificados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC/MS), respectivamente. Pelos resultados das andlises da acroleina, verificou-
se que somente, uma amostra apresentou-se fora dos padrdes exigidos pela
legislacdo brasileira, e que o método utilizado ¢ muito sensivel com baixos
limites de deteccdo e quantificagdo. Na determinagdo de HPAs, avaliou-se a
influéncia do recipiente de armazenamento da cachaca na contaminagdo com
essas substancias. Comparando-se as concentragdes dos HPAs nos dois tipos de
recipientes, foi possivel perceber que as cachacas acondicionadas em bombonas
apresentaram niveis superiores aquelas armazenadas em vidro, ¢ que os HPAs
mais pesados sO apareceram nas amostras acondicionadas em bombonas de
polietileno. Na quantifica¢do do carbamato de etila (CE), foram desenvolvidos e
validados dois métodos analiticos. No primeiro, utilizou-se a microextragdo em
fase solida (SPME) e a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC/MS), usando o modo de monitoramento seletivo de ions (SIM), e no
segundo, empregaram-se a derivacdo do CE e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) com detector de fluorescéncia. Nenhuma das amostras
apresentou concentragdo superior a 150,0 pg L, limite estabelecido pela
legislagdo brasileira.

Palavras-chave: Adubag¢ao nitrogenada da cana-de-acticar. Carbamato de etila.
Bombonas de polietileno. HPAs. Acroleina.



ABSTRACT

In the study sought to characterize and quantify three contaminants
[ethy] carbamate, acrolein and polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs)] in the
cachaca obtained from sugar cane fertilized with urea and ammonium
nitrate. The samples were placed in canisters of high-density polyethylene
(HDPE) and glass and were subjected to physico-chemical and chromatographic
analysis. The physico-chemical methods were performed as described by the
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). The acrolein and
PAHs were characterized and quantified by high performance liquid
chromatography (HPLC) and gas chromatography/mass spectrometry (GC/MS),
respectively. From the results of the analysis of acrolein, it was found that only
one sample was outside the limits set by Brazilian law, and that the method is
very sensitive, with low limits of detection and quantification. In the
determination of PAHs, the influence of the storage container for the liquid on
the contamination with these substances was evaluated. In comparing the PAH
concentrations in cachacga stored both types of containers, the cachaca packed in
drums had levels higher than those stored in glass, and the heavier PAHs only
appeared in samples packed in polyethylene canisters. In the quantification of
ethyl carbamate (EC), two analytical methods were developed and validated.
The solid phase microextraction (SPME) and gas chromatography/mass
spectrometry (GC/MS) method using selected ion monitoring (SIM) was
evaluated first. The method using bypass CE and high performance liquid
chromatography (HPLC) with fluorescence detection was also evaluated. None
of the samples showed concentrations exceeding the 150.0 pg L limit
established by Brazilian legislation.

Keywords: Nitrogen fertilization of sugarcane. Ethyl carbamate. Polyethylene
drums. PAHs. Acrolein.
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CAPITULO 1: Introducdo Geral

1 INTRODUCAO

A cachaga, bebida genuinamente brasileira, ¢ muito apreciada por seu
sabor e aroma caracteristicos, que sdo decorrentes dos processos de fermentagao,
destilagcdo e envelhecimento. No Brasil existem dois processos de producdo de
cachaca, que se distinguem na quantidade produzida e no processo de destilagdo
utilizado. A cachaga industrial é produzida em grande escala e em colunas de
fracionamento de aco inox, tendo como principal produtor o estado de Sdo
Paulo. A cachaca artesanal é produzida em pequena escala e em alambique de
cobre, destacando-se com Minas Gerais na tradicdo desse setor. Tanto uma
quanto a outra sdo apreciadas no pais e no exterior, porém ambas apresentam
caracteristicas peculiares. Um grande problema que as destilarias artesanais
enfrentam ¢ a falta de padronizacdo da bebida e até mesmo a obediéncia a
legislagdo vigente quanto a alguns pardmetros. Apesar da importincia
econdmica e social da cachaga brasileira, ainda ha muito a fazer nessa area.

As exigéncias dos mercados, interno e externo, fazem com que a
preocupagdo com a qualidade da bebida e, consequentemente, melhorias na sua
qualidade sejam implementadas, ndo apenas do ponto de vista comercial, mas
considerando principalmente os efeitos toxicologicos, ja que um produto que
contém compostos indesejaveis podem causar danos a satide do consumidor.

A produgdo de cachaga de alambique em Minas Gerais, mesmo
registrando um alto grau de clandestinidade, desempenha importante papel na
estruturacdo da economia agroindustrial do Estado. Em Minas Gerais, sdo mais
de 8.466 produtores, sendo a maioria informal, ja que apenas 452 deles possuem
registro no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). A

produgdo mineira ¢ da ordem de 180 milhdes de litros por ano, enquanto o
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consumo interno ¢ estimado em 200 milhdes de litros anuais. Devido ao grande
indice de informalidade, estima-se que a quantidade produzida pelo Estado seja
muito maior do que os dados apresentados.

Os produtores clandestinos trabalham de forma precaria, utilizam
materiais inadequados a producao de cachaga de qualidade, como recipientes de
pléstico, alambiques de ago inox e tanques de cimento amianto. Tal conduta tem
proporcionado a produ¢do de uma bebida de baixa qualidade, sem padronizacao,
favorecendo a contamina¢do e ndo atendendo as exigéncias da legislacdo
nacional. Tais praticas, aliadas a complexidade da matriz “cachaca”, favorecem
0 aparecimento de contaminantes, como cobre, carbamato de etila, acroleina,
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), entre outros, que s@o
frequentemente encontrados na bebida e merecem grande atengdo em razio das
propriedades toxicas apresentadas. E consenso entre os pesquisadores,
produtores e apreciadores da cachaga de que ndo basta apenas que a bebida
atenda aos requisitos legais estabelecidos para sua producdo, ¢ preciso esclarecer
bem todas as etapas de produg@o, bem como os fatores que influenciam na sua
qualidade. Assim, as etapas de produg@o passaram a ser alvo de investigacdes
cientificas e que se intensificaram.

Dessa forma, no presente estudo objetivou-se contribuir para o
desenvolvimento da cadeia produtiva da cachaga em Minas Gerais, dada a sua
importancia socioecondmica e a caréncia de pesquisas que abordem os aspectos
referentes a adubacdo da cana, bem como a utilizacdo de embalagens plasticas e
as implicagdes dessa pratica sobre a composi¢do quimica da bebida. Este
trabalho foi desenvolvido em quatro etapas distintas. Inicialmente, no capitulo 1,
foi realizada uma revisdo bibliografica abrangendo todos os temas tratados,
buscando relacionar os fatores envolvidos na formag¢do do carbamato de etila na
bebida, técnicas analiticas para quantificagdo dos possiveis contaminantes e as

implicacdes da adubacdo da cana e do acondicionamento da bebida sobre a
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composi¢cdo quimica da cachaga. No capitulo 2, foram realizadas as analises
fisico-quimicas das amostras de cachagas provenientes de cana adubada com
ureia e nitrato de amonio e acondicionada em recipientes de vidros e de
polietileno tipo bombonas de polietileno de alta densidade (PEAD). No capitulo
3, foram analisados e quantificados niveis de acroleina nas amostras de cachagas
estudadas, e no capitulo 4, objetivou-se desenvolver novos métodos para o
carbamato de etila. No capitulo 5, foram quantificados os HPAs presentes na
bebida, possivelmente oriundos de contaminag@o pelo recipiente utilizado no

acondicionamento.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importéncia econémica da cachaga/aguardente de cana no Brasil

As primeiras aguardentes de cana/cachagas brasileiras foram obtidas do
caldo fermentado da cana esquecido pelos escravos nos engenhos de um dia para
outro, os quais passaram a observar que tal caldo, quando deixado de um dia
para outro, apresentava sabor agradavel e ardente e, quando ingerido,
proporcionava-lhes maior &nimo e coragem para o trabalho do dia a dia, fazendo
com que esquecessem as torturas da escraviddo. Nasce entdo a cachaga, ndo
sabendo ao certo quando foram improvisados os primeiros alambiques
(TRINDADE, 2006).

A palavra cachaga praticamente ndo foi usada em nenhum outro pais,
existindo somente no Brasil. Seja qual for o seu modo de origem, o importante é
que ela nasceu no pais e aos poucos transformou-se em simbolo da brasilidade.
Hoje, varias marcas de alta qualidade figuram no comércio nacional e
internacional, estando presentes nos melhores restaurantes e adegas residenciais
no Brasil e no mundo. Segundo a Agéncia de Promocdo de Exportacdes e
Investimentos (APEX) a bebida ganhou nome proprio no exterior “Cachaga do
Brasil” e a ela sdo voltados varios planos e projetos do governo para a sua
expansdo em ambito nacional e internacional (APEX, 2008).

No Brasil, existem mais de 30 mil produtores de cachaga, os quais
produzem mais de 5 mil marcas, gerando 400 mil empregos diretos e indiretos.
O estado de Sao Paulo ¢ o maior produtor (44%), seguido por Pernambuco e
Ceara, com 12% cada um e Minas Gerais, Goias e Rio de Janeiro, com 8%,
Bahia, Parana, Rio Grande do Sul e Paraiba dividem o restante da produgio

nacional (CANCADO-JUNIOR; PAIVA; ESTANISLAU, 2009).
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Ha dois tipos de producdo da bebida: a industrial, que é destilada em
colunas de aco inox, caracteristica de empresas de médio e grande porte, com
producdo em larga escala, e a artesanal, destilada em alambique de cobre, e
produzida em pequena escala. Nesse processo, ha o fracionamento de partes,
separando a cabega, o corpo ¢ a cauda. Dentro de cada tipo, ¢ construido um
conceito de qualidade proprio, atrelado & sua estrutura produtiva e
organizacional. A grande vantagem da cachaca artesanal sobre a industrial ¢ o
aroma ¢ o buqué caracteristicos, enquanto a vantagem da industrial sobre a
artesanal ¢ a padronizacdo do produto. Segundo o Servigo Brasileiro de Apoio as
Micro e Pequenas Empresas (SEBRAE), a cachaca artesanal representa apenas
10% das vendas de cachaga no mercado externo, concentrada principalmente na
producdo mineira (SEBRAE, 2008).

Minas Gerais € o estado com o maior numero de cidades produtoras da
bebida artesanal e o mais especializado na area. Representa 50% da produgdo de
cachaga artesanal, com 8.500 alambiques e uma producdo que pode alcangar 200
milhdes de litros/ano, com destaque para as regides Norte, Jequitinhonha e Rio
Doce, as quais detém cerca de 63% da produgdo mineira; porém, acredita-se que
apenas 0,3% do que ¢ produzido no Estado seja exportado (CANCADO-
JUNIOR; PAIVA; ESTANISLAU, 2009; OLIVEIRA; MAGALHAES;
BERGERAT, 2009). Mesmo registrando um alto grau de clandestinidade,
desempenha importante papel na estruturagdo da economia agroindustrial do
Estado. O aumento do consumo da bebida e consequentemente da sua produgdo
levaram a uma demanda técnica e cientifica das etapas de produgdo, com
estudos e pesquisas nas areas de desenvolvimento genético de mudas de cana,

corte e manejo, fermentagdo, destilagdo e envelhecimento.
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2.2 Regulamentac6es da cachaca/aguardente de cana

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, producdo e a fiscalizacdo de bebidas. De acordo com este
decreto e complementado pela Instrugdo Normativa de n°® 13 de 30/06/2005,
Aguardente de cana ¢ a bebida com graduacéo alcoolica entre 38% e 54% v/v
a 20°C obtida do destilado alcodlico simples de cana-de-agiicar ou pela
destilagdo do mosto fermentado do caldo de cana-de-actcar, 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-agucar, com caracteristicas sensoriais
peculiares, podendo ser adicionada de agucares 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 cachaca é um produto genuinamente brasileiro.
(BRASIL, 2003, 2005).

De acordo com a Instru¢cdo Normativa de n° 13 de 2005, os Padrdes de
Identidade e Qualidade (PIQs) para a aguardente de cana-de-aglicar e para a
cachaga, estabelecidos pela legislacdo brasileira no decreto 4.851 em 2003,
foram mantidos e acrescentados limites para outros contaminantes, como
carbamato de etila (CE), propenal-2 (acroleina), butanol-2, butanol-1, chumbo e
arsénio, conforme Tabela 1 (BRASIL, 2005).

Neste trabalho, a bebida sera tratada como cachaga, pois o teor alcodlico
das amostras ndo ultrapassou 48 %v/v de etanol, conforme legislacdo, e por ser
uma palavra utilizada exclusivamente no Brasil para nomear a bebida destilada

obtida do caldo da cana-de-agucar. Salvo ao se referir a artigo que trata a bebida
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como aguardente, ela sera referida como tal, mantendo a integridade do trabalho

descrito pelo autor.

Tabela 1 Padroes de Identidade e Qualidade para cachaga e aguardente de cana

Componente Unidade Limites
Teor de etanol em aguardente % em v/v de etanol a 20 °C 38-54
Teor de etanol em cachaga % em v/v de etanol a 20 °C 38-43
Sacarose em acucar cristal, g/L 6,0 - 30
Acidez volatil em ac. acético mg 100 mL™ 4lcool anidro 150
Esteres, em acetato de etila mg 100 mL™" 4lcool anidro 200
Aldeidos, em aldeido acético mg 100 mL™" 4lcool anidro 30
Soma de furfural e HMF mg 100 mL™" 4lcool anidro 5
Alcoois superiores* mg 100 mL™" 4lcool anidro 360
Congéneres** mg 100 mL™" 4lcool anidro 200-650
Alcool metilico mg 100 mL™" 4lcool anidro 20
Cobre mg L 5
Chumbo pg L 200
Arsénio pg L 100
Extrato seco gL’ 6***
Carbamato de etila ng L™ 150
Acroleina mg 100 mL™" 4lcool anidro 5
Butanol-2 mg 100 mL™" 4lcool anidro 10
Butanol-1 mg 100 mL™" 4lcool anidro 3
*Alcoois superiores =  (isobutilico ~+ isoamilico +  propilico), HMF =

hidroximetilfurfural, **Congéneres = (Acidez volatil + Esteres + Aldeidos + Furfural +
Alcoois Superiores), *** Aguardente de cana e cachaca “adogada” = maximo 30,0 g/L
Fonte: BRASIL, 2005
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2.3 Etapas do processo de producao da cachaca de alambique

A produgdo de cachaca ¢ uma atividade desenvolvida em todo o Brasil
e, pelo seu valor histérico, parece ter incorporado os segredos e a tradigdo de
Minas Gerais. Até o inicio dos anos 80, conceitos, crendices e técnicas populares
envolviam essa atividade de tal forma que cada alambique parecia produzir uma
cachaga especial e diferente de todas as outras. Hoje, sua produgdo vem
passando por uma profunda modificag@o, tentando obter uma homogeneidade
nas caracteristicas do produto, visando & qualidade quimica e sensorial da bebida
(RECHE; FRANCO, 2009).

O perfil atual da cachaga no Brasil exige um controle rigoroso de todas
as etapas do processo produtivo, no sentido de padronizar a bebida, para atender
ao crescente mercado externo e principalmente ao mercado interno. Essas etapas
sdo basicamente a moagem da cana, filtracdo do caldo e preparo do mosto,
fermentacdo, destilacdo, descanso, envelhecimento, engarrafamento e
comercializacdo, conforme Figura 1. A fermentagdo ¢ uma etapa critica do
processo, porém a utilizacdo de leveduras selecionadas tem facilitado a sua
condugdo. Nessa etapa, os micro-organismos, principalmente a Saccharomyces
cerevisiae, transformam o aglicar e outros componentes presentes no caldo em
etanol, CO, e componentes secundarios, que sdo responsaveis pela qualidade e
anormalidades do produto final. Uma vez finalizada a fermentagdo, o mosto
fermentado, também conhecido como vinho, ¢ submetido a destilagdo para
separac¢ao, selecao e concentragdo dos componentes volateis (DIAS, 2006).

Artesanalmente a destilacdo ocorre em um equipamento conhecido
como alambique. Em fungéo do grau de volatilidade, o destilado é separado em
trés fragdes: "cabeca", (primeira fragdo), contendo metanol, acetaldeido e
elevado grau alcoodlico; "coragdo", (teor alcodlico variavel de 45 a 48% em

volume), a 20°C, é a fracdo nobre da destilacdo, isto é, a cachaga (80% do
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destilado total) e "cauda", corresponde de 10% a 15% do destilado total
contendo acidos volateis, parte dos alcoois superiores, entre outros. O residuo
remanescente na caldeira ¢ a vinhaga, que hoje estd sendo empregada na

alimentagdo de animais e na fertilizagdo do solo (EVANGELISTA, 2006).

| CANA -DE-AGUCAR |

Trituragdo ou
v Moagem BaTQO

CALDO .
Energia

Bagacilho #— Filtragem Padronizagao

h 4
~ Pé de cuba (fermento)
g::> | FERMENTAGAO | (Saccharomyces cerevisiae )

invertase ¢ zimase

P¢ de cuba Vinho

A | SEDIMENTAGAO |

v
[ DpesTiLAGAO | —— Vinhoto
| Cabeca | | Cauda |
v
N | CACHACA | =
| ENVELHECIMENTO | — | ENGARRAFAMENTO

| comERcIALIZAGRO | <:D

Figura 1 Etapas do processo de produgao de cachaga
Fonte: Adaptada de Cardoso (2006)

Apo6s a destilagdo, a bebida nao devera ser ingerida; é preciso que ela
passe por um periodo de descanso, de trés meses, para que haja equilibrio entre
os componentes e eles possam contribuir efetivamente para o buqué da cachaca.
De outra forma, a bebida podera ser acondicionada em recipientes de madeira,

etapa de envelhecimento, por, no minimo, 1 ano e, assim, receber a
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denominacdo de cachaga envelhecida. O envelhecimento em madeiras diferentes
proporciona a bebida sabor e aroma diferenciados (AQUINO et al., 2006).

E oportuno neste momento discutir sobre adubagao nitrogenada da cana,
uma vez que as amostras analisadas nesta pesquisa foram provenientes de cana

adubada com ureia e nitrato de amonio.
2.3.1 Adubacéo nitrogenada da cana-de-acucar

O nitrogénio ¢ um elemento quimico fundamental na formacdo de
biomoléculas, como proteinas, aminoacidos e acidos nucleicos e demais grupos.
Ele ocorre em trés formas principais no solo: nitrogénio gasoso, integrante da
matéria organica do solo e ndo disponivel para a planta; nitrogénio amoniacal,
fixado pelos materiais argilosos, que € disponivel lentamente para as plantas e
ions de amonio; e nitrato ou compostos soliveis, assimilado pelas plantas,
conforme Figura 2. Na natureza, a incorporacdo do nitrogénio ao ecossistema ¢é

feita, principalmente, pelas bactérias fixadoras de nitrogénio, ou diazotroficas,

N
que catalisada pela enzima nitrogenase, converte o N, em ions amonio (NH4) ,

que serdo utilizados pelos seres vivos para a formacdo de seus compostos
nitrogenados (VITTI et al., 2007).

O nitrogénio representa apenas 1% da matéria seca total da cana-de-
aglcar ¢ esta envolvido diretamente na sintese de aminoacidos essenciais, de
clorofila e na produgdo de carboidratos. Dos nutrientes essenciais, o nitrogénio ¢é
um dos mais absorvidos pela cana-de-agticar, perdendo apenas para o potassio
(COLETTI et al.,, 2006). Diversas proteinas sdo formadas pelas diferentes
combinagdes de aminoacidos, das quais 18% sdo representadas pelo nitrogénio

(CONTIN, 2007).
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Proteinas
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N /So lo
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Figura 2 Contribui¢do do nitrogénio na formacao de biomoléculas

O nitrato assimilado nas raizes ou na parte aérea da planta ¢ reduzido a
nitrito (NO,) e, posteriormente, transformado em amoénia, que é assimilada nos
aminoacidos glutamato e glutamina nos plastideos da raiz ou nos cloroplastos
(RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

O nitrogénio, uma vez absorvido, aumenta a atividade meristematica na
parte aérea, resultando em maior perfilhamento, promove um incremento do
indice de area foliar, elevando a eficiéncia do uso da radiagdo solar e
aumentando, portanto, o acimulo de matéria seca da cana (OLIVEIRA et al.,
2007).

No solo, o nitrogénio disponivel as plantas ¢ suprido pela mineralizagdo
da matéria organica, fixacdo bioldgica e adicdo de fertilizantes nitrogenados. A
agua de irrigagdo e da chuva contém quantidade variavel de nitrogénio mineral,
que pode ser absorvido pelas raizes e folhas. Na atmosfera, outra fonte de

nitrogénio ¢ a amodnia, que pode ser absorvida pelas folhas. Deve-se também
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considerar como fonte de nitrogénio, no ciclo de cana-planta, o nutriente contido
no tolete de plantio, e para soqueiras, a reserva em rizomas ou colmos
subterraneos (parte basal do colmo que permanece enterrado no solo apos o
corte da cana) e raizes (TRIVELIN et al., 2002)

A quantidade de nitrogénio acumulado (em kg) por tonelada de colmo
produzido indica a eficiéncia da cultura em transformar o nitrogénio absorvido
em produtividade e serd tanto maior quanto menor for essa relacdo (VITTI et al.,
2007).

Coleti et al (2006) mostraram que a cana-de-aglicar exporta
aproximadamente 0,7 a 1,1 kg de nitrogénio por tonelada de colmo produzido.
Considerando-se toda a planta (parte aérea + subterranea), esses valores variam
de 2,1 a 2,4 kg de nitrogénio por tonelada de colmo produzido. Esses dados
indicam que uma produgdo de 100 t ha” de colmo de cana extrai em torno de
200 a 300 kg ha™' de nitrogénio, dos quais 90 a 100 kg ha™ sdo exportados com
os colmos removidos do campo (TRIVELIN et al., 2002). E oportuno neste
momento definir os termos relacionados a adubagdo, como extragao, quantidade
de nutrientes que a planta exige para seu desenvolvimento completo ¢ a
exportacdo, quantidade de nutriente que estd contido no colmo que ndo volta
mais para o solo

Oliveira (2008), trabalhando com variedades de cana cultivadas em
ambiente irrigado no Nordeste brasileiro, observou que a absor¢do média de
nitrogénio foi de 180 kg ha' e a exportagdo, que quantifica os nutrientes
contidos nos colmos, correspondeu a 52% do total absorvido de nitrogénio

Contin (2007) observou que a cana adubada com ureia apresenta um
periodo de intensa acumulacdo de nitrogénio (“fase de armazenamento de
nitrogénio”), em resposta ao N-fertilizante aplicado, que ocorreu até

aproximadamente até 150 dias apés o plantio (DAP). Apods esse periodo, a
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cultura apresentou uma fase de intensa redistribui¢do de nitrogénio indicada pela
diminuic¢ao no teor de proteinas dos colmos.

A redistribui¢do de nitrogénio vem atender as necessidades da planta em
determinado periodo. Trivelin, Victoria e Rodrigues (1995) mostraram a
translocag@o do nitrogénio da parte aérea ao sistema radicular no periodo de 204
a 237 dias ap6s o inicio do ciclo e concluiram que essa translocagdo gera
condicdes para as plantas emitirem novas raizes, proporcionando, assim,
exploracdo de maior volume de solo, aumentando o potencial de absor¢do e
acumulo de nitrogénio do solo.

Embora se conheca a importancia do nitrogénio para o crescimento
vegetal, muito pouco foi feito sobre a distribuicdo de suas diferentes formas, na
cana, e sobre como esses compostos comportam-se em relacdo a populagao de
bactérias diazotroficas naturalmente presentes na cultura. Isso pode ser
comprovado pelas pesquisas de Gomes et al. (2005), que avaliaram a relagdo
entre a distribuicdo de nitrogénio em cana e a colonizacdo por bactérias
diazotroficas G. diazotrophicus e Herbaspirillum spp. Pelos resultados
verificou-se que as maiores concentragdes de nitrogénio do grupo amino
ocorrem nas raizes, colmo basal e folhas da variedade SP79-2312 e no colmo
apical do genoétipo Chunnee. Os maiores valores na concentracdo de nitrato
foram observados no colmo basal e intermediario das variedades SP79-2312 e
SP70-1143.

A absorcdo e o metabolismo do nitrogénio sdo muito influenciados pela
disponibilidade de fésforo. Em plantas com suprimento inadequado de fosforo,
ha redugdo na absorc¢dao do nitrato da solugdo do solo; a translocacdo de nitrato
das raizes para a parte aérea diminui, aumentando o acimulo de aminoacidos em
folhas e raizes. Tem sido verificada baixa resposta da cana planta a adubagio
nitrogenada; porém, as respostas nas rebrotas de cana a adubacdo nitrogenada

sdo mais frequentes. Como recomendagdo geral, sugere-se aplicar 1,0 kg de N
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por tonelada de matéria natural acumulada na parte aérea, e considerando que o
colmo representa, em média, 80% da matéria natural da parte aérea, a
produtividade de 100 toneladas de colmos corresponderia a 125 toneladas de
matéria natural. Nesse caso, a recomendacao de adubagdo seria de 125 kg ha' de
nitrogénio, devendo o adubo nitrogenado ser aplicado, em dose Tnica,
juntamente com o potassio (OLIVEIRA et al., 2007).

No Brasil, a ureia, o sulfato de amonio e o nitrato de amoénio sdo os
adubos nitrogenados mais utilizados na cultura da cana. Como caracteristicas
comuns, apresentam alta solubilidade em agua e sdo prontamente disponiveis
para as plantas. O nitrato de amonio contém simultaneamente duas formas de
nitrogénio; a nitrica (NO5") e a amoniacal (NH,"), totalizando 32% de nitrogénio.
Entretanto, este fertilizante tem regulamentagdes e restrigdes crescentes quanto a
fabricacdo, estocagem e transporte, em razdo de poder ser utilizado como
explosivo, o que pode eventualmente afetar sua utilizagdo na agricultura. A ureia
¢ caracterizada como um dos fertilizantes solidos granulados de maior
concentragdo de nitrogénio (45%) na forma amidica. Como vantagem da
utilizagdo da ureia, pode-se citar o baixo custo de transporte, a alta solubilidade,
a baixa corrosividade e a facilidade de mistura com outras fontes, responde por
60% dos fertilizantes nitrogenados empregados na agricultura brasileira. Como
desvantagem, possui elevada higrocospicidade e maior susceptibilidade a
volatilizacdo. A degrada¢do e a dissolucdo dos granulos aplicados ao solo
ocorrem na presenca de umidade. H4 registros de que ocorrem até 50% de
perdas do nitrogénio oriundo da ureia quando aplicada sem incorporagdo ao
solo. A volatilizacdo da ureia em amonia e¢ dioxido de carbono ocorre
principalmente quando se aplica esse fertilizante na superficie sobre a palhada
da cana. (PRADO; PANCELLI, 2008).

Andrade (2006) sugere aplicar na cana-soca adubo nitrogenado,

equivalente a 80 kg de N ha™' colocado ao lado da linha da cana. No caso da
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presenca de palha na area, a adubacdo pode ser feita sobre a palhada, exceto no
caso da ureia, devido a volatilizagdo e perda. A cana-soca apresenta uma boa
resposta a essa adubagdo, e que ndo se verifica com a cana-planta.

E importante, neste momento, descrever a respeito dos recipientes
utilizados no armazenamento da bebida, uma vez que as amostras foram

acondicionadas em recipientes de plastico e de vidro.

2.3.2 Acondicionamento da cachaca

No mercado existem atualmente mais de trinta tipos de plasticos, e
diferentes tipos de aditivos sdo incorporados durante o processo de fabricacdo de
embalagens. Particularmente na fabricagdo de embalagens de polietileno (PE),
incluem os aditivos antioxidantes, estabilizantes, agentes anti-estaticos, e
corantes. Compostos reativos, como monomeros ¢ oligdmeros de baixa massa
molecular também estdo presentes nos materiais de embalagens plasticas,
geralmente em niveis baixos tidos como residuais, como estireno, cloreto de
vinila, caprolactama. Além dos aditivos e mondmeros residuais presentes nos
materiais de embalagem, podem estar presente nas embalagens, outros
compostos quimicos resultantes de degradagao de polimeros e aditivos formados
durante o processo de transformac@o, solventes residuais provenientes de tintas
de impressao. Alguns produtos de decomposi¢ao de polimeros incluem benzeno
e alquilbenzeno, cetonas e aldeidos (FREIRE et al., 2008).

Diante da possibilidade de encontrar essas substancias dispersas na
matriz polimérica, que entrard em contato direto com os alimentos, podendo ser
transferidas aos produtos acondicionados, torna-se bastante evidente que
embalagens plasticas ndo sao inertes (GARCIA et al., 2006; SILVA, S. et al.,
2006).
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Durante o acondicionamento de alimentos e bebidas, esses compostos
migram para a matriz acondicionada, promovendo a sua contaminagdo. O termo
migracdo geralmente ¢ descrito como um processo de difusdo, que pode ser
influenciado pelas interagdes entre componentes do alimento e o material de
embalagem. Essas interagdes afetam ndo somente as propriedades sensoriais dos
alimentos acondicionados, como também alteram as propriedades fisicas,
quimicas e mecanicas do material de embalagem. Interferem na migracdo de
contaminantes de embalagem, na difusdo da substancia na matriz polimérica, na
solvatacdo na interface polimero-alimento, na dispersdo na matriz alimenticia,
no tempo e na temperatura de contato. A gordura contida no alimento pode ser
transferida a matriz dos polimeros polietileno (PE) e polipropileno (PP),
facilitando a mobilidade dos componentes dispersos na matriz polimérica,
aumentando a migracdo de agentes quimicos ao alimento contido na embalagem
(ARVANITOYANNIS; BOSNEA, 2004).

Pela analise por GC/MS de volateis em “granulos” de garrafas de
polietileno de alta densidade (PEAD) destinadas ao primeiro uso, verificou-se a
presenca de limoneno, dictilhexilftalato, ésteres isopropil dos acidos miristico e
palmitico e 8-nonenal. A analise de 4gua acondicionada em recipiente de PEAD
de cor azul e de pedagos de granulos de embalagens virgens levou a
identificacdo de aldeidos, cetonas e ésteres, que migraram da embalagem e
contaminaram a agua (SANDERS et al., 2005).

Minas Gerais € um estado de tradicdo na produgdo de cachaca artesanal,
como citado anteriormente, ¢ conta com mais de oito mil produtores, entre os
quais 90% produzem a bebida na clandestinidade. Em decorréncia dessa
situacdo, as etapas de producdo ficam comprometidas e afetam a qualidade da
bebida. Muitas vezes sdo utilizados recipientes ndo indicados pela legislagao
para o armazenamento da bebida, tanto pelo produtor como pelo distribuidor.

Existem poucos estudos a respeito da utilizagdo de recipientes de plasticos em
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bebidas alcodlicas. Forlin (2005) estudou o envelhecimento da aguardente de
cana composta com extrato de madeira acondicionada em recipientes de vidro e
polietileno tereftalato (PET). Neste estudo, verificou-se que os diferentes
recipientes ndo influenciaram os parametros fisico-quimicos e tampuco a
qualidade sensorial da bebida; por outro lado nao foram analisados os possiveis
contaminantes procedentes da embalagem.

Com relacdo a bebida alcodlica, ¢ comum entre os pequenos produtores
o uso de bombonas de polietileno de alta densidade (PEAD) no
acondicionamento de cachaga. Os recipientes contendo esse polimero (PEAD)
sdo indicados para o armazenamento e transporte de produtos alimenticios,
farmacéuticos e quimicos, pois sdo impermeaveis, inertes e atoxicos. O PEAD
sem pigmentos € usado em frascos de laticinios, 4gua mineral e sucos de frutas.
Pigmentado, é usado, em frascos para detergentes de roupa, branqueadores, 6leo
de motor, etc. Mesmo sendo utilizado para acondicionar sucos, ndo ha indicagao
de uso desse recipiente para bebidas alcoolicas e nem trabalhos de pesquisas a
respeito dos possiveis contaminantes procedentes do recipiente que foram

incorporados na bebida (IMA, 2005).

2.4 Compostos volateis e ndo volateis na cachaca

A cachaca é uma matriz complexa proveniente de diversas
transformagdes quimicas e bioquimicas. Devido a essa complexidade, ainda ndo
foi possivel identificar todos 0os compostos presentes, assim como associd-los a
fenomenos especificos. Nesse universo diversificado, ¢ importante que pelo
menos os principais componentes, considerados desejaveis e indesejaveis, sejam
caracterizados. A cachaga ¢ constituida principalmente por agua e etanol de

proporcdes varidveis, segundo a sua graduacdo e centenas de outros compostos

volateis “alcool” ou “nao alcool”, proporcionalmente minoritarios, denominados
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componentes secundarios, porém de grande importancia na qualidade sensorial.
Esses compostos sdo formados por rotas bioquimicas ou quimicas durante e apos
a fermentag@o alcodlica. Pertencem a diversas classes de compostos orgénicos,
como aldeidos, acidos carboxilicos, cetonas, alcoois, ésteres, terpenos, lactonas,
furanos, compostos nitrogenados, fendlicos, sulfurados entre outros
(NOBREGA, 2003).

Os compostos secundarios sdo formados, principalmente, na etapa de
fermentacdo, mas também durante a destilagdo e no armazenamento. Geralmente
sua concentragio compreende uma faixa da ordem de mg L' a ug L' e
inferiores a 1% em massa (NASCIMENTO; CARDOSO; FRANCO, 2009).
Mesmo a baixa concentragdo, os compostos secunddrios apresentam-se em
teores variados, tanto nas cachacas de alambique como nas industriais. Tais
varia¢des podem ser devidas a fatores edafoclimaticos, tais como solo, clima e
altitude ou diferencas na metodologia empregada na elaboragdo da bebida como
matéria-prima, micro-organismos utilizados, condi¢des da fermentagdo, maneira
de destilar e no envelhecimento, como o tempo, tipo de madeira e volume do
recipiente (SIEBALD; CANUTO; SILVA, 2009).

Do ponto de vista sensorial, as substancias podem ser classificadas como
desejaveis e ndo desejaveis, pois realcam o cheiro e o sabor da bebida ou
depreciam o paladar e do ponto de vista da saude do consumidor, sdo designadas
como tdxicas e atoxicas. Nem sempre as substancias desejaveis sdo atdxicas,
mas podem ser ingeridas mesmo assim, desde que as concentragdes ndo
ultrapassem os limites permitidos (SIEBALD; CANUTO; SILVA, 2009). Seja
qual for a sua classificacdo, € necessario realizar um controle rigoroso quanto ao
seu teor na bebida. As substancias ndo desejaveis sdo designadas de
contaminantes e, de acordo com a sua natureza quimica, recebem a classificagio
de orgédnicas e inorganicas. A legislagdo brasileira estabelece como

contaminantes organicos em bebidas o metanol, carbamato de etila, butanol-2,
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butanol-1 e acroleina, ¢ como inorganicos, o cobre, chumbo e arsénio. S&o
considerados compostos desejaveis aqueles que se apresentam em concentragdes
estabelecidas pela legislacdo e que contribuem do ponto de vista da aceitacdo

degustativa (BRASIL, 2005).

2.5 Compostos secundarios desejaveis

Os compostos secundarios da cachaga sdao aquelas substancias formadas
em pequena quantidade, durante a fermentacdo, mas de grande importancia na

qualidade sensorial da bebida.

2.5.1 Alcoois superiores

Os alcoois superiores constituem, quantitativamente, o maior grupo de
substancias volateis nas bebidas destiladas. Formado por mais de dois atomos de
carbono, sdo provenientes da reagdo de degradagdo de aminoacidos durante o
processo de fermentagdo ou das vias de degradacdo do proprio agucar. Os
aminoacidos isoleucina, leucina e valina inicialmente sofrem transaminagdo
catalisada pela enzima transaminase, levando a obten¢do de oxo-acido, o qual
posteriormente se descarboxila através da enzima descarboxilase, promovendo a
formacao do aldeido, que pode parar nesse estagio, ou ser reduzido a alcool,
conforme Figura 3. Os principais alcoois superiores encontrados nas bebidas
alcodlicas sdo: os alcoois isoamilico (3-metil-1-butanol), propilico (1-propanol),
isobutilico (2-metil-1-propanol), dlcool amilico (2-metil-1-butanol) e butilico (1-
butanol), hexanol e 2-feniletanol, mas o isoamilico € o principal alcool superior
formado durante a fermentacdo e, dependendo da bebida, pode perfazer 40-70%
da fragdo de alcoois superiores (PENTEADO; MASINI, 2009; VILELA et al.,
2007).
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Os alcoois superiores, com trés a cinco atomos de carbono, apresentam
odores caracteristicos, conhecido como “buqué”, tradicionalmente associados
com bebidas destiladas. Acima disso, eles tornam-se oleosos e alguns lembram
aromas de flores. Segundo Cardoso (2006), os alcoois superiores podem ser
formados quando a cana, j4 cortada, permanece estocada por um periodo
superior a 24 horas, para depois ser moida. Do ponto de vista quantitativo, a
formacao dos alcoois superiores depende da cepa empregada, assim como da
ocorréncia de micro-organismos contaminantes. A formagao desses compostos ¢é
maior quando a fermentacdo ¢ conduzida de maneira lenta, devido & fraca
atividade do fermento, a temperatura elevada e ao pH acido. A cana estocada

antes da moagem podem também contribuir na formacao de alcoois superiores.

NH, o) o,
| [
CHCHCH.CHOOOH ——> CHg(‘ZHCHzCCOOH J CHOHOHCHO ——» CHCHCH,CHOH
CHs CHy CHs ' CHs
Leucina Alcool isoamilico
NH, o) co,
\ I
CHyCHCHCOOH ———> CHyCHCCOOH 2, CHiCHCHO —— CHiCHCH,OH
C‘ZH3 CHs CHs CHs
Valina Alcool isobutilico

Figura 3 Formacao de alcoois superiores a partir de aminoacidos

A Instru¢do Normativa de n. 13 de junho de 2005, incluiu na lista dos
Padroes de Identidade e Qualidade de Aguardente de Cana e de Cachaca 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, 2005).
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2.5.2 Esteres

Os ésteres sdo, quantitativamente e qualitativamente, um dos maiores
grupos de compostos da fragao volatil das bebidas alcoolicas. A principal origem
dos ésteres alifaticos estd no metabolismo secundério intracelular das leveduras
durante a fermentacdo alcodlica. Ocorrem duas reagdes nas células das
leveduras, a ativagdo dos acidos monocarboxilicos ¢ a descarboxilagdo dos
acidos 2-oxo. Adicionalmente a essas reagdes, outro mecanismo provavel de
formagdo de ésteres ¢ a partir dos intermedidrios da sintese dos acidos
monocarboxilicos de cadeia longa. A concentracdo final dos ésteres ¢é
dependente da concentragdo dos alcoois e da acil-CoA produzidos pela levedura.
Uma vez que a acil-CoA e o etanol apresentam-se em maiores concentragdes na
fermentacdo, o acetato de etila é o éster presente em maior quantidade em
relacdo aos demais ésteres. Normalmente o acetato de etila representa
aproximadamente 80% de todos os ésteres da cachaga, que em baixas
concentragdes, proporciona um aroma agradavel de frutas, porém, em grandes
quantidades, confere a bebida um sabor enjoativo e indesejado (PARAZZI et al.,
2008) .

A formagdo dos ésteres pos-fermentagdo alcodlica, via reacdo quimica
direta entre acidos e alcoois, também ocorre, tanto na destilacdo quanto no
envelhecimento, porém, em escala bem menor que a via enzimatica. O aroma
dos ésteres € mais acentuado quando o alcool que os compdem possui baixo
peso molecular. Além disso, cada éster tem aroma peculiar. Os acetatos de etila
e de butila apresentam aroma frutado, o acetato de isoamila e butirato de amila
tem aroma de banana, ao passo que os acetatos de alcoois maiores t€m aroma

citrico, porém, menos pungente que os ésteres de alcoois menores. Os ésteres
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propanoato de etila, butanoato de etila, pentanoato de etila, heptanoato de etila e
acetato de hexila sdo minoritarios em cachaga e potencialmente importantes ao
aroma da bebida, pois apresentam valores de limiar de odor baixos em agua
(NOBREGA, 2003).

No processo de envelhecimento, os ésteres aromaticos sdo gerados pela
interconversdo dos compostos fendlicos, tais como siringato de etila e vanilato
de etila e os ésteres extraidos da madeira, como o homovanilato de metila ¢ o
siringato de metila (VICHI et al., 2007).

O lactato de etila, segundo éster mais abundante na cachaga, ¢ formado
pela bactéria Lactobacillus spp, que é responsavel pela fermentacdo lactica,
favorecida pelo controle deficiente da fermentacdo alcodlica. A origem dessa
bactéria no mosto esta associada a propria matéria-prima (cana-de-agucar,
levedura e agua) e ao local de producao da bebida. Assim, a presenca de lactato
de etila constitui um indicador da qualidade de fermentacdo e por apresentar-se
em concentracdo significativa, sua contribuicdo a fragdo de ésteres totais ndo
deve ser negligenciada. NASCIMENTO; CARDOSO; FRANCO, 2009).

Tanto a quantidade quanto a propor¢ao dos diferentes ésteres influencia
a percepcdo de aromas nas bebidas. Fatores como o tipo e quantidade de
fermento, temperatura, aeragdo e agitagcdo na fermentagdo e qualidade do caldo
influenciam fortemente na formagdo dos ésteres. A aeracdo ou agitacdo fornece
uma maior concentragdo de oxigénio para as leveduras e, assim, uma maior
producdo intracelular de piruvato, que por descarboxilagdo oxidativa, fornece
alta taxas de acil-CoA, que ¢ alcoolizada formando ésteres. Aparentemente a
maioria dos ésteres ¢ produzida nos ultimos estagios de fermentagdo, ao
contrario dos alcoois, que sdo produzidos abundantemente no inicio (BERRY,
1995).

Nobrega (2003), analisando os compostos volateis de aguardente de

cana, identificou os seguintes ésteres em bebidas alcodlicas: acetato de etila,
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propanoato de etila, butanoato de etila, acetato de 3-metilbutila, pentanoato de
etila, hexanoato de etila, acetato de hexila, heptanoato de etila, octanoato de
etila, nonanoato de etila, decanoato de ectila, octanoato de 3-metilbutila,
undecanoato de etila, dodecanoato de etila, decanoato de 3-metilbutila,
tetradecanoato de etila, dodecanoato de 3-metilbutila, pentadecanoato de etila,
hexadecanoato de etila. Dos 18 ésteres identificados, os quatro majoritarios
foram: decanoato de etila, octanoato de etila, acetato de 3-metilbutila e

dodecanoato de etila.

2.5.3 Acidos carboxilicos

Os 4acidos carboxilicos sdo compostos normais da fermentacao,
produzidos por leveduras ou bactérias provenientes de contaminagdo. O acido
predominante em bebidas fermento-destiladas ¢ o acido acético, que chega a
compor 70% de todos os acidos presentes na bebida. Ele ¢ formado pela
oxidagdo do acetaldeido, mesmo quando a fermentagdo ¢ totalmente controlada.
Além do acido acético e lactico, que sdo subprodutos normais da fermentagao
alcoolica, estdo presentes os acidos formico, butirico, propidnico e outros em
quantidades pequenas. S@o também importantes os acidos piruvico, citrico,
succinico e oxaloacético, pois, em conjunto com o &cido acético contribuem
sensorialmente para a cachaga, de modo direto ou indiretamente, como no caso
destes, por originarem ésteres. Em trabalho de avaliagdo qualitatitva e
quantitativa de acidos volateis em 57 amostras de cachaca provenientes de
diferentes regides do Brasil, Nascimento et al. (1998) constataram que os acidos
presentes em maiores quantidades foram o acétido (90% do total de 14 acidos
identificados), octanoico, decanoico ¢ dodecanoico.

Uma acidez elevada na cachaga ¢ sensorialmente desagradavel e esta

associada a praticas de estocagem da cana e contaminagdes do mosto com
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bactéria acética, mas a presenca de acidos em pequena quantidade ¢ de grande
importancia para a qualidade da bebida, uma vez que, durante sua produgio, os
acidos reagem com os alcoois presentes, aumentando a formacdo de ésteres
(CARDOSO, 2006).

Além desses compostos considerados desejaveis, ¢ possivel que existam
outros que ainda ndo foram identificados, por estarem numa matriz complexa e
em quantidade traco, mas que por interagdo com os demais compostos, possam

também contribuir para a qualidade sensorial da bebida.

2.5.4 Acetais

Em rum e possivelmente em cachaca, a maioria dos acetais ¢ formada
durante a destilagdo pela reacdo de uma molécula de aldeido e uma molécula de
alcool, formando um hemiacetal. O hemiacetal formado ¢ instavel e, uma vez
combinado com outra molécula de alcool, forma um acetal estavel. A reagdo de
formagdo de acetais ¢ reversivel. Em cachaga, ja foram identificados em niveis
relativamente elevados o 1,1-dietoxi-etano e 1-etoxi-2-pentoxi-etano. A
formagdo desses compostos pode ser compreendida pela reacdo de adi¢do entre
acetaldeido e os alcoois etilico e pentilico, formando um hemicetal, seguida pela
condensacao desse por outra molécula de alcool (Figura 4). O 1,1-dietoxi-etano
tem odor refrescante e frutado; portanto, deve contribuir para o aroma final da
cachaga, seja pela redugdo do odor pungente do acetaldeido, majoritidrio na

cachaca, seja pelo reforgo com seu aroma frutado (NOBREGA, 2003).
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Figura 4 Formagao de 1,1-dietoxi etano

2.6 Compostos secundarios indesejaveis

As principais substincias indesejaveis da cachaca, aqui consideradas,
sejam estabelecidas ou ndo pela legislacdo, sdo aquelas que oferecem perigo

para a saude humana ou depreciam sensorialmente a bebida.

2.6.1 Cobre

O cobre, material amplamente empregado na industria de confecgdo de
destiladores, conduz a contaminag@o do destilado por ions clipricos. A presenga
de cobre nas cachacas artesanais deve-se principalmente ao azinhavre
[CuCO;Cu(OH),], carbonato basico de cobre que, uma vez formado, adere na
parede interna do alambique e ¢ dissolvido pelos vapores levemente acidos da
bebida durante o processo de destilagdo. A legislagdo brasileira limita o teor de
cobre em bebidas destiladas em 5,0 mg L"; entretanto, para exportagdo, o limite
¢ de 2,0 mg L' (BRASIL, 2005).

Dos metais presentes, somente o cobre ¢ desejavel, desde que esteja

abaixo de limite estabelecido pela legislacdo. Sua toxicidade estd na grande
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afinidade com os grupos SH de enzimas e proteinas. Estudos apontam que a sua
presenca na cachaca melhora as propriedades sensoriais, pois esse metal catalisa
a oxidagdo do gas sulfidrico e dos tidis a sulfeto e dissulfeto, que sdo compostos
de baixa solubilidade, permanecendo na fracdo cauda, ocorrendo, assim, a
reducdo da concentragdo deles na bebida. Ainda na destilacdo, o cobre interfere
no equilibrio liquido-vapor, promovendo um aumento da concentracdo de
acetato de etila no destilado e uma diminuicao da concentragdo do acetaldeido.
O cobre reage também com os acidos carboxilicos, formando os organoctipricos
e contribuindo para uma acidez mais equilibrada na bebida. (CARDOSO, 2006).

Para minimizar a contaminagdo da bebida por cobre, basta fazer uma
limpeza apropriada do alambique com dgua e limdo. No entanto, os produtores
nao acatam essa medida e preferem utilizar filtros de resina de troca i6nica ou de
carvao ativado, apos a destilagdo. Esse procedimento remove o cobre e outras

substancias importantes no aroma e sabor da bebida (LIMA et al., 2009).

2.6.2 Arsénio e chumbo

A contaminagdo da cachaga por esses metais ocorre durante o processo
de produgdo pelo contacto com materiais das embalagens utilizadas,
revestimentos ceramicos, tintas e soldas de ligas metalicas nos equipamentos.

O arsénio ¢ carcinogénico e doses orais de 3,0 a 30,0 mg kg™ de massa
corpérea podem causar irritacdo estomacal e intestinal, dor, niusea, vomito,
diarreia, diminuigdo na producdo de células brancas e vermelhas, causando
fadiga, alteracdo de batimentos cardiacos e funcgdes nervosas. Os efeitos
carcinogénicos da intoxicagdo por arsénio estdo associados a exposi¢do cronica
por varios anos. Com base em evidéncias toxicologicas, em 1993, a Organizacao
Mundial da Saude estabeleceu, para a 4gua, a concentracdo maxima de arsénio

de 10,0 ug L™, valor acatado no Brasil (FUNASA, 2001).
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As vias de contaminagdo do chumbo podem ser por inalagdo ou por
ingestdo. Somente os complexos organicos do metal podem ser absorvidos via
cutdnea. Uma vez absorvido, o chumbo ¢ distribuido para o sangue, no qual tem
meia-vida de 37 dias; para os tecidos moles, a meia-vida é de 40 dias, e nos
0ss0s, a meia-vida é de 27 anos, constituindo esse o maior depdsito corporal do
metal, armazenando de 90% a 95% do chumbo presente no corpo (MOREIRA;
MOREIRA, 2004).

A intoxicagdo por chumbo afeta o sistema digestivo, o sistema nervoso
central e o sistema hepatico, pois esse metal acumula-se no figado e nos rins

(SIEBALD; CANUTO; SILVA, 2009).

2.6.3 Metanol

Entre todos os alcoois presentes na cachaca, o metanol é particularmente
indesejavel, mesmo em baixas concentragdes. A sua presenga em bebidas causa
agressividade olfativa, além de ser prejudicial a satide. A oxidagdo do metanol
no organismo humano ocorre da mesma forma que a do etanol; porém, em uma
velocidade de oxidagdo bem menor; portanto, o metanol pode levar varios dias
para ser excretado e demorar até 36 horas para manifestar os sintomas de
cefaleia, vertigem, vomitos, dor intensa no abdomen, visdo embacada, etc. Para
Cardoso (2006), a oxidagdo do metanol origina o acido formico, o didxido de
carbono e a dgua. Tanto o 4cido formico quanto o didxido 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 intoxicagdo; 15 mL de metanol
provoca cegueira e de 10,0 a 100,0 mL pode ser fatal (CARDOSO, 2006).

A formagdo de metanol ocorre, principalmente, na etapa de fermentagao

por hidrédlise enzimatica ou acida do grupo metoxila presente nas substancias
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pécticas. A degradagdo das substdncias pécticas produz metanol e acido
galacturénico que, por sua vez, degrada em acucares de cadeias menores. Os
bagacilhos sdo ricos em substancias pécticas, polimeros de acido galacturdnico,

com grau variavel de metoxilagao (CARDOSO, 2006).

2.6.4 Butanol-1 butanol-2

Sabe-se que o butanol-1 ¢é formado na fermentagdo devido a
contaminagdo pela bactéria “Clostridium acetobutylicum” e que sua toxicidade é
relativamente alta, quando comparada ao etanol. A Instru¢do Normativa de
junho de 2005 incluiu na lista dos PIQs de aguardente de cana e de cachaga
essas duas substincias que fazem parte dos alcoois superiores: butanol-1
butanol-2, mas que devem ser quantificadas separadamente e estabeleceu ainda
limites permitidos para eles (BRASIL, 2005).

Pesquisando esses contaminantes, Penteado e Masini (2009) analisaram
33 amostras de aguardentes artesanal e industrial produzidas em quatro estados
do Brasil e observaram uma grande variagdo 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 4lcool anidro,
respectivamente. Parazzi et al. (2008) avaliaram os efeitos da madeira sobre a
composicdo quimica da aguardente envelhecida em barris de carvalho,

encontrando para o butanol-1 a concentragio média de 1,05 mg 100,0 mL™".
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2.6.5 Acetoina

Quanto a classe de cetonas, a legislacdo brasileira ndo estabelece limite
a sua presenga nas cachacas, mas sabe-se que as cetonas sdo importantes para o
sabor das bebidas, sendo originadas por fermentagdo secundaria ou por
contaminag¢do durante o processo de produgdo. A acetoina (3-hidroxi-2-
butanona), principal cetona encontrada em bebidas alcoodlicas, apresenta odor
agradavel, atuando como potencializador de aromas em manteiga, vinagre e
café. E uma substincia comumente produzida em processos fermentativos tanto
por leveduras como por bactérias durante a fermentagdo malolatica. A rota da
acetoina passa pelo diacetil (2,3-butanodiona) e pelo 2,3-butanodiol, que sio
importantes componentes de aromas de diversos produtos lacteos, tais como
queijo e manteiga. A reagdo inicia-se com a condensagdo do piruvato com uma
molécula de acetaldeido, combinada com o pirofosfato de tiamina, formando
acido o-acetolactico que, posteriormente, sofre descarboxilagdo oxidativa,
formando a acetoina. (FLEET, 2003).

O 2,3-butanodiol, juntamente com a acetoina, sdo desejaveis na bebida e
encontrados com frequéncia em vinho. Geralmente, ndo afetam a qualidade
sensorial das bebidas alcodlicas, mas em elevadas concentragdes, pode
modificar o “bouquet” e o corpo do vinho, devido ao seu gosto levemente
amargo e sua viscosidade. As dicetonas vicinais, principalmente 2,3-
butanodiona (diacetil) e 2,3-pentanodiona, podem estar presentes em bebidas
como cervejas, vinhos, uisque, rum e cachacga; quando em excesso, podem
causar sabor desagraddvel. O limiar de percep¢do do odor para 2,3-butanodiona

¢ da ordem de 3,0 pg L™ em bebidas alcodlicas (ROMANO et al., 1998).
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2.6.6 Acetaldeido

Da classe dos aldeidos estdo presentes na cachaga diversos compostos,
sendo a maioria indesejavel do ponto de vista toxico. A composicao de aldeidos
na bebida depende da adequacdo e da eficiéncia da separacdo da fragdo cabeca
durante o processo de destilacdo. Os principais aldeidos encontrados em bebidas
destiladas sdo: metanal (aldeido férmico), etanal (acetaldéido), butanal (aldeido
butirico), 3-metil propanal (aldeido isobutirico), pentanal, hexanal, furfural,
hidroximetilfural e acroleina. O acetaldeido é proveniente da oxidagdo do etanol
e ocorre principalmente nas primeiras horas da fermentagdo, diminuindo
posteriormente, sob condi¢cdes de anaerobiose. A principal via metabolica do
acetaldeido ocorre pelo processo fermentativo das leveduras, quando o acido
piravico ¢ descarboxilado pela agdo da enzima piruvato descarboxilase. Pode
ainda ser produzido, em pequenas quantidades, através da oxidagdo ndo-
enzimdtica do etanol, pela presenca de oxigénio (Figura 5). A formacdo dos
demais aldeidos da série homologa segue a mesma via metabdlica do

acetaldeido (CARDOSO, 2006).
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Figura 5 Via metabdlica da formacao do acetaldeido
O acetaldeido ¢ o principal aldeido presente na cachaga, podendo

representar até 90% da concentragdo dos aldeidos totais. E um composto de alta

reatividade, exercendo, portanto, uma influéncia significativa na maturagdo da



52

cachaca, pois a medida que transcorre o tempo necessario para o descanso da
bebida, a sua concentracdo diminui. Normalmente, ele se forma no inicio da
fermentacdo (NYKANEN; NYKANEN, 1991).

O limite de percepgdo olfativa do acetaldeido é de 100,0 mg L™, no
vinho, podendo tornar-se irritante ao aparelho respiratorio quando em
concentragio superior a 134,0 mg L. O acetaldeido tem se mostrado um potente
teratogénico em ratos, sendo considerado também como agente mutagé€nico e
carcinogénico (OSBORNE et al., 2000).

Na indutstria de bebidas, ¢ importante conhecer as concentragdes de
acetaldeido, pois ele tem um papel central na manifestagdo de intoxicacdo
alcoolica. A legislacdo brasileira estabelece, para aldeidos totais em cachaga, o
limite de 30,0 mg de acetaldeido por 100 mL de alcool anidro. Em vinhos, altas
concentragdes de acetaldeido resultam em um aroma herbaceo indesejavel e a

baixa concentra¢do, em aroma de maca (AZEVEDO et al., 2007).

2.6.7 Furfural

Ainda da classe dos aldeidos, mas do tipo furdnico, o furfural e o
hidroximetilfurfural sdo encontrados com frequéncia em cachaga. A literatura
relata que o contato prolongado com o furfural pode causar dermatite, irritagdo
da mucosa e trato respiratério, além de afetar o sistema nervoso central
(AZEVEDO et al., 2007).

Na Instru¢do Normativa de n.13, de junho de 2005, para a fixa¢do dos
padrdes de identidade e qualidade de aguardente de cana e de cachaca, o
pardmetro furfural foi desdobrado para furfural e hidroximetilfurfural, sendo

mantido o teor maximo de 5,0 mg 100 mL™" de alcool anidro (BRASIL, 2005).
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O furfural e o hidroximetilfurfural sdo formados durante a destila¢do a
partir de pentoses e hexoses, surgindo predominantemente como produto da
cauda, dependendo do tipo de aquecimento (FARIA et al., 2003).

A reacdo de formagao desses aldeidos é favorecida em meio acido e
pelo aquecimento, envolvendo a desidratacdo dos agucares. Na cachaca, os
fatores que contribuem para aumentar a concentracdo do furfural e
hidroximetilfurfural estdo relacionados com a presenca de matéria organica
depositada no fundo dos alambiques, acucar residual, bagacilhos no mosto e
quando a colheita for precedida da queima do palhico (MASSON et al, 2007).

Nas bebidas envelhecidas, o furfural tem sua origem principalmente da
acdo de acidos sobre pentoses e seus polimeros (hemiceluloses), podendo ter sua
origem, pelo menos em parte, no envelhecimento através dos recipientes de
madeira utilizados no armazenamento da bebida (MASSON et al., 2007).

Em se tratando de recipientes novos, a parte interna da madeira ¢
queimada e em seguida, molhada, para evitar futuras rachaduras. Esse
tratamento resulta na redugdo parcial da celulose e na formacdo de
hidroximetilfurfural (AZEVEDO et al., 2007).

Segundo Maia (2002), os aldeidos tém aroma pungente e, em geral,
desagradavel. Sua presenca ¢ rapidamente detectada na degustacdo devido ao
“incdmodo” provocado nas fossas nasais. Os aldeidos sdo também responsaveis

por outros efeitos fisioldgicos indesejaveis, como dor de cabega e “ressaca”.

2.6.8 Compostos de enxofre

Também presentes em cachagas, os compostos sulfurados apresentam
odores desagradaveis e com limite de percepg¢do muito baixo, apresentando
efeito negativo sobre o aroma das bebidas. Os compostos sulfurados encontrados

na bebida foram o sulfeto de hidrogénio e o dimetil sulfeto, produzidos durante a
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degradag@o da metionina e cisteina, ou ainda, da S-metil-metionina e D-dimetil-
sulfoxido e o 4,5-de hidro-2-metil-3[2H]-tiofenona formado pela condensagio
aldolica envolvendo acetaldeido e piruvaldeido e subsequente reacdo com H,S,
produzido por intermediario da hidrolise térmica ou degradacdo de Strecker do
aminoacido sulfurado cisteina. Compostos sulfurados sdo considerados
relevantes ao aroma de qualquer bebida, pois a maioria deles possui valor limiar
de odor muito baixo (NOBREGA, 2003).

Em cachaca artesanal, é comum encontrar baixas concentracdes de
compostos de enxofre, pois o cobre, oriundo do alambique, catalisa as reagdes
de degradacdo dos compostos sulfurados; porém, com a contaminacdo da bebida
pelo cobre, os produtores estdo substituindo parte de seus alambiques por ago
inoxidavel. Essa medida tem promovido o aumento do teor dos compostos de
enxofre na bebida. O material do destilador influencia a composi¢do quimica da
cachaga, pois a bebida destilada em coluna de ago inox produz um teor elevado
de sulfeto de dimetila (DMS) comparado com a bebida destilada em alambique

de cobre (CARDOSO et al., 2003a).
2.6.9 Acroleina

Neste topico sera discutido mais detalhadamente sobre a acroleina,
tendo em vista que a sua caracterizagdo e quantificagdo fazem parte desta
pesquisa.
2.6.9.1 Formagcao e propriedades

A acroleina é uma substancia encontrada em alimentos, bebidas e no

meio ambiente, principalmente nas cidades e zonas industriais ‘onde &

considerada como um poluente para as vias respiratorias. E um aldeido a,p-



55

insaturado altamente eletrofilico, apresentando-se sob a forma de um liquido
transparente ou amarelo, com um odor penetrante e irritante. Apresenta
temperatura de ebulicdo de 52,5°C, temperatura de fusdo -87,7°C, e pressdo de
vapor de 200 mmHg a 17,5°C. E bastante solGivel em agua, muito inflamavel e
polimeriza com facilidade, tratando-se, portanto, de uma substancia bastante
reativa, o que a torna muito instdvel. Sua grande reatividade pode ser
relacionada a polarizagdo da dupla ligagdo pelo grupo aldeidico, (Figura 6). Uma
vez absorvida, a acroleina reage diretamente com acidos, aminas primarias e
secundarias encontrados em proteinas e dacidos nucleicos. Em proteinas,
preferencialmente ataca os grupos SH livres de residuos de cisteina e os grupos

amino de residuos de lisina e histidina (GHILARDUCCI; TIEERDEMA, 1995).

e
H,C=CHC”
H

Figura 6 Formula estrutural da acroleina

Em bebidas destiladas novas, como conhaque, uisque ou rum, a
acroleina é responsavel pelo aroma penetrante e apimentado. E formada, na
etapa da fermentacdo ou durante a destilagdo, pela presenca de glicerol no mosto
e catalisada por acidos a quente, quando em contato com superficies metalicas
do alambique. Tanto na fermentagdo, quanto na destilagdo ocorre desidratagdo
do glicerol. (NYKANEN; NYKANEN, 1991).

Em outros estudos, verifica-se que a formagdo de acroleina em bebidas
alcoolicas ocorre principalmente durante o processo de fermentagdo, pela
desidratagdo do glicerol, associada a bactérias termofermentativas, como ocorre
em vinhos (AZEVEDO et al., 2007; CARDOSO, 2006).

A rota metabdlica proposta para a formagdo da acroleina na etapa de

fermentacdo ¢ similar a da destilagdo e envolve a desidratagdo do glicerol com
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perda de duas moléculas de agua. Na primeira etapa ocorre a eliminagdo da
hidroxila central e posterior desidratagdo; na segunda etapa, ocorre
simplesmente uma segunda eliminacdo da molécula de agua. A reagdo
simplificada da conversdo do glicerol em 3-hidroxi-propanal e, posteriormente,
em acroleina, ocorre em meio acido na presenga de calor, como demonstrado na

Figura 7.
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Figura 7 Via metabdlica de formagao da acroleina

Fonte: Adaptada de Sauvageol et al. (2000)

A produgdo de acroleina por bactérias esta relacionada aos aminoacidos
sulfurados, cisteina e metionina, formando intermedidrios que sdo

fotodegradados em acroleina e sulfeto de dimetila (SAUVAGEOL et al. 2000).

2.6.9.2 Toxicidade

A acroleina ¢é toxica por todas as vias de exposi¢do; porém, o
mecanismo pelo qual produz sintomas toxicos nao € conhecido, embora se saiba

que o composto ¢ altamente reativo, causando reagdes cruzadas com sitios do
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DNA e inibindo a atividade de algumas enzimas (incluindo o citocromo P450 ¢
a glutationa-S-transferase) in vitro por reagdo com os grupos de enxofre em
locais ativos. A acroleina promove a supressdo de defesas antibacterianas no
pulmao, libera radical de oxigénio e reage com proteinas. O ataque irritativo ¢é
imediato, mas pode surgir edema pulmonar retardado e insuficiéncia respiratoria
que persistem por mais de 18 meses apos exposi¢do. Exposi¢cdes ao vapor de
acroleina em concentragdes superiores a 10,0 mg L™ podem levar & edema
pulmonar e morte. A inalagdo pode também causar uma reagdo asmatica em
individuos sensiveis. Os vapores de acroleina sdo irritantes aos olhos, nariz e
garganta, o limite de percepcdo olfativa da acroleina no ambiente ¢ de 0,21 mg
L' e concentragdes dez vezes maiores sio consideradas perigosas & vida e a
saude (AZEVEDO et al., 2007 ).

A Organizagdo Mundial da Satide (OMS) e particularmente a Agéncia
Internacional para Pesquisa do Cancer (IARC) tm demonstrado nos ultimos anos
grande interesse na identificagdo dos congéneres e outros compostos presentes
em bebidas alcodlicas que apresentam caracteristicas carcinogénicas,
mutagénicas ou toxicas (NASCIMENTO et al., 1997).

A Instrugdo Normativa de 2005 incluiu a acroleina, na lista de padrdes
de Identidade e Qualidade da Cachaga e da Aguardente de Cana, cujo limite
permitido € de 5,0 mg/100 mL de alcool anidro (BRASIL, 2005).

2.6.9.3 Acroleina em alimentos e bebidas

A acroleina pode ser encontrada no ar, na agua e em solos proximos de
locais usados como depdsitos de residuos perigosos, se ndo devidamente
armazenados. Apesar de ser encontrada na agua de superficie e no solo, segundo
a Environmental Protection Agency (EPA), a acroleina é rapidamente evaporada

ou inativada por ligacdes a materiais no solo, sendo, assim, improvavel que
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prevaleca muito tempo no ambiente, ou seja, persisténcia ambiental ndo ¢
esperada (EPA, 2003).

A presenca de acroleina em alimentos e em bebidas é indesejavel por ser
extremamente toxica por todas as vias de administracdo, além de apresentar
caracteristicas mutagénicas, podendo provocar irritacdo no trato respiratorio de
animais ¢ humanos. Em varias pesquisas tém sido relatada a presenca de
acroleina em alimentos e bebidas. Hirayama et al. (1991) encontraram acroleina
em cinco amostras de dleos comestiveis com concentragdes que variavam de
11,92 38,1 ug g (média de 28,5 pg g"), aquecidos a 80°C durante 20 horas.

Nessa mesma época, Feron et al. (1991) analisando acroleina em vinho e
outras bebidas alcodlicas, encontraram uma concentragio maxima de 3,8 pug g

Varias pesquisas tém sido realizadas nessa area, porém, até o0 momento
as concentracdes de acroleina na bebida apresentam-se abaixo do permitido pela
legislagdo brasileira (AZEVEDO et al.,, 2007, CARDOSO et al., 2003b;
LEDAUPHIN et al., 2006a; MASSON, 2009; ZACARONI, 2009).

Na busca por esclarecimentos a respeito das alteragdes que se processam
na composicdo da bebida em funcdo da natureza do material dos alambiques,
Nascimento et al. (1998) quantificaram os principais aldeidos presentes em
bebidas produzidas em diferentes alambiques, porém ndo foi detectada a

presenca de acroleina nas amostras avaliadas.

2.6.9.4 Métodos de andlise para acroleina

A cromatografia ¢ a técnica mais utilizada na identificacdo e
quantifica¢do de acroleina em alimentos e bebidas. Os aldeidos de baixa massa
molar, saturados ou insaturados, como a acroleina, apresentam elevada

reatividade, o que dificulta a sua andlise direta; portanto, os métodos indiretos,
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por derivagdo, sdo os mais apropriados. A derivagdo aumenta a resposta do
detector e a seletividade (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

Na derivacdo de compostos carbonilicos, sdo empregados diversos
agentes, como 2,4-dinitro-3,5,6-trideuterofenilhidrazina, semicarbazina, 5,5-
dimetil-1,3-ciclo-hexanodiona, 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH),
hidroxilamina, O-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzil)-hidroxilamina (PFBHA) e 5-
(dimetilamino)naftaleno-1-sulfohidrazida (DNSH) (PEREIRA; CARRILHO;
TAVARES, 2002; HO; YU, 2004).

A 2,4-DNPH ¢ uma das melhores alternativas para a determinagdo de
aldeidos e cetonas, tanto em amostras liquidas como gasosas. A reagdo com 0s
compostos carbonilicos ¢ altamente especifica e ocorre em temperatura
ambiente, favorecendo um preparo de amostra mais rapido e minimizando os
efeitos de matriz (AZEVEDO et al., 2007).

As hidrazonas, uma vez formadas, sdo analisadas por cromatografia
gasosa (GC) e por cromatografia liquida de alta eficiéncia HPLC-fase reversa;
entre estas duas técnicas, a HPLC tem se mostrado mais atraente. A GC tem
limitagdes no que diz respeito a baixa volatilidade e instabilidade térmica dos
derivados. A HPLC ¢ a técnica mais utilizada na determinagdo de compostos
carbonilicos, principalmente em matrizes como alimentos, bebidas ou amostras
ambientais. Os derivados hidrazonicos sdo estaveis e facilmente separados e
identificados (LEDAUPHIN et al., 2006b; SILVA, M. et al., 2006).

Em cachaca, os primeiros estudos sobre acroleina utilizaram HPLC em
fase reversa ap6s derivagdo com 2,4-DNPH. Segundo os autores, a metodologia
¢ simples e rapida. Esse procedimento possibilitou a separacdo de dezoito
diferentes aldeidos, dos quais dez foram identificados em 75 amostras
(NASCIMENTO et al., 1997, 1998).

A quantificacdo de compostos carbonilicos insaturados foi realizada por

HPLC com detector de UV, apds derivagdo com um agente alternativo, o N-
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metil-4-hidrazino-7-nitrobenzenofurano (MNBDH). Esse agente de derivagdo
promoveu a formacdo de derivados hidrazénicos que mostraram estabilidade por
alguns dias (SCHULTE-LADBECK et al., 2001).

Cardoso et al.(2003b) quantificaram acroleina em amostras de cachacas
e rum utilizando HPLC e o 2,4-DNPH como reagente de derivacdo. Esse
procedimento pode ser utilizado para determinagdes simultaneas de cetonas e
aldeidos em bebidas alcodlicas.

Uma aplicagdo interessante da derivag@o de aldeidos e cetonas saturados
ou insaturados foi demonstrada por Herrington et al. (2005) usando DNSH.
Neste estudo, foi examinado o mecanismo de reacdo para a acroleina e os
principais pardmetros que influenciaram a reagdo. A hidrazona da acroleina
formada mostrou-se estavel por alguns dias, e a quantificagdo foi realizada por
HPLC.

Ledauphin et al.(2006a) desenvolveram um método para identificar e
quantificar acroleina em bebidas alcodlicas, utilizando cromatografia em fase
gasosa com detector de nitrogénio e fosforo, com derivagdo prévia da acroleina
por MBTH. As bebidas alcoolicas contém uma grande quantidade de compostos
volateis, mas poucos compostos nitrogenados, facilitando a detecgdo e reduzindo
possiveis problemas de coeluicdo. Esse método possibilitou o estudo cinético do
desaparecimento da acroleina na bebida. A concentragdo de acroleina diminuiu

rapidamente durante as primeiras horas e alterou lentamente ap6s alguns dias.

2.6.10 Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo compostos
toxicos e que ja foram encontrados em bebidas alcodlicas, embora ndo fagam
parte da lista dos padrdes de identidade e qualidade da cachaga e aguardente de

cana, exigidos pelo MAPA.
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2.6.10.1 Formacéo

Os HPAs sdo compostos organicos que possuem dois ou mais anéis
aromaticos condensados, de cinco ou seis atomos de carbono, podendo ou nio
ter grupos substituintes ligados. A anelagdo pode ocorrer de forma linear ou
angular. Formados durante a combustdo incompleta de material orgénico, seja
por pirdlise, (compostos organicos sdo convertidos em moléculas pequenas nao
estaveis), seja por pirossintese, (moléculas menores e radicais recombinam-se
para produzir moléculas maiores e mais estaveis), os HPAs podem sofrer
reagdes pirossintéticas, originando estruturas mais complexas, com anéis
altamente condensados (PEREIRA-NETTO et al., 2000).

O mecanismo para a formag¢ao dos HPAs esta baseado na combustio e
pode seguir diferentes rotas. A temperatura mais baixa favorece a formagao de
hidrocarbonetos de dois a cinco anéis, como naftaleno, acenaftileno, fluoreno,
fenantreno, antraceno, fluoranteno e pireno, na temperatura igual ou superior a
500°C favorece a formacdo de criseno, benzo(a)antraceno e benzo(a)pireno.
Outros HPAs, como indeno(1,2,3-c,d)pireno, dibenzo(a,h)antraceno e
benzo(g,h,i)pirileno também sdo produzidos em temperaturas superiores a

600°C (MCGRATH; CHAN; HAYALIGOL, 2003).

2.6.10.2 Legislacéo

Agéncias que controlam a qualidade das aguas no Brasil e no mundo
listam os principais HPAs a serem monitorados, como o criseno,
benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno, dibenzo(a,h)antraceno, indeno(1,2,3-
cd)pireno, benzo(b)fluoranteno e benzo(k)fluoranteno. No Brasil, o Conselho

Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) lista esses sete HPAs que devem ser

monitorados em &guas superficiais de classe 1, com limite de 0,05 ug L’
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(CONAMA, 2005). Em aguas destinadas ao consumo, o limite para
benzo(a)pireno ¢ de 0,01 pg L, nio havendo legislagio para os demais
alimentos; porém, o Brasil segue os limites estabelecidos por outros paises
(BRASIL, 2006).

A legislagdo escocesa estabelece limites de HPAs em alimentos de 1,0
ng L' para o naftaleno, acenafteno, fluoreno, fenantreno e antraceno; de 2,0 pg
L' para o fluoranteno, pireno e criseno (BETTIN; FRANCO, 2005). Na
Alemanha, Suica e Polonia, adotou-se um limite de 1,0 pg kg™ de

benzo(a)pireno em alimentos defumados (SIMKO, 2002).

2.6.10.3 Toxicidade

A Agéncia de Prote¢do Ambiental Americana (United States
Enveronmental Protection Agency — USEPA) monitora 129 poluentes
ambientais, dos quais 16 sdo HPAs e considerados poluentes prioritarios. Ja o
Instituto Nacional de Saude e Seguranga Ocupacional (National Institute for
Occupational Savety & Health — NIOSHI) controla 17 hidrocarbonetos,
incluindo o benzo(e)pireno na lista da USEPA. A Conferéncia Governamental
Americana de Higienistas Industriais (American Conference of Governmental
Industrial Higienists ACGIH) classificou as substdncias quanto a
carcinogenicidade em: Al- carcinogénico humano confirmado; A2 -
carcinogénico humano suspeito; A3 - carcinogé€nico animal confirmado; A4 —
nao classificado como carcinogénico humano e A5- ndo suspeito como
carcinogénico humano (ACGIH, 2007). Uma classificacdo similar ja tinha sido
feita anteriormente pela Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC),
em 1= carcinogénico para humanos; 2A = provavel carcinogénico para
humanos, com limitada evidéncia em humanos e suficiente em animais; 2B =

possivel carcinogénico em humanos e limitada evidéncia em humanos e
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insuficiente em animais; 3 = ndo € classificada como carcinogénico em humanos
(IARC, 1983)

Os 16 HPAs monitorados pela USEPA estdo apresentados na Tabela 2,
com suas estruturas e efeitos. Esses compostos promovem risco a saude, pois sdo
pré-carcinogénicos, ou seja, precisam passar por um processo metabolico
preliminar para formar o carcindgeno ativo e tornarem-se capazes de reagiram
com o DNA e outras moléculas, sendo listados pela Unido Europeia como
poluentes prioritarios (OLIVELLA et al., 2006).

O comité conjunto FAO/OMS de Peritos em Aditivos Alimentares
(JECFA) e o World Health Organization (WHO) avaliaram o grupo dos HPAs e
concluiram que 13 desses compostos sdo claramente carcinogénicos e
genotoxicos: benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno, benzo(j)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno,  criseno, benzo(a)pireno, indeno (1,2,3 cd-pireno),
dibenzo(ah)antraceno, dibenzo(ae)pireno, dibenzo(ah)pireno, 5-metilcriseno
dibenzo(ai)pireno e dibenzo(al)pireno, dos quais, o benzo(a)pireno € o mais
conhecido e tem sido muito estudado nos tltimos anos (WHO, 2005).

Os efeitos carcinogénicos e mutagénicos crescem com o aumento do
numero de anéis aromaticos condensados. Os HPAs de baixa massa molecular
(dois, trés ou quatro anéis aromaticos) apresentam uma significativa toxicidade.
No entanto, alguns dos hidrocarbonetos de elevada massa molecular (com cinco
ou seis anéis) além de serem toxicos, sdo altamente mutagénicos (DOONG;
CHANG; SUN, 2000).

Os HPAs, uma vez inseridos no corpo humano, por inalagdo, ingestao
ou através da pele, distribuem-se pelo organismo através de qualquer rota e sdo
encontrados em praticamente todos os o6rgaos internos, principalmente naqueles

ricos em lipideos, ocorrendo a metabolizacdo e depois a excrecdo pela urina.
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Tabela 2 Estruturas quimicas, propriedades e classificacdo dos HPAs

Classificacéo T(°C) S*

Nome FE
IARC USEPA Tf Te
naftaleno 2B P 80 218 30
acenaftileno O?O NC P 92 265 3,93
acenafteno 0.0 NC P 92 279 347
fluoreno Cro) 3 P 116 293 198
antraceno 0D 3 P 216 340 0,07
fenantreno 3 P 101 340 1,29
Pireno O’O‘ 3 P 149 360 0,14
fluoranteno 3 P 111 - 0,26
Benzo(a)antraceno Qi%j 2B P 158 400 0,014
Criseno 2B P 265 - 0,002
90
Benzo(a)pireno ““ 1 P 179 496 0,004
Benzo(b)fluoranteno “ 2B P 167 - 0,001
oAy
Benzo(k)fluoranteno (0 2B P 217 480 0,001
Benzo(g,h,i)pirileno 3 P 222 - 0,003
Indeno(1,2,3-cd)pireno E% 2B P 163 - 0,062
Dibenzo(a,h)antraceno éﬁg 2A P 262 - 0,005

FE — formula estrutural. NC=ndo consta. *S — solubilidade (mg L™).
Te — Temperatura de ebulicdo Tf — temperatura de fusao
Fonte: Adaptada de IARC (2006)



65

O metabolismo dos HPAs ¢ complexo. Em geral, sdo convertidos em
epoxidos, os quais posteriormente sdo convertidos em fendis, diois e tridis, que
podem ser conjugados com acido sulfurico ou glucordnico ou com glutationa.
Embora a maior parte do metabolismo resulte em detoxificagdo, alguns HPAs
sdo ativados formando espécies DNA-ligantes, principalmente o diol epoxido, e
posteriormente, compostos poliidroxilados, que sdo mais soliveis em agua, o
que facilita a eliminacdo pela via urinaria. Um dos intermediarios formados pode
reagir com a guanina do DNA, formando um aduto e for¢cando a célula a erros na
replicagdo do DNA, iniciando um processo mutagénico (PEREIRA-NETTO et
al., 2000).

Os HPAs podem produzir tumores tanto no local de contato quanto em
local distante dele, e o potencial carcinogénico do composto pode variar de
acordo com a rota de exposi¢do. As estimativas de risco associado aos HPAs e
suas misturas sdo feitas com base em estimativas de exposi¢do e em resultados

de estudos epidemiologicos (WHO, 1998).

2.6.10.4 Propriedades fisico-quimicas

As propriedades fisico-quimicas sdo importantes para entender o
comportamento ambiental, bioldgico e principalmente para estabelecer métodos
para sua analise. Essas substincias sdo pouco solivel em agua, possuindo
elevadas temperaturas de ebuli¢do e fusdo, na faixa de 218°C a 542°C, e o
intervalo da temperatura de fusfo de 80°C a 279°C. Sdo soliveis em solventes
organicos e demonstram grande afinidade lipofilica (expressa pelo coeficiente de
parti¢do octanol/agua, Kow) que aumenta com o aumento do numero de anéis
aromaticos. Por outro lado, a volatilidade desses compostos diminui com o
aumento da massa molar e, consequentemente, os HPAs de massas molares mais

baixas, como o naftaleno, acenafteno e fluoreno, sdo semi-volateis e apresentam
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maiores pressdo de vapor que os mais pesados, tais como o
dibenzo(a,h)antraceno, benzo(g,h,i)perileno e indeno(1,2,3-c,d)pireno. O mesmo
¢ observado com respeito aos valores da constante de Henry, que diminui com o
aumento da sua massa molar (PEREIRA-NETTO et al., 2000).

Essas propriedades possibilitam encontrar os HPAs na atmosfera, tanto
na fase gasosa quanto naquela adsorvida em materiais particulados. Também o
carater lipofilico dos HPAs permite a sua absor¢do pela pele, por ingestdo ou
inalagdo, sendo rapidamente distribuidos pelo organismo.

Na Figura 8 ilustra-se a biotransforma¢ao do benzo(a)pireno, que apos
entrar no organismo humano, sofre oxidagdo enzimatica pela monoxigenase
(MO) e se transforma em varios epoxidos, os quais sdo hidrolisados aos
diidrodiois epdxidos correspondentes, pela agdo da epdxido hidrolase (EH). Os
didis formados, ao sofrerem novamente a acdo de enzimas, transformam-se em
epoxidos carcinogénicos. A ligacao entre o diol epoxido, resultante da ativagdo
metabdlica dessas substincias e o DNA, ¢ favorecida quando o diol epdxido
vicinal é formado (regido de "baia"), principalmente nas moléculas nao lineares,
como o benzo(a)pireno, benzo(a)antraceno e o fenantreno. Provavelmente o
ataque eletrofilico do DNA aos epoxidos ocorra através de um mecanismo do
tipo SN1 e se processe através de estados de transicdo nos quais os
hidrocarbonetos exibem significante carater de carbocation. Assim, a reatividade
com o DNA e, consequentemente, a capacidade carcinogénica desses compostos
estaria diretamente relacionada com a facilidade de formagdo desses
carbocations. Embora seja possivel a obten¢do de quatro formas enantioméricas
para cada diol epdxido formado, somente os isdmeros correspondentes as
estruturas (a) e (c) estdo envolvidos nas reacdes com o DNA em sistemas
celulares, sendo que a estereoquimica R,S,S,R correspondente ao isomero da
estrutura  (a), ¢ responsavel pela maior parte da acdo carcinogénica

(PELTONEN; DIPLLE, 1995).
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(+) 7S, 8R, 9S, 10R diidrodiol epoxido () 7S, 8R, 9R, 10S didrodiol epéxido
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OH
(-) 7R, 8S, 9R, 10S diidrodiol epéxido

OH N
(+) 7R, 8S, 9S, 10R diidrodiol epéxido \>
HNA O

HO aduto

Figura 8 Mecanismo de eliminagdo metabdlica do benzo(a)pireno
Fonte: Adaptado de Peltonen e Diplle (1995)
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2.6.10.5 HPAs em alimentos e bebidas

Ha muitos estudos sobre a ocorréncia de HPAs em diversos tipos de
alimentos, incluindo 6leos vegetais, margarinas, maionese, produtos lacteos,
frutas, vegetais, produtos defumados, chas, café, cereais, dgua, alimentos de
origem marinha, alimentos grelhados, entre outros. A formacdo desses
compostos deve-se principalmente ao processamento, como defumacao,
torrefagdo e secagem direta com madeira, a poluicdo do ar e da agua, além de
sua presenca em solos terrestres e marinhos (CAMARGO; TOLEDO, 2002a,
2002b; GARCIA-FALCON; CANCHO-GRANDE; SIMAL-GANDARA,
2005).

As Dbebidas alcoodlicas, destiladas e fermentadas, podem sofrer a
contamina¢do por HPAs durante as etapas de produgdo, por meio de adicao de
caramelo (utilizado para a correcdo da coloragdo da bebida envelhecida) no
produto final ou durante o periodo de maturacdo. Nas bebidas preparadas com
malte, a cevada germinada é seca por meio dos vapores de turfa queimada.
Uisque e outros destilados alcodlicos podem sofrer contaminagdo quando
passados através de filtros de carvao vegetal ou quando estocados por um longo
periodo de tempo em barris de madeira (carbonizados por contato direto com
fogo ou por meio de circulagdo de ar quente. Nos vinhos, a contaminagdo pode
ocorrer durante o armazenamento em barris carbonizados (GARCIA-FALCON;
SIMAL-GANDARA, 2005).

No Brasil, os estudos relacionados a presengca de HPAs em cachaga sdo
incipientes, em virtude da ndo existéncia de legislacdo prépria; porém, com as
exigéncias do mercado externo e a frequéncia com que esses compostos sdo
detectados na bebida, eles tém se tornado alvo de grande preocupagdo, em
virtude do potencial téoxico, mutagé€nico e carcinogénico destas substincias

(PEREIRA-NETO et al., 2000).
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Diversos fatores contribuem para a presenga de HPAs em cachagas,
como a localiza¢do da plantagdo, queima da cana antes da colheita, emprego de
lubrificantes nos equipamentos, utilizagcdo de recipientes ndo adequados para o
armazenamento da bebida, tanques revestidos com resinas asfalticas ricas em
HPAs, acgucar adicionado a bebida e durante o envelhecimento em tonéis de
madeira tratada termicamente (HAWTHORNE; TREMBLEY; MONIOT, 2000;
ZAMPERLINNI; SILVA-SANTIAGO; VILEGAS, 2000).

Canaviais situados proximo a rodovias podem ser contaminados por
esses compostos. Camargo e Toledo (2002a) encontraram maiores niveis de
HPAs em frutas e vegetais provenientes de planta¢des proximas a rodovias, do
que aquelas cultivadas em campo aberto.

A queima da palha da cana é uma pratica bastante comum nessa cultura,
tanto no corte manual como no mecanizado, pois melhora o rendimento do corte,
auxilia no preparo do terreno para novos plantios e aumenta a quantidade de
acucar por peso, devido a evaporagdo da dgua. Por outro lado, a queima da palha
leva a contaminacdo do ambiente por fuligem, fonte de HPAs que sdo
introduzidos na atmosfera, resultando na contaminagdo da cana, e
consequentemente, dos produtos obtidos, dessa cultura (SANTOS; AZEVEDO;
AQUINO-NETO, 2002).

Zamperlini, Silva-Santiago e Vilegas (2000) analisaram amostras de
fuligem da cana queimada e observaram a presenca dos seguintes compostos:
naftaleno, acenaftaleno, acenaftileno, fluoreno, fenantreno, antraceno,
fluoranteno,  pireno, 1,2-benzo(e)pireno,  benzo(a)antraceno,  criseno,
benzo(e)pireno, 1,2-benzo(b) fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno
e benzo(g,h,i)pirileno. Posteriormente Azevedo, Santos e Aquino-Neto (2002);
Godoi et al. (2004); Santos, Azevedo e Aquino-Neto, (2002) confirmaram que
realmente a queima da cana ¢ uma fonte importante de emissdo de HPAs e pode

ser responsavel pela presenca deles na cana queimada e em seus subprodutos.
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BOSSO et al. (2006) mostraram que, durante a colheita manual da cana,
os trabalhadores rurais excretaram HPAs através da urina em niveis nove vezes
mais alto do que um grupo de controle. Segundo os autores, o estudo comprovou
que as condigdes de trabalho expdem os cortadores de cana ao risco potencial de
doengas, principalmente por problemas respiratdrios e cancer de pulmao.

As primeiras pesquisas sobre a presenca de HPAs em cana (crua e
queimada) e seus derivados (agucar mascavo, cristal, refinado e aguardente)
foram realizados por Serra, Pupin e Toledo (1995), que analisaram amostras de
cana crua, cana queimada, caldo misto e caldo decantado. Os contaminantes
somente foram detectados na cana queimada, com niveis de HPAs totais
variando de 0,10 a 1,55 pg kg'. Entre os produtos processados (aglcares e
aguardente), o Unico que ndo apresentou contaminagao foi o agucar refinado; nos
demais produtos os niveis de HPAs totais variaram de 0,76 a 10,15 pg kg™

Garcia-Falcén e Simal-Géandara (2005) pesquisaram varios tipos de
bebidas alcoodlicas (vinho, rum, grappa, brandy e uisque), submetidos a
diferentes periodos de envelhecimento, avaliando 7 HPAs, e pelos resultados,
verificaram que os maiores teores foram encontrados nas bebidas envelhecidas
em barris, os quais foram carbonizados por braseiro, um método tradicional para
reaproveitamento de recipiente.

Nessa mesma época, Bettin e Franco (2005) quantificaram de 16 HPAs
em 28 amostras de aguardentes de cana, observando que as médias variaram de
0,9 pg L' para benzo(a)antraceno e de 9,0 pg L' para naftaleno. Pelos
resultados, verificou-se maior teor dos contaminantes nas aguardentes em que se
utilizaram cana queimada no seu processamento.

Galinaro, Cardoso e Franco (2007), em trabalho similar, monitoraram 16
HPAs em 131 amostras de cachaca de cana queimada ¢ ndo queimada e

confirmaram que a queima da cana contribuiu na formagao de HPAs.
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Tfouni et al. (2007) analisaram 25 cachagas comercialmente disponiveis
no Brasil e verificaram a presenca de benz(a)anthracene, benzo(b)fluoranthene,
benzo(k)fluoranthene, benzo(a)-pirene e dibenzo(a,h)antraceno. Os niveis de
HPAs variaram de ndo detectado a 1,94 ug L™.

Dorea et al. (2008) avaliaram HPAs em cachagas de Minas Gerais e da
cidade de Aracaju-Sergipe, encontrando concentragdes elevadas de fluoreno,
antraceno e benzo(a)pireno.

Caruso e Alaburda (2009) analisando 20 amostras de cachagas de quatro
diferentes estados brasileiros, encontraram niveis de contaminagdo de
benzo(a)pireno variando de nio detectado (LD < 0,03 ug L") a 0,49 ng L™

Os estudos cientificos ja divulgados comprovam que a poluigdo
atmosférica originada pela pratica da queima da cana-de-agucar, como parte do
processo produtivo de etanol, cachaga e agucar, repercute em riscos severos a
saude dos trabalhadores e da populagdo em geral, devendo ser abolida
imediatamente. Diante do exposto, as autoridades do estado Sdo Paulo, maior
produtor de cachaga industrial e etanol do Brasil, aprovaram um regulamento no
qual estabeleceram 2020 como a data-limite para a mecaniza¢do da colheita de
cana em todos os processos ¢ eliminagdo da pratica da queima da cana. Com
isso, pretende-se diminuir a contamina¢do ambiental e em alimentos por HPAs.

Em algumas pesquisas de HPAs em cachaca ndo foram descritas a
respeito da queima da cana antes da producdo, mesmo assim, a bebida
apresentou contaminac¢ao por HPAs. Esse fato aliado a seriedade dos efeitos que
estas substancias causam ao organismo humano, fez com que aten¢do especial
fosse dedicada a todas as etapas do processo de producdo da bebida que possa
contribuir para uma contaminacdo. Entre essas, a utilizacdo de recipientes
plasticos ndo adequados para o armazenamento da bebida, uma das praticas mais

adotadas pelos produtores, especialmente pela viabilidade economica.
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A portaria de n® 738, de 7 de novembro de 2005, recomenda para o
envelhecimento da bebida o uso de tonéis de madeira (de origem exdtica ou
nativa, desde que autorizados pelos 6rgaos competentes) de capacidade de 100 a
700 litros e por um periodo minimo de um ano. Ja o armazenamento da bebida
deve ser em dorna de ago inox ou tonéis de madeira que confira caracteristicas
desejaveis ao produto. E proibido o uso de recipientes de plasticos, de ferro,
ceramica, tanques de concreto, aco-carbono para armazenar a bebida. No
envelhecimento, é proibido o uso de madeira que possa exercer qualquer agdo ou
alteracdo indesejavel nas caracteristicas da cachaga ou que venha ensejar a
migracdo de compostos toxicos. Nessa mesma portaria, proibiu-se o
envelhecimento mediante métodos artificiais, como o tratamento com 0zdnio €
outras substancias (IMA, 2005).

A seguir, sdo apresentadas algumas consideragdes acerca do uso de
técnicas cromatograficas na investigagdo de HPAs em cachaca, a fim de

contextualizar as pesquisas que serdo delineadas mais adiante.

2.6.10.6 Métodos de anélises para HPAs

Os métodos analiticos descritos para a determinacdo de HPAs baseiam-
se na andlise cromatografica em fase gasosa (GC) ou por HPLC. A NIOSH
preconiza dois métodos de analise de HPAs em ambientes de trabalho, sendo a
principal distingdo entre eles as técnicas de andlise: A GC com detector de
ionizagdo por chama (Method 5515-NIOSH) e HPLC com detectores de
Ultravioleta e Fluorescéncia (Method 5506-NIOSH). Esses métodos sdo
adotados em diversos paises, inclusive no Brasil (SILVA, 2009).

A GC utiliza dois detectores, o detector de ionizagdo por chama (FID) e
o detector por espectrometria de massas (MS), separadamente. A detec¢do por

espectrometria de massas ¢ muito usada, principalmente com monitoramento
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seletivo de ions (MS-SIM), por aumentar a sensibilidade. (AZEVEDO;
SANTOS; AQUINO-NETO, 2002; SANTOS; AZEVEDO; AQUINO-NETO,
2002; SIMKO, 2002).

Na quantificagdo de HPAs, utiliza-se com muita frequéncia a técnica de
analise por HPLC, que dispde dos detectores de ultravioleta com arranjo de
fotodiodo (DAD) e de fluorescéncia. A coluna em fase reversa (C18) polimérica
¢ muito eficiente na separacdo dos 17 HPAs considerados prioritarios pela
NIOSH e 16 da USEPA. (DILETTI et al., 2005; PAGLIUCA et al., 2003;
PENSADO et al., 2000; SIMKO, 2002).

As duas técnicas sdo empregadas rotineiramente na analise de HPAs,
porém, requer um tratamento prévio da amostra, envolvendo etapas de
saponificacdo (dependendo do tipo de alimento), extragdo com solventes,
concentragdo do extrato, purificacdo e determinagdo cromatografica. Esse
tratamento ¢ realizado em razdo da complexidade das matrizes, que traz um
grande numero de interferentes que, dificultando, assim, a identificagdo
(PENSADO et al., 2000).

Para auxiliar na determinacdo de HPAs, varios métodos de extracdo
estdo sendo desenvolvidos com o intuito de minimizar os problemas inerentes a

essa analise.

2.6.10.6.1 Métodos de extragao

A escolha do método para a extragdo depende da natureza da matriz. Em
matrizes ricas em proteinas, como a carne, necessariamente passa pela etapa de
saponificacdo, e posterior, extragdo; ja matrizes ricas em lipideos, no caso de
6leos e gorduras, a extracdo liquido-liquido ¢ indicada. O inconveniente desse
procedimento esta no tempo longo da analise e no grande consumo de solventes.

Tentando superar os problemas presentes nessa técnica, novos métodos de
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extragdo foram introduzidos. A extra¢do em fase soOlida consiste na extragdo
solido-liquido, baseada em mecanismos de separagdo da cromatografia liquida
de baixa pressdo, que emprega uma pequena coluna aberta de extragdo
(cartucho), a qual contém a fase solida (fase estacionaria), onde ¢ passada a
amostra contendo o analito de interesse. Ha trés modos de operagdo com a SPE:
limpeza da amostra “clean-up, concentracdo e remog¢do da matriz. A limpeza
consiste em deixar os analitos de interesse “aprisionados” na fase estacionaria,
eliminando as impurezas indesejaveis pela passagem de solvente. Essa
eliminacdo ocorre pela maior afinidade com o solvente. Quando os analitos de
interesse forem menos polares que as impurezas, como € o caso da cachaga, uma
fase solida operando no modo fase reversa ¢ recomendada. No modo
concentragdo da amostra, utilizam-se grandes volumes de solug¢do contendo os
analitos em baixa concentragdo, geralmente pg L. Esses serdo concentrados na
fase solida, enquanto as impurezas serdo descartadas, a posterior eluicdo dos
analitos com um pequeno volume de solvente ndo polar causard grande
concentragdo dos analitos. O modo remogdo da matriz ¢ empregado na remogao
de contaminantes de matrizes complexas, geralmente de fluidos bioldgicos,
como sangue, plasma, etc (LANCAS, 2004). A SPE tem sido muito empregada
na extracdo de HPAs em bebidas (CARUSO; ALABURDA, 2009; GALINARO;
CARDOSO; FRANCO, 2007).

Uma técnica relativamente simples do ponto de vista instrumental e
muito utilizada é a microextracdo em fase soélida (SPME), em que a extragdo
ocorre por meio de uma fibra polimérica recoberta por um polimero. Os
principais revestimentos da fibra sdo: dimetilpolisiloxano — PDMS, poliacrilato
— PA, carbowax/divinilbenzeno — CW/DVB, dimetilpolisiloxano/divinil benzeno
— PDMS/DVB (LANCAS, 2004)

Outra técnica alternativa ¢ a extragdo em fluido supercritico (SFE), em

que o CO,, em temperatura e pressdo acima do ponto critico, ¢ utilizado como
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fase movel por ser um excelente solvente para compostos organicos apolares e
polares (ARREBOLA et al., 2006).
Ha varias outras técnicas de extracdo, que sdo selecionadas de acordo

com a natureza da matriz utilizada e do analito de interesse.
2.6.11 Carbamato de etila

O carbamato de etila (CE) é uma substincia comum a alimentos e
bebidas fermentadas; porém, devido a sua natureza téxica, ¢ a sua presenca
constante em bebidas alcoolicas, tornou-se importante a sua caracterizagdo e
quantificagdo nesses produtos. A formula estrutural do carbamato de etila esta
representada na Figura 9.

i
C

AN
HN~ "OCH,CHs

Figura 9 Férmula estrutural do carbamato de etila
2.6.11.1 Propriedades fisico-quimicas e aplicacdes

O CE ¢é um composto organico que foi preparado pela primeira vez no
século XIX. Também conhecido como uretana ou etiluretana, ¢ um éster etilico
do 4acido carbamico cuja temperatura de ebuligdo estd entre 182 e 184°C,
temperatura de fusdo de 49°C, constante de Henry 0,006 Pa m®/ mol e
coeficiente de particdo octanol/dgua expresso em log P = - 0,15, pressdo de
vapor 0,262 mm Hg a 25°C. Apresenta-se na forma de cristal incolor, inodoro,
de sabor salino refrescante e levemente amargo. E um composto relativamente
polar, hidrofilico e bastante soluvel em agua (4,80x10° mg L), etanol, éter,

cloroférmio, acetato de etila, benzeno e glicerol; sublima a 103°C. Essas
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propriedades conferem ao CE alta polaridade e baixa volatilidade, além de se
decompor a baixa temperatura. (O’NEIL, 2001).
Estudos tedricos de calculos quanticos para o CE observaram a

existéncia de dois conformeros, na fase gasosa (Figura 10)

2
(O oxigénio () Nitrogénio ) carbono () Hidrogénio
Figura 10 Estruturas conformacionais para o CE

Fonte: GOUBET et al. 2009

Experimentalmente a estrutura (1) ¢ mais estavel que a (2), da ordem de
0,5 Kj mol”, devido & falta de simetria na (2) e pela fraca interagdo entre os
atomos de O; e Hg. Por ser o mais estavel, somente o conférmero (1) foi
detectado pela Cristalografia de Raio-X (GOUBET et al., 2009).

O CE foi utilizado na década de 70 como agente antineoplasico para o
tratamento de varicoses, leucemia cronica ¢ micloma multiplo. Outra aplicago
medicinal do CE € o seu uso como hipnotico e anestésico em seres humanos e
animais de laboratorio. Atualmente, a utilizacdo de CE na area da medicina vem
sendo limitada, em razdo dos efeitos pos-operativos adversos observados em
animais e suspeita de risco a saude em seres humanos. Na quimica, o CE tem
sido empregado como intermediario em sintese orgéanica, na producdo de amino-

resinas, como cossolvente na preparagdo de pesticidas, cosméticos e como
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substancia intermediaria na preparacdo de um produto utilizado na lavagem e

desgaste de tecidos (BELAND et al. 2005; WEBER; SHARYPOV, 2009).

2.6.11.2 Mecanismos de formacao do CE em alimentos e bebidas

O CE ja foi encontrado em diversos alimentos e bebidas nas quais
ocorrem processos fermentativos, como vinhos, cidras, cervejas, cachaga, rum,
uisque, vodca, iogurtes, queijos, pdes e derivados da soja (ANDRADE-
SOBRINHO et al., 2002). Alimentos e bebidas fermentadas e fermento-
destiladas sdo a fonte natural de CE, sendo nessa tultima detectados niveis
relativamente elevados (LACHENMEIER et al., 2005).

Em bebidas alcoodlicas, os primeiros relatos sobre a presenga de CE
iniciaram-se na década de 70, quando o pirocarbonato de dietila (DEP) ou
carbonato de dietila foi identificado, como o precursor do CE, ao reagir com
amdnia em pH neutro ou alcalino, conforme equagdo 1. Com isso, a utilizagdo
do DEP como antimicrobiano em alimentos e principalmente na fabricacao de

vinhos foi proibida (JAGERDEO et al., 2002).

(CH3CH,0),CO + NHy ——>  CH3CH,OCONH, 4+ CH3CH,OH @

Em destilados, a formacdo de CE pode ocorrer antes, durante e depois
do processo de destilagdo, incluindo o armazenamento da bebida (LABANCA;
GLORIA; AFONSO, 2008).

Os mecanismos de formagdo do CE ainda ndo se encontram claramente
estabelecidos; porém, para o vinho, a sua via de formacdo ja estd bem
consolidada, mas a formagdo de CE em bebidas alcodlicas, durante a destilagao,

ainda requer mais estudos. Seja qual for o mecanismo que atua na formagéo do
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CE, ainda existem muitas davidas que dificultam propostas de praticas
alternativas na producdo de cachaga, que evitem ou diminuam os seus niveis.

Na formagdo do CE, sdo propostas diversas vias, mas seu caminho sera
definido de acordo com a natureza da bebida, o processo de producdo e os
precursores disponiveis na matéria-prima. Geralmente envolve a reagdo entre o
etanol e substincias nitrogenadas. Muitos compostos, como ureia, fosfato de
carbamila, citrulina e aminodcidos N-carbamil sdo provaveis precursores de CE
em bebidas alcoolicas, pois estdo presentes no vinho e podem reagir com etanol
em pH acido (NAGATO; NOVAES; PENTEADO, 2003).

Na fermentagdo do vinho, a via metabolica proposta passa pelos
aminoacidos arginina, ornitina, citrulina e fosfato de carbamila; porém, a ureia e
seus derivados sdo os compostos principais na reagdo com etanol para formar o
CE. A rota mais comum de producdo de CE na fermentagdo ¢ a rea¢do da ureia
com etanol, em meio acido, que é acelerada exponencialmente em temperaturas

elevadas, conforme equacdo 2 (JAGERDEO et al., 2002; WANG et al., 2007).

H,NCONH, 4+ CH;CH,OH ——»  CH3CH,OCONH, 1  NHj; (2

Um parametro importante nessa reacdo foi demonstrado por Aresta,
Boscolo e Franco (2001), ao correlacionarem a concentragao de ureia e aumento
de temperatura, mostrando que a producdo de CE a partir de ureia e etanol ¢é
moderada a temperatura ambiente. A ureia produzida no vinho vem da
degradacdo de arginina via atividade catabdlica da arginase que, por sua vez
produz compostos intermediarios que também reagem com etanol, levando a
formagdo de CE. Em solugdo hidroalcodlica entre 60 a 100°C, a ureia se
decompde em cianato e isocianato. Esses, em meio acido, reagem com etanol,

produzindo o CE, conforme mostrado nas equagdes 3 e 4 (BRUNO et al., 2007).
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H,NCONH,

NH,*NCO

NCO™ + CH3CH20H + H* > CH3CH,OCONH, (4)

Polastro et al. (2001) e Bruno et al. (2007) descrevem sobre o
mecanismo principal de formagdo do CE, que provavelmente ocorre por meio do
metabolismo das leveduras durante o processo fermentativo, em que ha a
degradag@o enzimatica da arginina em ureia e outros compostos nitrogenados,
como citrulina, ornitina e fosfato de carbamila (Figura 11). A etandlise desses
precursores leva a produgdo de CE, conforme equagdo 5, na qual o fosfato de
carbamila reage com etanol para formar o CE. Da mesma forma, a citrulina
reage espontaneamente com o etanol para formar o CE (TONON; LONVAUD-
FUNEL, 2002; UTHURRY et al., 2006).

A influéncia do tempo e da temperatura na concentracdo de CE, em
vinho, foi demonstrada por Hasnip et al. (2004), que monitoraram a variagdo da
concentragdo de CE, etanol, ureia e de citrulina, observando diminui¢do na
concentragdo de ureia e de citrulina e aumento na concentracdo de CE. Uthurry
et al. (2004), em trabalho similar, observaram a influéncia do tempo na
concentragdo de CE em vinhos. Nesse estudo constatou-se que os vinhos mais

velhos apresentaram concentragdes de CE superiores aos mais novos.
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OTC = ornitina transcarbamilase

Figura 11 Precursores do CE envolvidos no ciclo da ureia

H,NCOOPO3H, + CHsCH,OH — > CH;CH,OCONH, + HPO;,  (5)

Fosfato de cabamila carbamato de etila

A formacdo de CE em bebidas destiladas antes da destilacdo,
provavelmente, segue o mesmo caminho apresentado e proposto para vinhos,
mas a concentragdo de CE no produto final ndo deve ser significativa se o
processo de destilagdo for eficiente e remover quase todo o CE formado na etapa
de fermentacdo (ARESTA; BOSCOLO; FRANCO, 2001).

Na destilag¢do, o cianeto ou intermediarios cianato ou isocianato sao os

reagentes principais da reagdo com etanol para formar CE, ¢ formado pela agado
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enzimatica e clivagem térmica dos glicosideos cianogénicos (LACHENMEIER,
2005). Aresta; Boscolo e Franco (2001) mencionam que a cana-de-aguUcar,
matéria-prima para a producdo da cachaga brasileira, ¢ classificada como uma
cultura cianogénica, mas a sua fonte de cianeto ainda ¢ desconhecida.

Os mecanismos que operam via cianeto ou cianato para a formag¢do de CE
ocorrem durante a destilagio da bebida. Provavelmente, esses ocorrem na
presenca de catalisadores. Duas rotas foram propostas: a primeira baseia-se na
complexagdo do cianeto com o cobre (II), proveniente do aparelho destilador,
conforme equacdo (6), e em seguida, a sua oxidag¢do a cianogénio, equagao (7).
O cianogénio em meio basico sofre uma reagdo de desproprocionamento a
cianato e cianeto, conforme descrito na equagdo (8). O cianato pode reagir com
etanol, em meio acido, para formar carbamato de etila, como demonstrado na
equagdo (9). A corrosdo do equipamento de destilagdo ou parte dele favorece a
liberagdo de cobre que, por sua vez, aumenta a concentracdo de CE (BRUNO et

al., 2007).

2Cu?* 4 4CN" 5 2Cu(CN), (6)
2Cu(CN), o 2CUCN  C3N; (7)
CaN2 yOH" . NCO 4+ CN 4+ H,0 (8)

NCO™+CH3CH,0H + H*__ 5 CH3CH,0CONH, (9)

A segunda via propde um mecanismo fotoquimico para a formag¢do do
CE. Nesse caso, ocorre auto-oxidagdo de compostos instaurados presentes em
bebidas alcodlicas, sob luz ultravioleta na presenca de oxigénio, formando
radicais livres, ou hidroperoxidos organicos, os quais catalisam a oxidagdo do

cianeto a cianato. (ARESTA; BOSCOLO; FRANCO, 2001).
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Os fatores que influenciam a formagao do carbamato de etila a partir do
cianeto sdo o pH, luz, concentracdo de etanol, temperatura, natureza dos grupos
carbonilas das moléculas organicas e a concentracdo dos ions cobre (II) na
bebida. O oxigénio dissolvido na bebida ndo contribui para a oxidacdo do
cianeto, portanto, a conversdo a cianato ocorre na presenca de Cu(Il) e em meio
basico (ARESTA, BOSCOLO E FRANCO, 2001).

Investigando outros fatores que interferem na formacao de CE, Boscolo
et al. (2002) estudaram a participagdo do O, e CO, dissolvidos na bebida e
avaliaram o papel do ion Cu (II) como catalisador na reagdo do cianeto com o
etanol e observaram que o aumento da temperatura favorece a reagdo,
encontrando correlagdo positiva para ion cianeto e a presenga de CE.

Como discutido anteriormente, o oxigénio ndo participa diretamente da
oxidacdo do cianeto a cianato; porém, é provavel que ele esteja envolvido na
oxidagio do Cu' a Cu*, uma reacio bastante conhecida por ocorrer em

processos industriais, conforme apresentado na equacao 10.

Oz + Ccut ——> 0, 1+ Cu?" (10)

O mecanismo de formacdo do CE em bebidas alcodlicas via cianeto
requer a atuacdo de catalisador; no caso de cachagas de alambique, o cobre (II) é
que vai promover a conversdo do cianeto a cianato e este reage com etanol,
conforme equagdes 11-15; porém, a transformacdo do cianeto em cianato é
possivel na auséncia de catalisador, mas requer pH acido e ocorre lentamente

(ARESTA; BOSCOLO; FRANCO, 2001; BRUNO et al. 2007).

CN + 20H +2Cu™___, "OCN + 2Cu* + H,O (11)

ACN" + 2Cu™—_» 2 Cu(CN), (12)
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2CU(CN), ——>  2Cu(CN) + CoN, (13)
CoNy + 20H-— » "OCN + CN '+ H,0 (14)
CN + 20H — » "OCN + H,O (15)

Em solugdo aquosa, o cianato complexa-se com o cobre (II) e a
coordenacdo com o metal se faz pelo nitrogénio, tornando o atomo de carbono
mais positivo e facilitando o ataque nucleofilico do etanol ou da agua. Duas
rotas sdo propostas para essa reagdo: o alcool etilico ataca o complexo cobre—
isocianato formando um intermediario de unidade carbamica, esse, por sua vez,

sofre hidrolise para formar o CE, conforme equagdes 16 e 17.

Cu(NCO); + CH3CH,0OH_» (OCN)CuNHCOOCH,CH3  (16)

(OCN)CuNHCOOCH,CHgz+ Hy,O—»(OCN)Cu(OH) - CH3;CH,OCONH; (17)

A outra via envolve primeiro o ataque pela adgua do isocianato no
complexo com o cobre, formando um complexo com unidade carbdmica, que
sofre etanolise para formar o CE. A 4gua compete com o etanol no ataque ao
complexo com unidade carbamica e os compostos formados sdo hidroxido de

cobre(Il), diéxido de carbono e amonia, conforme equacdes 18, 19 e 20.

Cu(NCO), + 2H,0 ——> Cu(OCONHy), (18)
Cu(OCONHy),+ 2CH3CH,0H 5. CH3CH,OCONH, +Cu(OH), (19)

Cu(OCONHy)3 + 2H,0 — > Cu(OH), + 2CO, + 2NHj3 (20)
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A rota mais provavel de ocorrer durante a destilagdo ¢ aquela que mostra
inicialmente a hidrolise do complexo isocianato de cobre(ll) e posterior
etandlise, com a formag¢do do CE (ARESTA; BOSCOLO; FRANCO, 2001).

Na etapa de destilagdo, ocorrem reagdes em fase gasosa com diferentes
mecanismos. Como o CE apresenta uma temperatura de ebulicdo elevada,
(184°C), supde-se que uma pequena quantidade é vaporizada e recolhida
juntamente com a bebida. Entretanto, o CE podera ser transportado como nuvem
de aerossol até o condensador (BRUNO et al., 2007). Além disso, estima-se que
quase 80% do CE encontrado nas bebidas destiladas sdo formados durante a
etapa de destilacdo e/ou 48 horas apds a mesma (ARESTA; BOSCOLO;
FRANCO, 2001; BRUNO et al., 2007). Esses resultados corroboram com
aqueles apresentados por Andrade-Sobrinho et al. (2009) na avaliagdo da
estabilidade do CE ap6s 36 meses de repouso e ao abrigo da luz. Os autores
observaram uma pequena variagdo na concentracdo do CE com o tempo,
sugerindo que esse composto € estavel apos a sua formacao.

Na etapa de destilacdo, os precursores de CE s8o o HCN ou HOCN,
presentes ou formados no meio hidroalcodlico, com baixa temperatura de
ebulicdo, facilitando a sua vaporiza¢do e consequente reagdo em fase gasosa
e/ou reagdes heterogéneas gas/solido. As reacdes de oxidagdo de HCN em

HOCN na superficie de cobre a 300K estdo representadas pela equagdo 21.

HCN + 120, _CY . HOCN

HNCO (21)

Os intermediarios HOCN ou HNCO, adsorvidos ou ndo, reagem em fase
gasosa com o etanol, produzindo intermediarios com 4cido carbamico e cianato

de etila, que levam a formacao de CE no destilado (Equagdes 22, 23 e 24).
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HNCO + HO — > H,NCOOH 22)
H,NCOOH-+ CHsCH,OH—»> HNCOOCH,CHz + H,0 (23)

HNCO + CH;CH,OH—> H,NCOOCH,CH; (24)

Por fim, uma nova proposta para a formagdo do acido carbamico e do
CE foi demonstrada por Dijkstra et al. (2007) envolvendo a reagdo de CO, com
aminas. Essa proposta requer mais estudos; no entanto, ¢ uma rota possivel para
a formacdo de CE em alimentos e bebidas, nos quais sdo encontrados CO,,
proveniente da fermentacdo, e aminas oriundas ou presentes nas matérias-

primas.

2.6.11.3 Legislacéo

Em bebidas alcodlicas, principalmente em vinhos, os niveis de CE, entre
1970 e 1980, eram bastante elevados. Esse fato levou o Canada a definir uma
legislagdo especifica sobre a presenca de CE em vinhos e outras bebidas
alcodlicas, estabelecendo o limite de 150,0 ug/L, como medida de protecdo a
saude humana. Posteriormente, em 1989, nos Estados Unidos, pesquisadores do
Food and Drug Administration (FDA) e o Bureau of Alcohol, Tobacco and Fire
Arms (BATF) estabeleceram um acordo com os organismos representantes dos
produtores de vinhos e bebidas destiladas, implementando programas
voluntarios, visando a uma redugdo gradativa dos niveis do CE. Nessa ocasido,
foram estabelecidos limites em pg L™ para bebidas, como: uisque e conhaque
(150,0), vinho de mesa (30,0); vinho fortificado (100,0), vinho licoroso (60,0) e
licor (400,0). Esses valores foram estabelecidos de acordo com a frequéncia ¢ a

quantidade consumida (ABREU et al., 2005; UTHURRY et al., 2004).
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Preocupados com a incidéncia constante de CE em alimentos e bebidas,
cada pais formulou seus proprios regulamentos, controlando a importacdo e a
produgdo de vinhos e outras bebidas alcoolicas. Nos Estados Unidos, através da
FDA, publicaram, em 1997, um manual de agdo preventiva que estabeleceu
métodos para reduzir a formagdo de CE. Em 1999, a Organizacdo Mundial da
Satde colocou o CE na lista de toxinas que foram avaliadas quanto aos riscos
alimentares por Joint Expert Committee on Food Additives (JECFA). Em marco
de 2007, o CE foi reclassificado como pertencente ao grupo 2A (provavelmente
cancerigeno para os seres humanos) pela Agéncia Internacional de Pesquisa do
Cancer (IARC). Outros cancerigenos do Grupo 2A incluem acrilamida, arsénio,
chumbo, mercurio e gas mostarda (IARC, 2007).

A portaria 59, de 13 de agosto de, 2004 propos, na forma de consulta
publica, o estabelecimento do limite maximo desse contaminante em cachaca de
150,0 ug L' (BRASIL, 2004). No ano de 2005, a legislacio brasileira passou a
adotar o mesmo padrao do Canada para controlar os teores de CE em cachagas e
aguardentes de cana-de-agtlicar, estabelecendo um prazo de cinco anos para a

adequacdo do setor produtivo (BRASIL, 2005).

2.6.11.4 Aspectos toxicoldgicos

Apesar da utilizacdo em larga escala de CE em pacientes nos anos de
1950-1975, ndo existem dados epidemioldgicos disponiveis sobre o potencial de
carcinogenicidade em seres humanos. Os primeiros estudos foram realizados em
ratos, hamsters e macacos, o que possibilitou a identificagdo de duas vias
metabolicas desse contaminante. A primeira envolve o metabolismo oxidativo,
catalisado pelos citocromos P450 2E1, levando a formagao do carbamato de
vinila (Equagdes 25/26). Subsequentemente, o composto sofre nova oxidagao,

formando o respectivo epoxido. Esse ¢ considerado o principal agente
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carcinogénico, tendo em vista a formacao de derivados resultantes de sua ligagdo
a acidos nucleicos, proteinas, RNA e DNA, cujos compostos formados tém sido
relatados como os responsaveis pela formac¢do de tumores malignos e/ou
benignos em 6rgdos, como pulmdes, figado e glandulas mamarias (BELAND et
al., 2005; HOFFLER et al., 2005; PARK et al., 2007).

Pesquisas com animais comprovaram que o CE, carbamato de vinila e o
epodxido correspondente sdo mutagénicos in vivo e que o carbamato de vinila é
mais potente que o CE. Evidéncias experimentais sugerem semelhangas na via
metabolica do CE em roedores e seres humanos (HERNANDEZ; FORKERT,
2007). A dose letal (LD50) em roedores ¢ de 2000 mg kg

A segunda via metabolica do CE envolve a catalise pela esterase e
formagao de etanol, CO,, ¢ NH;. Os metabdlitos finais, comum as duas vias, sdo
0 CO; e NHj3, conforme equagdes 25, 26 e 27 (BELAND et al., 2005; PARK et
al., 2007).

i i Cr L
/\
CHyCH,0CNH, P50 _ cH,=CH,0C_NH, Paso Hy C—CH,;_ OC NH; (25)

o) o]
/N ]
H, C—CH; OCNH; ——> liga com RNA, DNA+ CO2 + NH3 (26)

o)
]
CH3CH,OC NH, _eStearese  cp, cH,0H + CO, + NHj (27)

Estudos de Miller et al. (2003) sobre a inducdo de incidéncias de
tumores de pulmao em ratos com injecdo de CE mostraram que quase 100% dos
ratos apresentaram teste positivo.

As interagdes entre alcool e CE foram discutidas por Beland et al.
(2005), que mostraram a influéncia de diferentes quantidades de CE e de etanol

adicionados a agua consumida por fémeas de camundongo por 12 semanas.
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Todas as possiveis combinagdes das concentragdes de CE e etanol foram
testadas. Em todas as combinagdes, houve formacdo de adenomas nos pulmdes
dos camundongos, mas a incidéncia de tumores foi reduzida, quando do
tratamento simultdneo com maiores concentracdes de etanol. Nesse caso, o
efeito foi independente da dose de CE. Além do etanol, o acetaldeido, produto
de oxidacdo de etanol, € um potente inibidor do metabolismo de CE e um
substrato para o citocromo P450 2E1(BELAND et al., 2005).

Tratando de bebidas alcoolicas, o fato de o acetaldeido inibir o
metabolismo do CE ndo contribui para a satide do consumidor, pois se o
acetaldeido ¢ também carcinogénico em animais, possivelmente sera em seres

humanos (IARC, 1987).

2.6.11.5 Ocorréncia em bebidas

Apo6s quase 20 anos, quando ocorreram oS primeiros avisos sobre o
perigo do CE nas bebidas alcodlicas, o problema persiste especialmente nos
produtos derivados das destilarias pequenas. Em aguardente de frutas, as
concentragdes sdo mais elevadas do que nas outras bebidas destiladas.
Atualmente existem diversos trabalhos nos quais se correlacionam as diferengas
nos teores de CE com processo de producdo, principalmente na destilagdo,
procedéncia da bebida, ou seja, diferengas geograficas, armazenamento e outros.
Labanca; Gloéria; Afonso (2008), estudando cachagas e aguardentes de cana
produzidas em Minas Gerais, observaram que 93% ndo atendiam a legislagdo e
que ndo havia correlacdo significativa ao nivel de 5% entre os teores de CE,
graduacdo alcoodlica, pH e teores de cobre. Esses resultados estdo de acordo com
aqueles encontrados por Barcelos et al. (2007), os quais encontraram maior teor

de CE em aguardentes de cana com menor teor de cobre na bebida, contrariando
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o proposto por Aresta; Boscolo; Franco (2001) e Andrade-Sobrinho et al.
(2002).

Andrade-Sobrinho et al. (2009), estudando 380 amostras de aguardente
de cana e 45 amostras de aguardente de mandioca, também conhecida como
tiquira, concluiram que as amostras produzidas em alambique apresentaram
menor teor de CE, quando comparada aquelas produzidas por destilagdo de
coluna. Nao se observou correlacao entre o teor de cobre e CE em aguardente de
cana, ¢ nenhuma correlagio entre a concentracdo de CE e cobre e cianeto para a
aguardente de mandioca.

A influéncia do processo de destilacdo e de armazenamento na formacao
do CE foi avaliada em 25 amostras de aguardente de cana do estado do Paraiba,
por Nobrega et al. (2009), os quais observaram que 70% das amostras
apresentaram teores superiores a 150,0 pg L™, e as concentra¢des maiores foram
das amostras destiladas em colunas ndo refrigeradas. Esses pesquisadores
verificaram a existéncia de uma estreita relacdo entre o sistema de destilagdo ¢ a

formagdo do CE.

2.6.11.6 Métodos de anélise para carbamato de etila

Para a determinag@o de CE em bebidas alcoolicas, sdo descritos diversos
métodos analiticos, sendo a cromatografia a técnica mais utilizada. Outros
métodos, como espectroscopia no infravermelho, ja foram empregados
(LACHENMEIER, 2005; 2007).

Numa perspectiva analitica, a determinagdo de CE em alimentos e
bebidas ndo ¢ uma técnica simples, pois essa substancia encontra-se presente em
faixas de concentragdo varidveis, as vezes muito baixas, em uma matriz
complexa. Técnicas cromatograficas, gasosa e liquida de alta eficiéncia sdo as

mais utilizadas, uma vez que fornecem alta resolucdo, sensibilidade e
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versatilidade. O desafio é desenvolver e validar métodos analiticos que possam
determinar baixas concentragoes de CE em matrizes hidroalcoolicas. A andlise
de CE compreende um tratamento de pré-concentracdo da amostra, que envolve
desidratagdo com sulfato de sédio, derivacdo, extracdo, seja com solventes, seja
com dispositivos, como a SPE e a SPME; em seguida, o analito passa pelas

etapas de separagdo, deteccdo e quantificacao.

2.6.11.6.1 Extracao e pré-concentracao

Para a extracdo e/ou pré-concentragdo de CE em alimentos e bebidas,
sdo utilizadas varias técnicas, sendo a mais comum a extragdo liquido—liquido,
na qual o CE ¢ extraido de alimentos e bebidas mediante agitagdo da amostra
com solventes organicos, como diclorometano, éter de petroleo, hexano,
pentano, acetona, acetato de etila ou misturas com o diclorometano, geralmente
em pH alcalino e com adicdo de solu¢des concentradas de NaCl e KCI.
Dependendo da matriz, utilizam-se materiais com alta capacidade de absorgdo
de agua (Extrelut, Celite 545) e posterior extragdo em coluna de alumina ou terra
diatomacea (MATSUDO et al., 1993).

O método de referéncia para quantificacdo de CE em bebidas alcodlicas,
adotado por Office International de la Vigne et Vue (OIV) e igualmente pela
Comunidade Européia, emprega a extrac¢do liquido-liquido e/ou coluna de terra
diatomacea com diclorometano como solvente de extragdo; em seguida, a
evaporagdo, recompondo o analito com acetato de etila, antes da injeg¢do e
quantificagdo por GC/MS. Esse método passou a integrar o compéndio de
métodos da Association Of Official Agricultural Chemists (AOAC) (HERBERT
et al., 2002).
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2.6.11.6.2 Extracao em fase sélida (SPE)

As técnicas de preparagdo de amostras tém sido automatizadas, para
possibilitar a eliminagdo de erro humano de manipulagdo, diminuir o tempo de
assisténcia do analista durante a analise, evitar o risco de contato com
substancias prejudiciais a saide e aumentar o numero de analises de amostras
por tempo (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

A técnica de SPE consiste na separagdo solido-liquido, que se baseia em
mecanismos de separagdo da cromatografia liquida de baixa pressdo.
Empregam-se cartuchos com sorventes nas formas de discos ou de seringa. A
eluigdo da amostra ocorre por gravidade ou pressdo, com o auxilio de uma
bomba a vacuo. Um cartucho tipico de volume variado ¢ formado por um tubo
de polipropileno contendo cerca de 50,0-500,0 mg de sorvente, com 40-60 um
de tamanho de particula (LANCAS, 2004).

Na extragdo, os analitos contidos numa matriz sdo retirados, apds
passarem por um cartucho. Um sorvente orgénico seletivo ¢ utilizado para
remover os interferentes e, entdo, outro solvente ¢ usado para extrair os analitos
de interesse.

As etapas envolvidas na SPE sdo divididas em condicionamento, no
qual ocorre a ativagdo do sorvente, deixando os sitios disponiveis para interagir
com os analitos. Apos o condicionamento, a solu¢do contendo o analito é
colocada no topo do cartucho e aspirada, de forma a penetrar nele com aplicagdo
de pequeno vacuo, segue-se a drenagem de toda a fase liquida. O analito fica
retido no sorvente e posteriormente ¢ eluido com um pequeno volume de
solvente, sendo coletado em concentragdo ja apropriada para analise. De outro
modo, a matriz pode ficar retida no cartucho e nio o analito (LANCAS, 2004).

Os procedimentos de SPE para CE em bebidas tém empregado sorvente

polimérico, recomendado para substincias de média a alta polaridade. Aplicando
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a técnica preparativa de SPE na andlise de CE em vinhos, Jagerdeo et al.(2002)
encontraram como interferéncia a porcentagem de alcool presente na matriz;
porém, a redugdo desse teor para 4% permitiu tornar a extragdo eficiente.

A adi¢do de um padrdo interno ao extrato tem sido recomendada por
muitos autores para controlar as recuperagdes ¢ acompanhar as possiveis perdas
que ocorrem durante as etapas de extragao e limpeza da amostra.

Uthurry et al.(2004), empregando a SPE e o carbamato de propila como
padrdo interno, quantificaram CE em vinho por GC/MS. Trabalhos posteriores
foram realizados por Mirzoian e Mabud (2006), nos quais compararam-se as
técnicas de extracdo e avaliou-se a eficiéncia da SPE na extragdo do CE em
bebidas alcoodlicas. A nova proposta incluiu o uso do CE deuterado como
surrogate. A analise foi realizada por GC/MS no modo SIM e o método

demonstrou boa correlagdo com o método de referéncia.

2.6.11.6.3 Microextracéo em fase sélida (SPME)

Até pouco tempo, a SPME estava associada a cromatografia em fase
gasosa, constituindo uma metodologia rapida de caracterizagdo da composigdo
volatil de uma variada gama de produtos. No entanto, o seu uso com HPLC tem
se tornado uma excelente alternativa para analise de compostos nao volateis.

O dispositivo basico de SPME consiste de um bastdo de fibra dtica, de
silica fundida com uma extremidade recoberta com um filme fino de um
polimero. E uma técnica de separagdo no equilibrio e desenvolvida para ocorrer
em duas etapas, sendo a primeira fase de extragdo propriamente dita (adsor¢ao)
e, na seguinte, ocorre a transferéncia do material extraido para um cromatografo,
com a dessor¢do térmica dos analitos. Assim, na extragdo, a se¢do recoberta com
o material sorvente (polimeros ou solidos adsorventes) ¢ colocada diretamente

em contato com a amostra (modo direto) ou no seu espago confinante
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(headspace), onde ira ocorrer sor¢do das espécies de interesse presentes na
amostra. A seguir, a fibra é retirada da amostra e inserida no injetor do
cromatografo, onde os analitos sdo termicamente dessorvidos sob fluxo do gés
de arraste e carregados para a coluna cromatografica, conforme Figura 12
(PAWLISZYN, 1997).

Na SPME, controlam-se diversos pardmetros, como revestimento da
fibra, temperatura de extragdo, tempo de extracdo, pH, for¢a idnica do meio,

velocidade de agitag@o e tempo de dessorcdo (LANCAS, 2004).
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Figura 12 Dispositivo basico de SPME

A escolha da fibra estd relacionada com a natureza do analito de
interesse. As sugestdes de uso para as fibras sdo uteis como ponto de partida,
mas devem ser conferidas experimentalmente. A selecdo do recobrimento €

baseada na polaridade e volatilidade dos compostos. As principais fibras
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disponiveis comercialmente sdo a polidimetilsiloxano (PDMS), poliacrilato (PA)
Carbowax (CW), Carbowax/divinilbenzeno (CW/DVB), polidimetilsiloxano
divinilbenzeno (PDMS /DVB) e outras.

Geralmente o pH da matriz deve ser ajustado para aumentar a
recuperacdo da extracdo do analito sobre a fibra, tanto no modo direto quanto no
modo headspace. O ajuste do pH deve ser feito de acordo com a natureza do
analito. A adicdo de sal, como cloreto de sddio, pode melhorar a eficiéncia da
extracdo, principalmente para os analitos mais polares. O aumento da forga
idnica provoca reducdo na solubilidade do analito na matriz, facilitando a sua
extracdo pela fibra (PAWLISZYN, 1997).

Na SPME, no modo headspace, a fibra de silica fundida recoberta com
polimeros orgénicos liquidos ¢ introduzida no espaco confinante acima da
amostra e entre o septo do vial no frasco de extracdo. Assim, a fibra ndo entra
em contato com a amostra, os analitos sdo transportados através da barreira de
ar, antes de atingirem o recobrimento da fibra. Esse modo ¢ indicado para
analitos de alta a média volatilidade. J4 no modo direto, o recobrimento da fibra
(a fase solida) ¢ inserido diretamente na amostra e os analitos sdo transportados
da amostra para a fase extratora. Esse modo ¢ indicado para analitos de baixa a
média volatilidade; porém, ndo ¢ indicado para matrizes aquosas que contém
material particulado. Para matrizes limpas, os dois modos podem ser utilizados
(LANCAS, 2004).

O tempo de extracdo € o tempo necessario para que o equilibrio dos
analitos entre as fases (recobrimento da fibra e a amostra) seja estabelecido. Por
se tratar de um processo de parti¢do, a quantidade maxima a ser extraida sera
atingida quando o equilibrio for estabelecido. Para os compostos que possuem
coeficientes de particdo menor, o tempo necessario para estabelecer o equilibrio
com a fibra ¢ longo. A agitacdo magnética ¢ muito utilizada nesses processos,

por sua simplicidade e ainda por aumentar a taxa de transferéncia de massa e
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diminuir o tempo de extragdo. O uso de fibras de baixa espessura ¢ de um liner
adequado pode acelerar o processo de dessor¢do (LANCAS, 2004).

Alguns trabalhos nos quais se utilizou SPME para determinagdo de CE
em bebidas podem ser encontrados na literatura. (Whiton e Zoecklein, 2002)
quantificaram CE em vinhos por GC/MS utilizando a SPME no modo
headspace. A fibra mais indicada nesse procedimento foi a CW/DVB.
Posteriormente, o mesmo procedimento de extracdo foi adotado por Dufour et
al. (2003) e por Lachenmeier, Nerlich e Kuballa (2006), os quais encontraram a
CW/DVB como melhor fibra para extragdo de CE em bebidas alcodlicas no
modo headspace. Na China, Zhang e Zhang, (2008) analisaram CE em vinho e
cerveja por GC/MS, apo6s otimizarem a SPME no modo headspace. As melhores
condi¢gdes implicaram no uso da fibra CW/DVB, com ajuste de pH. Em todas
essas pesquisas observou-se o comportamento do CE diante da SPME em
bebidas alcoodlicas; porém, até o momento, nenhum trabalho foi realizado com a
matriz cachaca. Uma desvantagem da técnica de SPME ¢ o fato de a fibra ser
fragil, além de poder ser danificada por um acumulo de materiais ndo
volatilizaveis das amostras. Falhas na agitacdo podem tornar o processo de

extracdo lento.

2.6.11.6.4 Derivacao

A deteccao de CE em matrizes complexas torna-se dificil, porque muitas
vezes esse se encontra em baixas concentragdes. Em se tratando de HPLC, o CE
nao pode ser detectado, pois ndo apresenta absor¢do no ultravioleta (UV) e nem
fluorescéncia, tornando-se necessario um processo de derivacdo para aumentar a
absorbancia e permitir sua deteccao.

A literatura apresenta o 9-xantidrol (9-hidroxixanteno) como principal

reagente de derivagdo para o CE (ABREU et al, 2005; GIACHETTI,
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ASSANDRI; ZANOLO, 1991; HERBERT et al., 2002; MADRERA; VALLES,
2009), embora outros reagentes tenham sido utilizados (WALKER et al., 1974).

O reagente 9-xantidrol € especifico para o grupo amida, em que a reacao
ocorre por substituicdo nucleofilica, sendo o grupo amida o nucledfilo.
Giachetti; Assandri e Zanolo (1991) descrevem pela primeira vez, a derivagdo
do CE em vinhos por 9-xantidrol. No procedimento utilizou-se excesso de
reagente em meio acido, obtendo-se bons rendimentos no produto.

O derivado formado, carbamato de N-xantil etila (CNXE) ou
xantiluretano, ¢ um soélido cristalino de estabilidade térmica superior ao CE, que
pode ser detectado por fluorescéncia, apods separacdo por HPLC (MADRERA;
VALLES, 2009).

2.6.11.6.5 Cromatografia em fase Gasosa

Historicamente, a cromatografia em fase gasosa foi utilizada na andlise
de CE em alimentos e bebidas no inicio dos anos 70. Ough (1976) analisou CE
em alimentos por GC/MS, com extragdo prévia do analito.

A deteccdo do CE ¢ realizada, geralmente, pela espectrometria de
massas (ANDRADE-SOBRINHO et al.,, 2002; GIACHETI; ASSANDRI;
ZANOLO, 1991; JAGERDEO et al., 2002).

A GC/MS dispode de dois modos de operagdo, o monitoramento seletivo
de ions (SIM) ou espectro de massas total em determinada faixa de massas
(SCAN). Em razao de o sinal do analito ser distribuido por meio de uma série de
diferentes canais de ions, a sensibilidade em cada um desses canais ¢ menor em
modo SCAN do que no modo SIM. Neste ultimo, as amplitudes das voltagens
sdo0 ajustadas para monitorar somente uma massa especificada ou uma selegdo
de massas. Isso resulta num grande aumento da sensibilidade, quando sdo

selecionados ions especificos, j4 que um menor tempo € gasto para processar
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cada massa. Assim, o aumento da sensibilidade ¢ consequéncia do ajuste do
tempo de processamento (LASATER, 2005).

O método de referéncia para andlise de CE em bebidas alcoodlicas
emprega na etapa de preparacdo da amostra celite e coluna de terra diatomacea.
Apoés evaporagao do extrato, realiza-se a analise por GC/MS no modo SIM,
monitorando os ions m/z 89, 74, 62 e 44. A execugdo desse método em
laboratorio de controle de qualidade ¢ dificil, principalmente devido a
fendmenos de interferéncia de matriz. Por esse motivo, diferentes métodos em
que se utilizam varias técnicas de extracdo, especialmente a extragdo SPE e
SPME e de separagdo cromatografica, tém sido publicadas nos ultimos anos.
Lachenmeier et al (2005) adotaram o método de referéncia para determinar CE
em 631 amostras de bebidas de frutas entre 1986 e 2004. A amostra foi
submetida a extracdo em coluna com terra diatomacea, evaporacao e analise em
GC/MS. A concentragio de CE variou de 10,0 ug L' 2 18,0 mg L™,

No método anterior, detectaram-se problemas na quantificagcdo referente
a razdo dos ions, que ndo pode ser verificada com confianca, provavelmente
devido a interferéncia. Tentando superar esses problemas, no mesmo ano,
Lachenmeier, Frank e Kuballa (2005) propuseram um novo método utilizando a
GC/MS/MS para quantificar CE presente em aguardentes de frutas. Na
quantificac@o, optou-se pelo carbamato de etila deuterado como padrdo interno.
A aplicabilidade deste método foi demonstrada pela investigagdo de 70
amostras, em que a concentragdo de CE variou de 70,0 a 7700,0 pug L. Essa
técnica ¢ muito sensivel e o custo elevado da instrumentacdo e a complexidade
das técnicas constituem fatores negativos na aceitacdo de sua execucdo em
analise de rotina.

Otimizando o modo de extracdo de CE em vinhos, Uthurry et al. (2004)

utilizaram a SPE e quantificaram por GC/MS no modo SIM. As concentragdes
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encontradas foram abaixo de 30,0 ug L™, valor estabelecido pelas autoridades
canadenses.

Os padroes internos mais utilizados na quantificagio de CE em
alimentos e bebidas sdo os carbamatos de metila, propila, isopropila, butila e o
de etila deuterado, °C ou ""N. O carbamato de propila pode sofrer reagio de
transesterificagdo em meio alcodlico, além de coeluir com o CE em colunas
polares, comprometendo a quantificagdo. Portanto, os mais indicados sdo os CE
deuterado, C ou "N porque proporcionam recuperagio mais precisa por evitar
coeluicdo (HASNIP et al., 2007).

O problema verificado com os padrdes internos, seja por coelui¢do seja
por custos elevados, como os deuterados, conduzem, muitas vezes a
padronizagdo externa na quantificacdo do CE em bebidas alcoolicas.

Varios autores relataram a viabilidade da determinagdo do CE sem
qualquer tratamento prévio em uisques e cachagas. Basicamente, esse método
suprime as etapas de pré-tratamento utilizadas nos métodos classicos.
Entretanto, procedimentos de pré-tratamento sdo necessarios em matrizes mais
complexas, como vinhos, de modo a separar pigmentos e outros possiveis
interferentes da matriz (ANDRADE-SOBRINHO et al., 2002; NAGATO et al.,
2000).

Hesford e Schneider, (2001) mostraram a possibilidade de utilizagdo
desse método na caracterizagdo e quantificagdo do CE em bebidas alcoodlicas por
GC/MS no modo SIM, sem tratamento da amostra. Para tanto, as amostras
devem apresentar concentracdes de CE superiores a 200,0 pg L' e serem
ajustadas para 40% de alcool, por diluigdo com agua ou por adig¢do de etanol.

O método GC/MS no modo SIM para determinacdo de CE em bebidas
alcoolicas sem tratamento da amostra é bastante sugestivo, apesar de apresentar
ressalvas quanto a concentragdo de CE e presenca de pigmentos, no caso do

vinho. Diante dos intimeros trabalhos encontrados na literatura, verificou-se que
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atualmente é o método mais usado na determinacdo de CE em bebidas alcodlicas
(RECHE et al., 2007, BARCELOS et al., 2007, RECHE; FRANCO, 2009;
NOBREGA et al., 2009; MASSON, 2009; ZACARONI, 2009).

2.6.11.6.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Os detectores mais comuns da HPLC sdo o detector espectrofotométrico
de absor¢do no ultravioleta-visivel (UV-VIS), detector por Arranjo de Diodos
(DAD) e detector por Fluorescéncia (FLD). Conforme descrito na literatura, a
analise de CE por HPLC faz uso do detector de fluorescéncia, apds derivagéo do
CE. Herbert et al. (2002) validaram um método de determinag¢do de CE em
cidras por HPLC com detector de fluorescéncia, a partir da derivagdo do CE com
0 9-xantidrol para formar um composto fluorescente.

Abreu et al. (2005) apresentaram os resultados de um estudo
comparativo entre laboratérios na determinagdo do CE em vinhos por HPLC
com detector de fluorescéncia e GC/MS. Os resultados obtidos pelos
laboratorios usando a HPLC foram comparaveis aqueles obtidos por GC/MS.

Um procedimento que envolve a HPLC/MS/MS foi desenvolvido e
comparado a outros métodos analiticos para a quantificacdo do CE em molho de
soja coreano, usando como padrdo interno o carbamato de propila. Esse método
mostrou-se mais sensivel que o método por GC/MS (PARK, et al., 2007).

Madrera e Valles (2009) determinaram CE em cidras baseado no
método analitico por HPLC, ap6s derivacdo prévia do CE, encontrando teores
normais para o tipo de bebida.

Diante do exposto, uma das propostas para este trabalho ¢ quantificar
CE em cachaga por HPLC, com detector de fluorescéncia e derivagdo prévia do
CE, utilizando o 9-xantidrol. Conforme relatado, o método constitui uma

alternativa potencial, em relacdo ao método de referéncia, porque apresentou
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para as bebidas alcoodlicas analisadas niveis similares de deteccdo e tem uma
etapa mais rapida da preparagcdo da amostra. O método analitico ¢ simples e
rapido para ser executado na andlise de rotina. Também ¢ compativel com
demandas legais referentes aos limites maximos. A outra proposta ¢ quantificar
o CE em cachagas por GC/MS utilizando a SPME como tratamento prévio da
amostra. Até hoje, nenhuma dessas duas técnicas analiticas foram utilizadas na

determinagdo de CE em cachaca; portanto, trata-se de propostas inovadoras.

2.6.11.6.7 Planejamento Fatorial

O planejamento fatorial tem sido muito aplicado em pesquisas bésicas e
tecnoldgicas, sendo classificado como um método do tipo simultaneo, em que as
variaveis de interesse que realmente apresentam influéncias significativas na
resposta sdo avaliadas ao mesmo tempo. Para realizar um planejamento fatorial,
escolhem-se as variaveis a serem estudadas e efetuam-se experimentos em
diferentes valores desses fatores. A seguir, sdo realizados experimentos para
todas as combinagdes possiveis dos niveis selecionados.

De um modo geral, o planejamento fatorial pode ser representado por b",
em que “a” ¢ o numero de fatores e “b” ¢ o numero de niveis escolhidos. Os
planejamentos fatoriais do tipo 2* sdo os mais comuns. Um dos aspectos
favoraveis desse tipo de planejamento ¢ a realizagdo de poucos experimentos.
Torna-se 6bvio que, com um numero reduzido de niveis, ndo € possivel explorar
de maneira completa uma grande regido no espaco das variaveis; entretanto,
observam-se tendéncias importantes para a realizacdo de investigacdes
posteriores.

Na analise de CE em cachaga por GC/MS e SPME, foi realizado um
planejamento fatorial para otimizar a etapa de extragdo, devido ao niimero de

variaveis presentes nessa etapa.
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CAPITULO 2

ANALISES FISICO-QUIMICAS DAS CACHACAS OBTIDAS DA CANA-
DE-ACUCAR COM ADUBACAO NITROGENADA E
ACONDICIONADAS EM VIDROS E “BOMBONAS” DE PEAD
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RESUMO

A cachaca é o destilado mais consumido no territério nacional,
ocupando o segundo lugar entre as bebidas alcoodlicas, ficando atras apenas da
cerveja. O Brasil produz aproximadamente 1,3 bilhdo de litros de cachaca por
ano; entretanto, exporta apenas cerca de 1% desse total. Atualmente, sdo mais de
40 mil produtores e 4 mil marcas. O aumento do consumo dessa bebida e a
possibilidade de aumentar a exportagdo exigem que seu processo de fabricacao
seja baseado em praticas corretas, visando a obtencdo de um produto
padronizado ¢ com boa qualidade fisico-quimica e sensorial. Minas Gerais
caracteriza-se pela tradicdo da cachaga artesanal, contando com diversos
produtores espalhados por todo o estado. Porém, apesar da tradicdo e
importancia dessa bebida, a falta de padronizacao do processo e a ndo utilizagdo
de adequadas tecnologias de produgdo tém levado a fabricagdo de cachaca de
baixa qualidade, sem padronizagdo, ndo atendendo as exigéncias da legislacio
nacional. Provavelmente isso ocorre porque o setor conta com 0s pequenos
produtores, que, na realidade sdo a maioria, trabalhando na clandestinidade e
comprometendo, muitas vezes, a qualidade da bebida. Alguns produtores
acondicionam a bebida em bombonas de polietileno de alta densidade (PEAD)
por elas apresentarem propriedades de resisténcia a ruptura, perfuracao,
rasgamento, impacto, além de apresentarem baixo peso e facilidade de
transporte. Neste trabalho, objetivou-se verificar possiveis interferéncias dos
recipientes de acondicionamento e da adubag@o nitrogenada da cana sobre os
parametros fisico-quimicos da bebida. As cachagas procedentes de cana adubada
com ureia e nitrato de amonio foram acondicionadas em vidros e em bombonas
por 6 meses e submetidas as analises fisico-quimicas. Pelos resultados obtidos,
verificou-se que tanto os recipientes como a adubacdo nitrogenada da cana
interferem nos componentes secundarios da bebida e, consequentemente, na sua
qualidade, uma vez que contribuem para seu aroma e sabor. A ureia promoveu
um aumento na concentragdo dos alcoois superiores, enquanto as bombonas
proporcionaram aumento nos niveis de ésteres e diminuigdo nos teores de acidez
volatil, porcentagem de alcool e aldeidos.

Palavras-chave: Analises fisico-quimicas. Recipientes. Qualidade de cachaga.
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ABSTRACT

Cachaca is the most commonly consumed distilled beverage in the
country, ranking second among the alcoholic beverages, second only to
beer. Brazil produces about 1.3 billion liters of cachaga per year, but exports
only about 1% of the total. Currently, there are over 40000 producers and 4000
brands. The increase in consumption of the beverage and the possibility of
increasing exportation demand that the manufacturing process be based on
correct practices that lead to the production of a standardized product of good
physicochemical and sensory quality. Minas Gerais is characterized by the
traditional domestic cachaca, with several producers scattered throughout the
state. However, despite the tradition and importance of this beverage, the lack of
standardization of the process and the lack of application of appropriate
production technologies have led to the manufacture of low quality cachaga,
without standardization, that does not meet the requirements of the national
legislation. This fact is probably the result of the dependance of the industry on
small producers, who are the majority and work in secrecy, often compromising
the quality of the beverage. Some manufacturers store the beverage in containers
of high-density polyethylene (HDPE) because of their resistence to piercing,
tearing, and impact, low weight, tensile strength and portability. The present
study sought to evaluate the possible interference of the containers and nitrogen
fertilization of sugarcane on the physico-chemical parameters of the
beverage. The cachacas obtained from cane fertilized with urea and ammonium
nitrate were stored in glass and plastic drums for six months and their physico-
chemical properties were analyzed. The results revealed that both the containers
and the fertilization of sugarcane interfere with the secondary components of the
drink and, consequently, their quality, since they contribute to the aroma and
flavor. Urea, promoted an increase in the concentration of higher alcohols, while
the drums provided increased levels of esters and a decrease in levels of volatile
acidity, percentage of alcohol and aldehyde.

Keywords: Physico-chemical properties. Containers. Quality of cachaga.
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1 INTRODUCAO

A produgdo de cachaca estd distribuida por todo o pais e a
heterogeneidade do processo produtivo ¢ marcante. Os produtores
especializados investem em tecnologia e produzem em grande escala a cachaca
industrial. Em meio aos especializados, inimeros pequenos produtores estdo
distribuidos por todo o territério nacional e vivem da renda gerada nessa
atividade. Estes produzem a cachaca de maneira artesanal em alambique de
cobre, e em pequena escala. Minas Gerais ¢ o principal estado produtor de
cachaca artesanal e conta com mais de oito mil produtores; porém, 90%
trabalham na clandestinidade (CARDOSO, 2006).

O aumento do consumo e consequentemente o aumento na produgido
exigiram maiores esclarecimentos técnicos e cientificos sobre todas as etapas de
producdo. Os estudos realizados nessa area levaram a desmistificagdo de
algumas etapas que foram acatadas pelos produtores, o que promoveu melhorias
na qualidade da bebida. Assim, pode-se dizer que a cachaga artesanal chega ao
século XXI com as etapas de producdo bem definidas, vislumbrando a
possibilidade de crescimento da exportagao.

Mesmo com o controle correto das etapas de producdo da bebida,
resultando no equilibrio dos compostos secundarios, ¢ consequentemente na
obtencdo de uma bebida de excelente qualidade fisico-quimica e sensorial, é de
se esperar que as cachacas brasileiras apresentem semelhancas e diferencas entre
si, em razdo da sua origem, como observadas para outras bebidas (RECHE et al.,
2004).

A cachaga ¢ a segunda bebida mais consumida do pais, s6 perdendo para
a cerveja, e o terceiro destilado mais bebido do mundo, ficando atras apenas da
vodca e do soju, bebida coreana a base de arroz, batata-doce e trigo, muito

consumida na Asia. Do total comercializado, cerca de 1,0 bilhdo de litros sio
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provenientes das industrias, que representam 70% da producdo: e o restante ¢
atribuido a bebida artesanal produzida em alambiques (SEBRAE, 2008).

O fato de a produgdo de cachaca estar difundida pelo Brasil e existirem
algumas diferengas no processo de producdo, demanda-se uma analise de
qualidade, principalmente as analises fisico-quimicas. A composi¢do quimica da
cachaga ¢ bastante complexa e os compostos presentes na bebida sdo reflexos de
uma série de fatores que, somados, conferem a bebida sabor e aroma peculiares.
Dentre os fatores, destacam-se os ambientais ¢ as condi¢des de manejo na
produgdo e poés—producdo, como o acondicionamento da bebida. Em se tratando
das condi¢des de manejo, as adubacdes e o estado nutricional da planta podem
influenciar a composic¢do da cana e, consequentemente, a qualidade da bebida. O
modo de acondicionamento da bebida ¢ uma etapa ainda preocupante, pois
alguns produtores e até mesmo distribuidores acondicionam a bebida em
recipientes de plastico, tipo bombona, sem se preocupar com qualquer
contaminagdo que possa ocorrer, seja por reutilizacdo de recipientes ndo
adequados ao uso, seja por extracdo de compostos indesejaveis provenientes do
plastico. Diante do exposto, realizaram-se analises fisico-quimicas das cachagas
produzidas de cana adubada com ureia e nitrato de amonio ¢ acondicionadas em
recipientes de vidro e de pléstico tipo bombona por 6 meses, para verificar
possiveis interferéncias dos procedimentos sobre os pardmetros fisico-quimicos

da bebida.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao das amostras

A cana-de-acgucar foi plantada em area localizada no municipio de
Perddes, alambique Jodo Mendes “JM”, situado na regido sudoeste do estado de
Minas Gerais. A cultivar utilizada foi a SP-79-1011 e a época do plantio foi
novembro de 2006, apos corte de um canavial, de terceira soca. O delineamento
experimental utilizado foi o de blocos casualizados, em esquema fatorial (2 x 5).
O primeiro fator foi constituido por duas fontes de nitrogénio (ureia — 44% de N
e nitrato de amonio — 32% de N) e o outro fator correspondeu a cinco doses de
nitrogénio (0, 40, 80, 120 e 160 kg de N/ha), totalizando 10 tratamentos. Todos
os tratamentos receberam uma adubac¢ao basica de 80 kg de K20O/ha utilizando-
se KCI. Cada dose foi aplicada em seis linhas de cana espagadas de 1,0 m entre
si. A 4rea total adubada foi de 3.973,2 m*. Todos os tratamentos receberam uma
adubagdo basica de 80 kg de K,O por ha, utilizando KCI. Nao houve controle de
pragas ¢ doencgas, somente capina manual. A colheita foi realizada de forma
manual, sem queima prévia do canavial, em outubro de 2007.

A moagem da cana foi realizada separadamente para cada dose de adubo
aplicado, obtendo 200,0 L de caldo, para cada tratamento. Apos as fermentacdes,
o mosto foi submetido a destilacdo, produzindo, portanto, dez amostras de
cachaga, correspondendo as dez concentragdes dos fertilizantes (Tabela 1).

As dornas de fermentagdo do alambique JM t€m capacidade para 1000
litros, mas normalmente s6 trabalham com 600 litros de caldo, enquanto o
alambique tem capacidade para 1200 litros, mas trabalham com 1000 litros de
mosto fermentado. A produgdo foi realizada no final de safra e o fermento
utilizado foi o mesmo da produgdo da safra de 2007. Para segurar o fermento,

esse foi armazenado 10 dias em agua, até o inicio da fermentagao.
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As amostras foram coletadas imediatamente apos a destilagdo; parte foi
acondicionada em recipiente de vidro de 5,0 litros tipo garrafio e encaminha
para o laboratorio; a outra parte foi acondicionada em bombonas de plastico
(azul) tipo polietileno de alta densidade (PEAD), com capacidade de 50,0 litros,
permanecendo no alambique JM. Apods seis meses foram realizadas as analises
fisico-quimicas.

Na Tabela 1 apresentam-se o tipo e a quantidade de adubo utilizado na

cana, os recipientes de acondicionamento e a denominagdo das amostras.

Tabela 1 Tipo e quantidade de adubo e recipientes de armazenamento das

amostras
Adubo Amostras/Recipientes
Tipo Quantidade  Vidro Pléastico
(Kg/ha)
0 URVI1 URPI
40 URV2 URP2
Ureia 80 URV3 URP3
120 URV4 URP4
160 URVS5 URPS
0 NAV1 NAPI1
40 NAV2 NAP2
Nitrato de amdnio 80 NAV3 NAP3
120 NAV4 NAP4

160 NAVS5 NAP5
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2.2 Reagentes e solventes

Todos os reagentes e solventes utilizados nas analises fisico-quimicas

foram de alta pureza e da marca Merck.

2.3 Equipamentos e materiais

Foram utilizados os seguintes equipamentos e materiais: Destilador
Eletronico Enochimico Gibertini; DensiMat digital marca Gibertini;
Espectrofotdometro Shimadzu UV-160-1PC; Balanga analitica marca Marte
modelo AM — 220; Deionizador Nanopure Diamond, Barnestead; Micro-

seringas de 10, 50 ¢ 100 uL Gilson.

2.4 Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de varidncia e as médias,
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% (p < 0,05) de probabilidade. Todos
os valores apresentados correspondem a média de trés determinagdes analiticas

(Ferreira, 2003).

2.5 Analises fisico-quimicas

As amostras de cachagas foram analisadas no Laboratorio de Analises
Fisico-Quimicas de Aguardente (LAFQA)-UFLA-MG, segundo as
metodologias oficiais para aguardente de cana (BRASIL, 1997; BRASIL 2005).
Apds a redestilacdo em triplicata, as amostras foram acondicionadas em frascos
de vidro hermeticamente fechados e mantidos sob refrigeragdo. As metodologias

empregadas para as analises estdo descritas a seguir:
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2.5.1 Exame sensorial

O exame sensorial foi realizado mediante a observagdo da amostra em
frasco transparente em um transluminador de luz branca. Os pardmetros
observados foram aspecto, coloragdo, limpidez, presenca de corpos estranhos e

vazamentos.

2.5.2 Teor alcodlico

Foi determinado por densiometria utilizando o densimetro digital

DensiMat Gibertini, sendo o resultado expresso em %v/v.

2.5.3 Extrato seco

O método oficial para esta andlise foi o gravimétrico, em que a amostra
ndo redestilada foi evaporada em banho-maria a 100°C por trés horas. Apds esse
periodo, o residuo permaneceu em estufa a 100°C por 30 minutos e,
posteriormente foi colocado em um dessecador. O resultado foi obtido por

diferenca de massas e expressos em gramas de extrato seco por litro da amostra.

2.5.4 Acidez volatil

A acidez foi determinada por meio da extragdo por arraste de vapor dos
acidos volateis em Destilador Eletronico Enochimico. Em seguida, os acidos
foram quantificados por volumetria de neutralizacdo. Os resultados foram
expressos em gramas de acido acético por 100 mL de amostra ou por 100 mL de

alcool anidro.
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2.5.5 Alcoois superiores

A quantificagdo dos alcoois superiores foi realizada por medida
espectrofotométrica a 540 nm, apos rea¢do colorimétrica. As concentracdes
foram determinadas por meio da constru¢do de curva analitica de solucao de
alcoois superiores diluidos em dgua/etanol 1:1. A quantidade total desses
compostos foi expressa em miligrama por 100 mL de alcool anidro. As reagdes

envolvidas na quantificag@o estdo descritas no ANEXO A, na Figura 1A.

2.5.6 Aldeidos

Os aldeidos totais foram analisados pelo método titulométrico direto
com iodo 0,05 mol L™, titulando o SO, formado por meio das reagdes envolvidas
na analise. Os resultados foram expressos em miligramas de aldeido acético por
100 mL da amostra ou por 100 mL de 4lcool anidro. As reagdes referentes a essa

analise estdo descritas no ANEXO A, Figura 2A.

2.5.7 Furfural

O furfural foi quantificado por meio de medidas espectrofotométricas a
520 nm, por comparagdo das absorbancias das amostras com valores de
absorbancias de uma curva analitica previamente construida com solucdes
padrio de etanol/furfural. Para a andlise de furfural, o grau alcodlico do
destilado foi corrigido para 50 %v/v. Os resultados obtidos foram expressos em
miligrama de furfural por 100 mL de alcool anidro. A reagdo envolvida na

analise estd descrita no ANEXO A, Figura 3A.
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2.5.8 Esteres

Os ésteres foram determinados por volumetria de neutralizagdo dos
acidos carboxilicos obtidos por transesterificagdo dos ésteres presentes nas
bebidas. Suas quantidades foram expressas em gramas de acetato de etila por
100 mL de amostra. As reacdes de hidrolise dos ésteres ¢ da titulagdo estdo

descritas no ANEXO A, Figura 4A.

2.5.9 Metanol

O metanol foi identificado por reagdes colorimétricas e quantificado por
medidas espectrofotométricas a 575 nm, comparada com a curva analitica do
padrdo em solucgdo de etanol/metanol. Os resultados foram expressos em mg de
metanol por 100 mL de alcool anidro. As reagdes envolvidas nessa analise estdo

descritas no ANEXO A, Figura 5A.

2.5.10 Cobre

A quantifica¢do do cobre presente nas cachagas foi realizada por meio
de medidas espectrofotométricas na regido visivel do espectro a 546 nm,
comparado a valores de absorbancia referentes a uma curva analitica
previamente construida, utilizando-se sulfato de cobre como padrao primario. As
reagOes foram realizadas nas amostras de cachacgas sem redestilar. Os resultados
obtidos foram expressos em mg L™ ¢ as reagdes envolvidas nessa analise estio

descritas no ANEXO A, Figura 6A.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As Tabelas 2 e 3 mostram as médias dos diversos parametros analisados,
para 20 amostras de cachagas, cujos resultados foram comparados entre si e com
os padroes de identidade e qualidade estabelecidos pela legislagdo brasileira
vigente. Pode-se observar que das amostras analisadas, 80% apresentaram-se
fora dos padrdes de qualidade exigidos quanto ao teor alcodlico (10%), acidez
volatil (70%), cobre (40%), ésteres (5%) e 50% quanto a presenca de aldeido.

Baseando em laudos anteriores fornecidos por laboratoérios credenciados,
verifica-se que, normalmente, as cachacas produzidas no ‘“alambique JM”
apresentam-se dentro dos padrdes exigidos pela legislagdo. No caso especifico
deste trabalho, a bebida foi produzida exclusivamente para esta pesquisa € numa
quantidade bem inferior a de costume. Varios fatores podem ter influenciado,
como o fermento, que ja tinha sido utilizado em fermentagdes anteriores e
apresentava baixa atividade, devido a producao ter ocorrido no final de safra, a
quantidade de caldo fermentado e a quantidade de vinho destilado.

As cachagas provenientes da cana adubada com ureia e com nitrato de
amdénio que foram armazenadas em vidro e em bombonas apresentaram
variagdes em todos os parametros, grau alcoodlico, acidez, ésteres, aldeidos,
cobre e congéneres, com valores acima daqueles preconizados pela legislagdo.
Mesmo ndo sendo destinada ao consumo, pois foi produzida exclusivamente
para esta pesquisa, a qualidade da bebida pode ser comparada a diversas outras,
como mostraram os pesquisadores. Pereira et al. (2003), avaliando a qualidade
fisico-quimica da aguardente de cana no estado de Minas Gerais, no periodo de
agosto de 2000 a julho de 2001, observaram que 25% das amostras
apresentaram-se fora dos padrdes de qualidade exigidos quanto ao teor

alcoolico, 16,67% ao teor de 4cidos e cobre e 83,33%, presenca de furfural.
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As andlises de varidncia pelo teste de Scott-Knott a 5% mostraram
diferencas significativas entre as médias. Pelos valores das andlises, observa-se
que a média encontrada para o teor alcoodlico foi maior na amostra URV1, cuja
cana ndo recebeu adubagdo com ureia, ao passo que a amostra URVS, cuja cana
recebeu o maior nivel de ureia, apresentou menor teor alcoolico; o inverso
ocorreu com as cachacas provenientes de cana adubada com nitrato de amoénio.
Observou-se uma variacdo nao proporcional do teor alcoodlico das amostras o
que nos leva a inferir que a adubag@o, como ja esperado, ndo influenciou esse
pardmetro. Essa variagdo, provavelmente, ocorreu na etapa de destilagdo na qual
ndo foi mantido o mesmo corte da fragdo para todas as amostras.

Durante a etapa de envelhecimento da bebida em recipientes de madeira,
o teor alcoolico diminuiu devido a trocas que ocorrem nos poros da madeira com
o ambiente. Os recipientes de vidros e de polietileno de alta densidade (PEAD)
sdo impermedveis; portanto, ndo proporcionam trocas gasosas; assim, as
possiveis perdas de alcool provavelmente podem ser devidas as reagdes de
esterificacdes que sdo normais na bebida. Comparando as mesmas amostras em
recipientes diferentes, observa-se que houve diminui¢do no teor alcoolico nas
amostras acondicionadas em recipientes de plastico. Esses resultados
corroboram com aqueles encontrados por Correa (2001), que avaliou o
acondicionamento de aguardente de cana em garrafas plasticas de polipropileno
(PP), politereftalato de etileno (PET) e policloreto de vinila (PVC) e de vidro,
durante 17 meses. Pelos resultados, verificaram-se decréscimo do grau alcoolico
da aguardente de cana envasada em PP e aumento na acondicionada em PET e

PVC.
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Tabela 2 Composicdo fisico-quimica das cachacgas provenientes de cana com adubacdo nitrogenada acondicionada em vidros

Analises Amostras
URV1 URV2 URV3 URV4 URV5 NAV1 NAV?2 NAV3 NAV4  NAV5
Grau alcodlico 43,931 39,06c 42,27g 43,00h 36,22a 38,21b 38,36b 38.84c 42,43g  40,21d
(% viv 20°C) 10,14 10,14 +0,12 +0,08 +0,15 +0,07 10,14 +0,17 +0,11 +0,17
*Acidez volatil 66,24b  58,57a 61,24a 373,84k 311,631 297,80h 436,6m 243,80¢ 245,32¢ 343,25j
+0,15 +0,08 +0,07 +0,58 +0,89 10,84 10,24 +0,45 +0,55 +0,31
*Esteres 74,99 102,32 55,65 172,90 143,26 143,01 191,34 120,36 119,51 148,94
+1,12 +1,35 +1,28 +1,26 12,13 +1,039 +1,36 +1,33 +1,43 +0,45
*Aldeidos 29,02 48,54 29,84 28,05 52,03 33,00 22,56 45,12 10,46 41,94
+0,91 +0,33 +0,38 +0,19 +0,37 +0,41 +0,44 +0,26 +0,40 +0,52
*Furfural 3,26f 2,59¢ 2,39d 0,08a 0,15b 0,05a 0,05a 0,05a 0,32¢ 0,09a
+0,03 +0,08 +0,01 +0,001  +0,01 +0,001 +0,001 +0,01 +0,05 +0,002
*Alcoois superiores 143,35 215,76 187,12 171,45 253,86 222,92 162,94 100,14 73,17 91,67
+1,80 +2.91 +0,77 +1,01 +1,41 +1,69 +1,38 +0,63 +0,41 +1,22
*Alcool metilico 0,040 0,025 nd 0,007 0,209 nd 0,005 0,0097 nd nd
+0,004 £0,003 +0,001 0,013 +0,0007 +0,0006
Cobre 2,55¢ 3,85¢ 2,19b 8,271 6,48f 2,06a 7,16h 6,77¢g 2,16b 3,02d
(mg L'l) 10,05 +0,02 +0,03 +0,08 +0,03 +0,02 +0,03 +0,08 +0,03 +0,01
Extrato seco 0,076 0,087 0,050 0,303 0,256 0,215 0,187 0,220 0,157 0,201
(gL +0,008 +0,008 +0,002 0,024 +0,014 +0,014 +0,017 +0,012 +0,012 +0,014
*Congeéneres 326,56 427,777 336,24 746,33 760,92 696,78 813,74 509,48 448,78 625,88
4519  +140  +1,10  £1,79 40,52  +1,72 +3,70 40,91 240  +1,32

* mg /100 mL etanol anidro.

Meédias com letras diferentes na linha diferem entre si pelo Teste Scott-Knott a 0,05

Congéneres = acidez volatil + ésteres + aldeidos + furfural + alcoois superiores.
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Tabela 3 Composicdo fisico-quimica das cachagas provenientes de cana com adubacdo nitrogenada acondicionada em bombonas

Amostras
Anélises URP1 URP2 URP3 URP4 URP5 NAP1 NAP2 NAP3 NAP4 NAP5
Grau alcodlico 4227g 36,59a 41,92f 4191f 36,12a 38,20b  38,33b 38,57b 41,34e 40,29d
(% viv 20 °C) +0,12  +0,70 +0,05 40,02 40,64 10,067 0,10 +0,53 +0,06 +0,21
*Acidez volatil 66,90b 59,38a 61,45a 295,22h 284,04g 272,30f 380,761 212,90c 234,52d 313,38i
+1,90 £3,12 43,62 +2.02 +5,54 +2.70 +2.49 +1,11 40,35 +1,48
*Esteres 91,82 108,55 71,39 195,81 162,56 161,30 211,78 142,87 139,02 194,14
+0,97 £3,43 +1,23 +2.41 +2.05 +1,01 40,90 10,96 +1,10 +1,,26
*Aldeidos 26,01 46,56 25,97 23,15 48,90 31,32 21,00 41,46 9,65 38,53
+0,31 +0,93 +0,25 +0,25 +0,90 +0,25 +0,28 10,26 +0,27 +0,28
*Furfural 3,18f 2,66¢ 2,34d 0,08a 0,16b 0,052a 0,051a 0,046a 0,357¢c 0,098a
+0,02  +0,20 10,06 40,01 10,01 40,008 0,007 40,007 40,012 40,009
*Alcoois superiores 143,54 216,05 187,24 171,85 254,32 223,54 163,39 101,84 72,99 91,15
+2.23 +3,94 +0,23 +2,10 +1,27 +0,87 +1,17 +1,86 40,59 10,52
*Alcool metilico 0,040 0,019 nd 0,005 0,218 nd 0,004 0,0098 nd nd
+0,006 +0,003 40,001 40,002 40,0007  £0,0002
Cobre 2,52¢ 3,84e 2,19b 8,221 6,49f 2,06a 7,16h 6,76g 2,17b 3,05d
(mg L'l) +0,05 0,02 40,01 40,11 40,01 40,02 +0,07 10,01 10,02 +0,09
Extrato seco 0,071 0,086 0,051 0,31 0,251 0,208 0,178 0,200 0,157 0,203
(g L'l) +0,004 +0,001 0,002 +0,03 +0,009 40,003  £0,003 40,025 40,006 40,005
*Congéneres 331,80 433,21 348,32 686,09 749,99 688,53 776,39 499,11 456,53 637,30
+4,17  +4,28 +3,11 +3,16 +8.30 +2.05 +2.95 +1,76 +1,09 +2.01

* mg /100 mL etanol anidro. Congéneres = acidez volatil + ésteres + aldeidos + furfural + alcoois superiores.
Meédias com letras diferentes na linha diferem entre si pelo Teste Scott-Knott a 0,05
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Com relagdo a acidez volatil, 70% das amostras apresentam valores
acima do limite estabelecido pela legislacdo. A acidez elevada pode ser um
indicativo de contaminagdo do mosto por bactérias acéticas durante o processo
de fermentagdo, ou corte indevido das fragdes na etapa da destilagdo. Outro fator
que influencia a acidez, no caso de envelhecimento da bebida, ¢ a oxidagdo a
acido acético dos dalcoois e aldeidos, principalmente do etanol e acetaldeido

(CARDOSO, 2006).
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Grafico 1 Histograma dos teores de acidez volatil nas amostras de cachaga

Neste caso particular, a bebida ndo foi envelhecida, mas armazenada em
recipiente de vidro e de plastico; porém, as caracteristicas inerentes a bebida
favorecem, como no envelhecimento, a oxidagdo de alcoois a aldeidos e,
posteriormente, acidos carboxilicos, aumentando a acidez. Os resultados
apresentados no Grafico 1 mostraram grande variagdo na acidez das amostras
URVI1 e URPI, cuja cana ndo recebeu adubacdo nitrogenada, comparadas as
amostras NAV1 e NAPI, que também ndo receberam adubagdo nitrogenada, e
apresentaram acidez elevada. Apesar de a cana ter recebido o mesmo tratamento,

a cachaga foi obtida separadamente; portanto, essa diferenca pode ser atribuida a
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falhas no processo de producdo da bebida. Comparando as mesmas amostras
acondicionadas nos dois tipos de recipientes, observa-se que ndo houve
diferencas significativas entre as trés primeiras amostras, conforme teste Scott-
Knott. O periodo de 6 meses de acondicionamento da cachaca em embalagens
de polietileno e em vidro, ora representou incremento de acidez volatil, ora
decréscimo.

Brunetto (2008), trabalhando com adubag¢do nitrogenada de videira,
observou que o aumento nas doses de nitrogénio promovia um aumento na
acidez do vinho, o que nio foi observado com a cana.

Forlin (2005), avaliando as alteragdes decorrentes de acondicionamento,
por 12 meses, de aguardente de cana em vidro e em PET, observou que houve
alteracdo do perfil fisico-quimico da bebida, diminuindo a acidez total e volatil,
o teor de aldeidos totais, incrementando a acidez fixa, os teores de ésteres totais
e de alcoois superiores nas amostras provenientes da embalagem PET. Nielsen;
Damant e Castle (1997), ao analisar a matriz polimérica da garrafa PET,
quantificaram compostos das classes dos ésteres, cetonas, alcoois e
hidrocarbonetos. Essas substancias, presentes no polimero e quando em contato
com o alimento, podem migrar para a bebida, explicando, portanto, o aumento
nos teores de ésteres e alcoois superiores.

A diminuigdo no teor alcoolico e na acidez nas amostras acondicionadas
em bombonas deve-se provavelmente a reacdo de esterificacdo de ésteres, que
deve ser favorecida nesse ambiente da matriz polimérica. Os resultados para os
ésteres vém confirmar esse fato, pois as amostras armazenadas em bombonas
apresentaram teores mais elevados que as correspondentes em vidro, como
mostra o Grafico 2, o que nos leva a afirmar que a variag@o de ésteres totais na
cachaga durante o periodo de 6 meses de descanso em embalagens de PEAD e
vidro foi influenciada pela natureza das embalagens. O mesmo foi encontrado

por Forlin (2005), que observou um aumento na concentragao de ésteres quando
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comparou as amostras acondicionadas em vidro e em PET, durante 12 meses,

em diferentes volumes.
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Grafico 2 Histograma dos teores de ésteres nas amostras de cachaca

Parazzi et al. (2008), avaliando a composi¢ao quimica de aguardentes de
cana armazenadas em tonéis de carvalho e em recipientes de vidro, por um
periodo de 36 meses, observaram que houve aumento na concentracdo de
ésteres, em relacdo as épocas de amostragem e ao tipo de recipientes. Quanto ao
tempo de armazenamento, ndo houve variagdes significativas para os compostos
analisados nas aguardentes armazenadas em vidro, exceto para o acetato de etila.
Como na acidez volatil, também observaram diferengas entre as amostras de
URVI, URP1 e NAV1, NAPI1 devido a falhas tanto na fermentacdo como na
destilacdo.

Os valores encontrados para os ésteres foram expressos em acetato de
etila e estdo dentro do limite de 200,0 mg/100mL alcool anidro, recomendado
pela legislacao brasileira, exceto para a amostra NAP2 (BRASIL, 2005).

Os alcoois superiores sdo formados na etapa de fermentagdo e tém sua

origem nos aminoacidos; assim, a adubagdo nitrogenada da cana pode contribuir
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para o aumento dos aminoacidos e estes aumentarem a quantidade de alcoois
superiores na bebida. No grafico apresentado no Grafico 3, as amostras (1)
correspondem as cachacas provenientes de cana ndo adubada, as demais
correspondem as amostras adubadas com doses crescentes.

Alcoois superiores
300

—_ [ N

W (=) W

(=] (=] (=]
L L L

100 -

mg/100 mL de a.a.

4
(=] (=]
I L

— (gl o

amostras

B Teor de uréia @ amostras em vidro/uréia
O amostras em bombona/uréia B Teor de nitrato de amonio

@ amostras em vidro/ nitrato de aménio O amostras em bombona/ nitrato de aménio

Grafico 3 Histograma dos teores de alcoois superiores das amostras de cachacgas

Observa-se no grafico 3 que as doses de nitrogénio afetaram a
quantidade de alcoois superiores. As amostras de cachagas provenientes de cana
adubada com ureia apresentaram aumento nas concentragdes em alcoois
superiores quando aumentou a quantidade de ureia, resultado contrario foi
observado para as amostras oriundas de cana adubada com nitrato de amonio.

Observa-se ainda que o tipo de recipiente ndo influenciou a formagao
dos alcoois superiores. Pelos resultados apresentados na Figura 3, verifica-se que
o nitrato de amonio ndo favoreceu a formagdo de alcoois superiores na bebida,

pois as amostras (NAV1 e NAPI, no grafico, refere-se a amostra 1) cuja cana
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ndo recebeu esse adubo e apresentou concentragdes superiores aquelas
procedentes de cana adubada com nitrato de amonio (amostras 2, 3, 4 ¢ 5).

Boeira e Daudt (1995), estudando a interferéncia da adubagdo
nitrogenada de videiras sobre vinhos procedentes de regides distintas e
fermentados com diferentes leveduras, observaram que o aumento nas doses do
adubo promoveu uma diminuicdo na concentracdo dos alcoois isobutilicos e
isoamilico, e um aumento na concentrag¢do do alcool propilico.

De acordo com os dados apresentados nas Tabelas 2 e 3, o teor de cobre
na cachaga acondicionada por 6 meses em embalagens de vidro e de plastico ndo
foi influenciado significativamente (p <0,05) pela natureza dos recipientes. A
presenga de cobre em bebidas artesanais tem sido atribuida a problemas
intrinsecos da produgdo, pois ¢ o metal mais utilizado na construcdo de alam-
biques. Em elevadas concentra¢des na cachaga, € altamente indesejavel e indica
falta de assepsia e higiene, principalmente durante as paradas de alambicagem.
As amostras armazenadas em vidro: URV4, URVS5, NAV2, NAV3 e as
correspondentes em bombonas: URP4, URP5 NAP2 e NAP3 apresentaram
concentragdes elevadas de cobre, superiores ao permitido pela legislacdo, que é
de 5,0 mg L™ (Grafico 4). Esse é um problema que ainda preocupa os produtores

de cachagcas artesanais (BRASIL, 2005).
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Cobre O vidros @ bombonas

concentracdo (mg/L

URV1 URV2 URV3 URV4 URV5 NAV1 NAV2 NAV3 NAV4 NAV5
URP1 URP2 URP3 URP4 URP5 NAP1 NAP2 NAP3 NAP4 NAPS5

amostras

Gréafico 4 Histograma dos teores de cobre nas amostras de cachacas

Observa-se no Grafico 4 as variagdes das amostras com relagdo a
concentragdo de cobre; porém, é notdrio que o tipo de recipiente ndo interferiu
na quantidade de cobre.

Azevedo et al. (2003) indicaram uma forma empirica para avaliar uma
possivel contaminagdo por cobre em cachaga: a utilizagdo de um filtro branco de
algoddo ou gaze para filtrar a bebida. Caso o filtro fique azul, denotaria a
ocorréncia de excesso de cobre. Avaliando teores de cobre em 45 cachagas da
regido de Minas Gerais, eles observaram um nivel de cobre acima do permitido
pelo MAPA em 6,7% das amostras. Labanca et al. (2006), analisando 71
amostras de cachaca da regido de Minas Gerais, encontraram 7% das amostras
fora dos padrdes da legislagdo vigente. Se analisadas quanto ao limite do
mercado externo (2,0 mg L '), apenas 50,7% atenderiam aos padrdes
internacionais. No estado do Rio Grande do Sul, esses resultados sdo mais
alarmantes. Garbin; Bogusz-Junior ¢ Montano (2005) avaliaram o teor de cobre
em 25 amostras de cachaca artesanal, provenientes de quatro microrregides que
integram a regido noroeste do Rio Grande do Sul. Foram constatados que 72%
das amostras apresentaram anormalidades quanto a limpidez e 38,3%

apresentaram niveis de cobre acima do limite permitido pela legislago.
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A contaminacdo pode ser evitada fazendo uma cuidadosa higienizacao
dos alambiques nos periodos de safras e entressafras, utilizando-se agua e limao
na primeira destilagdo, de modo a eliminar os residuos de cobre e ingredientes
utilizados na limpeza (CARDOSO, 2006). Uma alternativa bastante utilizada
pelos produtores € a utilizagdo de filtros, como o carvao ativado e as resinas de
troca i0nica. Entretanto, deve-se ter um cuidado especial na utilizagdo desses
adsorventes, pois, alguns materiais retiram, além do cobre, substancias
importantes para o sabor e aroma da bebida, comprometendo sua qualidade
sensorial (LIMA et al., 2006).

Os teores de metanol obtidos nas aguardentes ndo ultrapassaram o limite
permitido pela legislagdo, que ¢ de 20,0 mg/100 mL de alcool anidro (BRASIL,
2005). Também ndo apresentaram diferencas quanto aos recipientes utilizados.
As concentragdes médias de metanol foram de ndo detectado, a 0,218 mg/100
mL de alcool anidro.

Esses resultados sdo condizentes com aqueles apresentados por Vilela et
al. (2007), que avaliaram os parametros exigidos pela legislagdo em cachagas
artesanais da regido do sul de Minas Gerais e observaram que o metanol
encontrava-se dentro dos limites estabelecidos; porém, para algumas amostras, o
cobre estava acima de 5,0 mg L™

A presenca do metanol ¢ indesejavel na cachaga, pelas caracteristicas de
toxicidade, mesmo em baixas concentra¢des. A origem desse alcool estd
associada a degradagdo da pectina, um polissacarideo sempre presente na cana-
de-acucar, embora com baixos teores de ocorréncia.

Pelos resultados apresentados nas Tabelas 2 e 3, observa-se dez
amostras com teor de aldeido acima do aceitavel pela legislagdo. As cachagas
armazenadas em bombonas apresentaram concentragdes inferiores, como mostra
o Grafico 5. Os aldeidos sdo medidos pela concentragdo de acetaldeido, e esse

composto ¢ indesejavel, por estar associado a ressaca e intoxicagao.
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Grafico 5 Histograma dos teores de aldeidos nas amostras de cachaga

A reducdo de aldeidos durante o acondicionamento da cachaca pode
ocorrer pela sua transformagdo quimica, por oxida¢ao, a acidos, considerando,
igualmente, que esses podem ser originados por oxidagdo de alcoois. Se a
diminui¢do da concentragdo de aldeidos for atribuida a sua oxidagdo, as
amostras acondicionadas nas bombonas deveriam apresentar concentracdes de
acidos superiores aquelas acondicionadas em vidro, o que ndo ocorreu. Mesmo
assim, a oxidacdo pode ter ocorrido e o acido formado ndo estar disponivel
devido a outras reacdes, nas quais ele participa, como ¢ o caso da esterificacado.

Sendo os aldeidos compostos de baixa massa molar e baixa temperatura
de ebuli¢do, estdo associados a elevados indices de perdas por volatilizagdo, em
condi¢des ambientais, notadamente com o aumento da temperatura e por difusdo
através da estrutura das embalagens. Nesse caso, a hipdtese deve ser
desconsiderada, pois os dois recipientes usados no acondicionamento das
bebidas sdo impermeaveis, ndo permitindo trocas gasosas por difusdo.

Nascimento et al. (1997) analisaram o teor de aldeidos em 56

aguardentes e 10 uisques importados e concluiram que as aguardentes
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comerciais contém menores concentragdes de aldeidos que as artesanais e que o
aldeido presente em maior concentragdo foi o acetaldeido.

Os aldeidos tém sua origem na acdo das leveduras durante estagios
preliminares do processo da fermentagdo, principalmente o acetaldeido, que
tende a desaparecer com o tempo, pela oxidagdo a acido acético; por outro lado,
varios aldeidos podem também ser formados de aminoacidos presentes no caldo
de cana. Neste trabalho, a adubagdo nitrogenada da cana ndo interferiu na
formagdo de aldeidos, pois as amostras que ndo receberam adubos (URV1,
URP1, NAVI1 e NAP1) apresentaram concentragdes de aldeidos superiores a
algumas amostras (URV4, URP4, NAV2, NAP2, NAV4 ¢ NAP4), cuja cana
recebeu adubagdo e apresentaram concentracdes inferiores de aldeidos. Os
aldeidos com até oito atomos de carbono t€ém aromas penetrantes e enjoativos,
considerados indesejaveis em bebidas destiladas; porém, os de cadeias maiores,
com mais de dez atomos de carbono, apresentam aroma agradavel.

Comparando os resultados das analises de furfural apresentados nas
Tabelas 2 e 3, observa-se que as amostras procedentes de cana adubada com
ureia ¢ acondicionadas em recipientes diferentes ndo apresentaram diferengas
significativas, o mesmo ocorreu com as amostras provenientes de adubagdo com
nitrato de amodnio, podendo-se inferir que os recipientes ndo influenciaram a
concentragdo de furfural. Os resultados das analises de furfural mostraram que
as amostras procedentes de adubacdo com nitrato de amonio apresentaram
concentragdes bem inferiores aquelas obtidas com ureia, como apresentado no
Grafico 6. O processo de destilagdo ndo apenas concentra os constituintes
volateis provenientes da fermentacdo, mas também produz novos compostos via
esterificacdo, desidratacdo, etc. Desse modo, acredita-se que o furfural seja
proveniente ndo apenas do processo de fermentagdo, como também de outras
etapas do processo de produgdo da bebida, como a destilagio (MADRERA;
GOMIS; ALONSO, 2003).
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Grafico 6 Histograma dos teores de furfural bas amostras de cachaga

Pelos dados do Grafico 6, observa-se que o furfural teve uma grande
queda a partir da quarta amostra de cachaga proveniente de adubagdo com ureia
e acondicionada em vidros e bombonas ¢ em todas as amostras provenientes de
cana adubada com nitrato de amodnio. Todas as amostras encontram-se abaixo do
permitido pela legislagdo brasileira (5,0 mg/100mL alcool anidro).

Miranda; Horii; Alcarde (2006) mostraram que o envelhecimento nao
influenciou a formacdo de furfural em cachacas armazenadas em tonéis de
madeira, submetidos ao tratamento por irradia¢do, num periodo de até 390 dias.
Esses autores atribuiram a formagao do furfural a etapa de destilagdo da bebida,
apesar de outros autores citarem que esse composto pode ser oriundo das
pentoses presentes na madeira do tonel.

Masson et al. (2007) quantificaram o furfural em amostras de cachagas
produzidas com cana queimada e ndo queimada e verificaram que a queima do
palhico da cana-de-agticar favorece a formacdo de furfural. Barcelos et al.
(2007) analisaram diversos compostos presentes em cachacas produzidas em trés

diferentes regides de Minas Gerais e verificaram que todas as amostras
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analisadas apresentaram concentracdes de furfural dentro do limite permitido
pelo MAPA e, como as amostras analisadas foram produzidas utilizando cana
nio queimada, atribuiram a formacdo do furfural a falhas durante o processo
fermentativo.

Os resultados das amostras armazenadas em vidro mostraram uma
similaridade com aquelas correspondentes em bombonas quanto aos alcoois
superiores, furfural, metanol e extrato seco; porém, apresentaram variagdes para
as diferentes concentragcdes de adubo e entre os diferentes adubos, apesar de
estarem dentro dos limites da legislacdo brasileira.

Com rela¢do ao extrato seco, observou-se que ndo houve interferéncia

do tipo de recipiente de armazenamento.
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3 CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos, concluiu-se que tanto os recipientes como a
adubacdo nitrogenada da cana interferem nos componentes secundarios da
bebida e, consequentemente, na sua qualidade, uma vez que ambos contribuem
para seu aroma e sabor. A ureia promoveu um aumento na concentracdo dos
alcoois superiores na cachaga, enquanto as bombonas proporcionaram aumento
nos niveis de ésteres e diminui¢do nos teores de acidez volatil, porcentagem de

alcool e aldeidos.
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CAPITULO 3

CARACTERIZAGCAO E QUANTIFICACAO DE ACROLEINA POR
HPLC EM CACHACAS PROVENIENTES DE CANA-DE-ACUCAR
COM ADUBACAO NITROGENADA E ACONDICIONADAS EM
VIDROS E “BOMBONAS” DE PEAD
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RESUMO

A cachaca ¢ uma bebida brasileira que representa importancia
econdmica para o pais. Minas Gerais ¢ um estado pioneiro na producdo de
cachaca artesanal e a regido sul do estado conta com uma significativa
quantidade de pequenos produtores dessa bebida, os quais possuem nessa
atividade agroindustrial uma forma de geragdo de renda, divisas e empregos,
mas muitos deles sdo leigos e executam o processo de maneira empirica e
rudimentar, baseados no senso comum ou em informagdes que passam de
geracdo para geracdo. Tais fatos levaram a necessidade de conhecer a
composicao quimica, especialmente os contaminantes da bebida produzida nessa
regido e no estado como um todo, a fim de confrontar os resultados obtidos com
os limites estabelecidos pela Legislacdo, fornecendo dados para futuras agoes de
capacitagdo dos produtores quanto a importancia da qualidade do produto, com
reflexos diretos no mercado interno e externo. Avaliou-se a presenca da
acroleina em cachagas provenientes de cana adubada com ureia e nitrato de
amonio e acondicionadas em frascos de vidro e de plastico de polietileno de alta
densidade (PEAD). O procedimento utilizado envolveu a deriva¢do prévia da
amostra, com 2,4-dinitrofenilhidrazina, seguida de andlise do derivado
hidrazénico por HPLC com o detector DAD. Os pardmetros de validagado
utilizados mostraram que o método é preciso na quantificagdo de acroleina em
cachaca. Os valores obtidos para a acroleina variaram de 1,30 a 5,20 mg/100
mL de éalcool anidro. As amostras, cuja cana recebeu ureia como adubo,
apresentaram niveis de acroleina superiores aquelas em que a cana foi
adubada com nitrato de amodnio. Da mesma forma, as amostras de cachaca
armazenadas em bombonas apresentaram niveis de acroleina superiores aquelas
acondiconadas em vidros.

Palavras-chave: HPLC. Acroleina. Cachaga.
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ABSTRACT

Cachaca is a Brazilian beverage of economic importance for the
country. The state of Minas Gerais is a pioneer in the production of cachaga, and
the southern region of the state has a significant number of small producers of
this beverage. This agroindustrial activity is a form of generation of income,
foreign exchange, and jobs, but many of the producers are lay people and
execute the process in an empirical and rudimentary manner, utilizing common-
sense or information that passes from generation to generation. These facts led
to the necessity of determining the chemical composition, especially of
contaminants in the beverage produced in this region and in the state as a whole
to compare the results obtained with the limits established by the legislation. The
results could furnish data for future activities of training producers with regard
to the importance of product quality, with direct impact on domestic and foreign
markets.The presence of acrolein in cachaga from sugarcane fertilized with urea
and ammonium nitrate and packed in glass bottles and plastic high density
polyethylene (HDPE) was evaluated. The procedure involved the derivatization
of the sample with 24-dinitrophenylhydrazine, followed by analysis of the
hydrazone derivative by HPLC using a DAD detector. The validation parameters
indicated that the method is accurate for the quantification of acrolein in
cachaga. The values obtained for acrolein ranged from 1.30 to 5.20 mg/100 mL
of anhydrous alcohol. The samples, whose cane received urea as fertilizer, had
higher levels of acrolein to those where the crop was fertilized with ammonium
nitrate. Likewise the cachaca samples stored in canisters had levels higher than
those of acrolein acondiconadas glasses.

Keywords: HPLC. Acrolein. Cachaga.



154

1 INTRODUCAO

A acroleina é uma substancia encontrada no meio ambiente, no solo, na
agua e no ar, principalmente nas areas industriais das cidades, e em alimentos e
bebidas. Os riscos associados a acroleina nao sdo recentes e, provavelmente, a
populacao tem sido exposta a essa substancia por algumas geragdes. Segundo a
Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC), a acroleina ¢
classificada dentro do grupo 3, isto é, uma substincia ndo carcinogénica ao
homem, podendo ser toxica ao sistema nervoso de seres humanos e animais em
determinadas doses (IARC, 1995).

Pode ser formada na atmosfera, pela oxidagdo fotoquimica de
hidrocarbonetos ou por degradagdo térmica de amido, agucares, aminoacidos e
proteinas. E um agente toxico e irritante para as vias respiratorias, produz ardor
no nariz, garganta e pode afetar os pulmdes. As propriedades de irritacdo dessa
substancia sdo claramente evidenciadas em estudos com animais, nos quais
todos os ratos morreram quando expostos a uma concentragdo de 8,0 g L'
durante 4 horas (ACGIH, 1971). A acroleina ja foi detectada em uma variedade
de frutas (magds, uvas, framboesas, morangos, amoras) e hortalicas (couve,
cenouras, batatas, tomates), em alimentos como carne de porco, pao, queijo e em
bebidas como uisque, vinho tinto, cerveja, café e cha.

Em bebidas alcoolicas, é encontrada de maneira bastante difundida,
podendo influenciar significativamente a qualidade sensorial pelo seu sabor
picante além, do efeito nocivo a saide (NASCIMENTO et al., 1997).

Devido as preocupagdes sobre os possiveis efeitos toxicos a saude
humana relacionados a ingestdo de acroleina, o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) estabeleceu, por meio da Instrugdo
normativa de n° 13, de junho de 2005, que essa substincia ndo deve estar

presente na bebida em uma concentragdo superior a 5,0 mg/100mL de alcool
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anidro. Além disso, concedeu um prazo de trés anos para que os produtores de
cachaga possam se adequar a nova medida (BRASIL, 2005).

Diferentes métodos analiticos foram desenvolvidos e validados,
viabilizando a determinagdo do teor de acroleina em niveis de concentragdo cada
vez menores (AZEVEDO et al., 2007; LEDAUPHIN et al., 2006; MASSON,
2009; ZACARONI, 2009). As pesquisas caminham no sentido de buscar novos
métodos de anélises, além de informagdes sobre a otimizagdo de pardmetros de
processos de produgdo para minimizar a formagao dessa substancia.

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS) e
a cromatografia gasosa (GC) com detector de nitrogénio e fosforo (NPD) com
derivagdo prévia da amostra tém sido utilizadas por diversos autores; porém,
com a finalidade de se evitar uma longa preparacdo da amostra e obter métodos
rapidos destinados ao maior niumero de matrizes diferentes, a HPLC com
detector de UV foi alternativamente investigada. Diversos procedimentos
baseados nessa técnica analitica foram, entdo, desenvolvidos (AZEVEDO et al.,
2007; LEDAUPHIN et al., 2006; MASSON, 2009; NASCIMENTO et al., 1997;
ZACARONI, 2009).

A utilizagdo da HPLC na andlise de acroleina em bebidas vem
contribuindo de maneira significativa para melhor entendimento das
propriedades quimicas, ocorréncia, variagdo na composicdo e os fatores
influentes durante processamento e estocagem, com implicagdes marcantes no
controle de qualidade de bebidas. Diante do exposto, no presente trabalho
objetiva-se a caracterizacao e quantifica¢do da acroleina em cachagas produzidas
com cana adubada com ureia e nitrato de amonio e acondicionadas em

recipientes de vidro e plastico de polietileno de alta densidade (PEAD).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes e solventes

O padrdo de acroleina utilizado para obtengdo da hidrazona foi da marca
Aldrich com 90% de pureza; 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH) marca Vetec,
pureza 99%, acido perclérico, 70% de pureza, Merck; acido sulfarico, 97% de
pureza, Merck.

No preparo das amostras e dos padrdes, utilizaram etanol, 99,5% de
pureza e da Merck, na fase movel, os solventes acetonitrila ¢ metanol de grau
cromatografico HPLC J. T. Baker. A agua deionizada foi obtida pelo sistema de

purificagdo Milli-Q (Millipore).

2.2 Equipamentos e materiais

Os equipamentos e materiais utilizados foram: Balanga analitica marca
Marte modelo AM — 220; Equipamento BUCHI 535; Deionizador Nanopure
Diamond, Barnestead; Cromatdgrafo liquido modelo UFLC Shimadzu, equipado
com duas bombas de alta pressdo modelo LC-6AD, dois detectores, arranjo de
diodos (DAD) modelo SPD-M20A e fluorescéncia (FLD) modelo RF-10AXL,
injetor automatico com auto-amostrador modelo SIL-10AF; Microsseringas de
vidro 10, 50 e 100 pL Gilson; Filtros Millipore descartaveis, com membrana

durapore HV de 0,45 um de poro e 25 mm de diametro.

2.3 Amostras

As amostras provenientes da cana adubada com ureia e nitrato de

amonio foram acondicionadas por 24 meses em recipientes de vidro tipo
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garrafoes denominadas URV1, URV2, URV3, URV4, URVS, NAV1, NAV2,
NAV3, NAV4 e NAVS e em bombonas de plastico chamadas de URP1, URP2,
URP3, URP4, URP5, NAP1, NAP2, NAP3, NAP4 ¢ NAPS5, conforme descrito
no item 2.1 do capitulo 2. Apds esse periodo, as amostras foram coletadas para

as analises cromatograficas.

2.4 Preparacéo do padréo

No preparo da solucdo-padrdo, a 2,4-DNPH foi purificada previamente

para posterior reacdo de derivacdo da acroleina.

2.4.1 Purificacdo da 2,4-dinitrofenilhidrazina

A 2,4-DNPH foi recristalizada por trés vezes com metanol. Apds a
terceira filtracdo, deixou-se em repouso a temperatura ambiente, até a
cristalizagdo completa; em seguida, os cristais foram separados por filtragdo a
vacuo. Terminada a purificagdo, uma solugdo do padrdo em acetonitrila foi
injetada em HPLC-UV para conferir a sua pureza e, em seguida, estocada sob

refrigeracdo em frasco ambar.

2.4.2 Sintese do 2,4-dinitrofenilhidrazona de acroleina

Normalmente, as reagdes envolvidas na derivagdo de cetonas e aldeidos
ocorrem por adicdo nucleofilica de um 4atomo de nitrogénio ao carbono da
carbonila para formar produtos estaveis. Entre as reagdes de adi¢do a carbonila,
a mais empregada ¢ a condensacdo com solugdo acidificada de 2,4-DNPH

(Figura 1).
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A reagdo de derivatizacdo entre acroleina ¢ a 2,4-DNPH produz o
derivado 2,4-dinitrofenilhidrazona de acroleina (2,4-DNPHo), cujos cristais,
depois de purificados, foram utilizados no preparo da solugdo-estoque, que foi
usada como padrdo na quantificagdo da acroleina igualmente derivada em
amostras de cachaca. A reacdo de derivac¢do consiste em adicionar 2,0 mL de
acido sulfurico a 0,4 g de 2,4-DNPH e, em seguida, gotejar lentamente 2,0 mL
de agua deionizada, sob agitacdo até a dissolucdo completa. Adicionou a essa
solugdo 10,0 mL de etanol. Paralelamente preparou-se uma solugdo de 0,1 g de
acroleina em 15,0 mL de etanol ¢ essa solugdo ¢ misturada a solugdo inicial de
hidrazina, conforme descrito por Nascimento et al. (1997). A mistura resultante
foi colocada em repouso a temperatura ambiente para aguardar a formagdo
completa dos cristais, que foram posteriormente filtrados e recristalizados por
duas vezes, em etanol. A pureza foi confirmada pela determinacdo da
temperatura de fusdo e analise por HPLC.

A conversdo quantitativa dos aldeidos nas bebidas alcoodlicas destiladas
aos derivados 2,4-DNPHs ¢ assegurada por meio de um excesso de 2,4-

dinitrofenilidrazina (LO COCO et al., 1995).

Mo, C‘)w H NO,
3 +
(6 HoN- HQC:CHC‘LNH} ‘
H,C=CH - -
2 \H + H H
NO, NO,

T | e
HzC=CH‘Cf "\L H,C=CH-CH=N—
HUH -H0
NO, NO;,

Figura 1 Reacg@o de derivacdo da acroleina com 2,4-DNPH



159

2.4.3 Preparo da solucéo estoque de 2,4-DNPHo de acroleina

A partir do derivado 2,4-DNPHo-acroleina, foi preparada uma solucao
estoque de 250,0 mg L' em acetonitrila. Essa solugdo foi armazenada sob
refrigeracdo, em frasco ambar e envolvido em papel-aluminio, para evitar

contamina¢do ou degradacdo pela luz.

2.4.4 Derivacdo das amostras

Para a derivagdo das amostras, adicionaram-se, simultaneamente, 1,0
mL da solucdo de 2,4-DNPH (0,4% em acetonitrila), 4,0 mL da amostra (sem
tratamento prévio) e 50,0 pL de HCIO, (1,0 mol L") A mistura resultante foi
agitada e permaneceu em repouso a temperatura ambiente por 45 min; em

seguida, foi filtrada em membranas e injetada 20,0 uL no HPLC.

2.5 Condicdes cromatogréficas

Nas separagdes cromatograficas empregou-se uma coluna Agilent -
Zorbax Eclipse XDB-C18 (250 mm x 4,6 mm, com particulas esféricas de 5 um)
e uma pré-coluna: Agilent - Zorbax Eclipse XDB-C18 4-Pack (12,5 x 4,6 mm,
Sum). O gradiente de eluicao utilizado na separagdo cromatografica foi adaptado
da metodologia de Nascimento et al., (1997) e de Zacaroni, (2009). As
condi¢des de programagdo da analise estdo apresentadas na Tabela 1. A detecgdo
da acroleina foi realizada em DAD a 365 nm, com inje¢do de 20,0 uL. de padréo

.1 . . yqe
e amostra, e fluxo na coluna de 0,9 mL min", totalizando 15 minutos de analise.
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Tabela 1 Condigdes cromatograficas para a analise de acroleina

Fase movel*
Tempo (min.) Solvente A Solvente B
(% viv) (% viv)
0,01 30 70
3,00 15 85
10,00 20 80
12,00 30 70
15,00 30 70
* Solvente A: agua:acido acético 98:2% (v/v); Solvente B: metanol

2.6 Analise quantitativa da acroleina

Todas as amostras foram preparadas em duplicatas, exceto os padroes,
que foram em triplicatas. O composto presente nas amostras foi identificado
comparando-se seu tempo de retencdo com o tempo de retencdo do padrdao. O
método utilizado na quantificacdo da acroleina foi o de padronizagio externa. A
partir da solucdo estoque do 2,4-dinitrofenilhidrazona da acroleina, prepararam-
se, por diluicdo com solucdo de alcool 50%, as solugdes de trabalho nas
concentragdes que variaram na faixa de 0,5-20,0 mg L' (n= 8 pontos). A curva
analitica foi obtida por regressdo linear, plotando a area do pico versus
concentragdo. Essas analises foram realizadas em triplicata. Para garantir a
qualidade analitica dos resultados, foram realizados testes de wvalidagdo,
considerando os pardmetros de linearidade, faixa linear de trabalho, precisdo,
limite de detecgdo (sensibilidade), limite de quantificacdo e exatiddo. Os limites
de deteccdo (LD) e de quantificagdo (LQ) foram calculados com base na razio

entre o desvio-padrdo da resposta e a inclinagdo da curva analitica. O valor
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resultante da razdo foi, entdo, multiplicado por trés, para obtenc¢do do LD, e por
dez, para obtengdo do LQ.

A linearidade expressa a resposta do analito e a sua concentracdo, que
deve ser diretamente proporcional num intervalo especificado. A relagdo
matematica entre o sinal (resposta) e a concentragdo do analito de interesse foi
expressa pela equagdo da reta (curva analitica) e seu respectivo coeficiente de
correlacdo (r). Considerou-se como evidéncia de um ajuste ideal dos dados, para
linha de regressdo, valor de r > 0,9900. Muitas vezes, mesmo que um método
analitico demonstre ser linear, é necessario conhecer a faixa de concentragdo na
qual a sensibilidade possa ser considerada constante, definindo o intervalo
denominado faixa linear de trabalho, que possibilita a determinagdo da
concentragdo do analito com precisdo, exatidao e linearidade, necessarios para o
ensaio. Para determinar a faixa linear, foi construido um grafico contendo a
resposta relativa (area do pico/concentragdo do analito) no eixo y e as
concentragdes correspondentes em escala logaritmica no eixo x. Trés linhas
horizontais e paralelas ao eixo x foram colocadas, representando o valor médio
das respostas relativas a 95,0 ¢ 105% desse valor para a linha inferior e superior,
respectivamente. Apos a plotagem dos pontos no grafico, consideraram como
faixa linear de trabalho os pontos em que a resposta relativa estava inserida entre
os limites inferiores e superiores do grafico (RIBANI et al., 2004).

Para determinar a precisdo inter-day, foram preparadas em duplicatas e
em trés dias consecutivos, solucdes dos padrdes nas concentragdes 0,5, 8,0 ¢
20,0 mg L™ J4 na precisdo intra-day, preparam-se em duplicata seis solugdes de
cada nivel. Os resultados foram expressos em termos de coeficiente de variacao.

Foram realizados testes de recuperacdo em trés diferentes matrizes. As
amostras foram fortificadas com solugdo padrdo de 2,4-dinitrofenilidrazona de

acroleina, na concentragio de 8,0 mg L. As anilises foram realizadas em
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duplicata e a recuperacdo foi calculada pela diferenca da quantidade medida da

substancia e a quantidade adicionada na matriz.
2.7 Analise estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, sendo as

médias comparadas pelo teste de Schott-Knott a 95% de confianca, usando o

programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2003).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizagdo do derivado hidrazonico da acroleina mostrou para a
temperatura de fusdo o valor de (163,8+3) °C, para duas repeti¢des, préximo ao
valor tabelado (165°C). A analise cromatografica do derivado mostrou a
presenca de picos minoritarios de interferentes, mesmo apds purificacdo do
padrao (Gréafico 3).

O estudo da faixa linear de trabalho visa a definir o intervalo de
concentrag@o no qual € possivel quantificar de forma segura o analito. Conforme
resultado apresentado no Grafico 1, o intervalo linear de trabalho obtido neste
estudo foi de 0,5 a 20,0 mg L' em que todos os pontos estdo inseridos entre o
limite inferior e superior do grafico. A curva analitica para determinagdo da
acroleina foi construida dentro dessa faixa linear de trabalho, como mostra o

Grafico 2.
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Grafico 1 Intervalo de faixa linear de trabalho para acroleina
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Para acroleina, a equagdo encontrada foi y = 62502,9x — 136634,
calculada pela regressdo linear medindo-se a resposta do detector (area) em
fun¢do da concentragdo. O método apresentou sensibilidade, pois o coeficiente
angular mostrou valor elevado, indicando que, com pequenas variagdes na
concentragdo, obtém-se grandes variagdes nos sinais medidos, garantindo a
diferencia¢do entre duas concentragdes proximas. O coeficente de correlagao
encontrado foi 0,99974, indicando forte correlagdo linear entre as concentragoes
e as areas (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997).

O limite de deteccao (LD) e o limite de quantificagdo (LQ) do método
foram estimados utilizando-se dos pardmetros da curva analitica, o desvio-
padrao da curva (10210,3) e o coeficiente angular (62502,9), considerando 3 e
10 vezes, respectivamente. Os valores encontrados foram de 0,490 para o LD ¢
1,634 mg L' para o LQ. Esses resultados sdo superiores aos descritos por
Zacaroni (2009) em cachagas envelhecidas em diferentes madeiras, cujos limites
de detecgiio e quantificagdo foram 0,110 e 0,368 mg L™, respectivamente.

Ledauphin et al (2006), avaliando acroleina em cidras por GC/NPD,
encontrou 6,0 ug L™ para o limite de quantifica¢io, valor esse bem menor do

que aquele encontrado neste estudo.
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Grafico 2 Curva analitica das soluc¢des de 2,4-DNFHo de acroleina
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Os resultados da precisdo intra day expressos pelo coeficiente de
variagdo %CV), nas concentra¢cdes de 0,5, 8,0 e 20,0 mg L', sdo,
respectivamente, 3,30%, 2,83% e 3,37%, para a precisdo inter day 4,1%(0,5),
4,7%(8,0) e 5,2%(20,0 mg L ™). Esses resultados revelam que o método fornece
resultados com precisdo aceitavel, em diferentes dias de analise. A avaliagao da
recuperagio foi realizada na concentragdo de 8,0 mg L em trés diferentes
amostras O valor de recuperacdo encontrado foi de 106,4% e o coeficiente de
variagdo de 5,4%, valor superior ao encontrado por Nascimento et al. (1997) que
foi de 99%.

Os resultados forneceram um panorama do comportamento do método,
indicando que a metodologia utilizada apresenta exatiddo confidvel, uma vez
que a faixa de recuperagdo entre 80,0 e 110,0% ¢ considerada aceitavel em
estudos de validacdo de método (BRITO et al., 2003).

Nos Graficos 3 e 4 apresentam-se os cromatogramas referentes ao
padrio de 2,4-DNPHo da acroleina e de uma amostra de cachaga,

respectivamente.
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Grafico 3 Cromatograma do padrao da 2,4-DNPH de acroleina (4,5 mg/100 mL
de 4alcool anidro)
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O cromatograma do padrdo mostra, além da acroléina, a presenga de
compostos minoritarios, mesmo depois de recristalizado por trés vezes. O pico
cujo tempo de retencdo estd entre 4,0 e¢ 5,0 minutos refere-se a 2,4-
dinitrofenilidrazina. No Grafico 4 reflete-se o perfil cromatografico das cachagas
analisadas neste trabalho, caracterizando o baixo teor de acroleina. Perfil
semalhante foi relatado nos trabalhos de Nascimento et al. (1997); Zacaroni
(2009) e Masson (2009), nos quais observa-se a presenca de um pico bastante
intenso proximo ao pico da acroleina referente ao acetaldeido, como o pico da
acroleina elue bem proximo a outra substincia, as alteracdes nas condi¢des
cromatograficas ndo possibilitaram uma melhor separagdo; porém, os dois picos

nao coeluiram, ndo comprometendo a sua quantificacao.
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Grafico 4 Cromatograma de uma amostra de cachaga
Pico identificado: A = acroleina.

Neste trabalho, foi possivel observar a importdncia do forno no
equipamento. Zacaroni (2009), analisando acroleina em cachaga em
equipamento com forno, conseguiu as melhores condigdes cromatograficas, com

um tempo total de andlise de 12 minutos e fluxo de 1,0 mL/min. Porém, ndo foi
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possivel reproduzir essas condi¢des utilizando o equipamento de mesma marca,
mas sem forno. Assim, o método descrito por Zacaroni, (2009) foi modificado
no sentido de conduzir a melhores resultados. O tempo total de analise foi de 15
minutos.

As concentracdes de acroleina presentes nas amostras de cachaga estdao
descritas na Tabela 2. Os resultados mostram valores entre 1,30 a 5,20
mg/100mL de alcool anidro e concentragdo média de 2,70 mg/100mL de 4lcool
anidro. Entre as amostras analisadas, somente a URP1 apresentou-se acima do

limite exigido pela legislacdo brasileira.

Tabela 2 Concentra¢des (mg/100 ml alcool anidro) de acroleina em amostras de

cachacas
Amostra  Concentracdo  %CV Amostra  Concentracdo  %CV
(mg/100 mL aa*) mg/100 mL aa)

URV1 4,76k 1,94 NAV1 1,99¢ 5,10
URV2 3,22f 3,21 NAV2 2,47d 1,69
URV3 2,87f 1,31 NAV3 1,30a 3,91
URV4 3,58h 1,17 NAV4 1,38b 5,36
URV5 1,35a 1,95 NAV5 3,09¢ 2,70
URP1 5,201 1,49 NAP1 2,24d 3,18
URP2 3,57g 5,29 NAP2 2,55¢ 1,81
URP3 3,14¢g 3,23 NAP3 1,32a 3,04
URP4 3,891 3,08 NAP4 1,42b 4,09
URP5 1,41a 3,07 NAP5 3,25¢f 1,88

*aa = alcool anidro.
Letras diferentes na mesma coluna e linha diferem estatisticamente a 5%.

Nascimento et al. (1997), analisando amostras de aguardentes de cana,
obtiveram concentragdes que variaram de ndo detectado a 0,780 mg/100mL de

alcool anidro; para a cachaga artesanal, a concentragdo média foi de 0,139
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mg/100mL de alcool anidro. Posteriormente, Nascimento et al. (1998),
avaliando a influéncia da destilagdo de aguardentes de cana em alambiques
confeccionados com cobre e ago inox, sobre os componentes secundarios, nao
detectaram a presenca de acroleina nas amostras analisadas.

Com base na analise estatitica, observa-se que as quatro primeiras
amostras oriundas de cana adubada com ureia e armazenadas em vidros
apresentaram diferengas significativas (p <0,05) com relacdo aquelas
armazenadas em bombonas, cujas concentra¢des foram superiores para todas as
amostras. Para as amostras provenientes de cana adubada com nitrato de
amonio, observam-se também diferengas significativas para trés amostras, sendo
que as maiores concentracdes referentes as amostras acondicionadas em
recipientes de polietileno. As amostras que ndo diferiram significativamente
apresentaram concentracdes menores. A concentragdo média de acroleina em
vidro foi de 2,60 mg/100 mL de alcool anidro, ao passo que em bombona foi de
2,80 mg/100 mL de alcool anidro. Considerando o tipo de adubo, a concentragdo
média para acroleina de amostras procedentes de cana adubada com ureia foi de
3,30 mg/100 mL de alcool anidro e, para amostras procedentes de adubagdo com
nitrato, foi de 2,10 mg/100 mL de alcool anidro.

Em 2006, Braga avaliou a presenca de acroleina em aguardentes de cana
produzidas com trés linhagens de leveduras com temperatura de fermentacao
controlada (20 e 32°C) e encontrou niveis inferiores a 0,7 mg/100 mL de alcool
anidro para o contaminante.

Souza et al. (2009), avaliando os teores de compostos organicos em
cachacas produzidas no Rio de Janeiro, encontraram para acroleina a faixa de
nao detectado a 7,9 mg/100 mL de alcool anidro. Nessa mesma época ,Masson
(2009) e Zacaroni (2009), analisando varias amostras de cachaca envelhecida da
regido do sul de Minas, encontraram concentragdo média para acroleina de 2,07

e 2,09 mg/100 mL de alcool anidro, respectivamente
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Os resultados encontrados neste trabalho s3o superiores aqueles
descritos por Braga (2006) e Nascimento et al. (1997); porém, menores que os
apresentados por Masson (2009), Souza et al. (2009) e Zacaroni (2009), sendo
concordante somente nas médias encontradas nos dois tltimos trabalhos.

A maior concentra¢do de acroleina foi determinada nas amostras URV1
e URP1, que representa a mesma amostra; porém, acondicionadas em recipientes

diferentes (Gréafico 5).

Acroleina

mg/100 mL a.a
S = N W kA U0

urvl  urv2 urv3 urvd urv5 navl nav2 nav3 nav4 navS
urpl  urp2  urp3  urp4 urpS napl nap2 nap3 nap4 nap5

O amostras acondicionadas em vidros B amostras acondicionadas em bombonas

Grafico 5 Concentragdo de acroleina em amostras de cachaca

Observa-se uma pequena diferenca nas concentragdes de acroleina entre
os dois recipientes, e concentragdes maiores para as amostras acondicionadas em
bombonas. Isso se deve a elevada reatividade da acroleina devido a conjugacao
existente em sua estrutura; assim, em meio transparente, com incidéncia de luz
(vidro), a acroleina reage rapidamente, diminuindo a sua concentra¢cdo; ja em
meio escuro, como € o caso das bombonas, essa reacdo ¢ mais lenta; portanto, a
concentragdo de acroleina nesse meio deve ser maior. Os resultados apontam
que a adubacdo nitrogenada ndo interferiu na concentracdo de acroleina, uma
vez que as amostras de cachaca cuja cana ndo recebeu adubo apresentram

concentragdo elevada de acroleina, em relacdo aquelas cuja cana recebeu dose
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maior de adubo. O aumento da quantidade de adubo, tanto ureia como nitrato de
amodnio ndo promoveu aumento na concentragdo de acroleina. Por outro lado,
observou-se que as amostras prodecedentes de cana adubada com nitrato de
amodnio apresentaram concentracdo média inferior aquelas adubada com ureia.
Pelos resultados obtidos neste estudo infere-se a possibilidade de o
adubo que dispde do nitrogénio na forma amidica favorecer de alguma maneira a
formacdo do glicerol. Esse uma vez formado pode ser transformado em
acroleina, na etapa de fermentagdo. A acroleina ¢ facilmente separada na etapa
de destilagdo, devido a alta volatilidade, permanecendo na fracdo cabeca. Uma
proposta apresentada por Mota, Silva e Gongalves (2009), para a formagao da
acroleina durante a producdo de biodiesel, pode ser considerada adequada para a
etapa de destilagcdo da cachaga. Os requisitos necessarios envolvem temperatura
elevada, meio acido e catalisadores metalicos, condi¢cdes encontradas nessa
etapa. Nesse mecanismo, o glicerol, por desidratacdo, poderd conduzir a dois
produtos majoritarios: a acroleina e o acetol. A desidratacdo da hidroxila central
do glicerol e a tautomerizagao leva a formacdo do 3-hidroxi-propanal, o qual
também pode sofrer desidratagdo para formar a acroleina. A desidratagdo da
hidroxila terminal seguida de tautomerizacdo cetoenolica leva a obtencdo da a-
hidroxi-acetona, também conhecida como acetol. A producdo de acroleina pela
transformagdo de 3-hidroxi-propanal ¢ comum em cidras e provoca uma
alteracdo indesejada, conhecida por “piqlire acroleique”, responsavel pelo
aroma de pimenta e pela sensacao picante e irritante nas bebidas (Azevedo et al.,
2007). Na Figura 2 apresenta-se a proposta mecanistica provavel para a
formacdo de acroléina em cachaga na etapa de destilacdo. Observa-se a
competicdo entre acetol e acroleina, sendo esta ultima favorecida pelo aumento
de temperatura, acidez e utilizagdo de catalisadores. A destilacdo da cachaga
apresenta condigdes propicias para essa reagdo, com possibilidade de o cobre

atuar como catalisador.
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O glicerol presente no mosto fermentado pode ser conduzido até as
partes ascendentes do destilador e, assim, em contato com o cobre e temperatura
elevada, sofrer desidratacdo e formar a acroleina. A quantidade de acroleina

formada depende da quantidade de glicerol presente no mosto.

H
HO/\h OH H' HO/v/\ OH

HO/\/QO
OH

3-hidroxi-propanal
glicerol H /
H,0 * \AO

acroleina

H' =
HO/\hOH HMOH
OH OH

O

acetol
glicerol

Figura 2 Formacao da acroleina na etapa de destilagao
Fonte: Adaptado de Mota, Silva e Gongalves (2009)
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3 CONCLUSAO

Das vinte amostras analisadas, somente uma esta fora do valor
estabelecido pela legislacdo. Os teores de acroleina variaram de 1,30 a 5,20
mg.100 mL" de etanol, e as amostras, cuja cana recebeu ureia como adubo,
apresentaram niveis de acroleina superiores aquelas cuja cana foi adubada com
nitrato de amonio. Da mesma forma, as amostras de cachaga armazenadas em
bombonas apresentaram niveis de acroleina superiores aquelas acondiconadas

em vidros.
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CAPITULO 4

CARACTERIZACAO E QUANTIFICACAO DE CARBAMATO DE
ETILA POR HPLC E GC/MS EM CACHACAS PROVENIENTES DE
CANA-DE-ACUCAR COM ADUBACAO NITROGENADA E
ACONDICIONADAS EM VIDROS E “BOMBONAS” DE PEAD
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RESUMO

Em busca da melhoria da qualidade da cachaca, o Ministério da
Agricultura, Pecuédria e Abastecimento (MAPA) aprovou o Regulamento
Técnico para Fixacdo dos Padrdes de Identidade e Qualidade (PIQs) para a
Aguardente de Cana e para Cachaca, incluindo diversos contaminantes, como o
carbamato de etila (CE). Estudos sobre essa substincia, bem como as
metodologias para sua determinacdo, sdo requeridos, no sentido de avaliar e
verificar quais fatores contribuem para a formagao desse composto. O CE ocorre
naturalmente em bebidas fermento-destiladas e a sua formagao envolve a reacao
entre o etanol e substincias nitrogenadas, como ureia e aminoacidos, que pode
ocorrer antes, durante e depois do processo de fermentagdo. Seja qual for o
caminho que leva a formagdo deste contaminante, ainda existem dividas sobre o
mecanismo ¢ a etapa na qual o CE se forma. No intuito de esclarecer sobre a sua
formacao, trabalhou-se com adubagdo nitrogenada na cana, na expectativa de o
nitrogénio fornecido para a cultura da cana influenciar a composi¢do dos
compostos nitrogenados, e esses, por sua vez, proporcionarem um aumento na
concentragdo de CE. Diante do exposto, com o presente trabalho, objetivou-se
analisar e quantificar o CE em amostras de cachaga procedentes de cana adubada
com ureia e nitrato de amonio. Desenvolveram-se dois métodos analiticos; a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com derivagdo prévia da
amostra e a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS)
apdés microextracdo em fase soélida (SPME) acompanhada da avaliacdo dos
principais pardmetros de validagdo, possibilitando a determinagdo do CE, com
confiabilidade analitica. A otimizacdo da etapa de extragdo foi realizada por
meio do planejamento fatorial completo. Pelos resultados, verificou-se a baixa
concentragdo de CE, dentro do limite exigido pela Legislacdo Brasileira. As
metodologias analiticas desenvolvidas para analise de CE demonstraram-se
apropriadas para a determinagdo desse composto em bebidas destiladas, sendo
simples, seletivas e rapidas, apresentando baixos limites de deteccdo e
quantificacao.

Palavras-chave: CE. HPLC. GC/MS.
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ABSTRACT

In the pursuit of the improvedquality of cachaca, the Brazilian
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) has approved the
Technical Regulations for Setting Standards of Identity and Quality (PIQs) for
distilled sugar cane spirits and cachaga, including various contaminants such as
ethyl carbamate (EC). Studies on this substance, as well as the methods for its
determination, are required to evaluate and determine which factors contribute to
its formation. EC occurs naturally in distilled fermented beverages, and its
formation involves the reaction between ethanol and nitrogenous substances
such as urea and amino acids, which may occur before, during, and after the
fermentation process. Whatever the path that leads to the formation of this
contaminant, there are still doubts with regard to the mechanism and the step in
which the EC is formed. Seeking clarification on its formation, fertilization of
the cane with nitrogen was performed in the expectancy that the nitrogen
supplied in the cultivation of sugarcane would influence the composition of the
nitrogen compounds and cause an increase in the concentration of EC. Given the
above, the present study sought to analyze and quantify the EC in samples of
cachaga obtained from sugarcane fertilized with urea and ammonium
nitrate. Two analytical methods—high performance liquid chromatography
(HPLC) with prior derivatization of the sample and gas chromatography/mass
spectrometry (GC/MS) after solid phase microextraction (SPME) — were
developed, followed by the assessment of the main validation parameters. The
EC was determined with analytical reliability. The optimization of the extraction
step was performed using a full factorial design. The concentration of EC
determined was low, within the limits required by Brazilian legislation. The
analytical methods developed for EC analysis proved to be useful for the
determination of this compound in distilled beverages, being simple, selective
and rapid, with low limits of detection and quantification.

Keywords: EC. HPLC. GC/MS.
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1 INTRODUCAO

A cachaca ¢ uma mistura complexa de diversos compostos, entre esses
alguns sdo classificados como contaminantes. O CE é um contaminante natural
em alimentos fermentados, normalmente encontrado em concentra¢des elevadas
em bebidas fermento-destiladas. O Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA), preocupado com a qualidade da bebida e com a satde
do consumidor, incluiu na lista dos Padrdes de Identidade e Qualidade (PIQs)
alguns contaminantes, entre eles o CE.

O caminho de formagdo do CE ainda ndo esta totalmente estabelecido;
porém, para o vinho, os mecanismos na etapa de fermentagdo, ja estdo
consolidados e a formagdo do CE em cachaga, na etapa de fermentagdo parece
seguir 0 mesmo caminho do vinho. Ja a formacdo de CE durante a destilagdo
ainda requer mais estudos. Seja qual for o mecanismo que atua na formagao
desse contaminante, ainda existem muitas davidas sobre a etapa na qual ele se
forma, dificultando propostas de praticas alternativas na produgdo de cachaca,
que evitem ou diminuam os seus niveis.

Na formacdo do CE, sdo propostas diversas vias, mas seu caminho sera
definido de acordo com a natureza da bebida, com o processo de producdo e
com os precursores disponiveis na matéria-prima. Geralmente envolve a reagdo
entre o etanol e substancias nitrogenadas. Na etapa de fermentagdo, a via
metabdlica proposta passa pelos aminoacidos arginina, ornitina, citrulina e
fosfato de carbamila, e uréia, que sdo os compostos principais na reacdo com
etanol para formar o CE. A rota mais comum de produ¢@o de CE na fermentagao
¢ a reagdo da ureia com etanol, em meio acido.

Na etapa de destilacdo, reagem com o etanol para formar o CE o cianeto
ou seus intermediarios cianato ou isocianato, na presenca do cobre como

catalisador da reacdo. Por outro lado, as tltimas pesquisas tém apontado maior
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quantidade de CE nas cachagas industriais, as quais ndo t€m a participagdo do
cobre na sua produ¢do, pois a destilacdo ¢é realizada em colunas confeccionadas
em ago. Portanto, tornam-se necessarios estudos no sentido de buscar maiores
esclarecimentos sobre a formagdo desse contaminante.

Diante do exposto, objetivou-se avaliar a influéncia da adubacdo
nitrogenada da cana na formag¢do de CE e padronizar metodologias para
caracterizar e quantificar esse contaminante em cachagas, além de verificar as
possiveis interferéncias nas concentracdes de CE em cachagas acondicionadas

em diferentes recipientes.
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2 MATERIAL E METODOS

Foram desenvolvidos dois métodos de analise para CE; portanto, alguns
itens sdo comuns aos dois métodos, enquanto outros referem-se especificamente

a um deles.

2.1 Amostras

Amostras provenientes da cana adubada com ureia e nitrato de amonio
foram acondicionadas por 24 meses em recipientes de vidro tipo garrafdes
denominadas URV1, URV2, URV3, URV4, URVS5, NAVI1, NAV2, NAV3,
NAV4 ¢ NAVS5 e em bombonas de plastico chamadas URP1, URP2, URP3,
URP4, URPS, NAP1, NAP2, NAP3, NAP4 e NAPS, conforme descrito no item
2.1 do capitulo 2. Apds esse periodo, as amostras foram coletadas para as

analises cromatograficas.

2.2 Reagentes e solventes

O padrao de carbamato de etila utilizado nas andlises foi da marca Acros
Organics, com 97% de pureza, Xantidrol (9-hidroxixanteno) 99% Acros
Organics, carbamato de metila, 99% Acros Organics, Acido cloridrico Merck,
Acetato de sodio 99% - 100,5 %, Vetec, hidrogenofosfato de s6dio 99%, Carlo
Elba, hidoxido de sédio, 99% (Merck), cloreto de sodio, 99% Merck.

Os solventes utilizados na fase médvel da cromatografia liquida foram de
grau cromatografico, acetonitrila e metanol, J Baker. Esses solventes organicos
foram filtrados em membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF), com
especificagdes de 45 mm de didmetro e 0,45 pm de tamanho do poro (Millipore

Corp., Milford, MA, EUA). Os solventes utilizados no preparo de amostra e
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solucdo padrido foram todos de alta pureza. Propanol (Merck), acetato de etila
(Merck), etanol (Merck). Toda a dgua utilizada foi ultrapura, obtida do Sistema

Milli-Q Plus (Millipore).

2.3 Equipamentos e materiais

Os equipamentos utilizados foram: Balanga analitica marca Marte
modelo AM — 220 com resolu¢do de 0,1mg; Deionizador Milli-Q Millipore,
Bedford , MA, USA; Equipamento de ponto de fusdio MQAPF-302
Microquimica equipamentos; pHmetro DIGIMED, mod DM21; Cromatografo a
liquido modelo UFLC Shimadzu, equipado com duas bombas de alta pressdo
modelo LC-6AD, dois detectores, arranjo de diodos (DAD) modelo SPD-M20A
e fluorescéncia (FLD) modelo RF-10AXL; Cromatografo a gas Varian CP 3800
acoplado a espectrometro de massas Varian 4000 MS ion Trap, autoinjetor — CP
8400. Aparelho de Infravermelho Digilab Excalibur Serie, Laser light do not
Stare into beam, 600 microwatts at 632,8nmCW.

Os materiais utilizados foram: Microsseringas de vidro 10, 50 e 100 uL
Gilson; Filtros Millipore descartaveis, com membrana durapore HV de 0,45 um
de poro ¢ 25 mm de didmetro; Holder manual, Supelco (Bellefonte, USA);
Fibras  para  SPME  (Supelco): Poliacrilato ~ (PA, 85 pum);
Polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB, 65um);
Carboxen/polidimetilsiloxano (CAR/PDMS, 75 pum); Frascos para SPME com
tampa de rosca e septo de teflon/silicone de 9,0 mL; Micro seringa (100- 1000
pL), Labmate, HTL.
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2.4 Andlise de carbamato de etila por cromatografia liquida de alta

eficiéncia

As separagdes cromatograficas por HPLC foram realizadas
empregando-se uma coluna Agilent - Zorbax Eclipse AAA-C18 (150 mm x 4,6
mm, com particulas esféricas de 5 um) e uma pré-coluna: Agilent - Zorbax

Eclipse AAA (12,5 x 4,6 mm, Sum).

2.4.1 Purificagéo do 9-xantidrol

Recristalizou-se por trés vezes, em hexano, o 9-xantidrol. Apods a
terceira filtracdo, deixou-se em repouso a temperatura ambiente, até a
cristalizagdo completa, quando os cristais foram separados por filtragdo a vacuo

e seco a temperatura ambiente (ALPMANN; MORLOCK, 2006).

2.4.2 Sintese do xantiluretano

A solugdo de 9-xantidrol foi preparada por dissolugdo de 0,1782g para
4,0 mL de propanol em recipiente dambar. Paralelamente, 0,08g de CE foram
dissolvidos para 20,0 mL em solugdo alcodlica 40%. As duas solugdes foram,
entdo, misturadas, adicionando-se lentamente 2,0 mL da solucdo de acido
cloridrico (920 pL de acido cloridrico dissolvidos em 1080 pL de 4gua). Agitou-
se, deixando-se em repouso por 30 minutos, sendo os cristais, apds
recristalizacdo, em hexano, utilizados no preparo da solucdo-estoque

(ALPMANN; MORLOCK, 2006).
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2.4.3 Solugdes

Todas as solugOes utilizadas nas analises foram acondicionadas em

frascos fechados, identificadas e armazenadas sob refrigeragdo.

2.4.3.1 Solucao de fase movel: acetato de soédio 20 mmol L™

Diluiram 0,68 g de acetato de sodio em 250,0 mL de agua milliQ. Essa
solugdo foi preparada diariamente e filtrada em Manifold, com membrana de

0,45 pm, antes de sua utilizacdo.

2.4.3.2 Solugdo estoque de carbamato de N-xantil etila (CNXE)

A partir do CNXE, foi preparada solugdo estoque de 10,0 mg L™ em
acetato de etila. Essa solugdo foi armazenada sob refrigeracdo, em frasco ambar
e envolvido em papel-aluminio, para evitar degradacdo pela luz. A solugdo-
estoque foi utilizada na preparagdo das solucdes de trabalho, que foram obtidas
por diluicdo em alcool 50%. Na construg@o da curva analitica, foram utilizados

oito pontos na faixa de 15,0 — 160,0 ug L™

2.4.4 Derivagao das amostras

Para a derivagdo das amostras, adicionaram-se, em frasco ambar 4,0 mL
de cachaga, seguido por 0,8 mL de xantidrol (0,02 mol L") ¢ 0,4 mL de HCI (1,5
mol L), Agitou-se e deixou-se por 30 minutos em repouso a temperatura
ambiente. Filtrou-se em membranas de polietileno 0,45 pum (Milipore)

diretamente no vial, injetando 20,0 pL no cromatografo. A conversdo
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quantitativa do CE em seu derivado CNXE ¢ assegurada por meio de excesso de

9-xantidrol (HERBERT et al., 2002).

2.4.5 Otimizacgao das condi¢des cromatograficas

A analise de CE foi baseada no método desenvolvido por Herbert et al.
(2002), com algumas alteragdes para obter melhor resolugdo dos picos no
cromatograma. Nesse sentido, foram realizados testes de programacao da fase

mobvel.

2.4.5.1 Testes de programacao de separagao

Durante o desenvolvimento da metodologia analitica para determinacao
do CE, foram testados diferentes gradientes com solugdo padrio, e
posteriormente, com amostras de cachaga para selecionar aquele que permitisse
uma melhor resolucdo dos picos e menor tempo de analise. A seguir, estdo
apresentados, nos Graficos 1 e 2, os quatro procedimentos testados, tendo como
base os métodos descritos por Madrera e Valles (2009) e Park et al. (2007). As
fases moveis utilizadas foram 4gua e metanol. Os cromatogramas
correspondentes a cada programacdo encontram-se no ANEXO C, nos Graficos
1C, 2C, 3C e 4C.
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Grafico 1 Gradiente de eluicao das programagdes n°1 e 2
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Grafico 2 Gradiente de eluigdo das programagoes n°3 e 4

2.4.5.2 Teste de solubilidade do carbamato de N-xantil etila

Na solubilizacdo do CNXE para preparagdo da solucdo estoque, foram

utilizados dois solventes, solugdo alcoolica 50% e acetato de etila.

2.4.5.3 Testes de fase movel

moveis; a agua e acetonitrila, cujo cromatograma encontra-se no ANEXO C,
Grafico 5C e solugdo tampdo de acetato de soédio e acetonitrila, cujo
cromatograma encontra-se no ANEXO C, Grafico 6C. A condi¢do de andlise
descrita na Tabela 1 foi utilizada na quantificacdo do CE. A deteccdo do CNXE
foi realizada em detector de fluorescéncia a 233 nm de excitagdo ¢ 600 nm de

emissdo, com inje¢do de 20,0 pL de solucdo padrdo e da amostra, com fluxo na

No gradiente da programagdo n°4, foram testadas mais duas fases

coluna de 0,75 mL min™', totalizando 30 minutos de anélise.
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Tabela 1 Condigdes cromatograficas para a analise do CE

Fase movel*

Tempo (min.) Solvente A Solvente B
(% viv) (% 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: solugio de acetato de sodio (20 mmol L) pH 7,0
Solvente B: acetonitrila

2.4.6 Andlise quantitativa do carbamato de N-xantil etila

A quantificag¢do do CE, por meio de seu derivado, foi realizada por

padronizagdo externa, pela curva analitica do padrao.

2.4.6.1 Caracterizacéo do carbamato de N-xantil etila

Apos purificagdo do carbamato de N-xantil etila, os cristais foram
submetidos as analises por infravermelho, cromatografia gasosa acoplada a
massas ( GC/MS) e determinagdo da temperatura de fusdo. Os resultados da
temperatura de fusdo encontram-se no ANEXO B, Tabela 1B. As bandas de
absor¢do dos compostos (CE, CNXE e xantidrol) estao descritas no ANEXO B,
Tabela 2B. O cromatograma referente ao CNXE (100 pg L™ em acetato de etila)

encontra-se no ANEXO B, Grafico 1B. O espectro de massas encontra-se no
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Grafico 2B e as fragmentagdes propostas para o derivado xantila, na Figura 1B,

do ANEXO B.

2.4.6.2 Parémetros de validagdo

Todas as amostras foram preparadas em duplicatas, exceto os padroes,
que foram em triplicatas. O composto presente nas amostras foi identificado
comparando-se seu tempo de retencdo com o tempo de retencdo do padrdao. O
método utilizado na quantificagdo do CE foi o de padronizacdo externa. A partir
da solugdo estoque do CNXE, prepararam-se, por dilui¢do com solucdo de
alcool 50%, as solugdes de trabalho nas concentra¢des que variaram na faixa de
15,0-160,0 pg L' (n = 8 pontos). A curva analitica foi obtida por regressio
linear, plotando a area do pico versus concentragdo. A relacdo matematica entre
o sinal (resposta) e a concentracdo do analito de interesse foi expressa pela
equacdo da reta (curva analitica) e seu respectivo coeficiente de correlagdo (r).
Os parametros de desempenho do método avaliados foram: precisdo,
recuperacdo e limites de deteccdo e de quantificacdo e estabilidade do analito.
Os limites de detecgdo (LD) e de quantificagdo (LQ) foram calculados pela
razdo entre o desvio padrdo da resposta e a inclinagdo da curva analitica. O valor
resultante foi entdo, multiplicado por trés, para obtengdao do LD, e por dez, para
obtengdo do LQ.

O estudo da faixa linear de trabalho para CNXE foi realizado para
definir o intervalo da concentragdo no qual fosse possivel quantificar de forma
segura o analito. Para tanto, construiu-se um grafico, em que o eixo y representa
a resposta relativa resultante da razdo entre a area do pico e a concentragdo do
analito, e o eixo x, as concentragdes correspondentes em escala logaritmica. A
construgdo da curva utilizando essa escala permitiu melhor visualiza¢ao da faixa

linear. As trés linhas horizontais e paralelas ao eixo x representam o valor médio
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das respostas relativas, ¢ 95,0 e 105% desse valor para as linhas inferior e
superior, respectivamente.

O teste de precisdo avalia os critérios de repetitividade, muitas vezes
denominado de repetibilidade, precisdo intermedidria e reprodutibilidade. A
precisdo € a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra ou padrdes, podendo
ser expresso em termos de desvio-padrdo relativo (DPR) ou coeficiente de
variagdo (CV) de uma série de medidas. O valor maximo aceitavel de DPR
geralmente ird depender da metodologia empregada, da concentragdo do analito
na amostra, do tipo de matriz e da finalidade do método; porém, ndo deve
ultrapassar 5% (Soares, 2001). No entanto, em métodos de andlises tragos sdao
aceitos CV até 20%, dependendo da complexidade da amostra (RIBANI et al.,
2004). A repetitividade envolve varias medigdes da mesma amostra, em
diferentes preparagdes realizadas no mesmo dia intra-day ou em varios dias
inter-day. A avaliagdo da precisdo do método desenvolvido para analise de CE
em cachagas foi feita com base na repetitividade dos dados. Para a realizacdo da
precisdo inter-day, solugdes-padrdes foram preparadas em triplicatas e em trés
dias consecutivos, nas concentragdes (30,0; 75,0 ¢ 200,0 ug L'l). Na precisao
intra-day, prepararam-se, em duplicata, seis solugdes de cada nivel. Os
resultados foram expressos em termos de coeficiente de variacao.

A exatiddo representa o grau de concorddncia entre os resultados
individuais encontrados em determinado ensaio. A exatiddo foi verificada por
ensaios de recuperacdo adicionando-se quantidades conhecidas do analito a
amostra em trés concentra¢des diferentes (30,0; 75,0 ¢ 200,0 ug L™) e realizando
os ensaios em triplicata. Para analises em nivel de residuos, recomenda-se a
adicdo de 1, 2 e 10 vezes o valor limite de quantificagdo (RIBANI et al., 2004).
Os resultados foram expressos em termos de porcentagem da quantidade medida

da substancia em relagdo a quantidade adicionada na matriz.
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Para gerar resultados confidveis, as amostras, os padrdes e reagentes
usados devem ser estaveis por um periodo razoavel (um dia, uma semana, um
meés, dependendo da necessidade). Frequentemente, em equipamentos
automatizados, as corridas cromatograficas sao realizadas durante a noite para
melhor aproveitamento do funcionamento do laboratério. Essa pratica requer
maior estabilidade das solucdes. A estabilidade das amostras e padrdes ¢
importante em termos de temperatura e tempo. Normalmente tempos longos de
estocagem de amostras aumentam a probabilidade de degradagdo dos compostos
de interesse (RIBANI et al., 2004). Para avaliar a estabilidade do CNXE,
prepararam-se, a partir de uma solugio estoque em acetato de etila (10,0 ug L™,
duas solugdes em dlcool 50%, na concentragio de 300,0 pg L™ Uma solugdo foi
acondicionada em frasco transparente envolto com papel-aluminio e armazenada
em refrigerador (4°C) durante 20 dias; a outra solugdo de CNXE foi transferida
para um frasco transparente e deixada sobre a bancada a temperatura ambiente.
Foram realizadas inje¢des em dias alternados, totalizando 10 inje¢des para cada
solucdo. A estabilidade foi expressa com base na diferenca relativa entre a

resposta do detector durante o periodo analisado.

2.5 Andlise de carbamato de etila por cormatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas e microextracao em fase sélida

As andlises de CE nas amostras de cachagas por GC/MS e com
tratamento prévio da amostra por SPME foi baseada nos trabalhos desenvolvidos
por Lachenmeier; Nerlich e Kuballa, 2006 e por Zhang e Zhang, 2008).

As separagdes cromatograficas por GC/MS foram realizadas
empregando a coluna CP-Wax (30m x 0,25mm x 0,25um). As condicdes
cromatograficas para GC/MS foram: 90°C por 2 min, 10°C/min até 140°C,
depois 5°C/min até 160°C por 1min, depois 20°C/min até 220°C por 1 min,
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totalizando 16 min. Fluxo 1,0 mL/min, temperatura do injetor 250°C,
temperatura do trap 190°C, temperatura do manifold 50°C, e temperatura da

interface 220°C.

2.5.1 Solugéo padréo

Foram preparadas solugdes estoque em agua na concentragdo de 100,0
mg L' para o CE e o carbamato de metila (CM) separadamente. A partir dessa
foram preparadas solugdes intermediarias na concentragio de 10 mg L™ para
cada um. Para se obter novas concentra¢des, aliquotas dessas solugdes foram
utilizadas. As solu¢des foram mantidas sob refrigeragdo a 4 °C. Para evitar
interferéncia, a curva analitica foi construida na matriz isenta do analito. Na
construcao da curva, trabalhou-se com seis pontos. A solu¢do para constru¢io da
curva foi composta pela matriz diluida para 10% em teor alcodlico (1750,0 pL),
solucdo tampdo pH 7 (2840,0 uL), solu¢do do CE na concentracdo de cada
ponto, padrdo interno na concentragdo de 150,0 pg L' e 4gua para completar o
volume para 7,0 mL , em vial de capacidade de 9,0 mL. A mistura, foi entdo,
submetida & extragdo, conforme condigdes obtidas nos planejamentos. As

extragdes para os padrdes e amostras foram realizadas em duplicatas.

2.5.2 Solugéo tampéo de fosfato/hidréxido de sédio

A solucao tampao de fosfato/hidroxido de sodio foi preparada pela
mistura de 50,0 mL da solugdo de hidrogenofosfato de potassio 0,1 mol L™ com
29,63 mL de solucdo de hidréxido de sodio 0,1 mol L ¢ avolumado a 100,0 mL
com agua milli-Q. O pH foi verificado em pHmetro digital.
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2.5.3 Condicionamento das fibras

Ao utilizar pela primeira vez as fibras de SPME, elas devem ser
condicionadas. Esse procedimento consiste em deixar a fibra no injetor do
cromatografo em determinada temperatura e por um tempo, conforme
especificado no manual do fabricante. Apds determinado niimero de extragdes, a
fibra deve ser condicionada, novamente, para eliminar a interferéncia “de fundo”
ou arraste da amostra. Com uma fibra limpa, amostragem continua com a mesma

fibra é possivel, com minimo arraste de amostra para amostra.

2.5.4 Pré-sele¢do das fibras

Os testes preliminares foram realizados no modo headspace, com as
fibras PA, PDMS/DVB e CAR/PDMS. Posteriormente, foram realizados no
modo direto. Assim, 1750,0 uL de cachaga foram adicionados em vial de 9,0
mL, na presenca de 2840,0 uL de solucdo tampao, 0,35 g de NaCl e 175,0 uL de
solugdo aquosa de CE (10,0 mg L) e 175,0 uL de solug¢io aquosa de CM,
padréo interno (10,0 mg L™). Adicionaram-se 2060,0 uL de dgua, completando

o volume para 7,0 mL.

2.5.5 Otimizacéao das condic¢des de microextracao em fase sélida

Em se tratando do sistema de SPME, em que varios pardmetros devem
ser avaliados, ¢ pratica entre os pesquisadores a fixagdo de parametros e a
variacdo de um especifico, até se atingir o maior rendimento. Esse pode ser o
senso comum, mas certamente o procedimento mais facil ¢ variar todos os
pardmetros a0 mesmo tempo. A razdo pela qual isso € feito é que os pardmetros

podem sofrer influéncias mutuas e o valor ideal para um deles depende
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diretamente do valor dos outros. Esse comportamento ¢ chamado de interagdo
entre variaveis. O emprego de conhecimentos estatisticos pode ajudar a resolver
alguns desses problemas de forma racional e econdmica, usando, para isso,
planejamentos experimentais baseados em principios estatisticos, em que se
pode extrair o maximo de informagdo com um nimero minimo de experimentos.

A técnica consiste em selecionar um nimero fixo de niveis e para cada
um dos fatores (variaveis) escolhidos, requer-se-a a execucdo de experimentos
para todas as possiveis combinagdes entre niveis e fatores. O planejamento em
que as variaveis sdo estudadas em apenas dois niveis é o mais simples e mais
utilizado, sendo denominado de fatorial 2k. O numero de experimentos
necessarios para um planejamento fatorial completo 2k aumenta,
geometricamente, com k. Se k for grande, e os experimentos realizados forem de
duracdo considerada, sua realizagdo pratica fica inviabilizada. Além disso,
quando um numero relativamente grande de varidveis € escolhido para ser
estudado, ¢ comum algumas ndo possuirem efeito global significativo
(BARROS-NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2007).

A medida que o namero de fatores for aumentado, a analise tenderé a se
tornar mais complicada e, assim, deve-se lancar mao do planejamento composto
central, com ensaios realizados no ponto central, para fornecer uma medida do
erro e estabilizar a varidncia da resposta. Os estudos em que se usam superficie
de resposta sdo, por natureza, sequenciais. Dessa forma, as informacgdes
adquiridas em uma série de experimentos servem para planejar a série seguinte.
O processo comega com a hipotese a respeito de quais fatores influenciam uma
resposta de interesse particular. Isso leva ao planejamento de experimentos que
fornecam dois tipos de informagdes: quais fatores entre os escolhidos sdo
realmente importantes para serem estudados e quais podem ser eliminados, por
ndo terem uma influéncia significativa na resposta. Os experimentos sdo

realizados e os resultados podem levar a novas hipoteses. Um segundo grupo de
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experimentos ¢ concebido e conhecimentos adicionais sdo adquiridos a respeito
de como os fatores influenciam a resposta. Assim, o planejamento e a andlise
dos dados obtidos na metodologia por superficie de resposta podem levar ao
conhecimento de quais fatores sdo importantes.

A fim de obter uma boa resposta na extragdo por SPME, foi proposto
um planejamento experimental, apds definicdo das varidveis independentes.
Essas variaveis foram relatadas por Lachenmeir, Nerlich e Kuballa (2006) e
Zhang e Zhang (2008), que desenvolveram uma técnica analitica para a
determinagdo de CE por SPME em bebidas alcodlicas. Baseando-se nesses
trabalhos, iniciaram-se os estudos referentes a etapa de extragdo. No
planejamento estatistico, foram considerados os fatores que mais influenciam a
SPME, como o tipo de fibra, temperatura de extracdo, tempo de extracdo, pH,
forga i6nica do meio, % de alcool, velocidade de agitacdo e tempo de dessorg¢ao.

Inicialmente foram realizados testes para verificar a eficiéncia de
extracdo das fibras PA, PDMS/DVB e¢ CAR/PDMS no modo de extragdao
headspace, sob agitagdo constante (com auxilio de um agitador magnético) e
volume da amostra de 7,0 mL. A seguir, a otimiza¢do multivariada foi iniciada
mediante a realizagio de um planejamento fatorial completo 2* (quatro variaveis
em dois niveis), totalizando 16 experimentos. Esse planejamento foi aplicado
para verificar se os fatores modo de extragcdo, pH da amostra, temperatura e
tempo de extracdo tém ou nao influéncia na extragdo de CE em bebidas. Foram
mantidos fixos os parametros: tempo de dessorcdo (10 min), porcentagem de
alcool (4%), porcentagem de sal (12%), velocidade de agitagdo (900 rpm) e
volume final da solugdo (7 mL). Os niveis e os fatores estudados neste
planejamento estdo apresentados na Tabela 2. Cada linha da tabela corresponde
a uma extra¢do, que deve ser realizada com as varidveis assumindo o valor

correspondente a sua coluna.
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Tabela 2 Variaveis e niveis investigados no planejamento fatorial completo 2*
Design 2 spreadsheeet 1

Extracdo  Modo* pH Temp.(°C)  Tempo(min)
1 1 7 30 10
10 2 7 30 30
2 2 7 30 10
3 1 10 30 10
14 2 7 70 30
9 1 7 30 30
6 2 7 70 10
13 1 7 70 30
16 2 10 70 30
4 2 10 30 10
7 1 10 70 10
11 1 10 30 30
12 2 10 30 30
8 2 10 70 10
15 1 10 70 30
5 1 7 70 10

(1) *headspace (2) *direto

Para a segunda etapa, foi fixada a condi¢cdo mais significativa do
planejamento anterior e novamente testadas as variaveis que ndo apresentaram
diferencas significativas no primeiro planejamento, acrescidas de outras ndo
avaliadas no primeiro planejamento. O segundo delineamento experimental
utilizado foi o fatorial completo 2° +3 (trés variaveis em dois niveis) com
triplicata no ponto central. Na tabela 3 apresentam-se as variaveis e 0s niveis

usados no planejamento fatorial 2°.
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Tabela 3 Variaveis e niveis investigados no planejamento fatorial completo 2
Design 2% design (Spreadsheeet 1)

Extragdo %osal %alcool T.dessorcao (min)
11(c) 0 20 10
8 12,5 12 6
4 25 20 10
6 25 20 2
10 (¢) 25 4 10
1 12,5 12 6
5 0 4 2
9 (c) 0 4 10
2 12,5 12 6
3 25 4 2

A analise da significancia dos efeitos das variaveis independentes sobre

a extragdo de CE foi avaliada pelo programa Statistica 6.0.

2.5.6 Estudo cinético

No estudo cinético consideraram-se as mesmas concentragoes utilizadas
para a selecdo das fibras, descrita no 2.5.4. Foram avaliados em triplicatas os

tempos de 5, 10, 20, 30 ¢ 60 minutos de extracao.

2.5.7 Quantificacado do carbamato de etila

A identificacdo do CE no GC/MS foi realizada no modo SIM, por

comparagdo do espectro de massa obtido para o padrio com o espectro

disponivel na biblioteca “NIST” do préprio instrumento. A quantificacdo foi
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realizada por padronizacdo interna, utilizando o CM. Para o CE, monitoraram
ions m/z 44, 62 e 74, enquanto para o CM, o ion monitorado foi o m/z 46. O CM
¢ indicado como um bom padrdo interno na quantificagdo do CE, melhor que o
carbamato de propila, que sofre transesterificagdo, comprometendo o seu uso;
porém, a melhor op¢ao de padrdo interno, mas também a mais cara, ¢ o CE

deuterado ou com "*N ( HASNIP et al., 2007).

2.5.8 Parametros de validacao

Os parametros avaliados foram linearidade, precisdo, limite de detecgao,
limite de quantificagdo e exatiddo. As solugdes para constru¢do da curva foram
preparadas conforme descrita no item 2.5.1 em seis niveis de concentrag¢do, na
faixa de 5,0 a 200,0 pg L' ¢ em duplicata. A curva analitica foi construida
plotando a razdo entre as areas m/z 62 e m/z 46, no eixo de y, e a razdo entre as
concentragoes de CE ¢ CM, no eixo X. A relacdo matematica entre o sinal e a
concentragdo da espécie de interesse foi expressa por meio da equagdo da reta e
do coeficiente de determinagdo (r’). Consideraram-se como evidéncia de um
ajuste ideal dos dados para linha de regressdo, valores de r > 0,9900 (ANVISA,
2003; RIBANI et al., 2004).

O limite de detec¢do foi calculado considerando os resultados obtidos
por analises de uma solu¢do padrdo preparada na matriz. Essas foram diluidas
em diversas concentra¢des, de forma a se conseguir uma relagdo sinal/ruido 3:1,
conforme recomendado na literatura. O limite de quantificacdo foi calculado
utilizando-se 0 mesmo tratamento descrito para o calculo do limite de detecgao,
até se obter uma relagdo sinal/ruido 10:1 (RIBANI et al., 2004).

A precisdo foi determinada em termos de repetibilidade e de precisdao
intermediaria. A precisdo intermediaria, inter-day (n=12), foi realizada por

extracdo de duplicatas para cada nivel, 10,0 e 80,0 pg L', em trés dias
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diferentes. A repetibilidade ou precisdo intra-day foi avaliada por meio da
extragdo de seis replicatas, para cada concentragdo (10,0 ¢ 80,0 pg L). Os
resultados foram expressos em termos de coeficiente de variacao.

Para recuperagdo, preparou-se em cada nivel solugdes contendo cachaga
diluida, tampao, padrdo interno, CE na concentracdo desejada e completado o
volume para 7,0 mL e utilizando um vial de 9,0 mL de capacidade, conforme
descrito no item 2.5.1. A modificacdo para a recuperacdo em solvente foi a troca
da amostra pela solugdo de alcool 40%, mantendo o mesmo volume. Apods
extracdo do CE e analise cromatografica, a recuperagdo absoluta foi calculada
por meio da razdo entre as areas relativas de CE adicionados na matriz e as areas
relativas de CE adicionados a solug@o de alcool 40%, nas concentracdes de 10,0

e 80,0 ug L.
2.6 Andlise estatistica
Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia, sendo as

médias comparadas pelo teste de Schott-Knott a 95% de confianca, usando o

programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2003).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia

O CE foi submetido a derivacao para posterior analise por HPLC ¢ a sua

quantifica¢do foi baseada na padronizagdo externa.
3.1.1Caracterizacao do carbamato de N-xantil etila

Na Figura 1 apresenta-se a equagdo que representa a derivagao do CE.
Nesse procedimento, utilizaram-se meio acido e excesso de reagente para
garantir um maior rendimento da reacdo. Trata-se de uma substituicdo

nucleofilica, em que o grupo amida comporta-se como um nucleéfilo.

O

HN)LO/\
H_ OH

(o]
A
CLT) + e e ST
O O

9-xantidrol carbamato de etila carbamato de N-xantil etila

Figura 1 Equagdo da reacdo de derivagao do CE

O valor encontrado para a temperatura de fusdo (168°C) indica a pureza
do derivado, uma vez que a temperatura de fusdo tabelada (169°C) estad muito
proxima do valor encontrado, ANEXO B, Tabela 1B (GIACHETTI;
ASSANDRI; ZANOLO, 1991). O espectro no infravermelho do CNXE mostrou
diferencas significativas nos maximos de absor¢do, quando comparado aos

materiais de partida, com presenca de bandas de aromaticos, bandas de NH de
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amidas secundarias, de carbonila e auséncia da banda de absorcdo referente a
hidroxila, ANEXO B, Tabela 2B. O cromatograma mostra a pureza do CNXE
pela presenga de um pico, ANEXO B, Grafico 1B. O espectro de massas do
CNXE, ANEXO B Grafico 2B apresenta os mesmos fragmentos de massas m/z
descrito por GIACHETTI; ALESSANDRO; ZANOLO, (1991). As propostas

para as fragmentacdes de massas estdo apresentadas na Figura 1B, ANEXO B.

3.1.2 Otimizacéo das condicdes de analises

Nos Grafico 1C, 2C, 3C e 4C, ANEXO C, estao apresentados quatro
cromatogramas da solu¢do padrio de CNXE (300,0 pug L) em alcool 40%
obtidos nas diferentes programacdes de separacdo. Em todas as programagdes, a
fase movel utilizada foi agua e metanol. As diferentes técnicas utilizadas para
verificar a pureza do CNXE mostraram que esse composto estava puro, porém
uma solugdo de 300,0 pg L™ em alcool 40% injetada no cromatdgrafo liquido
nas quatro programagdes mostrou a existéncia de outros picos no cromatograma.
A diferenga entre as andlises de CNXE obtido por GC/MS e por HPLC estd no
solvente de preparagdo da solugdo; na primeira, utilizou-se o acetato de etila, ao
passo que para HPLC, empregou-se uma solucdo em alcool 40%, na qual o
CNXE ¢ pouco soluvel, necessitando de uma etapa de sonificacdo para a sua
dissolugdo.

Observando o cromatograma referente a programacao de n° 1, Grafico
1C, ANEXO C, percebe-se a presenga de dois picos alargados na base e o pico
referente ao CNXE, com tempo de retencdo compreendido entre 19 e 20 min,
com um ombro no inicio do pico e uma cauda, sugerindo, portanto, a existéncia
de coeluigdo. A alteracdo na programacgdo da fase mével levou a uma melhor
separacdo; porém, aumentou o tempo de retengdo do analito, além da

permanéncia da cauda, conforme mostrado no Grafico 2C, ANEXO C. Uma
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nova alteracdo foi realizada na tentativa de reduzir o tempo total de corrida e
melhorar a separacdo cromatografica dos picos. Essa condi¢do de analise
mostrou que a cauda existente no cromatograma anterior referia-se a uma
coeluicdo, como observado no cromatograma referente ao Grafico 3C, ANEXO
C. O quarto teste de programagdo mostra uma boa separacdo, em que 0 pico
referente ao CNXE apresenta-se bem fino, conforme Grafico 4C, ANEXO C.
Portanto, a programacdo de n° 4 foi definida como a mais apropriada, sendo
utilizada nos testes posteriores deste trabalho.

Buscando separar melhor os picos que apareceram junto ao CNXE,
iniciaram-se estudos variando o solvente da fase movel (agua/acetonitrila),
utilizando-se a mesma coluna cromatogafica, mesmo fluxo e mesmo gradiente
de eluicdo do método apresentado na Tabela 1 do item 2.4.5.3. A alteracdo da
fase movel de dgua/metanol por agua/acetonitrila conduziu a uma boa resolugao
do cromatograma, pois os contaminantes que anteriormente eluiam entre o
padrio de CNXE, nesta condicdo, sairam antes e os picos foram bem menores,
como apresentado no Grafico SC, ANEXO C. Nova mudanga de fase foi
realizada com tampao acetato de sodio/acetonitrila e com alteracdo do solvente
usado na solubilizagdo do CNXE. Assim, a solucdo de CNXE foi preparada em
acetato de etila, ndo precisando, portanto, do ultra-som para auxiliar na
dissolugdo. O cromatograma mostrou um tempo de retencdo bem menor que
aqueles encontrados nas condi¢des anteriores e os picos interferentes também
diminuiram quase que por completo, Grafico 6C, ANEXO C. A solugdo tampao
usada como fase movel apresenta pH 7,1, compativel com o valor de pKa do
CE, que ¢ 6,8. Conforme recomendado por Collins; Braga; Bonato (2006), o pH
do tampao pode estar dentro da faixa de duas unidades do pKa do composto de
interesse (pKa £2); porém, por medida de seguranca, para se ter certeza de que o

composto estd em uma unica forma, é preferivel adotar pH = pKa £1,0.
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Assim, optou-se por essa fase movel e pela condigdo da programagéo de
n°® 4 descrita no item 2.4.5.3 na Tabela 1, utilizando o acetato de etila na
preparagdo da solugdo estoque, ja as solugdes de trabalho foram diluidas em
solucdo alcoodlica 50%. Park et al.(2007) e Madrera e Valles (2009) mostraram
um cromatograma do padrdo de CNXE com diversos picos de substancias
interferentes. Neste trabalho, a purificacdo do padrio e utilizagdo de acetato de
etila na sua dissolucdo levou a obtengdo de um cromatograma bem limpo, com

um pico minoritario do interferente, conforme Grafico 6C, ANEXO C.

3.1.3 Parémetros de validacao

Para faixa linear de trabalho, foi considerada os intervalos nos quais os
pontos estavam inseridos entre os limites inferiores e superiores do grafico
representado pelo Grafico 3. Neste, observa-se a presenga de dois pontos que
estdo acima do limite superior, sendo entdo descartados na construcdo da curva
analitica. Os intervalos lineares de trabalho obtidos para o CE em cachaga foram

de 15,0 a 160,0 ug L™
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Grafico 3 Intervalo de faixa linear de trabalho para o CE
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A curva analitica foi obtida por regressao linear (y = 7994,80x — 892,69)
plotando a area dos picos versus concentracao, como apresentado no Grafico 4.
O coeficiente de determinagdo obtido foi de 0,9985, o limite de detecgdo (LD) e
o limite de quantificagdo (LQ) do método foram estimados utilizando-se dos
parametros da curva analitica, cujos valores encontrados foram 6,39 ¢ 21,32 pug

L™, respectivamente.
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Gréafico 4 Curva analitica obtida a partir das solu¢cdes de CNXE. Equagdo da
reta: y = 7994,80x - 892.69, coeficiente de correlacdo linear = 0,9992

O valor obtido para o limite de deteccdo foi superior ao relatado por
Herbert et al. (2002), cujo valor encontrado foi 4,2 pg L™, inferior ao descrito
por Park et al. (2007), que obteve 20,0 ug L. Ja o limite de quantificagio foi
quatro vezes maior que o relatado por Madrera e Valles (2009), cujos limites de
detecgdo e quantificagio foram 1,64 e 3,56 ug L™, respectivamente.

Para avaliagdo da precisdo intra day, foram calculados os CV dos
ensaios feitos para cada nivel de concentracdo, em um total de doze repeti¢des.
Os resultados obtidos foram 4,19%, 3,14% e 3,32%, nas concentragdes de 30,0;
75,0 ¢ 200,0 pug L™, respectivamente; ja para a precisdo inter day, os valores

foram 4,66%, 4,33% e 5,65% referentes as concentragdes ( 30,0; 75,0 ¢ 200,0 ug
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L"), respectivamente. Os valores de CV obtidos para o CNXE encontram-se
dentro do limite de 5%, exceto para o maior nivel de concentracdo, que foi um
pouco maior. Infere-se, portanto, que o método apresenta precisdo para o CE
identificado em cachagas. Segundo Brito et al.(2003), para analise de compostos
presentes em baixas concentragdes, aceita-se que o valor de CV néo ultrapasse 5
ou 10%, dependendo da complexidade da amostra, atestando, assim, a precisdo
do método analitico proposto.

Os resultados para as andlises de recuperacdo foram 83,39 + 3,65%
(30,0 ug L™); 99,48 +2,83% (75,0 ug L) e 101,78 + 2,38% (200,0 ug L™). Os
intervalos aceitaveis de recuperagdo para alguns tipos de andlise 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 precisdo de £ 15% (RIBANI et al. (2004). Com base nessas
informagdes, pode-se concluir que o método apresenta boa recuperagdo para o
CE, pois os valores estdo compreendidos entre essa faixa.

A faixa de recuperacdo encontrada neste trabalho estd entre 84,0 a
102,0%. Esses resultados estdo proximos daqueles apresentados por Madrera e
Valles (2009), que determinaram CE em cidras por HPLC e encontraram uma
faixa de recuperagdo entre 94,0 a 98,0%.

Abreu et al. (2005), comparando diferentes métodos na determinagdo de
CE encontraram 110,0 = 9,6% de recuperacdo quando utilizou a HPLC. Para os
autores, esse foi o menor erro relativo encontrado para a recuperagao. Os demais
métodos apresentaram valores superiores, tanto de recuperacdo como de
coeficientes de variacao.

O valor médio da recuperagdo determinado neste trabalho foi de
94,88%, compativel com aquele descrito por Herbert et al., (2002) que

estudando CE, apo6s derivacdo com 9-xantidrol e determinagdo por HPLC com
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detector de fluorescéncia em vinhos, encontraram para a recuperagdo um valor
médio de 96,3%.

O valor encontrado, neste trabalho, para recuperagdo do CE em cachagas
pode ser considerado satisfatorio, uma vez que concentragdes inferiores a 100,0
ug L™ podem apresentar valores de recuperagio entre 40,0 ¢ 120,0% (BRITO et
al., 2003).

Com relagdo a estabilidade do padrdo, a solugdo que permaneceu na
geladeira apresentou um coeficiente de variagdo menor que aquela que
permaneceu fora da geladeira, cujos valores foram 4,83 e 6,84%,
respectivamente. Esses resultados mostram que a temperatura de

acondicionamento ndo interferiu na estabilidade do composto.

3.1.4 Anélise cromatografica das amostras de cachaca

O cromatograma tipico obtido nesta andlise reflete bem o perfil
cromatografico qualitativo da bebida, caracterizado pelo baixo teor de CE, com
0 pico bem separado dos demais, como pode ser observado no cromatograma
ampliado do Gréfico 5.

As concentragdes de carbamato de etila presentes nas amostras de
cachaga analisadas estdo descritas na Tabela 4. Comparando as médias para as
amostras dos dois tipos de adubos, observa-se que ndo houve diferenca

significativa entre elas, conforme o teste Scott-Knott.
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Grafico 5 Cromatograma tipico de uma amostra de cachaga

Observa-se que os valores encontrados para CE compreendem a faixa de
21,21 a 35,83 pg L', mostrando que essas cachagas apresentam valores
inferiores ao estabelecido pela legislag@o. Esses valores podem ser considerados
como caracteristica das cachagas artesanais produzidas na regido sul de Minas
Gerais, como constatado nos trabalhos de Zacaroni (2009) ¢ Masson (2009). O
primeiro avaliou aguardentes envelhecidas, encontrando um valor maximo de
119,0 ug L', para o CE, ¢ o segundo, pesquisando aguardentes de cana
produzidas em alambiques de cobre com diferentes configuracdes, encontrou o
valor médio de 53,34 ng L™

Barcelos et al. (2007) avaliando CE em amostras de aguardente de cana
de trés diferentes regides do Estado de Minas Gerais (Sul de Minas, Zona da
Mata e Vale do Jequitinhonha) obtiveram valores que variaram de nao detectado
a 700 pg L', encontrando um teor médio de 243 pg L. Dentre as regides
estudadas, apenas as amostras do Vale do Jequitinhonha apresentaram niveis

superiores ao estabelecido pela legislagdo vigente.
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Tabela 4 Concentragdes (ug L) de CE em amostras de cachagas

Amostra Conc. %CV Amostra Conc. %CV
(ng LY (ng LY
URV1 35,83 2,67 NAV1 31,89 2,14
URV2 21,21 3,41 NAV2 30,85 3,23
URV3 25,54 0.44 NAV3 26,95 0,80
URV4 28,20 5,83 NAV4 34,21 1,21
URV5 32,26 2,43 NAV5 25,04 1,36
URP1 34,67 4,16 NAP1 30,09 3,68
URP2 22,90 0,99 NAP2 30,39 1,90
URP3 28,40 5,95 NAP3 25,36 1,23
URP4 28,84 5,02 NAP4 33,15 2,78
URP5 32,27 0,82 NAP5 25,95 1,13
Média 29,01a Média 29,37a
Média
Geral 219

Médias com letras diferentes na linha diferem entre si pelo Teste Scott-Knott a 0,05

Os resultados aqui encontrados corroboram com os de Barcelos et al.
(2007), Masson (2009) e Zacaroni (2009) os quais nao encontraram niveis de CE
acima do permitido, nas cachagas provenientes do Sul de Minas Gerais.

Resultados diferentes aos mencionados anteriormente foram
encontrados por Andrade-Sobrinho et al. (2002), Baffa Junior et al. (2007) e por
Labanca et al. (2008), que pesquisando esse contaminante em varias amostras de
aguardente de cana do estado de Minas Gerais, encontraram teores médios
préximos a 1.000, 1.206 ¢ 893 pg.L", respectivamente. Em outros estados do
Brasil, o CE também vem sendo analisado. Nobrega et al. (2009) analisaram CE

em 25 marcas de cachagas de alambique provenientes de 19 destilarias do estado
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da Paraiba e encontraram 70% das amostras na faixa de 55,0-700,0 ug L. Esse
estudo possibilitou estabelecer uma ligacdo entre os niveis de CE e o sistema de
refrigeracdo, pois as amostras destiladas em coluna refrigeradas apresentaram
menor teor de CE (55,0 —100,0 pg L! ) contra (200,0-700,0 pg L'l), quando

nao refrigeradas.

3.2 Andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

A andlise de CE por GC/MS foi realizada no modo SIM e o ion
utilizado na quantifica¢do foi o m/z 62. O ion m/z 74 ndo deve ser utilizado na
quantificagdo, pois como ja reportado ¢ um ion comum aos ésteres
alquilmetilicos, sendo susceptivel a interferéncia quimica, mesmo apds
extensivo clean-up da amostra (LACHENMEIER; FRANK; KUBALLA, 2005).
O padrao interno utilizado foi o carbamato de metila (CM) e o ion monitorado
foi 0 m/z 46. Na construgdo da curva, utilizou-se a razdo entre as areas do CE e

CM, e no eixo X, a razdo entre as concentracdes do CE e CM.

3.2.1 Selecdo da fibra

Apesar dos relatos da literatura sobre o uso da SPME no modo
headspace para a extragdo de CE, os resultados preliminares deste trabalho, em
que empregou-se a técnica citada ndo foram eficientes. Analisando a constante
de Henry para CE e CM, observou-se que esses apresentam valores inferiores a
0,1 Pa m’ mol”" a 25 °C, caracterizando-os como substincias ndo volateis. Da
mesma forma, o coeficiente de particdo classifica esses compostos como
hidrofilicos comprovado pela elevada solubilidade em agua. Essas propriedades,
aliadas as caracteristicas estruturais, sugerem interagdes intermoleculares desses

compostos com os componentes da matriz, que além de ser aquosa, contém
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inimeros compostos de natureza polar, ndo favorecendo, portanto, a
volatilizacdo do CE, dificultando a sua extracdo no modo headspace.

A eficiéncia de extracdo das trés fibras de SPME foi comparada
utilizando o modo de extragdo direto. No Grafico 6 apresentam-se os resultados
dos testes de extragdo do CE realizados com as fibras. A fibra PA apresentou
uma maior eficiéncia, observada pela magnitude da area para extragdes em

triplicatas de cada fibra.

200000
150000
Area 100000

50000

04
PA PDMS/DVB CAR/PDMS

Tipo de fibra

Grafico 6 Efeito de diferentes fibras na extragdo do CE

Whiton e Zoecklein (2002) analisaram CE em vinho e encontraram
CW/DVB e PA como as melhores fibras na SPME no modo headspace.
Lachenmeier, Nerlich e Kuballa (2006) colocam a fibra PA em terceiro lugar na
extracdo desse contaminante em bebidas alcoodlicas, considerando a mais efetiva
a CW/DVB, seguida da CAR/PDMS. Zhang e Zhang (2008) confirmam os
resultados anteriores, ao determinarem CE em vinho e cerveja.

Os resultados obtidos neste trabalho diferem daqueles apresentados
anteriormente, pois das trés fibras testadas, a PA foi a que extraiu uma
quantidade maior de CE, inferindo, portanto, que essa diferenga encontrada pode
estar no modo de extragdo utilizado. O modo direto ¢ indicado quando os

analitos de interesse sdo pouco volateis, como € o caso do CE. Nessa extragdo, a
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fibra estd imersa em uma matriz aquosa constituida por uma grande quantidade
de compostos, com possibilidade de extrair um numero maior de interferentes, o
que pode comprometer a extracdo do analito, devido a competicdo entre os
interferentes pelos sitios da fibra, conduzindo a uma menor extragdo. Outra
desvantagem ¢ a redugdo da vida 1til da fibra. No modo headspace, somente as
substancias volateis conseguem alcancar a fibra, e assim, a extracdo ¢ mais
seletiva. Contudo, diante das caracteristicas apresentadas pelo CE, o modo direto

foi o mais indicado, por se tratar de substancia ndo volatil.

3.2.2 Otimizacéo das condicdes de extracéo

Realizados os ensaios propostos no primeiro planejamento obtiveram-se
as areas referentes a cada condicdo do ensaio. Com esses dados, foram
analisadas as estimativas de efeitos e analise de variancia (ANOVA) para a
verificagdo da validade do modelo, encontrando para o coeficiente de
determinagdo (r*) o valor de 0,95622. A influéncia das variaveis durante a etapa
de extragdo do CE pode ser visualizada, quando os resultados gerados no
planejamento sdo representados no grafico de Pareto. Tanto os graficos de
Pareto como os de Superficie de Resposta sdo usados como pardmetros para
decisdo dos fatores que mais influenciam na extragdo. Os valores dos efeitos
estimados apresentados no grafico de Pareto possibilitaram verificar se eles sdo
estatisticamente significativos. A linha vertical vermelha indica o valor minimo
para que isso ocorra, ¢ o efeito ¢ tdo mais significativo quanto mais a direita
dessa linha ele estiver. No Grafico 7 apresentam os resultados gerados pelo

planejamento fatorial 2°, para extracdo do CE em amostras de cachaga.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Area
2**(4-0) design; MS Residual=127558E2
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(a linha vertical define 95% do intervalo de confiancga).
Grafico 7 Grafico de Pareto do planejamento fatorial 2* para CE

Neste grafico, percebe-se que o modo e a temperatura de extragdo sio as
variaveis que mais influenciaram na extra¢do do CE, sendo o modo a varidvel
que exerceu maior influéncia. As demais varidveis, ou interacdo entre elas, ndo
apresentaram significancia estatistica. Por esse motivo, pode-se afirmar que os
niveis testados para pH e tempo de extragdo estdo bem proximos do teor 6timo;
portanto, foram fixados para um valor intermediario aqueles testados, ou seja, 20
minutos e pH 7.

Os resultados alcangados no segundo delineamento experimental estdo
representados no grafico de Pareto, conforme Grafico 8. Para a estimativa do

erro experimental, foram realizadas triplicatas correspondendo ao ponto central.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Area
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Grafico 8 Grafico de Pareto do planejamento fatorial 2° no ponto central para CE

Analisando o grafico, observa-se que as variaveis, sal ¢ o tempo de
dessor¢do influenciaram significativamente na extragdo de CE, com maior
relevancia para o sal. A variavel que ndo apresentou significancia estatistica,

como a porcentagem de 4lcool, foi fixada em 10%.

3.2.3 Estudo cinético

No Grafico 9 esta representado o grafico da média das areas pelo tempo
de extragdo. Observa-se um aumento da quantidade extraida até 20 minutos,
com ligeira queda em 30 minutos. A partir desse ponto, ocorreram novamente o
aumento da extracdo. Esses dados mostraram que o CE ndo alcangou o
equilibrio no tempo estudado. Extragcdes com tempo superior a 60 minutos

tornam-se invidveis; portanto, optou-se pelo tempo de 20 minutos, valor que ja
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tinha sido selecionado no primeiro planejamento. Comportamento semelhante

foi observado para o CM.
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Grafico 9 Estudo cinético para extracdo do CE e do CM

Na fibra PA, a fase extratora é constituida de um liquido, ou de um
polimero sélido com temperatura de transi¢do vitrea abaixo da temperatura
ambiente, em que o mecanismo de extragdo ocorre por um processo de absor¢io;
neste, o analito € solubilizado pelo recobrimento da fibra, sofrendo uma parti¢ao
entre essa ¢ a amostra. Por outro lado, quando se tem um s6lido poroso, a
extracdo ocorre por processos de adsor¢do, como nas fibras que contém
carboxen como sorvente. Uma diferenca marcante entre os processos de
absor¢do e adsorgdo € a possibilidade de, neste iltimo, ocorrer competicdo entre
os analitos presentes em uma amostra, sendo a adsor¢do um fendémeno
meramente superficial, o numero de sitios adsortivos é relativamente baixo,
fazendo com que os analitos disputem entre si esses sitios (Biajoli, 2008).

Lachenmeier, Nerlich e Kuballa (2006), analisando CE em bebidas
alcodlicas de frutas, por extracdo em headspace em sistema automatizado,

verificaram que, na etapa de extragdo, o CE também nfo alcangou o equilibrio,
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visto que acima de 180 minutos ¢ em temperatura superior a 70°C houve
diminuicao da extracdo. Nesse caso, em que prevalece mecanismo de adsorc¢do,
seria facil explicar a diminui¢do da taxa de extragdo no tempo de 180 minutos;
porém, como na fibra PA o mecanismo de extrac¢ao se faz por absor¢do, torna-se
muito dificil o analito, uma vez absorvido pela fibra, retornar a matriz.
Posteriormente, Zhang e Zhang (2008), avaliando a cinética da extragdo do CE,
observaram que até¢ 120 minutos ndo foi alcangado o equilibrio, mostrando que a
extracdo por SPME do CE ¢ realizada em condigdes de ndo equilibrio.

O resultado do estudo cinético da extragdo do CE realizado nesta
pesquisa ¢ compativel com os dois trabalhos mencionados anteriormente; porém,
diferem do resultado apresentado por Whiton e Zoecklein (2002), os quais
encontraram 30 minutos para o equilibrio. Na Tabela 5, estdo apresentados os
resultados da andlise de CE, segundo o delineamento realizado para as condigdes
de extragdo. As variaveis independentes analisadas foram o modo de extragao,
pH, temperatura e tempo de extracdo, % de sal e de 4lcool, tempo de dessor¢do

da fibra e a variavel de resposta como concentragdo de CE.

Tabela 5 Resultados da otimizagdo do método de extragdo por SPME

Parametros Resultados

Tipo de fibra PA

Modo de extragdo direto

Amostras 10% em alcool, diluicao 1:4
Tampao pH =7

Tempo de extragdo 20 minutos

Temperatura de extracao 50°C

Tempo de dessorgao 10 minutos

Velocidade de agitacdo 900 rpm
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A adigdo de sais soluveis a amostra ¢ frequentemente utilizada para
aumentar a eficiéncia extrativa do método, sendo o cloreto de sodio o mais
utilizado. Dependendo da natureza do analito, a adicdo de sal a matriz e,
consequentemente, o incremento da forga i6nica, podem diminuir a solubilidade
deste, tornando-o mais hidrofébico, favorecendo a sua migragdo para a fase
extrativa e, consequentemente, aumentando a extracdo devido ao fendmeno de
“salting out”. Dependendo do analito, o aumento da for¢a id6nica da matriz
aquosa pode ter varios efeitos sobre a extragdo, podendo aumentar, diminuir ou
ndo influenciar na eficiéncia extrativa (PSILLAKIS; KALOGERAKIS, 2003).

Neste trabalho, o sal foi uma varidvel de importincia significativa na
extracdo do CE; porém, na pratica, a extragdo no modo direto foi comprometida,
uma vez que o sal adere na fibra e interfere na extra¢do. O procedimento para
extragdo no modo direto utilizando sal necessita, portanto, de uma limpeza da
fibra a cada extragdo, mesmo assim ainda se observou a presen¢a de sal no liner
do injetor, podendo comprometer o sistema cromatografico. Em se tratando de
analise de rotina, esse procedimento torna-se operacionalmente inviavel. Apesar
de o planejamento experimental apontar a variavel sal como significativa, neste
estudo, ela foi descartada em virtude do modo de extragdo utilizado. Diversos
trabalhos mostram o uso do sal na extragdo do CE; porém, elas ocorreram no
modo headspace. Reavaliando os pardmetros otimizados no planejamento,
observou-se que a extragdo ¢ mais efetiva no modo direto, sem o uso do sal,
quando comparado ao modo headspace. Diante dessa dificuldade, a melhor
solucdo encontrada foi utilizar a extracdo no modo direto, sem o uso do sal.

Outra varidvel importante a ser estudada ¢ a quantidade de alcool
presente na matriz. Lachenmeir, Nerlich e Kuballa (2006) observaram que
solugdes aquosas com mais de 20% de alcool continham micelas ricas em etanol
envolvendo o analito e, consequentemente, diminuindo a extragdo, no caso de

headspace. Neste trabalho, observou-se que, no modo direto, as maiores
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concentragoes de alcool favoreceram a formacdo de goticulas sobre a fibra,
reduzindo a sua superficie de contato e, concomitantemente, diminuindo a
quantidade de analito absorvido. O conveniente seria trabalhar com uma
quantidade menor de alcool, abaixo de 10%, mas isso implicaria uma maior

diluicdo da matriz e também do analito, levando a uma ndo detecgdo deste.
3.2.4 Parametros de validacdo

A analise do CE foi realizada ap6s otimizacdo da etapa de extracdo, e a
quantificacdo foi realizada por padronizagdo interna, em que a curva analitica foi
obtida por regressdo linear (y = 0,30185x — 0,80157) plotando a area dos picos

Versus concentra¢ao, como apresentado no Gréafico 10.
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Grafico 10 Curva analitica obtida a partir das solu¢des de CE na matriz

O CM foi usado como padrdo interno, por apresentar estrutura quimica
semelhante a do analito de interesse, ¢ eluir adequadamente da coluna,
separando-se de todos os outros compostos da amostra ¢ proximo ao CE. O CM
apresentou estabilidade nas condi¢des de analise, forneceu maior intensidade de

resposta em m/z 46. Labanca, Gloria e Afonso (2008) também utilizaram o CM
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como padrio interno na quantificagdo de CE em cachacas; porém, o ion
monitorado foi m/z 75 como ion principal.

Os parametros obtidos para a metodologia analitica podem ser
observados na Tabela 6. Pelo coeficiente de determinagdo, observou-se que o
método apresentou boa linearidade, 0,9965. Esse valor mostra uma forte
correlacdo linear entre a concentragdo do composto analisado e a area do pico
com valores acima de 0,99 (BRITO et al., 2003). O valor encontrado neste
trabalho para os limites de detec¢do e quantificagdo foram inferiores aos
relatados por Lachenmeir, Nerlich e Kuballa (2006), (3,0 ug L' ¢ 10,0 ug L") e
por Zhang e Zhang (2008), (30,0 ¢ 110,0 pg L™), respectivamente, e por Whiton
e Zoecklein (2002), que encontraram 9,6 pg L™ para o LD.

Tabela 6 Parametros obtidos na validagdo do método

Parametros Resultado

Faixa linear

r2

LD
LQ

Precisdo intra day

Precisdo inter day

Recuperagdo
(Rm/Rs

5,0a200,0 ug L
0,99653

1,5ug L’

50pug L

7,3% (10 ug L)
9,2% (80ug L™)
11,9% (10 pg L™
9,9 % (80 ug L™
87,1 (10 pg L™
94,5 (80 ug L™
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Bruno et al., (2007) avaliaram a influéncia do sistema de destilagdo na
concentragdo de CE em 28 amostras de cachagas coletadas em varias regides do
Rio de Janeiro, encontrando para os LD e LQ os valores de 3,7 ¢ 11,0 ug L
respectivamente, para as analises realizadas em GC/MS no modo SIM.

Labanca, Gléria e Afonso (2008), analisando CE, sem tratamento prévio
da amostra, por GC/MS no modo SIM, encontraram para LD e LQ os valores de
10,0 e 30,0 pug L respectivamente. Posteriormente, Andrade-Sobrinho et al.,
(2009) encontraram valores similares ao quantificar CE, em 380 amostras de
cachaga por GC/MS e obtiveram para os LD e LQ os valores de 10,0 e 40,0 pg
L™, respectivamente. Nesse mesmo periodo Zacaroni, (2009) analisando CE em
cachagas artesanais envelhecidas, encontrou 15,7 ¢ 52,5 ug L™ para os LD e LQ,
respectivamente.

Comparando os resultados para LD e de LQ determinados para CE em
amostras de cachagas utilizando a GC/MS e operando no modo SIM, sem
tratamento prévio da amostra, com os resultados obtidos nesse trabalho, pode-se
inferir que a etapa de extracdo contribuiu para diminuir estes limites.

Na avaliagdo da precisdo, utilizou-se da repetitividade da analise nos
niveis testados, que devem apresentar concordancia entre os resultados de
medigdes sucessivas de um mesmo método, realizado sob as mesmas condigdes
de medicdo. Pelos dados da Tabela 7, observa-se que o coeficiente de variagao
da repetibilidade, também conhecido como intra day ou intra-ensaios, mostrou
diferencas entre os niveis avaliados. Para o menor nivel, 10,0 ug L, o
coeficiente de variagdo foi menor. A precisdo intermediaria ou precisdo inter
day, também apresentou diferengas no coeficiente de variagdo entre os niveis, a
menor concentragdo apresentou o maior coeficiente de variagao.

Comparando os resultados de precisdo intra e inter day com aqueles
reportados por Zhang e Zhang (2008), observou-se que, para mesma

concentragdo avaliada, os resultados sdo maiores. Da mesma forma,
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Lachenmeier, Nerlich e Kuballa (2006) encontraram para a precisdo intra day e
inter day valores de coeficiente bem menores que aqueles encontrados neste
trabalho. Vale ressaltar que o menor nivel de concentracdo avaliado foi dez
vezes maior que o maior nivel aqui testado, em que na precisdo intra day
encontraram-se 4,3% (800,0 ug L’l) e 3,8% (5000,0 pg L’l), e na inter day, os
valores encontrados foram 8,2% (800,0 ug L) e 7,5% (5000,0 ug L™).

O coeficiente de variagdo esta relacionado com o nivel de concentragao
do analito na amostra, ¢ sua variagdo ¢ tdo maior quanto menor for a sua
concentragdo. Concentragdes até 1,0 mg L' podem apresentar valores de
coeficiente de variagdo até 16,0%; entre 1,0 a 0,1 mg L, o valor do coeficiente
aumenta para 23,0%; de 0,1 a 0,01 mg L' para 32,0%; e de 0,01 mg L'al0
ug L' o coeficiente de variagdo pode alcangar valores de até 45,0%. Diante
desses resultados, pode-se afirmar que os valores encontrados neste trabalho
para a precisdo sdo aceitdveis, pois encontram-se dentro dos valores
estabelecidos para o nivel de concentragdo. (BRITO et al., 2003).

Zhang e Zhang (2008) encontraram para a recuperagdo de CE nas
concentragdes de 10,0 e 160,0 ng L valores de 92,8 ¢ 97,5%, respectivamente.
Esses valores sdao compativeis com aqueles encontrados neste trabalho, levando-
se em consideracdo que a recuperagdo foi determinada em relagdo a solugdo
alcoolica. Foi observado que a recuperagdo em solugdo alcodlica apresentou
valores bem superiores aqueles obtido na matriz; portanto, a recuperacao relativa
apresenta valores bem menores que a absoluta; provavelmente, essa diferenca
deve-se aos interferentes presentes na amostra que, por sua vez, ¢ muito

complexa.
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3.2.5 Andlise cromatogréafica das amostras de cachaca

No Grafico 11 apresenta-se o cromatograma do padrdo de CE na
concentragio de 10,0 ug L' obtido na analise GC/MS no modo SIM,
monitorando os ions m/z 89, 74, 62 e 44 para CE e os ions 75 e 46 para CM. O
tempo de retengdo para CM e CE foi de 7,859 e 8,783 minutos, respectivamente.
Durante as analises, observaram-se pequenas variagdes no tempo de retengao,

decorrentes da inje¢do manual.
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Grafico 11 Cromatograma de ions dos padrdoes CE e CM

No Grafico 12, apresentam-se dois cromatogramas, em que (a) refere-se
ao cromatograma de ions de uma amostra de cachaga, com diversos picos
referentes as substancias presentes na matriz e (b) refere-se ao ion m/z 62, que ¢é
o ion mais estavel do CE; portanto, utilizado na sua quantificacdo. Os ions m/z
74 e 44 sao suscetiveis a interferéncias, pois na cachaca estdo presentes

substancias com ions similares ao CE, como os ésteres alquilmetilicos.
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Grafico 12 Cromatograma de ions totais no modo SIM, de uma amostra de
cachaca (a), cromatograma do ion m/z 62 do CE de uma amostra de
cachaga (b).

No Grafico 13 apresentam-se o espectro de massas do CE em uma
amostra de cachaca, cujo tempo de retencdo € o mesmo obtido para o padrao. No
espectro do CE, observam-se os fragmentos relativos aos ions m/z 90, 89, 74 ¢
62. O ion molecular aparece no espectro de massas acrescido de uma unidade de
massa, m/z 90, tanto no espectro da amostra quanto do padrdo, mostrando que
houve uma protonagdo. Isso foi relatado por Clegg e Frank (1988) ao
quantificarem CE em bebidas alcoodlicas por GC/MS no modo SIM com detector
de massas ion trap. Horman e Traitler (1989) discutiram a formagéo de pseudo
ion molecular por impacto de elétrons em detector ion trap, observando sua
formacdo em ésteres de acidos graxos. Os autores ressaltam que o pico do
pseudo ion aumenta com o aumento da quantidade de amostra, mas o espectro
de massas ndo demonstra diferenca, quando comparado com o da biblioteca de

dados consultada.
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Grafico 13 Espectro de massas do CE

As fragmentacdes do espectro de massas para o CE estdo apresentadas
na Figura 2. Provavelmente, o ion m/z 62 deve ser o mais estdvel porque sua

estrutura ¢ estabilizada por ressonancia.
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Figura 2 Fragmentagdes propostas para o CE

Os resultados das analises das cachagas artesanais produzidas a partir de
cana adubada com ureia e nitrato de aménio e acondicionadas em recipientes de
vidro e em bombonas estdo apresentadas na Tabela 7. Essas foram submetidas a

extracdo nas condigdes estabelecidas pelo planejamento fatorial.
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Analisando os dados apresentados na Tabela 7, observa se que os
valores das concentracdes de CE sdo baixos, considerando que o limite
estabelecido ¢ de 150,0 pug L' e, neste estudo, a faixa encontrada compreende de
22,12 a 38,29 pg L. Para o coeficiente de variagdo, encontraram-se valores
superiores a 5%; porém, levando em consideragdo a concentra¢do analisada, esse
valor ¢ aceitavel (BRITO et al., 2003). Comparando as médias das amostras para
os dois tipos de adubos, observa-se que ndo houve diferenca significativa entre
as médias, conforme teste Scott-Knott.

Andrade-Sobrinho et al. (2009) analisaram CE, por GC/MS no modo
SIM, em 380 amostras de cachaga produzidas no periodo de 2001 a 2006. Entre
essas, 108 foram produzidas no estado de SP; 202 foram adquiridas no comércio
em S3ao Paulo; e 70, sem especificacdo da procedéncia. Os dados indicaram de
forma mais consistente a mesma tendéncia observada em trabalhos anteriores
para amostras de cachaga procedentes das diversas regides produtoras do pais,
onde a bebida artesanal apresenta menor concentragdo de CE, com valores
médios de 70,0 ug L™, quando comparada com a bebida industrial, cuja média
foi trés vezes maior.

Reche e Franco (2009) analisaram 115 amostras de cachaga artesanais e
industriais, com o intuito de diferenciar quimicamente esses dois tipos de bebida
e contribuir para a tipificacdo do destilado nacional. Entre todos os compostos
analisados nas amostras de cachaca, as destiladas em colunas apresentaram
teores elevados de CE e benzaldeido, ao passo que a diferenca principal nas
amostras destiladas em alambique foi em relagdo as concentragdes de cobre ¢
acido acético.

Os trabalhos realizados por Masson (2009), Zacaroni (2009) ¢ Anjos
(2010) vém confirmar outra peculiaridade do contaminante, preconizada por

Barcelos et al.(2007), mostrando que o CE em cachagas procedentes da regido
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do sul de Minas Gerais ndo compromete a qualidade da bebida, uma vez que a

sua presenca esta abaixo do limite estabelecido.

Tabela 7 Concentragdes de CE em cachagas procedentes de cana adubada

Amostra Conc. CV(%) Amostra Conc. CV(%)

(ng L) (ng L)
URV1 36,74 5,49 NAV1 32,18 6,65
URV2 22,12 8,01 NAV?2 38,29 3,10
URV3 26,20 1,38 NAV3 24,63 0,39
URV4 27,37 7,04 NAV4 31,51 6,75
URV5 29,53 1,75 NAV5 24,94 6,62
URP1 33,81 3,67 NAP1 30,04 5,11
URP2 22,23 7,59 NAP2 30,90 7,09
URP3 34,47 6,22 NAP3 32,17 4,31
URP4 29,99 1,96 NAP4 36,14 3,46
URP5 29,62 2,75 NAP5S 27,94 4,12
Média 29,21a Média 30,87a

Meédia Geral 30,04

Meédias com letras diferentes na linha diferem entre si pelo Teste Scott-Knott a 0,05

3.3 Adubacéo nitrogenada da cana versus formacéo do CE em cachacas

artesanais

A formagdo de carbamato de etila em bebidas alcodlicas ocorre
espontaneamente € OS mecanismos operantes na fermentagdo sio bem
esclarecidos, sempre associando a disponibilidade dos precursores nitrogenados
na matéria-prima e a reagdo deles com o alcool formado durante essa etapa. Os

mecanismos de formag@o do CE em cachaga parecem seguir o0 mesmo caminho
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do vinho; portanto, sdo importantes os precursores de CE, como os aminoacidos
arginina e citrulina e os derivados, o fosfato de carbamila e ureia. Todas essas
substancias podem estar presentes durante a fermentacdo ou até mesmo serem
formadas como € o caso da ureia. Os aminoacidos presentes na cachaca sdo
provavelmente provenientes da hidrolise de proteinas e/ou aminoacidos livres
presentes na propria matéria-prima. A quantidade média de aminoacido na cana
madura ¢ de 0,45%; a arginina e ureia ja foram identificadas na cachaga,
provavelmente por falhas de operacdo no processo de destilagio ou por
contaminag¢do do agucar utilizado para adogar a bebida (ANDRADE, 2006;
AQUINO et al., 2008).

Partindo do principio de que o CE tem sua origem nos aminodacidos e
que esses podem ser afetados pela concentragdo de nitrogénio no colmo,
procedente da adubacao nitrogenada, na qual o nitrogénio fornecido a cultura de
cana ¢ absorvido e acumulado em alguma parte da cana, era de se esperar que a
maior quantidade de adubo produzisse maior quantidade de compostos
nitrogenados e, por sua vez, quantidades maiores de CE. Os dados mostraram
pequenas variagdes na concentragdo de CE entre as amostras; porém, as maiores
concentragdes referem-se as amostras cuja cana que ndo recebeu adubagio,
exceto NAV4 e NAP4, em que a dose de adubo na cana foi de 80 kg de nitrato
de amonio por hectare. Comparando as amostras provenientes de diferentes
adubos, observam-se variagdes entre elas; porém, a média foi a mesma para os

dois adubos.
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3.4 Comparacao dos resultados obtidos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia e por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massas

Os dados obtidos pelos dois métodos nao apresentaram diferenga
significativa, pelo teste Scott-Knott (Tabela 8). As diferencas marcantes entre as
técnicas ficaram a cargo de outras observacdes, que podem justificar a escolha
de uma em relagdo a outra. Para a HPLC, o tempo de analise foi menor. A
grande desvantagem sentida na GC/MS foi os maiores coeficiente de variagdo,
as diferencas nos tempos de retencdo, devido & injecdo manual e a
impossibilidade de utilizar o sal no modo de extragdo direto, j& que esse

parametro foi apontado como significativo no processo de extragao.

Tabela 8 Comparacao das médias das concentra¢des de CE encontradas nas duas

técnicas
Técnica Conc. média Conc. média
(ug L) geral (ug L™)
HPLC 29,20*
29,62
GC/MS 30,04°

Meédias com letras diferentes na linha diferem entre si pelo Teste Scott-Knott a 0,05

A comparacdo do desvio-padrao para cada amostra analisada nas duas
técnicas mostrou uma variagdo mais elevada na GC/MS. A diferenga pode ser
atribuida a etapa do pré-tratamento, praticamente inexistente no método da
HPLC. O estudo mostrou a possibilidade do uso do método por HPLC com
detector de fluorescéncia como alternativa mais simples ao método de referéncia
por GC/MS para determinagdo do CE em bebidas alcodlicas. Esses resultados
destacam a necessidade de executar um estudo colaborador, a fim avaliar melhor

os parametros do novo método e compara-los com o método de referéncia.
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4 CONCLUSOES

As baixas concentracdes de CE apresentadas pelas amostras de cachaga,
cuja cana foi adubada como ureia e nitrato de amdémio, mostraram que a
adubacdo nao interferiu na produgado de CE.

Os resultados das analises de CE por HPLC e GC/MS foram similares, e
a utilizacdo de uma ou de outra técnica depende mais da escolha particular do
analista do que propriamente das vantagens de uma técnica sobre a outra; porém,
vale ressaltar que a GC/MS ndo gera residuos e é considerada uma “técnica

limpa”.
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CAPITULO5

CARACTERIZACAO E QUANTIFICACAO DE HPAS POR GC-MS EM
CACHACAS PROVENIENTES DE CANA COM ADUBAGCAO
NITROGENADA E ACONDICIONADAS EM VIDROS E “BOMBONAS”
DE PEAD
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RESUMO

A cachaga ¢ uma bebida destilada obtida da fermentacdo do caldo de
cana-de-agucar que, dependendo das praticas realizadas na cadeia produtiva de
armazenamento, torna-se susceptivel a contaminacdo por hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs). Procedimentos comuns na etapa de produgao,
como a queima da palha da cana antes de sua colheita, utilizagdo de graxas nas
engrenagens da moenda, utilizagdo de recipientes que contém soldas,
reaproveitamento de tonéis para o envelhecimento da bebida e o uso de
recipientes de plastico para o seu acondicionamento sdo fontes de contaminagdo
da bebida por HPAs. Os HPAs representam uma importante classe de compostos
com caracteristicas carcinogénica e/ou mutagénica oferecendo risco a saude
humana. Assim, objetivou-se neste capitulo apresentar uma avaliacdo preliminar
da presenga e dos niveis de concentragdo de 16 HPAs (naftaleno, acenaftileno;
acenafteno;  fluoreno;  fenantreno;  antraceno;  fluoranteno;  pireno;
benzo(a)antraceno;  criseno;  benzo(b)fluoranteno;  benzo(k)fluoranteno;
benzo(a)pireno; benzo(ghi)pirileno; indeno(1,2,3-c,d)pireno e
dibenzo(a,h)antraceno) em cachagas acondicionadas em vidros € bombonas de
polietileno de alta densidade(PEAD). A determinagéo foi realizada por GC/MS,
em que as amostras de cachaga foram previamente concentradas por extracdo em
fase solida (SPE). O método apresentou uma boa separacdo cromatografica para
os compostos analisados. As amostras acondicionadas em bombonas de plastico
PEAD apresentaram teores médios totais de HPAs de 49,24 pg L": nas outras, o
valor médio encontrado foi de 6,89 pg L. Pelos resultados, concluiu-se que o
tipo de recipiente utilizado no acondicionamento da cachaca pode influenciar ou
resultar na presenga/auséncia desses contaminantes no produto final; e que a
adubagdo da cana ndo influenciou na formagao desses contaminantes na bebida.

Palavras-chave: HPAs. Bombonas. GC/MS.
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ABSTRACT

Cachaga is a distilled beverage obtained by fermentation of sugar cane
juice. Depending on which of the activities undertaken in the production chain
store, It becomes susceptible to contamination by polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHs) as a result of storage procedures adopted in the production
chain. Common procedures in the production stage, such as the burning of sugar
cane straw before harvesting, the use of grease in the gears of the crusher, use of
containers containing solders, reusing barrels for aging the beverage, and the use
of plastic containers for packaging can be sources of contamination of the
beverage. The plastic containers can are sources of contamination by PAHs.
PAHs represent an important class of compounds with carcinogenic and
mutagenic characteristics that pose a risk to human health. Thus, this chapter
presents a preliminary assessment of the presence and concentration levels of 16
PAHs (naphthalene, acenaphthylene, acenaphthene, fluorene, phenanthrene,
Anthracene, fluoranthene, pyrene, benzo(a)anthracene, chrysene,
benzo(b )fluoranthene, benzo(k)fluoranthene, benzo(a)pyrene,
benzo(ghi)pyrilene, indeno(1,2,3-c, d)pyrene and dibenzo(a, h)anthracene) in
cachaga packed in glass and plastic drums of high density polyethylene (HDPE).
The determination was performed by GC/MS, where samples of cachaga were
previously concentrated by solid phase extraction (SPE). The method presented
a good chromatographic separation for the compounds analyzed. The samples
packaged in plastic HDPE containers showed average total PAH levels ranging
from 49.24 mg L™, while the average level encountered in samples stored in
other types of container was 6.89 mg L. It was concluded that the type of
container used for packaging of cachaca can influence the presence/absence of
these contaminants in the final product, while sugarcane fertilization did not
influence the formation of these contaminants in the drink.

Key words: PAHs. Containers. GC/MS.
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1 INTRODUCAO

O setor de bebida alcodlica brasileira tem se desenvolvido intensamente
a partir de melhorias nos processos de produgdo, tecnologia e inovagao,
realizadas pelas grandes industrias-“cachagas industriais”, e pelos pequenos e
médios produtores-“cachagas artesanais”. O aumento nas exportagdes de
cachaga, principalmente para a Alemanha, Inglaterra, Portugal e Japao, chamou
atengdo de orgdos oficiais, que passaram a apoiar iniciativas de fomento do
setor, visando a melhorar as condigdes de competitividade e possibilitar a
disputa de mercado com outros destilados ja tradicionais, como tequila, vodka e
rum.

O Brasil produz anualmente 1,3 bilhdo de litros, sendo os principais
produtores os Estados de Sao Paulo, seguido por Pernambuco, Ceara, Minas
Gerais e Paraiba. Dessa producdo somente 30% sdo de responsabilidade da
cachaca artesanal, representada por 30% dos produtores registrados que se
utilizam de plantagdes proprias, sem agrotoxicos, com colheita manual, sem uso
de queimadas, sendo a cana cortada crua. A fermentagdo ¢é realizada de modo
natural e a comercializagdo no proprio alambique ¢ mais expressiva do que a
comercializa¢@o externa. J4 a cachaga industrial é produzida em grande escala,
com a colheita mecanizada e uso esporadico de queima da palhada.

O estado de Minas Gerais ¢ o principal produtor de cachaca de
alambique do pais com 230 milhdes de litros. O estado conta hoje com 8.500
alambiques e 600 marcas registradas no MAPA (SEBRAE, 2008). Em razao do
grande crescimento de producdo e da clandestinidade vigente nesse setor, novas
exigéncias na qualidade do produto sdo requeridas. Falhas nas etapas de
producdo da bebida levam a sua contaminagdo por diversos compostos. Os
contaminantes podem ser formados durante a produgdo da cachaga ou serem

incorporados nela pelo contato com fontes portadoras de contaminantes.
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Diversas substancias de natureza toxica fazem parte da lista dos padrdes de
identidade e qualidade da aguardente de cana e da cachaga; porém, os HPAs,
que sdo um grupo de compostos de caracteristicas carcinogénicas vém sendo
identificados com frequéncia na bebida, mas ainda nao existe legislagdo
apropriada. As principais fontes de contaminagdo de HPAs em cachaca sdo a
localizacdo da plantacdo, queima da cana antes da colheita, o emprego de
lubrificantes nos equipamentos, a utilizacdo de recipientes ndo adequados para o
armazenamento da bebida, como bombonas de plastico, tanques revestidos com
resinas asfalticas ricas em HPAs, agtcar adicionado na bebida e os tonéis de
madeira tratados termicamente durante o envelhecimento.

Assim, objetivou-se neste capitulo apresentar uma avaliagdo preliminar
por GC/MS da presenca e dos niveis de concentracdo de 16 HPAs (naftaleno,
acenaftileno; acenafteno; fluoreno; fenantreno; antraceno; fluoranteno; pireno;
benzo(a)antraceno;  criseno;  benzo(b)fluoranteno;  benzo(k)fluoranteno;
benzo(a)pireno; benzo(ghi)pirileno; indeno(1,2,3-c,d)pireno e
dibenzo(a,h)antraceno) em cachagas acondicionadas em vidros ¢ bombonas de

polietileno.
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MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

As amostras provenientes da cana adubada com ureia e nitrato de
amodnio foram acondicionadas por 24 meses em recipientes de vidro tipo
garrafdoes denominadas URV1, URV2, URV3, URV4, URVS5, NAVI1, NAV2,
NAV3, NAV4 ¢ NAVS5 e em bombonas de plastico nomeadas URP1, URP2,
URP3, URP4, URP5, NAP1, NAP2, NAP3, NAP4 ¢ NAPS5, conforme descrito
no item 2.,1 do capitulo 2. Apods esse periodo, as amostras foram coletadas para

as andlises cromatograficas.

2.2 Reagentes e solventes

Os padrdes e padrdes internos utilizados para a analise dos HPAs foram
todos de pureza analitica (Fluka, Aldrich e Supelco) e estdo listados a seguir:
acenafteno, acenaftileno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno,
benzo(a)antraceno,  criseno,  benzo(b)fluoranteno,  benzo(k)fluoranteno,
dibenzo(a,h)antraceno, benzo(g,h,i)perileno, indeno(1,2,3-c,d)pireno e
benzo(a)pireno. Esses padrdes foram selecionados de acordo com os HPAs,
monitorados pela Agéncia de Protecdo Americana (USEPA). Como padrio
interno utilizaram-se naftaleno-d8, acenafteno-d10, fenantreno-d10, criseno-d12,
pirileno-d12 e o p-terfenil-d14, e como solventes, acetonitrila, metanol, etanol
(J.T. Backer, USA) e diclorometano, hexano e acetato de etila (Tedia, USA),
todos de pureza cromatografica. A agua utilizada foi previamente destilada e, em

seguida, deionizada por um sistema Milli-Q plus (Millipore).
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2.3 Equipamentos e materiais

Os equipamentos e materiais utilizados foram: Balanga analitica marca
Marte modelo AM — 220, com resolu¢do de 0,Img; Deionizador Millipore,
Bedford, MA, USA; Evaporador rotatério (Fisatom 802D); Compressor
aspirador, FANEM (modelo 089-CRL); Manifold (coletor) para SPE, Varian;
Cromatdgrafo a gds Varian CP 3800, acoplado a espectrometro de massas
Varian 4000 MS ion Trap, autoinjetor — CP 8400; Micropipeta 10-25 pL
(Drummond Microdispenser, made in USA); Micropipeta 50-100 puL (Nichiryo
model 800); Cartucho Cig (octadecil silano) Supelco 3 mL, com 500 mg de fase

solida.

2.4 Preparo da solugdo padréo

A partir de uma solucdo estoque contendo 16 HPAs de concentragdo
2000,0 mg L', procederam-se as diluigdes sucessivas em acetato de etila, sendo
preparados 6 niveis de concentragdo, nos intervalos de 2,0; 10,0; 20,0; 50,0;
100,0 e 140,0 pg L', para os seguintes compostos: naftaleno, acenaftileno,
acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno,
benzo(a)antraceno e criseno. Para os demais HPAs, o primeiro ponto da curva
foi 5,0 pg L'. Todas as solugdes foram estocadas sob refrigeracio, a
temperatura de aproximadamente 4°C.

Na construgdo da curva analitica, foram adicionados cinco padrdes
internos na concentragdo de 50,0 ug L. Os HPAs foram agrupados e, para cada
grupo, foi utilizado um padrao interno. Para o naftaleno, o padrio interno
utilizado foi o naftaleno d-8; ja para o acenaftileno, acenafteno e fluoreno, foi
usado o acenafteno d-10, para o fenantreno, antraceno e fluoranteno, o padrao

usado foi o fenantreno d-10. O criseno d-12 foi utilizado na quantificagdo do
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pireno, benzo(a)antraceno, criseno e indeno(1,2,3-cd)pireno e, por ultimo,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno,
dibenzo(a,h)antraceno e benzo(g,h,i)perileno foram quantificados por perileno d-
12. O p-terfenil d14 foi utilizado como surrogate na concentragao de 100,0 ug L

'. Na construgio da curva, foram preparadas duplicatas dos padrdes.

2.5 Teste de solubilidade na preparacédo da curva

Seguindo o mesmo procedimento para os padrdes, procederam-se as
dilui¢cdes sucessivas em acetona e, na matriz, foram preparados os mesmos

niveis de concentragdo anteriores.

2.6 Extragdo das amostras

Os procedimentos utilizados para as andlises dos HPAs seguiram as
recomendacgdes de Dorea et al. (2008). A extracdo foi realizada pela técnica de
SPE. Cada cartucho foi ativado com 5,0 mL de diclorometano, 5,0 mL de
metanol e, por ultimo, 5,0 mL de agua. Depois de condicionados, passaram-se
através deles aliquotas de 60,0 mL, previamente preparada com 50,0 mL da
amostra, 10,0 mL de acetonitrila ¢ 50,0 uL de solugdo de surrogate (2,0 mg L™).
Os analitos foram eluidos com 50,0 mL de acetato de etila. O extrato coletado
foi concentrado em evaporador rotatério e adicionados 50,0 pL da mistura de
padréo interno (1,0 mg L™). O volume final foi ajustado sob um suave fluxo de
nitrogénio, reconstituido em 1,0 mL de acetato de etila. A extracdo das amostras

foi realizada em duplicata.
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2.7 Andlise quantitativa dos HPAs

As separagdes cromatograficas por GC/MS foram realizadas
empregando a coluna HP 5SMS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). As condicdes
cromatograficas para GC/MS foram: 40°C por 1 min, 40°C/min até 120°C por 1
min, depois 5°C/min até 300°C por 5 min, depois 20°C/min até 220°C por 1
min, totalizando 45 min. Fluxo 1,0 mL/min, temperatura do injetor 250°C,
temperatura do trap 220°C, temperatura do manifold 50°C, e temperatura do
injetor 280°C. Modo de injecdo splitless. Injegdo de 1,0 pL.

A quantificacdo foi realizada através das curvas analiticas de cada HPA,
plotando, na ordenada, a relagdo entre a area do analito e a area do padrio
interno e, na abscissa, a relacdo entre a concentra¢do do analito ¢ a concentragdo
do padrio interno que o quantifica. As concentracdes dos analitos foram

calculadas utilizando as equacdes 1 e 2.

Cp X Areaanai
Canalito = Pl Analito )
FR X Areap

Cp X Areap
FR = — )
Cp x Areap

Em que C, ¢ a concentracdo do padrdo, Cp € a concentra¢do do padrdo

interno, e FR ¢ o fator de resposta.

O fator de resposta ¢ uma constante de proporcionalidade entre as

concentragdes injetadas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Extragdo das amostras

A quantificagdo dos HPAs foi realizada através da padronizagdo interna
e o espectrometro de massas foi operado com monitoramento seletivo de ion
(SIM), garantindo uma maior sensibilidade. Os ions monitorados dos respectivos

HPAs e o tempo de reteng@o estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 Parametros de aquisicdo de dados no detector de massas

Pico Compostos Abrev tz (Min) lons*

naftaleno-d8 - 6,032 136

1 naftaleno Naf 6,069 128,129, 127
acenaftileno Acti 10,407 152,151, 153
acenafteno-d10 - 10,972 162, 164, 160

3 acenafteno Acte 11,090 153,154,152

4 fluoreno Flu 13,029 165, 166
fenantreno-d10 - 16,902 188, 187

5 fenantreno Fen 16,993 178,179,176

6 antraceno Ant 17,191 178,176,179

7 fluoranteno Flut 22,354 202,203
p-terfenil d14 - 24,535 244,243

8 pireno P 23,296 202, 200, 203

9 benzo(a)antraceno BaA 28,931 228, 226, 229
criseno-d12 - 28,971 240, 236

10  criseno Cri 29,100 228,226,229

11 benzo(b)fluoranteno BbFlu 33,609 252,253

12 benzo(k)fluoranteno BkFlu 33,716 252,253
Pirileno-d12 - 35,073 264, 260, 265

13 benzo(a)pireno BaP 34,826 252, 250, 253

14 indeno(1,2,3,cd)pireno IcdP 38,906 276,277,274

15  dibenzo(a,h)antraceno DahA 39,128 278,279,276

16  benzo(g,h,i)perileno BgPe 39,710 2176, 277, 274

*QOs compostos foram identificados baseados na abundancia relativa dos ions.
__lons em negrito e sublinhado representa o pico-base. tg = tempo de retengao.
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Os ions sublinhados e em negrito correspondem ao fragmento de massas
do pico base. Os demais ions foram também monitorados levando em conta a

abundancia relativa, para facilitar a identifica¢do do analito.

3.2 Solubilidade dos padrdes

Em funcdo da baixa solubilidade dos HPAs, a qual decresce com o
aumento da massa molar, a preparagdo dos respectivos compostos, seja na
amostragem, seja na extracao ou clean-up, pode ser prejudicada por causa da sua
adsor¢@o nas paredes dos recipientes. Na extracdo de HPAs em cachacga, Dorea
et al., (2008) recomendam a adi¢do de acetonitrila & amostra, antes da extragdo,
para evitar esse problema. Foram observadas diferengas na resposta dos HPAs
em relagdo ao solvente utilizado na preparagdo dos padrdes. No preparo da curva
analitica foram testados trés solventes: a acetona, acetato de etila e a matriz.

Pela comparacdo dos resultados, verificou-se que a maioria dos analitos
¢ soluvel em acetato de etila, com excecdo do naftaleno, que apresentou uma
area maior quando o solvente utilizado foi acetona. No Grafico 1 verifica-se a
sobreposi¢do dos cromatogramas do padrio de naftaleno (200,0 pg L) em
acetona e em acetato de etila. Isso se deve ao carater mais polar do naftaleno em
relagdo aos demais compostos da série; portanto, se dissolve com mais facilidade
em solventes de natureza mais polar, como é o caso da acetona. Por outro lado, o
aumento da massa molar desses contaminantes favorece o aumento do carater
apolar, o que explica a facilidade de dissolugdo em acetato de etila, solvente de

natureza mais apolar.
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Grafico 1 Sobreposi¢cdo dos cromatogramas referente ao pico do naftaleno (a) e
do benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno e benzo(a)pireno (b)
para a curva de HPAs preparada em acetona e acetato de etila

O efeito da solubilidade dos HPAs em acetato de etila ¢ observado em
toda a série desse grupo de compostos; porém, ¢ mais acentuado nos HPAs de
cadeias maiores, como o benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno e
benzo(a)pireno, que apresentaram uma melhor resposta em acetato de etila

(Gréfico 2).

Curva na matriz

L MMatriz para comparacio b

. A l [LuL;lL.__JLL I_‘L__Lk-——w$ -

Grafico 2 Cromatogramas com sobreposicao dos picos dos padrdes em
acetato de etila e em matriz € uma matriz isenta dos padrdes
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Apesar de a cachaga conter uma grande quantidade de compostos, a
curva construida na matriz apresentou melhor resultado, quando comparada aos
dois solventes testados. A maioria dos interferentes presentes na bebida
apresentou tempo de retencdo menor que 10 minutos, ndo comprometendo a
separa¢do dos HPAs que saem apés esse tempo com exce¢do do naftaleno. Na
Figura 2 apresenta-se a sobreposi¢do dos cromatogramas dos padrdes em acetato
de etila e na matriz. Um terceiro cromatograma, da matriz, isenta dos padrdes,
para efeito de comparagdo, também foi sobreposto aos outros dois. A analise dos
cromatogramas mostrou que a matriz apresenta um poder maior de dissolugdo
sobre os HPAS, pois os picos mostraram-se mais intensos e os interferentes
presentes na bebida ndo comprometem a identificagdo dos HPAs.

Os cromatogramas dos padrdes em acetona, acetato de etila e na matriz
apresentaram picos bem separados; porém, com diferengas na resposta para
alguns analitos. Assim, para a quantificagdo dos HPAs em cachaga, preparou-se

a curva na matriz.
3.3 Separacdo cromatografica
A andlise dos HPAs apresentou uma boa separacdo para uma solucao

contendo a mistura de 16 padrdes de HPAs, preparada na matriz, em que a

separagao cromatografica foi alcangada em 45 minutos (Grafico 3).
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Grafico 3 Cromatogramas da curva na matriz contendo os 16 padrdes de HPAs

No cromatograma referente ao Grafico 3, os picos foram numerados e
os compostos referentes a cada pico estdo descritos na Tabela 1. Observa-se uma

boa separacdo; porém, os HPAs mais pesados apresentaram cauda.

3.4 Quantificacdo dos HPAs

A determinacdo das concentragdes dos HPAs na amostra foi realizada
com base na equagdo 1, mas, inicialmente, calculou-se o fator de resposta de
cada analito de acordo com a equagéo 2.

Os dados referentes as curvas analiticas dos HPAs em cachagas estdo
representados na Tabela 2. Observam-se coeficientes de correlagdo superiores a
0,999 (Snyder et al.,, 1997), indicando forte correlacdo linear entre as
concentragoes das substincias e as areas dos picos, com exce¢ao dos HPAs

maiores, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno,
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indeno(1,2,3-cd)pireno, dibenzo(a,h)antraceno e benzo(g,hi)perileno, cujos

coeficientes de correlagdo foram de 0,9970, 0,9907 ¢ 0,9973, 0,9975, 0,9981
0,9832, resultados

Franco (2007),

respectivamente. Esses corroboram com aqueles

apresentados por Galinaro; Cardoso e exceto para

benzo(k)fluoranteno e benzo(g,hi)perileno, cujos valores de coeficiente foram

menores.

Tabela 2 Curvas analiticas e coeficientes de determinagdo () usadas na

quantificacdo dos HPAs

Compostos r? Equacdo da reta

Naftaleno 0,9996 y = 1,492895885x + 0,180749347
Acenaftileno 0.9994 y = 2,055612805x + 0,013388301
Acenafteno 0,9996 y = 1,599619607x + 0,015626731
Fluoreno 0,9996 y = 1,748509506x + 0,003076294
Fenantreno 0,9994 y = 1,530530303x + 0,016059877
Antraceno 0,9994 y = 1,381200887x - 0,003813355
Fluoranteno 0,9998 y = 1,880816903x - 0,024760200
Pireno 0,9994 y = 2,163521220x - 0,049731281
Benzo(a)antraceno 0,9998 y = 1,047899198x + 0,004516105
Criseno 0,9999 y = 0,596263225x + 0,007414658
Benzo(b)fluoranteno 0,9940 y = 1,434858315x - 0,102310673
Benzo(k)fluoranteno 09810 y = 3,167310618x - 0,583705859
Benzo(a)pireno 0,9946 y = 1,335377960x - 0,115871872
Indeno(1,2,3,cd)pireno  0,9950 y = 0,454772032x - 0,000500163
Dibenzo(a,h)antraceno 0,9962 y = 0,517071876x - 0,043809610
Benzo(g,h,i)perileno 0,9667 y = 2,182448535x - 0,503732702

Cavalcante et al. (2008) quantificaram HPAs em sedimento de estuario e
encontraram para o coeficiente de determinagdo(r’) valores que variaram de
0,9899 a 0,9989. Esses valores sdo condizentes com os menores coeficientes de
determinacdo encontrados em nosso trabalho. Os resultados das analises de
HPAs em cachagas acondicionadas em vidros e bombonas de PEAD estdo
descritos nas Tabelas 3 e 4. Observa-se na bebida acondicionada em vidro a

presenca dos contaminantes de massa molar mais baixa, como naftaleno,



248

fluoreno e fenantreno. Desses, somente o fluoreno apresentou limite menor que
o permitido, enquanto aqueles de quatro ou mais anéis, ndo foram detectados,
exceto o pireno e o fluoranteno, que foi detectado, mas em concentracao abaixo
do limite de detecgao.

Nas cachacas acondicionadas em vidros, ndo foram encontrados
acenafteno, benzo(a)antraceno, indeno(1,2,3-cd)pireno, benzo(a)pireno,
criseno, benzo(k)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, dibenzo(a,h)antraceno e
benzo(g,h,i)perileno, Resultados similares foram obtidos pelos pesquisadores
Bettin e Franco (2005), que ndo detectaram a presenca do benzo(a)antraceno e
criseno em aguardentes provenientes de cana ndo queimada.

Os dados apresentados na Tabela 4 mostram que somente em duas
amostras de cachaca armazenada em bombonas ndo foram detectados HPAs com
massas molares mais elevadas, acima de 4 anéis. Nas demais cachagas, esses
compostos estdo presentes € em uma concentragdo superior ao limite
estabelecido pela legislacdo Escocesa e Alema (DENNIS; MASSEY, 1983;
MORET; CONTE, 2000). As duas bebidas (vidro ¢ bombona) mostraram um
perfil qualitativo e quantitativo diferente para os HPAs. Observam-se que os
compostos comuns as duas bebidas apresentam até 3 anéis, mas a diferenga
marcante estd na presenca dos contaminantes mais pesados nas amostras

acondicionadas  em  recipientes de  plédstico, tipo  bombonas.
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Amostras URVI URV2 URV3 URV4 URV5 NAV1 NAV2 NAV3 NAV4 NAV5
Compostos

Naftaleno 3,46 3,91 3,84 <LD 3,01 2,88 3,55 420 <LD <LD
Acenaftileno <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Acenafteno ND <LD ND ND ND ND ND ND ND ND
Fluoreno <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 3,20 <LD ND
Fenantreno 2,88 5,26 3,85 3,27 4,01 4,46 5,85 <LD <LD <LD
Antraceno <LD ND ND ND ND <LD ND ND ND ND
Fluoranteno <LD ND <LD <LD <LD <LD <LD ND ND <LD
Pireno ND <LD <LD <LD ND <LD ND <LD ND ND
Benzo(a)antraceno ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Criseno ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Benzo(b)fluoranteno ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Benzo(k)fluoranteno ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Benzo(a)pireno ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Indeno(1,2,3-cd)pireno ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Dibenzo(a,h)antraceno ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Benzo(g,h,i)perileno ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND




Tabela 4 Concentragdo (ug L") de HPAs em amostras de cachaga acondicionadas em bombonas de PEAD

Amostras URP1 URP2 URP3 URP4 URP5 NAP1 NAP2 NAP3 NAP4 NAP5
Compostos

Naftaleno <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Acenaftileno <LD <LD <LD <LD <LD ND ND <LD <LD <LD
Acenafteno ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

Fluoreno <LD <LD <LD <LD <ILD <LD <LD <LD <LD ND

Fenantreno 2,73 3,57 3,23 20,38 3,13 5,87 <LD 6,54 8,48 9,73

Antraceno <LD <LD ND ND ND <LD ND <LD <LD ND

Fluoranteno 2,35 <LD 2,01 4,47 <LD 3,86 <LD 2,88 2,89 5,82
Pireno <LD <LD 26,08 2,74 <LD <LD ND <LD 2,37 3,31

Benzo(a)antraceno ND ND <LD 3,12 <LD 2,95 <LD 2,84 2,58 3,10
Criseno <LD ND 9,80 16,42 991 14,14 8,82 15,20 12,68 14,85
Benzo(b)fluoranteno ND ND <LD 550 <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Benzo(k)fluoranteno ND ND <LD 9,46 <LD 6,59 <LD 7,21 7,20 7,56
Benzo(a)pireno ND ND <LD 5,87 <LD <LD <LD <LD 5,33 5,81

Indeno(1,2,3- ND ND <LD 9,95 <LD 5,40 <LD 6,53 7,32 7,64
cd)pireno

Dibenzo(a,h)antraceno ND ND 17,44 26,29 9,66 16,41 8,95 12,82 19,56 21,83
Benzo(g,h,i)perileno ND ND 7,85 12,58 <LD 7,85 <LD 7,76 8,99 10,13

ND — Nao detectado < LD menor que o limite de deteccao.
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Na Tabela 5, encontram-se descritas as concentragdes médias dos HPAs
presentes nas bebidas armazenadas nos dois diferentes recipientes. Observa-se
para as cachagas armazenadas em vidros a presen¢a do naftaleno e fenantreno,
cuja concentragio foi superior a 1,0 ug L™, valor limite para alimentos. Nas
cachagas acondicionadas em bombonas, detectou-se a presenca de 13 HPAs, dos
16 avaliados, dos quais 9 apresentaram concentragdes superiores ao permitido

em alimentos.

Tabela 5 Concentragdo média de HPAs em amostras de cachaga acondicionadas
em vidros e em bombonas, em pg L™
Cachagca Cachaca LD LQ

"l i
HPAS Limite (vidro)  (bombonas)

Naftaleno 1,00 3,61 <LD 1,18 3,53
Acenaftileno - <LD <LD 0,31 -
Acenafteno 1,00 ND ND 0,80 2,40
Fluoreno 1,00 0,32 ND 1,37 4,13
Fenantreno 1,00 2,96 2,44 1,34 4,03
Antraceno 1,00 ND ND 1,58 4,76
Fluoranteno 2,00 <LD 2,66 1,13 3,40
Pireno 2,00 <LD 3,45 1,78 5,34
Benzo(a)antraceno 2,00 ND 1,46 - 7,22
Criseno 2,00 ND 10,18 1,98 595
Benzo(b)fluoranteno 2,00 ND 0,55 0,49 -
Benzo(k)fluoranteno 2,00 ND 3,80 1,58 -
Benzo(a)pireno 2,00 ND 2,20 0,99 -
Indeno(1,2,3- - ND 3,68 1,87 5,63
cd)pireno

Dibenzo(a,h)antraceno 2,00 ND 13,30 0,68 -
Benzo(g,h,i)perileno 2,00 ND 5,52 0,58 -
HPAs total 25 6,89 49,24

* Limite estabelecido pela legislagdo escocesa. (DENNIS; MASSEY, 1983)
**Valor médio (ug L) com base no resultado de 10 amostras para cada recipiente.
LD - valores abaixo do limite de deteccdo. ND — Nao detectado.

LD limite de detec¢do; LQ limite de quantificacdo.
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Os limites de deteccdo e de quantificacdo obtidos neste trabalho, para
cada HPA, sdo maiores que os descritos por Galinaro, Cardoso e Franco (2007)
e Bettin e Franco (2005).

Os valores encontrados para os HPAs nas cachagas acondicionadas em
bombonas de polietileno sdo superiores aos relatados na literatura para cachaga
procedente de cana queimada. O benzo(a)pireno foi detectado somente nas
cachagas procedentes de bombonas .

Caruso ¢ Alaburda (2009) quantificaram benzo(a)pireno em 20 amostras
de cachagas, cujas concentragdes variaram de ndo detectado (LD <0.03 ug L") a
0.49 ng L' . Esses resultados estio de acordo com aqueles descritos por outros
autores. Bettin e Franco (2005) analisaram 28 amostras de cachaga provenientes
de cana queimada e ndo queimada e encontraram niveis de benzo(a)pireno entre
0,01 ng L™ a 1,55 pg L', relatando que houve uma maior contaminagdo nas
cachagas produzidas a partir de cana queimada. Tfouni et al. (2007) analisaram
25 marcas de cachaca e encontraram niveis de BaP que variaram de 0,011 pg L~
"a 0,36 ne L. Paralelamente, nesse mesmo ano, Galinaro; Cardoso e Franco,
analisando HPAs em 131 amostras de cachaga provenientes de cana queimada e
ndo queimada, encontraram valores de 0,045 pg L para benzo(a)pireno.

A legislagdo brasileira ndo estabeleceu limite de benzo(a)pireno em
bebidas alcodlicas; no entanto, o regulamento europeu estabelece um limite

méximo de 2,0 pg L™ para alimentos,
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Grafico 4 Histograma da concentragdo de HPAs em amostras de cachagas
acondicionadas em vidro e bombonas de PEAD

No grafico 4, observa-se a presenca do fenantreno nas amostras de
cachaga acondicionadas em vidros, e em uma concentragao ligeiramente menor,
nas cachacas acondicionadas em bombonas, sugerindo que a contaminacao da
bebida com fenantreno ocorreu antes do acondicionamento. O fluoreno, da
mesma forma, pois foi detectado nos dois tipos de bebida, apesar de que nas
amostras armazenadas em bombona, foi abaixo do limite de detecc¢do. Partindo
do pressuposto de que a diferenca das bebidas esta no recipiente de
acondicionamento, pode-se inferir que a bombona de polictileno de alta
densidade é uma fonte de contaminac¢ao de HPAs de cadeias maiores, acima de 4

anéis.
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4 CONCLUSOES

Nas cachagas acondicionadas em bombonas, identificou-se a presenca
de 13 HPAs dos 16 avaliados, dos quais 9 apresentaram concentracdes
superiores ao permitido em alimentos. Ja as amostras acondicionadas em vidros,
somente 3 HPAs foram identificados, dos quais dois deles, apresentaram limites
acima da legislagdo. A adubacdo nitrogenada da cana ndo interferiu na formagao
de HPAs na cachaga.

As concentragoes de HPAs, nas amostras de cachacas armazenadas em
bombonas de polictileno de alta densidade, foram superiores aquelas
armazenadas em recipientes de vidro, indicando o recipiente de plastico como

fonte de contaminagao de HPAs em cachaga.
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1 Alcoois superiores

Um dos métodos oficiais de determinacdo de alcoois superiores em
bebidas envolve a reacdo prévia, em meio acido, entre o p-
dimetilaminobenzaldeido e os alcoois superiores presentes, formando um
composto colorido em absorve a 540 nm, conforme apresentado na Figura 1A.
Nesta reagdo os alcoois reagem por adicdo a carbonila do aldeido, em meio
acido com formacdo de acetais. A quantificagdo ¢ baseada na curva analitica

construida com uma solugéo de alcool isoamilico.

N(CH3), N(CH3),

2(CH;),CHCH,0H @ @ 4+ H0

H/\O H— c OCH,CH(CH3),

p-dimetilaminobenzaldeido OCHZCH(CH3)2
p-dimetilaminobenzaldeido-acetal diisoamilico

Figura 1A Reacdes envolvidas na analise de alcoois superiores

2 Aldeidos

O método baseia-se na reagdo de adigdo, com ataque nucleofilico do ion
bissulfito a carbonila do aldeido seguido da ligagdo do prdéton ao oxigénio
carbonilico. Por se tratar de uma reagdo reversivel em meio acido ¢ em meio
alcalino, trabalha-se inicialmente com solu¢do tamponante a pH neutro. O
bissulfito em excesso reage com iodo, em meio fortemente acido (pH 2,0), para
impedir a dissociacdo dos compostos aldeido-bissulfito, que ¢ estavel neste pH.
Finalmente, o bissulfito que estd combinado com o aldeido ¢ liberado em meio

alcalino (pH 9,0), sendo titulado com a solugdo de iodo (Figura 2A).
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Figura 2A Reagdes envolvidas na analise de aldeidos

3 Furfural

A determinagdo do furfural baseia-se na reagdo entre aminas e aldeidos
ou cetonas formando um composto denominado imina. A imina formada entre
furfural e anilina, em meio 4cido, absorve em 520 nm, como mostrado na Figura

3A. A quantificagdo de furfural ¢ feita por meio da curva analitica do padrao.

NH, 0 ILH}\I o
P 0 CH;COOH Do
(Y« ey e (Ta U

anilina furfural

H
| (6]
@“@
Imina colorida

Figura 3A Reagdes envolvidas na analise de furfural
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4 Esteres

A quantifica¢do dos ésteres ¢ feita a partir da hidrolise alcalina destes,
presentes na cachaga, seguida da titulagdo dos acidos liberados com solucao

padronizada de hidroxido de so6dio, demonstrado na Figura 4A.

2NaOH(exc.) + 2H,S04 5 NaS04 + H,O + HZSO4(6XC)

stote 4+ NaOH — »  NaSO4 + H,0

xc.)

Figura 4A Reacgdes envolvidas na analise de ésteres

5 Cobre

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 (Figura 5A). As leituras sdo realizadas em

espectofotdmetro a 546 nm.
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Ccut cloridrato de hidroxilamina . Cu

®

acetato de sodio

2,2-diquinolil
»~-diquinolilo complexo cobre-diquinolilo

Figura 5A Reagdes envolvidas na analise de cobre

6 Metanol

O método espectrofotométrico do acido cromotrdpico em meio de acido
sulfurico concentrado se destaca no contexto analitico por apresentar grande
sensibilidade e alta seletividade. Nesse método, o metanol oxida o formaldeido,
que reage com o acido cromotropico em meio sulfurico concentrado produzindo
um composto colorido (dibenzoxantilica monocatidnica) que tem seu maximo de
absor¢do a 575 nm. A quantificagdo ¢ realizada por construg@o de curva analitica

(Figura 6A).
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Figura 6A Reagdes envolvidas na analise de metanol
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Tabela 1B Temperatura de fusdo do CE, CNXE e do xantidrol

Composto Tf observado (°C)* Tf literatura (°C)
CE - 48
CNXE 16812 169
Xantidrol 12542 126

*Média de trés repetigdes.

Tabela 2B Bandas espectrais no infravermelho para CE, CNXE e xantidrol

Composto Frequéncia Atribuicédo
(cm?)
3450, 3400 duas bandas
CE deformagdo axial N-H
amida priméria
1700 C=0
3400 uma banda deformagéao
N-H amida secundaria
CNXE 1750 C=0
1610, 1645 C=C aromatico
1150 banda intensa C-O-C
3350 O-H
Xantidrol 1610, 1465 C=C aromatico
1150 banda intensa C-O-C
kCountsd  CEX em Acoet sis  09-Apr-10.SMS TIC Filtered :x 3
0]
100
3005 =
2003 =
100—5 :
5 1o 15 r%anuteS

Grafico 1B Cromatograma de ions totais do CNXE
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Grafico 2B Espectro de massas do CNXE
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Figura 1B Fragmentagdes propostas para o carbamato de N-xantil etila
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ANEXO C Desenvolvimento do método para andlise de CNXE por CLAE

Grafico 1C

Grafico 2C

Grafico 3C

Grafico 4C

Grafico 5C

Grafico 6C

Cromatograma referente a0 CNXE 300 pg L™ programacgio
n° 1 Fase movel agua e metanol

Cromatograma referente a0 CNXE 300 ug L™ programagio
n° 2 Fase movel agua e metanol

Cromatograma referente a0 CNXE 300 ug L™ programagio
n° 3 Fase movel dgua e metanol

Cromatograma referente a0 CNXE 300 pg L™ programagio
n° 4 Fase movel agua e metanol

Cromatograma referente a0 CNXE 300 pg L™ programagio
n°® 4 fase movel dgua e acetonitrila.

Cromatograma referente a0 CNXE 160 ug L™ programagio
n° 4 Fase movel tampao acetato de so6dio e acetonitrila.
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Grafico 1C Cromatograma referente a programagdo n° 1 do CNXE
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Grafico 2C Cromatograma referente a programacgao n° 2 do CNXE
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Grafico 3C Cromatograma referente a programacgao n° 3 do CNXE
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Grafico 4C Cromatograma referente a programacdo n°4 do CNXE
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Grafico 5C Cromatograma referente a programagdo n°4 do CNXE fase movel
agua/acetonitrila.
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Grafico 6C Cromatograma referente a programagao n°4 do CNXE fase movel
tampao de acetato de sodio/acetonitrila



