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RESUMO

A cachaca ¢ uma bebida de grande importancia economica e cultural para o Brasil. Além dos
compostos principais, dioxido de carbono e o etanol, sao produzidos os compostos secundarios
responsaveis pelo buqué da bebida. Paralelamente, outras substincias toxicas podem ser
produzidas, prejudicando a comercializagao e exportacao de um produto de qualidade. Dentre
os contaminantes, os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA’s) compostos com dois
ou mais anéis aromaticos, comumente encontrados em bebidas e alimentos, vem sendo
pesquisados por apresentarem toxicidade referente as propriedades mutagénicas e
carcinogénicas. Em cachagas, os HPA’s, podem ser produzidos da decomposi¢dao quimica de
carboidratos e podem se originar em diferentes etapas do processo de producdo e
armazenamento da bebida. Devido a diversas caracteristicas convenientes, as embalagens PET
tem sido amplamente utilizadas para armazenamento de bebidas, inclusive a cachaga. Porém,
existem varias preocupacdes relacionadas ao uso dessas embalagens nestas bebidas, como a
possivel migracdo de seus constituintes, favorecendo a interacdo embalagem/produto, e a
comprovagdo de que embalagens plasticas podem ser fontes de contaminagdo por HPA’s.
Assim, objetivou-se com este trabalho avaliar a qualidade fisico quimica e cromatografica de
cinco marcas de cachacas do Estado de Minas Gerais, bem como estudar e correlacionar a
formagao e quantificacdo dos HPA’s dessas amostras apos oito meses de armazenamento em
garrafas PET. As andlises fisico-quimicas foram realizadas segundo a metodologia preconizada
pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA). A partir delas, pdde-se
perceber que as embalagens influenciaram a concentragdo dos compostos em pelo menos uma
marca de cachaga para todos os parametros analisados, sendo que os parametros que
apresentaram maior discrepancia foram teor alcoolico, acidez e furfural. E o carbamato de etila
ndo foi detectado em nenhuma das amostras. Na quantificagdo de HPA’s por HPLC, os tipos
de embalagens interferiram na quantificagdo desses contaminantes, de modo que as amostras
envasadas por maior tempo em embalagens PET apresentaram maiores concentragdes desses
contaminantes em todas as marcas de cachaga. O tempo de condicionamento nessas embalagens
favoreceu o aumento de tais contaminantes, mostrando que quanto maior o tempo em que as
cachagas ficaram envasadas em embalagens PET, maior a concentracdo de HPA’s, inferindo-
se que esse tipo de embalagem nem sempre ¢ ideal para o armazenamento de cachaca.

Palavras chave: Cachaca. PET. HPA’s.



SUMMARY

Cachaga is a beverage of great economic and cultural importance for Brazil. In addition to the
main compounds, carbon dioxide and ethanol, the secondary compounds responsible for the
beverage bouquet are produced. In parallel, other toxic substances can be produced, and these
compounds interfere with the commercialization and exportation of a quality product. Among
the contaminants, Aromatic Polycyclic Hydrocarbons (APH’s) with two or more aromatic
rings, commonly found in beverages and foods, have been investigated for their mutagenic and
carcinogenic properties. APH's can be produced in cachagas from the chemical decomposition
of carbohydrates, and they can originate in different stages of the process of production and
storage of the drink. Because of several convenient features, PET packaging has been widely
used for storing beverages, including cachaga. However, there are several concerns related to
the use of these packages for these beverages, such as the possible migration of constituents
into the contents, favoring the interaction of packaging with the product, and the proof that
plastic packaging can be sources of contamination by APH's. Thus, the objective of this work
was to evaluate the physical and chemical quality of five brands of cachagas from the State of
Minas Gerais, as well as to study and correlate the formation and quantification of APH's of
these samples after eight months of storage in PET bottles. The physicochemical analyses were
performed according to the methods recommended by the Ministry of Livestock and Supply
(MAPA). The packages influenced the concentration of the compounds in at least one brand of
cachaga for all the parameters analyzed, and the parameters that presented the greatest
discrepancies were alcohol content, acidity and furfural. Ethyl carbamate was not detected in
any of the samples. In the quantification of APH's by HPLC, the types of packages interfered
in the quantification of these contaminants, so that the samples packed for a longer time in PET
packaging contained higher concentrations of these contaminants in all the brands of cachaca.
The concentrations of these contaminants were proportional to the duration of conditioning in
these packages. This observation indicates that this type of packaging is not always ideal for
the storage of cachaca.

Keywords: Cachaca. PET. APH's.
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1. INTRODUCAO

A cachaga ¢ uma bebida fermento/destilada, genuinamente brasileira, produzida pela
fermentagdo do caldo da cana-de-acticar e possui grande importancia cultural e econémica. Por
ser produzida em praticamente todas as Regides do pais, possui caracteristicas peculiares das
regidoes ¢ de toda cadeia produtiva. Os atributos sensoriais caracteristicos dessa bebida sao
provenientes principalmente dos processos de fermentacao, destilagdo e envelhecimento. Por
agradar diversos paladares e cativar varios admiradores, tornou-se o destilado mais consumido
no pais.

Durante a produgao de cachacga, principalmente durante a etapa de fermentacao, sdo
produzidos os compostos majoritarios (etanol e gas carbdnico) e, em menor propor¢ao, os
compostos secundarios que, em concentragdes equilibradas, ajudam a compor um "buqué"
agradavel proveniente de uma bebida de qualidade. Além desses compostos, intimeras
substancias de natureza toxica podem fazer parte da sua composi¢ao, como os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPA's), que podem ser encontrados nas cachacgas e outros alimentos,
que sao formados em processos naturais e artificiais por meio da combustdo incompleta da
matéria organica, oS quais se caracterizam por possuir dois ou mais anéis aromaticos
condensados. Geralmente, a principal forma de exposi¢do a esses contaminantes, em especial
para os ndaofumantes ocorre via ingestdo alimentar, que devido a elevada massa molar e
caracteristica lipofilica, o que provoca a bioacumula¢do no corpo humano apds o consumo de
alimentos contaminados. Normalmente, a presenca desses compostos em alimentos esta
associada ao ambiente de produgdo, como o caso de alimentos crus (frutas, vegetais) e frutos
do mar. Esses contaminantes podem estar presentes no ar, solo e dgua ou em etapas de
processamento, como secagem, torra, cozimento, grelha, fritura, forneamento, defumacao.
Favorecendo o contato direto entre os produtos de combustdo e os alimentos (CACHO et al.,
2016; BASAL; KIM,2015).

Apesar do amplo e frequente indice de exposicdo da populacdo a esses compostos €
toxicidade referente as propriedades mutagénicas e carcinogénicas, ainda ndo existe legislagcao
brasileira especifica para o limite desses contaminantes. Porém, alguns paises t€ém adotado
limites proprios, como a Alemanha, Suica, Escocia e Polonia. Devido a assiduidade de relatos
da presenca de HPA's em diferentes categorias de alimentos, eles tém sido amplamente
estudados, pois a exposicdo a esses compostos requer atencdo especial, uma vez que
representam risco a saude humana. Em cachacas, algumas situagdes podem favorecer a

presenca desses compostos, como localizagdo da plantacdo, contaminacdes na etapa de
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processamento, tais como adicdo de caramelo a bebida, maturacdo em tonéis de madeira
tratados termicamente e armazenamento em recipientes inadequados, como bombonas de
polietileno (MACHADO et al., 2014).

As embalagens sdo primordiais na industria de alimentos e bebidas e exercem quatro
funcdes basicas, como protecdo, contencdo, comunicagdo € conveniéncia, podendo ser
produzidas por diversos materiais de acordo com as especificidades de cada produto. O Poli
Tereftalato de Etileno (PET) sdo polimeros de cadeia heterogénea, aromatica e possuem um
grupo ¢éster constituinte (WIEBECK; HARADA, 2005). Devido as caracteristicas de baixa
permeabilidade aos gases e elevada relacdo leveza/resisténcia, possuem vasta aplicagdo em
embalagens de bebidas, inclusive cachagas. Entretanto, as preocupacdes associadas a utilizagao
dessas embalagens sdo a possivel migragdo de seus compostos constituintes, favorecendo a
interagdo embalagem/produto; a utilizagdo desses recipientes de plastico para
acondicionamento da cachaca sdo fontes de contaminacdo por HPA's. Visando a contribuir para
a melhoria da qualidade da cachaga e consequentemente a satide de seus consumidores, o
presente trabalho objetivou-se avaliar a qualidade fisico-quimica e cromatografica de cinco
amostras de cachacas obtidas do Estado de Minas Gerais, bem como estudar e correlacionar a
formagao e quantificagdo dos HPA’s dessas amostras apos oito meses de armazenamento em

garrafas PET.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 A origem da aguardente

Utilizada na cura de moléstias, atribui-se aos egipcios os primeiros indicios da bebida
no mundo. Na Grécia, foram detectados registros da produgdo de dguardente, no Tratado da
Ciéncia, escrito por Plinio, o Velho (23 a 79 D. C.), em que se descrevia a coleta de vapor da
resina de cedro, do bico de uma chaleira, com um pedago de 13, dando origem ao a/ kuhu.
Posteriormente, os alquimistas passaram a estudar e analisar a aguardente, atribuindo-lhe
propriedades mistico-medicinais. Assim, surgiu a 4gua da vida — eau de vie —, que era receitada
como elixir da longevidade (SEBRAE,2012).

Com a expansdo do Império Romano, a aguardente chega ao Oriente Médio, e os arabes
desenvolvem os primeiros equipamentos para destilagdo similares aos utilizados atualmente. O
destilado produzido, entdo, muda de nome passando de (a/ kuhu) para al raga, dando origem
ao arak, (bebida resultante de uma mistura de licores de anis). Assim, os fundamentos sobre

destilacao propagaram-se pelo mundo, incentivando a producao de varios tipos de destilados
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diferentes, por exemplo kirsch (Alemanha), saké (China e Japao), whisky (Escécia) e vodca
(Russia) (SEBRAE,2012).

Contudo, acredita-se que a aguardente tenha surgido a partir de uma bebida de origem
portuguesa, produzida a partir do bagaco da uva, a bagaceira, e da Descoberta do Brasil, com a
implantacdo da cultura de cana-de agucar no pais pelos portugueses (SEBRAE,2012).

No Brasil, a histéria da aguardente de cana, ou cachaga, confundem-se com a historia
do pais e de sua populagdo, uma vez que a cultura e os costumes estdo interligados com a
producao dessa bebida. O primeiro engenho que se tem noticia estabeleceu na capitania de Sao
Vicente em 1532; porém, acredita-se que o engenho de Sao Jorge dos Erasmos foi o primeiro a
entrar em operacdo. Inicialmente, a cachaca era um produto secundario da industria agucareira
sem grande visibilidade, que posteriormente, ganhou importante relevancia econdmica e social

no periodo colonial (ALCARDE,2017).

2.2 A cachaca e sua importancia no Brasil

As condigdes climaticas favoraveis ao plantio da cana-de-agtcar no litoral brasileiro
proporcionaram o rapido desenvolvimento da cultura, evidenciando o inicio da atividade que
se tornaria grande fonte de riqueza. Paralela a produgdo de agucar, a destilagdo acidental ou
intencional do vinho da cana ou do caldo azedo residual originou um liquido incolor, brilhante
e ardente, que devido a similaridade com a agua, foi denominado aguardente. No inicio, a
aguardente era apenas um produto secundario da industria agucareira, que, com o passar do
tempo, foi ganhando importancia econdmica e social no periodo colonial brasileiro. Por ter sido
uma das principais moedas de troca da época, foi considerado um dos fatores que contribuiu
para a unido do povo pela reivindicacdo da Independéncia do Brasil (ALCARDE, 2017). De
acordo com a legislacgdo brasileira, aguardente de cana ¢ a bebida obtida do destilado alcodlico
simples ou pela destilacdo do mosto fermentado da cana-de-agucar, podendo ser adicionada de
até 6 gramas/litro de agucares e graduacao alcoodlica de 38% a 54%, em volume a 20°C. J4 a
cachaca ¢ a denominacao exclusiva da aguardente de cana produzida no Brasil, obtida pela
destilacdo do mosto fermentado de cana-de-aglicar, com caracteristicas sensoriais peculiares,
podendo também ser adicionada de até 6 gramas/litro de aglicares expressos em sacarose, com
graduacao alcoolica de 38% a 48%, em volume a 20°C (BRASIL,2009).

A atividade produtiva e industrial da cana-de-agucar ¢ praticamente um mundo a parte
no contexto das demais cadeias do agronegocio brasileiro. Desde o periodo colonial, o cultivo
da cana-de-actcar vem sendo uma das principais fontes de riqueza para o pais, que com o passar

dos séculos, ganhou ainda mais evidéncia e importancia, principalmente na balanca comercial,



13

devido a versatilidade nos ganhos da atividade, uma vez que ela pode ser utilizada para a
produgdo de agticar, etanol, energia e para a produgdo da cachaga. O destilado produzido no
Brasil projeta o pais diante de um amplo e concorrido mercado (KIST; SANTOS; BELING,
2016). Dados da Companhia Nacional de Abastecimento (Conab) 2018 mostram que a
producdo estimada do pais que produz a maior quantidade da cultura no planeta, para safra
2018/19, ¢ de 615,84 milhdes de toneladas de cana-de-agtcar, colhida em aproximadamente
8,63 milhoes de hectares.

Com relagdo a produgdo de cachaga, sdo 1,5 bilhdo de litros/ano, provenientes de
aproximadamente 40 mil produtores, levando em consideracdo tanto o processamento em
alambique quanto em coluna, movimentando anualmente R$ 7 bilhdes, para um consumo
médio de 11,5 litros por habitante/ano. Ao longo de sua cadeia produtiva, gera
aproximadamente 600 mil empregos diretos e indiretos, sendo o 3° destilado mais consumido
no mundo. Porém, grande parte da cachaga exportada ¢ de coluna, que, por sua vez, possui
menor valor agregado devido ao transporte a granel. Essa bebida, no entanto, ¢ utilizada para a
elaboragdo de drinques, como a apreciada “caipirinha”. Dentre as cachagas de coluna, o Estado
de Sao Paulo ¢ responsavel por 54,17% das exportagdes, equivalendo a US$ 4,3 milhdes de
receita. Apesar dos dados apresentados, a exportacao de cachaca ainda esta aquém em relagao
ao consumo interno € ao montante produzido. Com isso, diversos orgdos brasileiros vém
trabalhando a imagem do produto em eventos internacionais, para que a exportagdo seja
ampliada, contribuindo, assim, para a regulamentacdo de varias empresas que ainda se
encontram na informalidade (KIST; SANTOS; BELING, 2016; CARVALHO et al., 2018).

Bastante democratica, atingindo varias faixas etdrias e classes sociais, a cachaga faz
sucesso desde o seu descobrimento e cada vez mais € apreciada e reconhecida no exterior como

o destilado do Brasil.

2.3 Producio de cachaca

Hé duas formas de produgdo de cachaca: aquela que ¢ conhecida como de coluna e
aquela produzida em alambique. Sdo Paulo ¢ o Estado especializado em producdo de cachaga
em coluna, em que sdo utilizados colunas e tonéis em ago inoxidavel. Inicialmente associava-
se esse tipo de producao apenas a empresas de grande porte, que detinham grandes areas de
producao de cana-de-agucar; porém, atualmente, sdo produzidas grandes quantidades de
cachaca também em alambiques de cobre. Minas Gerais ¢ o Estado que mais produz cachaca
nesses tipos de equipamentos, e o destilado final € separado em trés fragdes diferentes: cabeca,

coragdo e cauda (SANTIAGO et al., 2015).
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O processo de fabricacdao de cachaga de alambique pode ser resumido em: obtencao do

mosto, fermentacdo, destilacdo e envelhecimento. Na Figura 1 verifica-se o fluxograma de

producao de cachaga de alambique.

Figural: Fluxograma de producao da cachaga em alambique
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2.3.1 Matéria-prima

A cana-de-acucar (Saccharum officinarum) ¢é a matéria-prima empregada para a
producao de cachaga. A ocorréncia de fatores limitantes ao desenvolvimento e manutencao do
seu estado fisiologico pds-colheita pode repercutir diretamente na qualidade do produto final e,
com isso, impactar o processamento industrial (OLIVEIRA FILHO et al., 2016). Na escolha da
variedade de cana para a producao de cachaga, deve-se levar em consideragdo alguns aspectos,
como: alto rendimento de colmos, elevado teor de sacarose, baixo teor de fibras, resisténcia a
pragas e doengas, facil despalha, resisténcia ao tombamento, facil adaptacao a diferentes tipos
de solos e climas, auséncia de florescimento, baixa isoporizagdo, boa brotacdo de soqueiras,
auséncia de rachaduras, rapido crescimento inicial e fechamento, auséncia de jogal (pelos
lignificantes nas bainhas das folhas) e longo periodo de utiliza¢do industrial (ANDRADE,
2013). Se o produtor deseja produzir aguardente por toda a safra, ¢ necessario realizar a
plantagdo de variedades com ciclos de maturagao distintos, de modo que consiga obter matéria-
prima de qualidade, com bons indices de maturagdo durante todo o tempo necessario.

Em geral, a cana comeca a se deteriorar a partir do momento do corte dos colmos,
podendo ser intensificada por diversos fatores ambientais (umidade, temperatura e sistemas de

manejo). Por isso, sugere-se que o intervalo entre corte e moagem ndo ultrapasse 24 horas

(MUTTON; MUTTON 2010).

2.3.2 Moagem

O processo de extragdo por moagem ¢ a etapa em que se divide o colmo da cana em
duas fragdes: o caldo bruto (rico em acgucares, dgua, etc.) € o bagaco (rico em fibras). Objetiva-
se com essa etapa a extracdo do acucar dissolvido no caldo, que estd armazenado nos tecidos
de reserva das células parenquimatosas dos colmos da cana-de-agucar (VEIGA,2013;
(MUTTON; MUTTON, 2010).

A boa performance na extragdo, juntamente com demais fatores, como: corte adequado
e no tempo certo e qualidade da matéria-prima, retratam o sucesso financeiro da atividade. Para
isso, alguns cuidados sdo de extrema importancia para a eficiéncia do processo, como seguir as
boas praticas de fabricagdo (BPF), realizando a higieniza¢do adequada da cana e do moinho
apos sua utilizagdo; escolher a moenda ideal para utilizagao (dimensionamento adequado);
evitar a contamina¢do do mosto por 6leos ou graxas na area de operagdo, uma vez que essas
contaminagdes podem facilitar a sintese de HPA’s no produto final; realizar assisténcia e

manutencdo técnica regularmente nas moendas obter com facilidade a aquisi¢do de pecas para
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reposicdo, estrutura funcional e econdmica da industria fornecedora da moenda
(BORTOLETTO et al., 2018; VEIGA,2013 ; MUTTON; MUTTON 2010).

Chamado por algumas pessoas de garapa, o caldo obtido da moagem da cana ¢
constituido principalmente de agua (65-75%), agucares (11-18%), pequenas quantidades de
substancias nitrogenadas, ceras, lipidios, pectinas, materiais corantes e sais minerais. Seu pH,
levemente acido (4,8-6,0), pode contribuir para o desenvolvimento de micro-organismos

(SANTIAGO et al.,2013).

2.3.3 Filtracao e decantacio

Apbs a obtencdo do caldo de cana, ele passa por peneiras fixas, rotativas ou vibratdrias
e decantadores, para a separagao das particulas solidas em suspensao. A presenca de areia e
terra pode causar desgaste dos equipamentos e tubulacdes, e os residuos, como bagaco e folhas,
podem ser, além de fonte de contaminagdo microbiana no mosto, precursores da formagao de

furfural e metanol durante o processo de producgdo de aguardente (ALCARDE, 2017).

2.3.4 Ajuste do °Brix

Ap6s a filtragdo e decantagdo, € realizado o ajuste da concentragao de solidos soluveis
(°Brix). Se a cana for colhida no estagio de maturagao adequado, ela apresentara valores acima
de 16 °Brix, que ¢ o °Brix ideal para fermentacao e, portanto, sera necessario diluir o caldo de
cana, em agua potavel declorada, para garantir a estabilidade do fermento ao decorrer do
processo fermentativo; se ndo diluido, pode levar a fermentagdes lentas, incompletas,
ocasionando perda de qualidade no produto final (VEIGA ,2013).

Para o ajuste do °Brix, sdo necessarios tanques especificos para essa finalidade; se a
dilui¢do for realizada em dornas onde j& se encontra o fermento, pode acarretar perda de

produtividade na fermentagdo e desenvolvimento de compostos secundérios (VEIGA ,2013).

2.3.5 Fermentacio
A fermentacdo € o processo no qual a levedura transforma o substrato (o caldo da cana
agucarado) em gas carbonico (DIOXIDO DE CARBONO - CO,), etanol ¢ uma série de outros

compostos secundarios. A equagao geral ¢ representada na Figura 2, a seguir.
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Figura 2: Equacdo resumida da fermentagdo alcoolica

Ci2H22011 __oveduss - ACoH50H + 4 CO, + comp. secundarios
Sacarose Etanol

Fonte: (Do autor).

As condig¢des de fermentacao e as leveduras utilizadas sdo os fatores essenciais para a
qualidade quimica e sensorial da cachaca. A qualidade sensorial ¢ representada principalmente
pelos compostos volateis presentes na bebida, como 4alcoois, ésteres, aldeidos e acidos
organicos produzidos pelas células de leveduras. Os alcoois e ésteres sdo de maior importancia
industrial, devido a sua elevada concentragdao, quando comparados com os outros metabolitos
secundarios e com sua contribui¢do na formagao do aroma da bebida (PORTUGAL et al., 2017,
VIDAL et al., 2013).

O processo de fermentacdo alcodlica para a producdo de cachaga ¢ realizado pela
levedura da espécie Saccharomyces cerevisae. A presenca de outros microrganismos durante
essa etapa pode levar a produgdo de diversos produtos, muitas vezes indesejados, como € o caso
do metanol. Para acelerar o processo fermentativo, aumentar os niveis dos metabolitos
desejados e prevenir a produgdo de componentes indesejados por contaminantes microbianos,
recomenda-se a adigdo de cepas selecionadas de Saccharomyces cerevisiae ou uso de culturas
de fermento puro, normalmente sob a forma de levedura seca ativa, pois essa pratica ¢ uma
ferramenta eficaz para a padronizagdo da bebida (CAMPOS et al., 2010 ; OHIMAIN, 2016).

O monitoramento da fermentagao pode ser realizado observando-se a diminui¢do do °
Brix, que geralmente ¢ feito a cada uma ou duas horas. A diminui¢do desse parametro no mosto
¢ a comprovagao de que a glicose esta sendo transformada em éalcool. Os solidos soluveis totais
dissolvidos auxiliam para a gravidade especifica, fazendo com que a gravidade decresga quando

0 acucar € convertido em alcool e dioxido de carbono (SCHWAN et al., 2013).

2.3.6 Destilacao

E o processo em que o vinho (produto da fermentagdo) é aquecido até a volatilizacio e
posteriormente condensado. Essa etapa objetiva purificagdo e a formacao de novos produtos
por meio da decomposi¢do das fragdes. No caso da produgdo de cachaca em alambiques de

cobre, deve-se considerar ainda os compostos formados a partir das reagdes que ocorrem dentro

do alambique (MUTTON; MUTTON 2010).
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O processo de destilagao pode ocorrer em colunas de ago inoxidavel ou em alambiques
de cobre. Uma boa cachaca pode ser obtida por qualquer um desses equipamentos € processo
de destilacao; porém a composicao quimica da bebida iré variar, considerando as caracteristicas
de cada processo utilizado. Geralmente, os destilados provenientes do processo intermitente
(em alambiques) apresentam maior teor de congéneres do que aqueles oriundos da destilagdo
continua (em colunas) (ALCARDE, 2017; CODO, 2013).

ApOs o processo de destilagdo em coluna, sdo obtidas duas fragdes denominadas flegma
e vinhaca. O flegma, produto majoritario do processo, ¢ constituido por uma mistura
hidroalcdolica, caracterizada por apresentar composicdo e graduagdo alcoolicas, conforme o
tipo de aparelho utilizado na destilagdo e a extragdo das fragdes destiladas. A vinhaga, residuo
formado a partir da destilagdo do mosto fermentado, apresenta teor alcodlico praticamente nulo
e ¢ nela que se concentram as substancias do mosto fermentado (partes fixas e volateis). Em
pequenos engenhos, a vinhaga, juntamente com compostos produzidos a partir do bagaco,
cinzas e esterco, sdo utilizados na plantagio de cana-de-agucar para auxiliar no
desenvolvimento da cultura (CODC), 2013; ANDRADE, 2013).

Quando a destilagcdo ocorre em alambique de cobre, o flegma ¢ dividido em trés fragdes
(cabeca, coragdo e cauda) e a vinhaga tém o mesmo destino da destilagdo em coluna. A cabeca
¢ a fracdo de compostos com menor temperatura de ebulicao, representada por compostos mais
volateis e soluveis em alcool (metanol, acetaldeido e acetato de etila sio comuns nesse tipo de
fracdo). A cauda ¢ a fracdo menos volatil, com temperatura de ebuli¢do superior que agua e a
ultima a ser recuperada, representada por acido acético e furfural. Essas fragdes devem ser
separadas, pois concentram compostos que podem depreciar a qualidade da bebida; geralmente
sao redestiladas e utilizadas como combustivel para automoveis. O coragdo, a fracao principal
da destilacdo, ¢ formado por compostos com volatilidade intermediéria, em que a temperatura
de ebulicdo se encontra abaixo de 200 °C. Os compostos aqui presentes sdo soliiveis em alcool
e completamente ou parcialmente soliveis em agua. Os dalcoois superiores propan-1-ol
(propilico), butan-1-ol (butilico) e butan-2-ol (sec butilico) pertencem a esse grupo. E o
destilado desejavel, a “cachaca”, representando 80% do volume do destilado. O limite de
recolhimento dessa fragdo ocorre quando o teor alcodlico do destilado, no recipiente de
recolhimento, atinge o valor pré-estabelecido para o produto final (CODO, 2013; CARDOSO
et al.,2013).
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2.3.7 Armazenamento

Para o acondicionamento da cachaga que ndo for realizar a etapa de envelhecimento,
devem ser utilizados recipientes produzidos de material inerte, que ndo influencie
negativamente o aroma ¢ o paladar da bebida. Os tanques de ago inoxidavel sdo bastante
utilizados, devido as suas caracteristicas de neutralidade em contato com o alcool ¢ as condigdes
favoraveis de higienizagdo. Apesar de seu custo inicial ser elevado, as vantagens oferecidas por
eles compensam o investimento (VEIGA, 2013).

Porém, outros materiais ja foram utilizados pelos produtores para armazenamento da
bebida, como tanques de alvenaria com cimento queimado e parafinados ¢ bombonas de
plésticos, ferro, ceramica e aco carbono. No entanto, esses materiais atualmente sdo proibidos
pela legislagdo, uma vez que os tanques de alvenaria sdo de dificil manutencao e reparo, e com
o decorrer do tempo de uso, vao apresentando desgastes, reagindo com o alcool e depreciando
a qualidade do produto (VEIGA, 2013). Cientificamente, Machado et al (2014) comprovaram

que as bombonas de polietileno proporcionam a formagdo de HPA’s.

2.3.8 Envelhecimento

O envelhecimento da cachaca em barris de madeira ¢ um passo marcante para aumentar
o valor agregado ao produto. Nesse processo, ocorrem inumeras reagdes quimicas que
acarretam a incorporacao de compostos presentes na madeira na bebida. Porém, essa etapa
depende de diversos fatores: espécie de madeira utilizada para o armazenamento da bebida e
tempo de duragdo da bebida dentro dos barris. A qualidade sensorial da cachaga ¢ alterada
positivamente, devido as mudangas fisicas e quimicas resultantes dos compostos fenodlicos
extraidos das madeiras, deixando seu sabor mais suave, agraddvel e, consequentemente, mais
competitiva no mercado (RODRIGUES et al., 2016; SANTIAGO et al.,2013).

De acordo com a legislacdo, para a que cachaga seja considerada envelhecida, ela deve
conter pelo menos 50% de cachaga envelhecida por um periodo ndo inferior a 1 ano em um
recipiente de madeira apropriado com uma capacidade méaxima de 700 L. Os recipientes
empregados para o envelhecimento sdo barris de madeira, pois atuam como uma membrana
semipermedvel e possibilitam a passagem de alcool e vapor de dgua de dentro para fora do
barril (BRASIL, 2009).

Essa transferéncia depende da umidade relativa e temperatura no local onde ocorre o
envelhecimento. A madeira tradicionalmente utilizada para o envelhecimento de cachaga ¢ o
carvalho (Quercus sp.). No entanto, varias madeiras nativas também podem ser usadas na

fabricacdo de barris para o envelhecimento da bebida. Entre elas, destacam-se amburana
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(Amburana cearensis), jatobd (Hymenaeaecarbouril), balsamo (Myroxylonperuiferum) e
peroba (Paratecoma peroba) (SANTIAGO et al., 2016).

Na fabricagao de barris para o envelhecimento das bebidas, a matéria-prima proveniente
do cerne de arvores selecionadas ¢ submetida a um tratamento chamado de secagem natural ou
tempero, que consiste em um periodo de 1 a 3 anos de exposi¢ao das estacas de madeira ao ar
livre, expostas ao sol, vento e chuva, objetivando reduzir a umidade da madeira de 18% para
12%, promover a evolucao quimica de taninos e celulose e a diminuir de constituintes amargos.
ApoOs essa etapa, a madeira ¢ moldada em varas, seguindo para a dobra das aduelas do barril e
a tosta do interior da madeira, que ¢é tradicionalmente realizada sob fogo aberto (CHINNICI et
al., 2007). Com isso, devido ao armazenamento prolongado das bebidas nesses barris, esses
procedimentos, principalmente a torra, podem contribuir substancialmente para a formacgao de

HPA's na cachacga.

2.3.9 Envase
O procedimento mais indicado para envase da cachaga ¢ utilizando enchedoras, capazes
de conferir melhor eficiéncia no processo, pois além de contribuirem para o melhor rendimento

da operacao, conferem condigdes higi€nicas satisfatorias (VEIGA, 2013).

2.4 Padroes de identidade e qualidade de cachaca

Os padroes de Identidade e Qualidade (PIQ’s) preconizados pelo MAPA sdo
responsaveis pela qualidade e padronizagdo da bebida, uma vez que estipulam limites para
varios compostos presentes na cachaca. Apds as etapas de processamento, o principal
componente formado € o etanol; porém, varios outros compostos sao formados durante essas
etapas. Os componentes secundarios sdo responsaveis pela formacdo do sabor e aroma
caracteristico da bebida. No Quadro 1, apresentam-se os PIQ's para aguardente de cana e

cachaga.
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Quadro 1: Teores maximo e minimo para os componentes € contaminantes presentes na

aguardente de cana e cachaca (BRASIL, 2005).

Componente Unidade Limite
Minimo Maximo
Graduacao alcoolica % v/v de alcool etilico 38,0 54,0
(aguardente) a20°C
Graduacao alcoolica % v/v de alcool etilico 38,0 48,0
(cachaga) a20°C
Acidez volatil, em acido mg/100 mL de alcool - 150,0
acético anidro
Esteres, em acetato de etila | mg/100 mL de alcool - 200,0
anidro
Aldeidos, em aldeido mg/100 mL de alcool - 30,0
acético anidro
Furfural mg/100 mL de alcool - 5,0
anidro
Alcoois superiores* mg/100 mL de alcool - 360,0
anidro
Alcool sec-butilico mg/100 mL de alcool - 10,0
(butanol-2) anidro
Alcool butilico (butanol-1) | mg/100 mL de alcool - 3,0
anidro
Congéneres** mg/100 mL de alcool 200,0 650,0
anidro
Alcool metilico mg/100 mL de alcool - 20,0
anidro
Acroleina mg/100 mL de alcool - 5,0
anidro
Carbamato de etila pgL! - 210,0
Cobre mgL! - 5,0
Arsénio ngl! - 100,0
Chumbo pgL! - 200,0

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

Os padrdes de identidade com seus respectivos limites estabelecidos t€ém o objetivo de

minimizar a influéncia de cada um desses componentes na protecao a saide publica e no padrao

de qualidade da bebida, nao significando que a aguardente que se enquadre nesses padrdes

possa ser considerada produto com qualidade sensorial superior (MIRANDA et al., 2007).
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2.4.1 Compostos secundarios

Esses compostos sdo produzidos em todas etapas de processamento da cachaca, mas
principalmente durante o processo de fermentacdo, realizado pelas leveduras e, mesmo
produzidos em menores proporgoes, sao de grande importancia para a composi¢ao sensorial da
bebida. Especificamente, sdo acidos carboxilicos, ésteres, aldeidos e alcoois superiores (d'
AVILA et al., 2016; ALCARDE,2017).

Dentre os acidos carboxilicos, o majoritario € o acido acético formado pela oxidagao do
acetaldeido. Mas sdo formados também os 4cidos lactico, butirico, propionico, entre outros. A
formagao desses compostos pode ser proveniente da fermentagdo, sendo a aeracdo do mosto
um fator estimulante para a formagdo de acido acético ou a presenca de bactérias oriundas de
contaminag¢do na estocagem da cana ou do caldo (CARDOSO et al.,2013; ALCARDE,2017).

Além do processo de fermentagdo, os ésteres podem ser formados nos processos de
destilagcdo e envelhecimento. Em concentragdes adequadas, esses compostos sdo desejaveis
para a formagdo do “flavour” da bebida. Cada éster formado tem um aroma especifico, sendo
o acetato de etila o éster predominante. Causas, como tipo e quantidade de fermento,
temperatura, agitacdo, aeracdo na fermentacdo e qualidade do mosto, tem influéncia direta na
formagao desses compostos (CARDOSO et al.,2013).

A maior parte dos aldeidos formados na cachaga sdo indesejaveis em relacdo a
toxicologia, pois sd3o compostos altamente volateis, de odor intenso, que prejudicam o aroma
das bebidas alcdolicas. Como sdo intermedidrios na formacao dos alcoois, podem ser formados
pela descarboxilacdo de oxoacidos ou pela oxidacdo dos alcoois, como € o caso do furfural e
hidroximetil furfural. O principal aldeido formado ¢ o etanal (acetaldeido), por ser altamente
reativo e ser formado pela oxidagdo do etanol; sua sintese ocorre principalmente no inicio da
fermentagdo, reduzindo sua produgdo posteriormente em condi¢cdes de anaerobiose. Outros
aldeidos podem ser formados, como metanal (acido férmico), butanal (aldeido butilico), 3-metil
propanal (aldeido isobutilico), pentanal, hexanal,furfural, hidroximetilfural e acroleina, sendo
concentragdes relacionadas principalmente com a eficiéncia no corte da fragdo da cabeca
durante a destilagdo (CARDOSO et al.,2013).

Pertencentes ao grupo de compostos volateis com maior concentragdo em bebidas
destiladas, os alcoois superiores sao responsaveis diretos pela formagao do odor dessas bebidas.
Formados pela reacdo de degradacao de aminoacidos durante o processo de fermentagao, sdao
eles o isoamilico, propilico, isobutilico, butilico, hexilico e 2-feniletanol, sendo o alcool
isoamilico um dos compostos majoritarios. Com aroma parecido com o aroma de flores, seu

excesso diminui substancialmente a qualidade e o valor comercial das bebidas, além de serem
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prejudiciais ao sistema nervoso central. Em uma cachaga de qualidade, normalmente o teor de
alcoois superiores deve acompanhar proporcionalmente os ésteres (VILELA et al., 2007;

CARDOSO et al., 2013; GONCALVES et al., 2016).

2.4.2 Contaminantes

Na maior parte dos casos, os contaminantes organicos sdo formados por reacdes de -
eliminagdo, catalisadas por acidos ou bases, sendo a desidratagdo e degradagdo térmica dos
agucares reacoes de grande relevancia em alimentos e bebidas. Essas sdo comuns em produtos
provenientes de fermentados de cereais sacarificados por processo dcido, mostos extremamente
turvos, ricos em carboidratos e destilagdo em fogo direto. As pentoses sdo responsaveis pela
formag¢do principal do furfural como produto de degradacdo e as hexoses, pelo
hidroximetilfurfural (HMF), 2-hidroxiacetilfurano e isomaltol (MASSON et al.,2007). O
furfural pode ser formado em diversas etapas do processamento de produ¢ao da cachaga, como
pela pirogenizagdo da matéria organica depositada no fundo dos alambiques ou durante o
envelhecimento da bebida, mediante a agdo de acidos sobre pentoses ¢ seus polimeros
(hemiceluloses), as quais podem estar presentes nos recipientes de madeira usados no
armazenamento da bebida (ZACARONI et al.,2011).

O metanol ¢ um alcool indesejavel e considerado um contaminante importante em
cachaca. Sua sintese ocorre pela degradacao da pectina encontrada nas fibras da cana, quando
o bagacilho est4 presente no caldo em fermentagdes sob condi¢des dcidas No organismo, as
consequéncias podem ser graves, pois sua ingestdo, mesmo em pequenas concentragdes por
longos periodos de tempo, pode causar cegueira e at€ mesmo levar a morte (CARDOSO et al.,
2013; ALCARDE,2017).

O 2-propenal, também conhecido como acroleina, ¢ uma substancia extremamente
toxica por todas as vias de administragdo, além de demonstrar caracteristicas mutagénicas e
carcinogénicas. E proveniente do processo de fermentagdo, podendo ser formada pela
desidratacao do glicerol ou por contaminacao bacteriana (ZACARONI et al.,2011; CARDOSO
et al.,2013).

O carbamato de etila (CE) ¢ um éster de acido carbamico, normalmente presente em
bebidas destiladas e alimentos fermentados, que possui caracteristicas potencialmente
carcinogénicas. Sua origem de formacao ainda nao ¢ bem elucidada porém, acredita-se que os
precursores de sua formagdo em cachagas sejam ureia, citrulina, N-carbamil fosfatos e cianeto.

O cobre ¢ um metal de profunda importincia para o metabolismo humano, pois atua

como cofator para varias enzimas celulares. No entanto, em altas concentracdes, pode reagir
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com grupos SH de proteinas e enzimas e esta associado a doencas como epilepsia, melanoma e
artrite reumatoide, bem como a perda do paladar. Na produgdo de cachacas, esse metal ¢
responsavel por reacdes de catalisagdo, contribuindo para a qualidade sensorial da bebida.
Porém, € necessaria a higienizacao adequada dos alambiques para que, durante o processo de
destilagdo, esse contaminante ndo seja arrastado pelo destilado, aumentando sua concentragao
no produto final. Outros metais como chumbo e arsénio também podem contaminar a bebida,
por fazerem parte da construcao de soldas dos equipamentos pelo solo ou dgua (ZACARONI
et al.,2015; ALCARDE,2017).

2.5 HPA's

Desde 1931, os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA's) vém sendo estudados,
quando o benzo(a)pireno B(a)P foi isolado do carvao e, posteriormente, sintetizado. Em 1952,
esse contaminante foi detectado no meio ambiente e, em 1970, esse e outros HPA's foram
considerados prejudiciais a saide (GARCIA et al., 2014). SINGH et al. (2016) descrevem que
a ingestao média estimada de HPA's no mundo variou de 0,02 a 3,6pg/pessoa/dia

Esses compostos representam uma familia de moléculas diversificadas de mais de 100
compostos organicos ja identificados, sendo amplamente distribuidos na natureza (ar, solo,
plantas, agua e alimentos) (CARUSO; ALABURDA, 2008; BASAL; KIM, 2015). Para Purcaro
et al. (2016), esses compostos podem ser formados a partir de uma variedade de processos de
combustdo e pirdlise, sendo a temperatura ideal de formacao linear entre 500 e 750 °C, que se
inicia pelo craqueamento parcial dos compostos organicos a moléculas menores, instaveis a
elevadas temperaturas (pirolise), principalmente radicais, que se recombinam para dar origem
a HPA’s mais estaveis (pirossintese).

Os alimentos e bebidas sdo uma das maiores fontes de exposi¢do humana aos HPA's.
Para pessoas ndo fumantes, esses compostos sdo considerados uma das principais causas de
cancer de pulmdo. A ocorréncia desses contaminantes nos alimentos ¢ influenciada pelas
mesmas caracteristicas fisico-quimicas que determinam sua absor¢dao e distribuicdo em
humanos (CARUSO; ALABURDA, 2008; BASAL; KIM, 2015).

A contaminag¢do dos alimentos por HPA’s pode ser realizada por duas vias principais: a
poluicao ambiental e a auséncia de boas praticas de fabricagdao durante a producgdo de alimentos.
Na primeira, os HPA’s sd3o provenientes de incéndios florestais, vulcdes, processos
hidrotérmicos, infiltracio de petroleo e carbonizacdo. Ou influenciadas por fontes
antropogénicas, como escape de veiculos motorizados, combustdo doméstica de madeira,

petroleo, gas e carvao, combustdao de biomassa industrial, queima aberta de detritos agricolas,
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fumo do tabaco, colocagdo de alcatrdo, forno de coque, estradas de asfalto, entre outros
(PURCARO et al., 2016). Quando liberados no ambiente, esses compostos podem ser levados
para locais distantes de sua fonte de emissao, onde sua remog¢ao da atmosfera pode ocorrer por
deposicao umida e seca no solo, agua e vegetacdo. No ar os HPA’s passam por reagdes com
gases oxidantes (NO2, O3 e SO3) e sdo foto-oxidados. Varios contaminantes, como o BaP,
podem ser destruidos rapidamente pela luz UV. Apds a deposigdo, esses compostos podem ter
diferentes destinos. No solo, podem ser volatilizados ou passar por degradagdao bidtica ou
abiodtica, fotolise, oxidacao ou podem penetrar em aguas subterraneas e serem transportados
dentro de aquiferos. Em 4guas de superficie, podem ser volatilizados, fotolisados,
biodegradados, ligarem-se a sedimentos suspensos ou depositarem-se em organismos aquaticos
(PURCARO et al., 2016).

J& a segunda, considerada a mais comum, ¢ aquela que os alimentos passam por
processamento térmico durante sua preparagdo, devido ao contato direto com os gases de
combustio. Ou ainda, podem ocorrer contaminagao desses compostos em alimentos crus (frutas
e vegetais) através da via ambiental, pois a presenca de HPA's no solo e no ar pode ser
significativa, principalmente quando os vegetais estdo crescendo ao lado de fontes industriais
ou areas com trafego intenso. Da mesma forma, a contaminacdo de HPA’s pela agua também
tém contribui¢do para ingestdo humana pela ingestdo de organismos aquaticos (contaminacao
direta) ou pela absor¢dao de agua por alimentos que foram higienizados com aguas poluidas
(contaminacdo indireta). Além dessas, existe ainda contaminag¢do por 6leo mineral, que sdo
bastante utilizados na industria alimenticia como agentes lubrificantes, podendo contaminar
acidentalmente ou ndo os produtos alimenticios, assim como outras rotas de ingestdo desses
contaminantes, pois existem inimeras fontes alimentares que fazem parte desse grupo, como
alimentos defumados, doces, chocolates, condimentos, bebidas entre outros (BASAL; KIM,
2015; PURCARO et al., 2016). Na Figura sdo apresentadas algumas rotas de contaminagao por

HPA’s em alimentos e bebidas.
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Figura 3: Rotas de contaminagdo por HPA’s em alimentos e bebidas

Fontes de Contaminagao por HPA’s

em alimentos e bebidas

Rota Ambiental Processamento
Contaminagdo Contaminacio Processamento Contaminacdo por
do solo da agua térmico 6leo mineral
| : | | |
Acumulo de Deposigéo de Cozimento, Transporte, por meio de
poluentes na parte luent Secagem, . ~
; poluentes em Defumacio, sacos de juta, papeldo
cerosa dos peixes ¢ frutos Torrefacao, reciclado, plasticos, 6leos
vegetais, frutas, Fritura, . .
) do mar. Grelhar, lubrificantes, tintas de
graos e sementes. Forneamento. impresséo.

Fonte: Adaptado Basal; Kim (2015); Purcaro et al. (2016); Singh et al. (2016).

Entre as bebidas alcodlicas, as destiladas apresentam teor mais elevado para HPA's de
alta massa molar (fluoranteno, benzo(a)antraceno, benzo pireno, entre outros). Dentre os
dezesseis HPA’s que ja foram encontrados em cachagas, o naftaleno, fenantreno, acenaftileno,
criseno e fluoranteno sdo os mais encontrados. A existéncia desses compostos pode ser
proveniente da localizagdo da cultura, contaminagdes na etapa de processamento, tais como o
uso de lubrificantes nos equipamentos, como moendas, tanques revestidos com resinas
asfalticas, pelo caramelo adicionado a bebida para corrigir a cor das bebidas envelhecidas,
durante a maturacdo em tonéis de madeira tratados termicamente e recipientes inadequados de
armazenamento, como bombonas de polietileno (BASAL; KIM, 2015 ; BETTIN ; FRANCO,
2005; CARUSO et al.,2010; MACHADO,2014; PURCARO et al.,2016 ; ALCARDE, 2017).

Os HPA's sdao formados somente por atomos de carbono e hidrogénio, contendo dois ou
mais anéis aromaticos condensados. Esses compostos sdo produzidos por atividades

antropogénicas, principalmente pela queima incompleta de matéria orginica (madeira,



27

combustiveis fosseis, 0leo e gas) (DRESH et al., 2011; GARCIA et al., 2014). O Quadro 2

representa as formulas estruturais dos HPA’s estudados.

Quadro 2: Formulas estruturais dos HPA’s estudados

SeRsoRatCNave

Acenaftileno Fluoreno Fenantreno
Naftaleno
Antraceno Fluoranteno Pireno
Benzo(a) antraceno Acefenantileno Benzo(a) pireno

Fonte: Do autor

Solidos em temperatura ambiente, os HPA’s sdo os menos volateis dos
hidrocarbonetos, fatores como temperatura e pressao influenciam diretamente na concentragao
formada desses contaminantes. Além de altamente toxicos, esses compostos sao de natureza
semi-nao-volatil, ndo biodegradaveis, ambientalmente persistentes, estruturados e apresentam
elevada atividade mutagénica e carcinogénica (DRESH et al., 2011; GARCIA et al., 2014;
PURCARO et al., 2016). Esses efeitos crescem sincronicamente com o aumento do nimero de
anéis aromaticos condensados. Os HPA's de baixa massa molar (dois, trés, ou quatro anéis
aromaticos) apresentam significativa toxicidade e estdo presentes no ambiente em forma de
vapor, enquanto os hidrocarbonetos de elevada massa molar (cinco, seis anéis), além de serem
toxicos e mutagénicos, geralmente sdo adsorvidos em pequenas particulas organicas. A elevada

massa molar e a auséncia de grupos substituintes polares fazem com que esses compostos
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apresentem maior insolubilidade em &4gua; porém, a participacdo de detergentes e matéria
organica propiciam a formagdo de emulsdes. Ao serem inseridos no corpo humano, por
inalagdo, ingestao ou através da pele, proliferam-se pelo organismo por meio de qualquer rota
e sao encontrados em praticamente todos os 0rgaos internos, principalmente naqueles ricos em
lipideos, ocorrendo a metabolizagdo e, posteriormente a excre¢ao pela urina (CARDOSO et al.,
2013).

A baixa solubilidade relativa em &agua e solventes organicos, representada pelo
Coeficiente de partigdo Octanol agua (log Kow), interfere diretamente no deslocamento e
distribui¢do de HPA’s entre o ambiente e aderéncia nos organismos vivos (PURCARO et al.,
2016). No Quadro 3 apresentam-se os HPA's utilizados como marcadores em alimentos e suas

propriedades fisico-quimicas.
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Quadro 3- Propriedades fisico-quimicas dos HPA's encontrados em alimentos.

Solubilidade em agua

MM
HPA's » Siglas (g/mol) b a25°C (ug/L)* Log Kow
Pireno P 202 133 4,88
Acenafteno Acte 154 - 3,98
Acenaftileno Acti 152 3420 4,07
Antraceno Ant 178 59 4.5
Fluoreno Flu 166 800 4,18
Naftaleno Naf 128 12500-34000 3,37
Fenantreno Fen 178 435 4,46
Fluoranteno Flut 202 260 4,90
Benzo(a)antraceno*,c BaA 228 11 5,63
Benzo(b)fluoranteno*,c BbFlu 252 2.4 6,04
Benzo(j)fluoranteno* BjFlu 252 2,4 6,21
Benzo(k)fluoranteno™ BkFlu 252 0,8 6,11
Benzo(ghi)perileno BgPe 276 0,3 6,78
Benzo(a)pireno *,c BaP 252 3,8 6,06
Criseno*,c Cri 228 1,9 5,63
Ciclopenta(c,d)pireno CPP 226 33,52 5,70
Dibenzo(a,h)antraceno* DahA 278 - -
Dibenzo(a,e)pireno* DaeP 302 0,24 7,71
Dibenzo(a,i)pireno* DaiP 302 0,5 7,28
Dibenzo(a,l) pireno* DalP 302 0,24 7,71
Indeno(1,2,3-c,d) IcdP 276 - 6,58
pireno*
5-Metilcriseno™ 5MeCri 242 - -
Benzo(c)fluoreno BcFlu 216 - -

“hidrocarboneto policiclicos aromaticos *massa molar ‘HPA's utilizados como marcadores para analise
em alimentos * hidrocarbonetos comprovadamente cancerigenos pelo JECFA. Fonte: adaptado de
(GARCIA et al., 2014; PURCARO et al., 2016).

O metabolismo desses compostos nos seres vivos € bastante complexo. Frequentemente,
sdo convertidos em epoxidos, os quais, seguidamente, sdo convertidos em fendis, diois e triois,

podendo ser conjugados com acido glucorénico ou glutadiona. Apesar de a maior parte do
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metabolismo resultar em detoxifica¢do, alguns HPA's sdo ativados sintetizando espécies de
DNA - ligantes, especialmente diolepdxido e, posteriormente, compostos poliidroxilados que
possuem maior solubilidade em agua, o que facilita a eliminagdo pela via urinaria. Um dos
intermediarios formados pode reagir com a guanina do DNA, formar um aduto e forcar a célula
a erros na replicacdo do DNA, comegando o processo mutagénico. Os HPA's podem formar
tumores em locais de contato, bem como longe dele, e o potencial carcinogénico do composto
pode sofrer variagcdo, dependendo da rota de exposicdo. As deducdes de risco associado aos
HPA's e suas misturas sao feitas com base em estimativas de exposi¢ao e em resultados de
estudos epidemioldgicos (CARDOSO et al., 2013). Na Figura 4, verifica-se o esquema

resumido do metabolismo dos HPA’s em seres vivos.

Figura 4 Esquema resumido do metabolismo de HPA’s.

O O‘O‘ Biotransformacoes
HO™

Benzo[a]pireno Metabdlito carcinogénico

Fonte: Adaptado de Barbosa (2004).

Anteriormente, o BaP era utilizado como marcador de contaminagao, representando a
ocorréncia de outros HPA's cancerigenos, além de estabelecer os limites para esse composto
em alguns alimentos, ja que ¢ um dos compostos mais nocivos a saide. Recentemente, foi
realizada uma nova avaliacdo pela European Food Safety Autority (EFSA,2008) a respeito do
BaP e foi concluido que um somatorio de 4 HPA's (BaA, Cri, BaP e BkFlu) seria mais adequado
como indicador da presenga de HPA's .Essa substituicdo visa a assegurar a possivel deteccao
de HPAs em amostras nas quais o BaP ndo consiga ser detectado, aumentando a seguranga
alimentar. O monitoramento bioldgico da exposi¢do a esses compostos pode ser realizado por
meio da sua avaliagdo em forma de mistura ou individualmente, pela da determinacdo da
concentracao de seus metabolitos em fluidos bioldgicos ou por acompanhamento de um efeito
bioquimico resultante de sua presenga no organismo. Geralmente, as técnicas cromatograficas
sdo utilizadas para o monitoramento de HPA's e fazem a utilizagdo da deteccdo por
fluorescéncia e imuno ensaio. Existem alguns paises com legislacdes bastante completas,
incluindo diferentes grupos de alimentos e dgua para um numero diversificado de HPA's.

Porém, outras legislagdes ndo sdo tao especificas, como o Brasil, contendo apenas portarias e
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resolucdes normativas da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) para
benzo(a)pireno em alimentos defumados (0,03 ug/Kg), dgua envasada e gelo (0,7 ug/L) e
azeite de oliva (2,0 ug/kg) (Anvisa, 2003,2005,2007 ; GARCIA et al., 2014).

A gravidade dos efeitos causados no organismo a exposi¢do dos HPA’s faz com que
sejam desenvolvidas metodologias analiticas capazes de identificar e quantificar esses
compostos toxicos. Em alimentos e bebidas, esses contaminantes podem ser analisados
principalmente por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) ou por Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC/MS), e as extracdes sdo comumente
realizadas por Extracio em fase sélida (SPE) ou Extragdo liquido-liquido (LLE) (DOREA et
al.,2008; RIACHI et al.,2014).

2.6 Embalagens

As embalagens utilizadas para envase de bebidas devem possuir algumas caracteristicas
basicas, como ser esteticamente agradavel, possuir dimensdes e formas funcionais, conter o
alimento de forma conveniente € sem vazamentos, abrir de forma simples, fechar com
seguranga, além de proporcionar facil descarte, reciclagem ou reutilizacdo. Essas embalagens
possuem fungdes de contengdo, protecdo, comunicagdo e conveniéncia (FELLOWS, 2006).

E importante também que o design da embalagem satisfaca as exigéncias da legislacdo
com relagdo a rotulagem, visto que embalagens e rotulos sdo primordiais na escolha do produto
durante a compra, pois sdo o primeiro contato entre o consumidor € o produto (FELLOWS,
2006; CARNEIRO,2007). Além disso, a escolha da embalagem pode afetar a sua qualidade,
uma vez que pode alterar suas caracteristicas. Por isso, a melhor embalagem ¢ aquela que menos
interfere nas caracteristicas sensoriais do produto, dentre as quais, as mais utilizadas para
liquidos sdo as de vidro e as de politereftalato de etileno (PET) (HOLANDA et al.,2015).

Para acondicionamento de cachagas, varios materiais podem ser utilizados. Os
recipientes novos conferem boa aparéncia e uniformidade ao produto; por isso, devem ter
prioridade. Além disso, para sua utilizagdo, necessitam apenas de um pré-enxdgue com agua
potavel sob pressdo e um suporte de escoamento antes do envase, 0 que nao ocorre com as
embalagens retornaveis, que exigem um sistema mais trabalhoso, como a implantagdao de um

sistema de lavagem a quente (VEIGA, 2013).

2.6.1 Embalagens poliméricas e suas interacdes
Certamente, os materiais poliméricos, normalmente chamados plasticos, ocupam lugar

de destaque quando se fala em embalagens de alimentos. Existem inumeras razdes para isso,
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uma vez que esses recipientes sdo leves, inquebraveis, podendo ser fabricados em diferentes
formatos, cores e espessuras, ou ainda combinados com outros plasticos ou outros materiais,
para aprimorar as propriedades que um material exclusivo nao possa atingir. Porém, juntamente
com esses atraentes atributos, existem outras desvantagens, que tornam a escolha do plastico
apropriado para embalagem de alimentos uma decisdo critica (NERIN,2016).

Frequentemente, alimentos armazenados em materiais plasticos estdo sujeitos a
interacdo da embalagem com o alimento, ¢ essa interagdo pode influenciar a vida-util e
favorecer a migragdo de monomeros, agentes catalisadores, solventes residuais da
polimerizacdo, laminagdo e/ou impressao ou aditivos da composi¢ao dos polimeros e/ou ainda
impurezas para o alimento durante o armazenamento. Esses materiais ndo sdo inertes, pois
ocorre contato direto entre embalagem e produto, podendo haver transferéncia de compostos
soliiveis ou moveis para alimentos e bebidas, decorrente do gradiente de concentragdo dessa
substancia entre o material da embalagem utilizado e o produto armazenado
(SARANTOPOULOS et al., 2001). Substincias de baixa massa molar apresentam alta
mobilidade em materiais plasticos, quando comparados com macromoléculas, ¢ possuem
capacidade de migrar da embalagem para o alimento (SARANTOPOULOS et al., 2001).

A presenca de compostos ativos quimicamente na superficie dos polimeros pode ser
prejudicial, caso migrem para os produtos, pois atuam como catalisadores de reagdes de
deterioragdo. Esses compostos, na maioria das vezes, sdo adicionados a poliolefina, por serem
frequentemente oxidadas a elevadas temperaturas de extrusdo (maiores que 300 °C) e/ou
tratamento da corona, transformacdo na superficie do material da embalagem, que permite
maior adesdo de materiais, como tintas, vernizes e adesivos. Como resultado, tem-se o
desenvolvimento de grupos carbonila e outros produtos de oxidacao, que podem migrar para os
alimentos e/ou nos espagos livres da embalagem, tornando mais rapidas algumas reagdes no
alimento. No entanto, em alguns casos, a migra¢ao pode trazer beneficios, como no caso dos
antioxidantes adicionados a poliolefina, que migram dos polimeros para os alimentos,
dificultando a oxida¢io (SARANTOPOULOS et al., 2001).

De acordo com estudos realizados por Rungchang et al. (2013) e Sarantopulos et al.
(2001), a migracao de compostos das embalagens PET para bebidas pode ser influenciada por
inimeros fatores, como tempo de armazenamento, temperatura, concentracdo do migrante no
polimero, tipo e natureza do migrante e bebida, e a solubilidade do migrante na mesma. E essa
transferéncia pode introduzir ao risco de toxicidade e/ou formagdo de off flavours (odores e

sabores estranhos) a bebida, prejudicando a qualidade do produto.
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2.6.2 Poli Tereftalato de Etileno

A descoberta do Politereftalato de Etileno (PET), ocorreu em 1928 nos laboratorios de
Dupont. O PET ¢ um poliéster saturado formado em trés etapas: a pré-polimerizagdo, a
policondensagao e a polimerizagdo no Estado solido. A pré polimerizagdo ¢ a etapa em que €
formado o precursor do PET, o bis-2-hidroxietiltereftalato, conhecido por BHET. Essa etapa
pode ser realizada por duas vias: por esterificagdo direta do 4acido tereftalitico (TPA) e do etileno
glicol (EG); ou por transesterificacao do dimetil tereftalato (DMT) e do etileno glicol. Na etapa
de policondensagdo ¢ que o PET realmente ¢ sintetizado a partir dos oligdbmeros obtidos no
primeiro estagio, a rea¢do continua a temperaturas mais altas e o0 EG ¢ removido continuamente
sob vacuo crescente, de acordo com o andamento da reacdo. Para finalizar, os produtos
fabricados por inje¢do-sopro necessitam, como matéria-prima, de uma resina de PET com alta
massa molar. Para isso, o polimero obtido na etapa de policondensacao ¢ submetido ao processo
adicional de policondensacdo no Estado solido, em que a massa molar ¢ elevada sob alta
temperatura (maior que a temperatura de transi¢do vitrea e menor que a temperatura de fusao
por um periodo entre 10 e 30 h) para que as particulas do polimero se mantenham em um
Estado amorfo (WIEBECK; HARADA, 2005; SOARES JUNIOR,ZOIO). Na figura 5 ¢ 6
retratam-se as etapas de pré-polimerizagdo e policondensacdo na produgdo de embalagens PET,

respectivamente.

Figura 5 Etapa de pré-polimerizagao por esterificagao

0 0
Y2 W
OH-C C—OH + 2HO—CHy—CHy-OH ——=

¥
(TPA) (EG)
O 0]
: i/ \ I
OH—H3C-CH>-0—-C »—C—0—CHz-CHz-0OH + 2H30
—/
{BHET)

Fonte: Adaptado de Soares Junior (2010).
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Figura 6 Etapa de policondensag¢do na producao de embalagens PET
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I
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Fonte: Adaptado de Soares Junior (2010).

Os polimeros utilizados para moldagem por injecdo ou extrusao podem apresentar
estrutura amorfa ou cristalina. O polimero que produz pecgas com estrutura amorfa ¢, em geral,
bastante puro e possui alta massa molar, boa resisténcia a impactos e transparéncia, baixa
tendéncia a cristalizagdo, mas ndo deve ser exposto a temperaturas superiores a 50 °C. O
polimero para pecas altamente cristalinas contém aditivos, como agentes nucleantes e sao
materiais que possuem elevada resisténcia mecanica, dureza superficial, para aplicacdo em
pecas injetadas. O PET ¢ um polimero que necessita de processamento posterior para permitir
a sua correta transformagao, seja por extrusdo, seja por inje¢dao ou outros. As principais etapas
sdo: secagem, desumidificacao e cristalizagao (WIEBECK; HARADA ,2005).

Em razdo de suas propriedades fisico-quimicas, principalmente transparéncia e
inflexibilidade em vidro, o PET ¢é amplamente aplicado na industria de alimentos e
bebidas. Porém, para os produtos fabricados a partir das substdncias PET (como: acido
tereftalico, acido isoftalico, éster dimetilico do acido isoftalico, etileno (e/ou) dietilenoglicol),
compostos podem migrar para os alimentos e causar riscos para a saitde humana. O PET
também pode sofrer alteracdes, como: degradag¢do térmica, resultando na formagdo de
acetaldeido, que pode afetar as caracteristicas organolépticas dos alimentos embalados,
mudando o sabor e aroma dos produtos (WIACEK et al., 2017).

Machado et al. (2014) citam que a migragao de compostos nocivos a saude humana
provenientes de recipientes de plastico, inclusive os de polietileno, podem ser fontes de HPA’s
na cachaga. Porém, ainda ndo existem dados na literatura especificos sobre a presenga desses

contaminantes em cachagas armazenadas em embalagens PET.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao das amostras

As amostras foram obtidas de cinco produtores do Estado de Minas Gerais e
encaminhadas ao Laboratorio de Andlise de Qualidade de Aguardentes (LAQA), do
Departamento de Quimica (DQI) da Universidade Federal de Lavras (UFLA) para a realizacao
das andlises fisico-quimicas e cromatograficas. As embalagens PET, com capacidade de 500

mL, foram adquiridas de trés fabricas diferentes fornecedoras para cachacarias do Brasil.
3.2 Separaciao das amostras e armazenamento
Apbs a obtengdo das amostras, elas foram separadas para as andlises fisico- quimicas

(Tabela 1) e para as analises de identificacao e quantificagdo de HPA’s (Tabela 2).

Tabela 1 Separagao das amostras por embalagens para analise fisico quimica.

Amostras dos 5 produtores

Tempo Embalagens

MAZ VF JAC BP RC

To SA SA SA SA SA SA
Tr Eii Eii Eii Eii Eii Eii
Ea Exz. Exz. E2 E2. Ez.

Es. Es. Es. Es. Es. Es.

*To = Tempo zero de armazenamento; Tr= Tempo final (8 meses em embalagens de plastico). **SA =
sem armazenamento; E; = embalagem plastica 1; E; = embalagem plastica 2; E; = embalagem plastica
3.

Fonte: Do autor.
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Tabela 2 Separagdo das amostras por embalagens para identificagdo e quantificacdo de
HPA’s.

Amostras dos 5 produtores

Tempo Embalagens
MAZ VF JAC BP RC
To SA SA SA SA SA SA
Ti Ei Ei Ei Ei Ei Ei
E> E> E> E> E> E>
E;3 Es3 E;s E;3 Es Es3
Tr Evi Evi Evi Eii Evi Eii
Ez. Ez. Ez. Ez. Ez. Ez.
Es. Es. Es. Es. Es. Es.

To = Tempo zero de armazenamento; Ti = Tempo inicial (4 meses em embalagens de plastico); Tr =
Tempo final (8 meses em embalagens de plastico). SA = sem armazenamento; E; = embalagem plastica
1; E; = embalagem plastica 2; E; = embalagem plastica 3.

Fonte: Do autor.

Para a realizacdo das andlises, as marcas de cachaga foram separadas de modo que uma
aliquota foi destinada as analises iniciais SA (Sem o armazenamento nas embalagens plasticas
- PET), e o restante armazenado em 3 diferentes marcas de embalagens PET com capacidade
de 500mL (E1, E2 ¢ E3), sendo T; (4 meses de armazenamento) e Tr(8 meses de armazenamento).
As andlises fisico-quimicas foram realizadas nas amostras SA e no tempo Tt e as andlises
cromatograficas para identificagdo e quantificagdo de HPA’s realizadas em SA, To, Ti e Tt.

Apo6s o acondicionamento das cachacas nos recipientes PET, elas foram mantidas em

um local exposto a luz, assemelhando-se aos locais de exposi¢ao e venda de cachagas existentes.

3.3 Analises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas das amostras foram realizadas conforme as especificacdes
estabelecidas pela Instrucdo Normativa n°® 24, de 8/9/2005 do Mapa (BRASIL, 2005).
Inicialmente foi realizado o exame organoléptico e, em seguida, os parametros estudados foram
grau alcoodlico, extrato seco, acidez volatil, aldeidos, ésteres, cobre, furfural, 5-
hidroximetilfurfural, metanol, alcoois superiores e carbamato de etila. As metodologias

empregadas para as analises estdo especificadas a seguir.
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3.3.1 Exame organoléptico
Foi observado o aspecto geral da bebida, como auséncia de elementos estranhos que nao
faziam parte das caracteristicas do produto, avaliando coloragdo, limpidez e todos aspectos

visuais relevantes para a determinacao da qualidade da mesma.

3.3.2 Grau alcodlico

Apos destilagdo, o grau alcoolico foi determinado utilizando um densimetro eletronico

Densi Mat Gibertini, a 20 °C, e os resultados, expressos em porcentagem em volume (%v/v).

3.3.3 Extrato Seco

A andlise de extrato seco foi realizada por meio de métodos gravimétricos, transferindo
uma aliquota 25 mL da amostra para a capsula e, posteriormente, passando por evaporagao em
banho-maria por 3 horas, sendo a primeira hora a 90 °C e o tempo restante a 95 °C. Apos esse
periodo, a amostra foi levada a estufa a 100°C, por 30 minutos e, em seguida, foi resfriada em

um dessecador. O residuo so6lido restante foi pesado em balanga analitica (Marte/ AM - 220).

3.3.3 Acidez volatil

A acidez volatil foi determinada por extragdo dos acidos volateis, utilizando o aparelho
Destillatore Elettronico Enochimico Gibertini, que se fundamenta na técnica de arraste a vapor
de agua. O extrato obtido passou por destilagdo e, posteriormente, por titulagdo por meio de
métodos ordinarios com hidréxido de sédio 0,1 mol/L™! na presenca de fenolftaleina 1%. Os
resultados obtidos foram expressos em miligramas de acido acético por 100 mL de alcool
anidro.

3.3.4 Aldeidos

A determinacdo da concentracdo de aldeidos foi efetuada por meio de métodos
1odométricos, titulando-se o SO> produzido durante a sequéncia de reacdes envolvidas nesse
tipo de andlise. A quantidade de aldeidos presente nas amostras foi expressa em gramas de

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

3.3.5 Esteres
A determinagao dos ésteres foi realizada por titulacdo dos acidos carboxilicos obtidos
pela transesterificacdo dos ésteres presentes nas amostras. A quantificagdo foi realizada com

base na hidrolise alcalina deles e posteriormente, a titulacdo dos 4cidos liberados com a solugao
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padronizada de hidréxido de sodio 0,1 mol/L™!. Os valores encontrados foram expressos em

miligramas de acetato de etila a cada 100 mL de lcool anidro.

3.3.6 Cobre

Para a quantificagdo do cobre, foram realizadas medidas espectrofotométricas a 546 nm
na regido visivel do espectro, utilizando um espectrofotdometro Shimadzu UV-1601 PC. As
quantidades de cobre foram determinadas por meio de comparagao das absorbancias observadas
nas amostras de cachaca com os valores de absorbancia obtidos de uma curva analitica

previamente construida, utilizando-se como padrdo primario sulfato de cobre.

3.3.8 Analises Cromatograficas

3.3.8.1 Furfural e Hidroximetilfurfural

O furfural e hidroximetilfurfural foram identificados e quantificados por Cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), com detector arranjos de diodos (DAD), seguindo a
metodologia de Souza et al., (2009) e Santiago et al., (2017) com pequenas modificacdes.

Os compostos referentes a fase movel foram de grau analitico para cromatografia
metanol (Merck), acido acético glacial (J.T.Baker) e 4gua obtida de um sistema Milli-Q.

A 1identificagdo desses compostos foi realizada por comparagdes de seus respectivos
tempos de reten¢do, com os tempos de retencdo obtidos utilizando os padrdes puros desses
compostos. A quantificagdo foi realizada utilizando o método de padronizag¢do externa, por
comparagoes das areas dos picos obtidos nas amostras de cachaga com os valores de areas
referentes a curva analitica previamente construida a partir da dilui¢do da solugdo-estoque
anteriormente preparada, alcancando concentragdes de 0,1 a 25 mg L.

O equipamento utilizado foi um cromatdgrafo da marca Shimadzu, equipado com duas
bombas de alta pressdo modelo LC-6AD, degaseificador modelo DGU-20A3, interface modelo
CBM-20A e injetor automatico com amostrador modelo SIL-10AF. A coluna utilizada para as
separacoes foi Agilent - Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 250 mm, 5um) conectada a uma pré-
coluna Agilent - Zorbax Eclipse XDBC18 (4,6 x 12,5 mm, 5um) e o detector utilizado foi o de
arranjo de diodos (DAD). Os solventes utilizados como fase mdvel foram: solu¢dao de acido
acético 2% em agua (Solvente A) e metanol:dgua:acido acético (70:28:2% v/v/v) (Solvente B).
As amostras foram eluidas de acordo com o gradiente de 0 a 25 min (00-40% B); 25 a 40 min
(40 a 55% B); 40 a 43 min (55-60% B); 43 a 50 min (60-100% B); 50 a 55 min (100-00%); 55
a 60 min (00-00%B). O comprimento de onda utilizado foi de 280 nm, fluxo de 0,8 mL min'! e

volume de inje¢do de 20 pL.
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As amostras e padroes foram filtrados em membrana de polietileno de 0,45 pm
(Millipore) e, posteriormente, injetados diretamente no sistema cromatografico. As inje¢des

foram realizadas em triplicata, tanto das amostras quanto dos padroes.

3.3.8.2 Metanol e Alcoois superiores

A identificacdo e quantificagdo de metanol e alcoois superiores foram realizados em um
cromatografo gasoso Perkin Elmer (Clarus 580), autoamostrador com detector de ionizacao de
chama e coluna DB-WAX (30 mm x 0,25 mm x 0,25 um), seguindo a metodologia proposta
por Vilela et al. (2007), com modificagdes.

Os padroes utilizados foram da marca Merck e de grau analitico para cromatografia. A
partir de uma solugdo com concentracdo de 4 gL' em etanol 40%, a curva analitica foi
preparada. Anteriormented inje¢do das amostras, elas passaram por destilagdo simples. No
decorrer da analise, a temperatura da coluna iniciou em 35°C, aumentando-se até 140°C, por um
minuto, o injetor com temperatura de 150°C e o detector 170°C. Durante a analise, o fluxo foi de

1,4 mL por minuto no modo Split 1:10.

3.3.8.3 Carbamato de Etila

Utilizou-se a técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) para a
determinagdo de carbamato de etila (CE), de acordo com a metodologia proposta por Anjos et.
al (2011), Machado et. al. (2013) e Santiago et.al. (2017). Os reagentes utilizados para as
analises foram padrdo de carbamato de etila (Acros Organics), etanol, alcool propilico, 4cido
cloridrico (HCI), acetato de etila, acetato de sodio, acetonitrila grau cromatografico (Merck),
agua obtida de um sistema Milli-Q e 9-xantidrol (Acros Organics).

O cromatografo utilizado foi o0 mesmo das especificacdes mencionadas anteriormente,
com detector de fluorescéncia (DFL), modelo RF-10AXL. As separagdes ocorreram em uma
coluna Agilent — Zorbax Eclipse AAA (4,6 x 150 mm, Sum) conectada a uma pré-coluna
Agilent — Zorbax Eclipse AAA (4,6 x 12,5 mm, 5 um). A padronizagao externa foi realizada
para quantificacio do contaminante. A solu¢do-estoque de 10,0 mg L' de concentracio foi
preparada a partir do carbamato de N-xantil de etila (CNXE) em acetato de etila. Essa solugdo
foi armazenada sob refrigeracdo, em frasco ambar e envolvido em papel-aluminio, para evitar
degradacao pela luz. A solugdo-estoque foi utilizada na preparagdo das solucdes de trabalho,
que foram obtidas por diluicdo em dalcool 50%. Na constru¢do da curva analitica, foram
utilizados oito pontos na faixa de 15,0 — 160,0 pg L!. Os comprimentos de onda de excitagdo

e emissao empregues foram 233 e 600 nm, respectivamente.
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Antes de proceder a injecdo das amostras, foi necessario realizar o processo de derivacao
delas, adicionando-se 4 mL de amostra de aguardente em frasco ambar, seguido por adi¢ao de
0,8 mL de solugdo propanolica de 9-xantidrol 0,02 mol L-1. Apos suave agitacdo, adicionou-se
0,4 mL de acido cloridrico 1,5 mol L-1 e agitou-se por um minuto. Apds essa etapa, a mistura
reacional foi mantida em repouso por 60 minutos e, em seguida, foi filtrada em membranas de

polietileno 0,45 um (Millipore).

3.4 HPA's em cachacas

Os HPA's, foram identificados e quantificados por Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), com detector arranjos de diodos (DAD), seguindo a metodologia de Bettin;
Franco (2005) e Machado et al (2014) com modificagdes propostas neste trabalho. A
identificacao desses compostos foi realizada por comparagdes de seus respectivos tempos de
retengdo, com os tempos de retencdo obtidos utilizando os padrdes puros desses compostos. A
quantificagdo foi realizada utilizando o método de padronizagdo externa, por comparacdes das
areas dos picos obtidos nas amostras de cachaga, com os valores de areas referentes a curva
analitica previamente construida com a utilizagdo do padrao, para cada composto analisado, nas
concentragdes de 10 a 500 ug L1

Foram realizados procedimentos para validacdo dos métodos para garantir a qualidade
analitica dos resultados obtidos.

As analises dos 10 HPA’s estudados foram realizadas em cromatdgrafo com as mesmas
especificagdes mencionadas anteriormente. Para as separagdes, foi utilizada coluna Agilent
HX891706 (4,6 x 250 mm, Sum) conectada a uma pré-coluna Agilent HX891706 (4,6 x 12,5
mm, 5 pum), por deteccao de arranjo de diodos (DAD). Os solventes utilizados como fase mével
foram: dgua (Solvente A) e acetonitrila (Solvente B). As amostras foram eluidas de acordo com
o gradiente de 0 a 3 min (50-50%); 3 a 10 min (50 a 100%); 10 a 35 min (100-100%); 35 a 40
min (100 a 50%). O comprimento de onda utilizado foi de 254 nm, fluxo de 0,8 mL min™! e
volume de inje¢do de 20 pL.

Inicialmente, os padrdoes de HPA’s de pureza analitica (Merck e Sigma-Aldrich)
naftaleno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, benzo(a) antraceno,
acefenantileno e benzo(a) pireno utilizados foram pesados e uma solugdo-estoque contendo 10
HPA's com 1000 pg L *! de concentragio foi preparada. Em seguida, foram realizadas -dilui¢des
em acetato de etila, com variagdes de 10, 20, 25, 50, 75, 100, 250 e 500 pg L ! para construcio

da curva analitica.
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O processo de extragdo nas amostras foi realizado empregando a técnica de Extracao
em fase sélida (SPE), utilizando um Manifold coletor Sampli Q12 Agilent, em que amostras
passaram por cartuchos 500 mg/ 6mL (ODS-5 Octadecyl; 18% EC - Whatman).

Cada cartucho foi ativado com 5,0 mL de diclorometano, 5,0 mL de metanol e 5,0 mL
de 4gua Milli-Q, respectivamente. Apds o condicionamento, aliquotas de uma solugdo de
50,0mL da amostra e 10 mL de acetonitrila passaram através deles. Em seguida, o acetato de
etila foi utilizado para a eluicdo dos analitos. Ao final, o extrato obtido foi concentrado em
rotavapor Buchi R-114 a 50 °C, e o volume final ressuspendido em 1,0 mL com acetato de etila
(MACHADO et al.,2014).

Para assegurar que um novo método analitico ou que a adaptagdo ou implementacao de
um método conhecido gere informacdes confidveis, interpretaveis e apropriados ao uso
pretendido, ele deve passar pelo processo de avaliacdo denominado validagdo. A validagao ¢
formada por uma série de procedimentos que se inicia no planejamento da estratégia analitica
e continua ao longo de todo o desenvolvimento e transferéncia, de forma documentada e
mediante critérios objetivos (BRITO et al.,, 2003; RIBANIL2004; LANAGRO,2014;
ANVISA,2017).

Neste trabalho, esta sendo proposta a validagdo da extracao e quantificacao de HPA’s
presentes nas amostras avaliadas, por extracdo em fase solida (SPE) e quantificagdo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), mediante procedimentos de validacdo
propostos pela Anvisa, RDC n°166, de 24 de julho de 2017 (ANVISA,2017), em que os
parametros avaliados foram: linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccdo (LD) e limite
de quantificacao (LQ).

A linearidade de um método analitico corresponde a capacidade de se obter respostas
analiticas proporcionais a concentracdo de um analito em uma amostra. Dessa forma, ¢
realizada uma relacdo matemadtica expressa em uma equacdo da reta, denominada curva
analitica entre o sinal e a concentragdo ou massa da espécie de interesse, determinada a partir
de sinais medidos para massas ou concentragdes conhecidas dessa espécie. Para a realizagdo da
curva, devem ser preparadas solugdes com pelo menos cinco concentragdes diferentes do
composto de interesse, preparadas em triplicata, em que sdo calculados os coeficientes de
regressdo a e b, coeficiente de correlacio r (acima de 0,990) e de determinagio r°
(significativamente diferente de zero) (RIBANIL,2004; ANVISA,2017).

A precisdo demonstra a dispersao dos resultados entre ensaios independentes, repetidos
de uma mesma amostra, podendo ser expressa em trés diferentes niveis:repetitividade, precisdao

intermediaria ou reprodutibilidade (RIBANI,2004; ANVISA,2017).
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Neste trabalho, a precisdo foi expressa em repetitividade, no qual ele ¢ demostrado
calculando o coeficiente de variacdo das medigoes realizadas, conforme a formula: CV (%) =
(s/x) *100, em que, s ¢ o desvio padrdo e x ¢ a concentragdo média determinada. Na qual,
normalmente métodos que quantificam compostos em macroquantidades requerem CV de 1 a
2% e métodos de andlise de tracos ou impurezas sdo aceitos CV de até 20%, dependendo da
complexidade da amostra (RIBANI,2004).

O limite de detecc¢ao (LD) representa a menor quantidade de um analito possivel de ser
detectado em uma amostra, mas nao necessariamente quantificado (LANAGRO,2014;
ANVISA,2017). A determinagdo do LD foi baseada na curva analitica, conforme a equagao:
LD=3,3 * (s/S), em que, s ¢ a estimativa do desvio padrdo da resposta e S, o valor do coeficiente
angular da curva analitica (RIBANI,2004).

Expressos em concentragao, o limite de quantificagdao (LQ) ¢ a menor quantidade do
analito analisado passivel de ser quantificada utilizando determinado procedimento
experimental. (RIBANL2004; ANVISA,2017). A determinagdo do LQ foi baseada na curva
analitica, conforme a equacgdo: LQ = 10 * (s/S), sendo s ¢ a estimativa do desvio padrdo da
equacdo da linha de regressdo e S, ¢ valor do coeficiente angular da curva analitica
(RIBANI,2004).

O parametro de exatiddao ¢ obtido por intermédio da concordancia entre os resultados
especificos do método utilizado em relagio a um valor aceito como verdadeiro
(ANVISA,2017).

Neste estudo, foi utilizado para determinar a exatiddo os ensaios de recuperacdo (R),
que ¢ estabelecida pela quantidade de substancia de interesse passivel de ser quantificada,
existente ou adicionada na porcao analitica do material teste (RIBANI,2004).

A determina¢do dos ensaios de recuperacdo pode ser calculada conforme a equagao,
Recuperacao = [(Concentracdo média experimental) / (Concentracio teorica)] *100. Para
analises de residuos, os intervalos de recuperagdo aceitaveis estdo entre 70 e 120%, com
precisdao de £20%. Porém, de acordo com a complexidade analitica e da amostra, esse valor

pode ser de 50% a 120%, com precisdo de £15% (RIBANI,2004).

4. Analise Estatistica
4.1 Analise de Variancia
Empregou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema de parcelas

subdivididas no espaco. Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia, sendo as
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médias comparadas pelo teste de Schott Knott, ao nivel de 95% de confianga, usando o

programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011).

4.2 Analise de Componentes Principais e Analise de Agrupamento Hierarquico

A analise das componentes principais (PCA) foi utilizada para averiguar e compreender
a similaridade entre as amostras e a andlise de agrupamento hierarquico (HCA) para interligar
as amostras por suas associacdes quanto aos parametros embalagem e tempo de

armazenamento. Os resultados foram centrados em médias, para posterior analise, utilizando o

programa CHEMOFACE (NUNES et al., 2012).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Analises fisico-quimico
Os resultados das analises fisico-quimicas das cachagas armazenadas em

recipientes de vidro e em trés tipos de embalagens PET estdo descritos na Tabela

3.
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PARAMETROS
Acidez Aldeido Ester Furf Metanol Alco.ois Alc’o.ol Aslecg-0 l Carbamato
AMOSTRAS Extrato E}rau (mg em CObr_? (mg em (mgem (mgem urft (mg em superiores  butilico butilico de Etila
® v joom)  ™2YD joomL)  100mL) 100omp) O™ joomp) (meem  (mgem o (ual)
100mL) 100mL) 100mL)

To SA 0,38b 49,05¢ 29,52a 0,19b 12,72¢ 10,95¢ 7,00a 7,84a 6,54a 160,76a 0,96¢ ND ND

M E11 0,38b 49,36b 24,72b 0,237 15,69a 18,31a 6,67b 7,53b 2,04b 140,30b 1,02a 0,26a ND
2 T Eaa 0,38b 49,54a 26,17b 0,22% 15,63a 9,12¢ 6,52b 7,37b 2,03b 140,28b 1,02a 0,26a ND
Esa 0,40a 49,56a 26,16b 0,232 15,06b 14,21b 6,42b 7,24b 2,03b 139,83b 1,00b 0,26a ND

To SA 0,05a 43,19¢ 56,98a 1,84% 16,51c 49,92a 0,64a 0,64a 6,48a 165,23a 0,90a ND ND

Vv Eia1 0,05a 43,58b 51,63b 1,86 17,38b 14,51b 0,61a 0,61a 3.91b 151,00b 0,89a 0,30a ND
F 1y Eu 0,04a 43,85a 51,31b 1,12b 19,31a 8,24c 0,57b 0,57b 3,85b 150,77b 0,89a 0,30a ND
Es. 0,06a 43,60b 51,60b 1,10b 15,97¢ 8,29¢ 0,59b 0,59b 3,80b 151,23b 0,88a 0,30a ND

To SA 0,17a 40,23b 120,54a 0,66b 11,91b 137,67a 1,14a 1,14a 6,98a 156,65a 0,30b ND ND

J Eia1 0,08b 40,22b 113,790 0,752 12,88a 93,85b 1,21a 1,21a 2,51b 148,97¢ 0,41a 0,32a ND
é T E21 0,09b 40,12¢ 115,95b 0,65b 12,23b 42,80c 1,16a 1,16a 2,51b 152,59b 0,40a 0,32a ND
Esa 0,11b 40,45* 118,78a 0,71* 13,08a 22,33d 1,09a 1,09a 2,49b 151,64b 0,40a 0,32a ND

To SA 0,054a 44,63b 21,09b 0,89b 8,49d 20,18a 1,44a 1,44a 9,73a 214,43a 0,53b ND ND

B Ei1a1 0,055a 44,69° 23,89a 0,68c 9,72b 20,22a 1,41a 1,41a 3,05b 195,66¢ 0,59a 0,29a ND
P 1y Eau 0,02b 44,56¢ 23,96a 0,94? 9,13¢c 10,86¢ 1,39a 1,39a 3,12b 195,37¢ 0,59a 0,29a ND
Esa 0,006b 44,75% 23,86a 0,86b 14,69a 16,16b 1,41a 1,41a 3,190 199,61b 0,59a 0,29a ND

To SA 0,084c 42,90* 94,49¢ 0,89* 11,95a 88,71a 1,36a 1,36a 10,93a 147,20b 0,40c 1,32¢ ND

R Ei1a1 0,26a 40,43b 146,48b 0,87 13,09a 68,32b 1,34a 1,34a 2,49b 149,67b 0,44b 6,94b ND
C T Eu 0,17b 40,23d 163,05a 0,83? 12,60a 33,68¢ 1,29a 1,29a 2,51b 156,87a 0,47a 8,38a ND
Esa 0,16b 40,33c 162,65a 0,887 12,98a 7,84d 1,32a 1,32a 2,50b 153,95a 0,45b 8,13a ND

SA= Garrafa de vidro; E;: embalagem PET da marca 1; E: embalagem PET da marca 2; E3: embalagem PET da marca 3; FUR = Resultado apenas de furfural
por HPLC; FURF + HMF: Furfural + 5 hidroximetilfurfural.
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Pelos dados descritos na Tabela 3, observa-se que houve diferenca significativa para
extrato seco entre as marcas analisadas, exceto para a amostra VF. Entre as marcas que
obtiveram diferenga significativa, a amostra RC foi a que teve maior diferenca entre as
embalagens, sendo a embalagem de vidro diferente das embalagens PET’s. Nas embalagens
PET’s, a amostra E; foi diferente das demais e com maior discrepancia entre as concentragdes.
O teor de extrato seco ndo possui padrao na legislacdo; entretanto, sdo os extratos que ajudam
na mudanga da cor das bebidas destiladas envelhecidas, sendo que o ideal ¢ que haja o minimo
de transferéncia possivel de extratos para a bebida durante esse processo (VIANA; CALIARI;
JUNIOR,2016). Isso explica por que a amostra MAZ apresentou a maior concentragdo para
esse parametro, uma vez que ela foi a tinica amostra que passou por armazenamento em barris
de carvalho recém-confeccionados, deixando-a com uma coloracao levemente acentuada. A
analise desse parametro muitas vezes ¢ utilizada para avaliar teores de solidos soluveis e como
indicativo eventual da necessidade de determinacdo de agucares redutores totais em bebidas
(MIRANDA et al,2007). Em contra partida, as concentra¢des encontradas para a marca VF
foram iguais as encontradas por Viana; Caliari e Junior (2008), para amostras de aguardentes
de cana recém-destiladas de 0,05+0,02. Os valores de extrato seco pra as amostras JAC E RC
armazenadas em recipientes de vidro foram proximas daquelas encontradas pelos mesmos
autores para aguardentes envelhecidas em galdes de polipropileno durante 12 meses, de
0,22+0,01 e 0,09+0,05, respectivamente. Essas diferencas nas concentracdes de extrato seco
encontradas nas embalagens utilizadas podem estar relacionadas a composicao das marcas de
cachagas e as relacdes quimicas entre esses compostos € os componentes das embalagens,
principalmente as embalagens poliméricas. Sabendo-se que essas embalagens sdo compostas
por aditivos, monomeros residuais, outros compostos quimicos resultantes de degradacao de
polimeros e aditivos formados durante o processo de transformacdo, alguns produtos de
decomposicdo de polimeros, que entraram em contato direto com a bebida, podem ser
transferidos e eles se alterarem as concentragdes de extrato seco (MACHADO,2010).

Analisando os valores de grau alcoodlico das amostras, constata-se que apenas a marca,
MAZ ¢ considerada aguardente, devido asua graduagao alcoolica se apresentar acima de 48%
v/v de alcool etilico a 20 °C (BRASIL,2009). Ao analisar os resultados do teste de médias,
pode-se perceber que para todas as marcas houve interferéncia da embalagem no parametro
analisado, sendo que para algumas marcas o teor alcoolico teve um leve aumento quando se
compararam embalagens de vidro e PET, e outras diminuiram, como a amostra RC. Assim,
percebe-se que esse aumento aparente do teor alcodlico observado em algumas aguardentes

acondicionadas em embalagens PET provavelmente esta relacionado a concentragao aparente
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da fracdo etanol,em consequéncia das perdas de dgua beneficiadas por caracteristicas relativas
de difusdo/volatilizagdo através da estrutura das embalagens (FORLIN,2005). Pires et al (2012)
descrevem que as perdas podem estar relacionadas com as trocas gasosas por evaporagao,
oxidagdo ou com os materiais das embalagens que permitiam que a bebida entrasse em contato
com o oxigénio. Os dados corroboram com os encontrados por Correa (2001), em que foi
observado um aumento no teor alcoodlico em cachacas armazenadas em embalagens PET.
Posteriormente, Lima e Taham (2011) observaram uma redugao nesse parametro para amostras
armazenadas nessas embalagens, Que de acordo com Machado (2010) esclareceu que essa
diminui¢ao do teor alcodlico pode estar relacionada com possiveis reacdes de esterificacdo que
sdo normais na bebida. Essas variagdes encontradas no comportamento de difusao e trocas de
compostos de bebidas acondicionadas podem ser justificadas por diversos fatores, como a
estrutura dos materiais poliméricos utilizados, a natureza da resina e estrutura molecular dos
mondmeros, a quantidade de camadas existentes nas embalagens PET utilizadas, a afinidade
quimica dos compostos da bebida com os polimeros, a permeabilidade intrinseca das
embalagens, bem como a temperatura e diferencial de pressdo interna e externa aos recipientes
(FORLIN,2005). O teor alcoolico pode estar relacionado ao processo de fermentacdo, uso de
leveduras adequadas no processo, controle de temperatura (< 32 °C) e pH (> 4,0) durante essa
etapa; atencao na realizacdo dos cortes, (cabeca, cauda e coragdo) durante a destilacdo e por
recipiente utilizado para armazenamento da bebida (BORTOLETTO et al.,2018; SANTIAGO
et al., 2015). Para Alcarde (2017), ainda que sua concentragdo seja elevada em cachagas, esse
parametro tem pouca influéncia na composicao sensorial da bebida devido ao seu elevado limiar
de odor e suas caracteristicas aromaticas pouco pronunciadas. Porém, esses compostos possuem
importancia devidoa agdo solvente sobre outras substdncias aromaticas presentes em bebidas
destiladas, interferindo em seu grau de volatilidade e, consequentemente, em seus limiares
(MISHINA et al.,2016).

Os dados obtidos para acidez volatil mostram que todas as marcas foram influenciadas
pelas embalagens utilizadas, sendo que para as amostras MAZ e VF a acidez diminuiu, com a
utilizagdo de embalagens PET, corroborando com os dados de Lima e Taham (2011), que
também perceberam um decréscimo na acidez volatil quando analisaram cachacas armazenadas
em embalagens de plastico. No entanto, para as marcas BP e RC, esse parametro aumentou,
conciliando os resultados do teor alcoolico e acidez volatil para a marca RC. Nesse caso,
provavelmente a amostra passou por um processo de oxida¢do do alcool. O processo de
oxidagdo pode ter acontecido devido a permeabilidade ao oxigénio das garrafas PET, pois

apesar de esse tipo de embalagem apresentar caracteristicas favordveis a permeagao de gases e



47

compostos de sabor, devido a orientacdo biaxial de suas moléculas, estudos realizados com
armazenamento de vinhos em embalagens PET demonstram que essas embalagens acrescidas
de multicamadas foram mais eficientes em relacao a essas caracteristicas, sendo comparadas a
embalagens de vidro, quando armazenados por 10 meses (MENTANA et al.,2009), revelando
uma inocuidade em relacdo asembalagens poliméricas sem adicdo de multicamadas com
relacdo a permeabilidade ao oxigénio, podendo justificar a marca 5 armazenada em embalagens
PET, que apresentar ou concentragdes significativamente mais elevadas. Outra justificativa
seria ao fato de a amostra ter perdido alguns compostos mais volateis durante a retirada de
aliquotas da mesma para a realizacdo das andlises, uma vez que foram retiradas das mesmas
embalagens, podendo concentrar outros componentes presentes na bebida. As embalagens E»
e E; apresentaram valores acima do permitido pela legislagdo, que ¢ de 150 mg expressos em
acido acético em 100 mL de alcool anidro (BRASIL,2005). Teores elevados desse pardmetro
estdo relacionados a deficiéncia de boas praticas de fabricacdo durante a fermentagdo, pois
concentragdes elevadas de acido acético sdo consequéncias da contaminagao bacteriana durante
essa etapa, uma vez que esses micro-organismos comuns na produ¢do de cachaga fermentam o
vinho aumentando sua acidez. Ressalta-se, porém, que esse nao foi o caso, pois quando a
amostra foi colocada nas embalagens PET, ela se apresentava dentro dos parametros
estabelecidos pelo Mapa. A acidez ¢ umas das principais causas de rejeicdo sensorial de
cachagas pelos consumidores, devido ao acido acético estar relacionado a um odor penetrante
e irritante, normalmente descrito como de “vinagre”. Assim como esse acido, outros acidos
presentes em concentragdes inferiores também apresentam odores bastante singulares,
prejudicando a sua composicao sensorial (ALCARDE,2017).

A prevengao desse tipo de contaminagdo durante ou apds essa etapa de producao pode
ser realizada pela implementagdo de um sistema eficiente de higienizag¢do e sanitizacdo dos
equipamentos e bombas antes e apds o uso, como Clean in Place (CIP), além do controle do
corte da “caudas” durante o processo de destilacdo, ou até mesmo a dupla destilagdo, pode ser
uma possibilidade para remocao do 4cido acético do produto (BORTOLETTO et al.,2018).

Observou-se que apenas a marca RC ndo apresentou diferenga significativa nas
concentragdes de cobre quanto as embalagens utilizadas, corroborando com resultados de
Machado (2010), em que o teor de cobre na cachaga acondicionada por 6 meses em embalagens
de vidro e de plastico nao foi influenciado significativamente pela natureza dos recipientes de
armazenamento. Ja para as outras marcas, a concentracdo desse contaminante apresentou
diferenca significativa quando comparadas as embalagens de vidro e PET’s; porém, mesmo

apresentando diferenca significativa, as concentracdes apresentadas foram proximas, nao
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havendo diferenga discrepante nas concentragdes do contaminante analisado. A marca VF foi
a que apresentou maior concentracdo desse contaminante. Todas as amostras apresentaram
concentragdes desse metal abaixo do limite estabelecido pela legislagdo, que é de 5 mg L'
(BRASIL,2005). Apesar de o uso de alambiques de cobre contribuir substancialmente para o
aroma da bebida, colaborando com a eliminacdo de determinados odores desagradaveis
relacionados a presenca de compostos sulfurados presentes na cachaca, sabe-se que a presenca
desse metal em grandes concentragdes pode trazer prejuizos a saude humana. Na producao de
cachaca de alambique esse excesso esta relacionado a falta de higienizacao adequada dos
alambiques, ap6s sua utilizacdo, acumulando o azinhavre no equipamento que, quando utilizado
novamente, o novo destilado arrasta o contaminante durante o processo, sobrecarregando a
bebida com o metal (CARDOSO et al.,2013), podendo sua concentracdo ser influenciada pela
alta concentracdo de acidez volatil, uma vez que o sal de cobre [CuCO3 Cu (OH) :] ¢ mais
solivel em meio acido, dependendo do tipo de processo de formacao (ALMEIDA et al.,2017).

Para evitar esse tipo de situagdo, ¢ recomendado que seja realizada a lavagem do
equipamento com agua quente acidificada, usar abrasivos, enxaguar em abundancia e realizar
a primeira destilacdo com agua para assegurar a eficiéncia do processo ou por meio de uma
limpeza cuidadosa dos alambiques durante as destilagdes, usando adgua e limao na primeira
destilacdo. O cobre também pode ser removido pelo uso de adsorventes, como filtros de carvao
ativado e resinas de permuta i6nica (CARDOSO et al.,2013).

Na quantificagdo dos aldeidos, apenas a marca RC ndo apresentou diferenca
significativa em sua concentrag¢do, ao comparar as embalagens utilizadas. Analisando a amostra
BP, notou-se que em todas as amostras a concentracdo de aldeidos foi diferente
significativamente entre as embalagens utilizadas, sendo a amostra armazenada em embalagem
de vidro a que apresentou menor concentracdo desse composto, assim como a marca MAZ.
Esses dados corroboram em parte com os resultados encontrados por Forlin (2005), uma vez
que houve redug¢do e manutencdo da concentracdo em niveis adequados de aldeidos em
aguardente armazenada em garrafas PET. Essa reducao € positiva porque € inerente ao processo
de maturagdo da bebida. Os aldeidos sdo precursores na formagao de acidos, reducdo do pH e
na estruturacdo do aroma e sabor. O excesso desse composto estd relacionado a atributos
sensoriais negativos de pungéncia ao aroma e efeitos fisioldgicos de ressaca nos consumidores.
A amostra VF foi a que apresentou maior concentragdo desse composto; porém, todas as
amostras estdo dentro do limite méximo permitido pela legislagdo, que ¢ de 30 mg/100 mL de
alcool anidro (BRASIL,2005). Para evitar concentracdes indesejaveis desse composto no

produto, sdo necessarias algumas medidas preventivas como dar preferéncia a utilizacdo de
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leveduras selecionadas, evitar excesso de reciclagem multipla de leveduras e aeracdo do mosto,
como agao corretiva e controlar o corte de “cabeca” na etapa de destilagdo (BORTOLETTO et
al.,2018).

Em relacao a concentracao de ésteres, as amostras das marcas JAC e RC apresentaram
o mesmo perfil de diferenga entre as embalagens estudadas, sendo todas as amostras diferentes
entre si quanto a concentracdo de ésteres. Observou-se que as amostras armazenadas em
recipiente de vidro foram as amostras que apresentam maior concentracao desse composto,
diminuido a concentracdo em relacdo as embalagens PET utilizadas. Assim, como a maioria
das marcas, exceto a amostra MAZ, as concentragdes de ésteres diminuiram ou se mantiveram
constantes quando comparadas embalagens de vidro e PET. Esse comportamento chama a
atencdo para a influéncia ndo muito positiva das propriedades estruturais das embalagens de
PET utilizadas no armazenamento da aguardente de cana para o desenvolvimento desses
compostos. Parazzi et al. (2008), avaliando a composi¢do quimica de aguardentes de cana
armazenadas por 36 meses em tonéis de carvalho e recipientes de vidro, observaram um
aumento crescente na concentracao de ésteres em relagao as épocas de amostragem e ao tipo de
recipientes, sendo de 26,26 a 62,65 em recipientes de madeira e de 26,26 a 37,27 em recipientes
de vidro. Nesse trabalho, os valores encontrados para os €steres foram expressos em acetato de
etila. Apesar de a marca JAC apresentar os maiores valores de concentracdo para esse
composto, todas as marcas se apresentaram dentro do limite de 200,0 mg/100mL &lcool anidro
(BRASIL,2005), estabelecido pela legislagdo brasileira. Esses compostos podem ser
produzidos pela levedura durante o processo de fermentacdo ou originados da esterificagdao do
etanol em acido acético, sendo a concentracao produzida dependente da abundancia relativa
dos alcoois correspondentes e dos radicais acil- coA relacionados ao metabolismo da
levedura,ou durante o processo de envelhecimento, devido a esterificagdo de acidos graxo com
o etanol. A quantidade de agitagdo, aeragdo, temperatura na fermentagao e qualidade do mosto
sdo fatores interferentes importantes na sintese desses compostos (BORTOLETTO et al.,2018;
CARDOSO et al.,2013)

A partir dos resultados obtidos, pode-se observar que o furfural foi o composto que se
apresentou em elevadas concentragdes, sendo o 5 hidroximetilfurfural ndo detectado pelo
equipamento. As amostras JAC, BP e RC ndo apresentaram diferen¢a na concentracdo de
furfural, quando comparadas as embalagens, corroborando com os resultados de Machado
(2010), quando amostras procedentes de cana adubada com ureia e acondicionadas em
recipientes diferentes ndo apresentaram diferencas significativas para esse contaminante. E

dentre as outras marcas avaliadas, MAZ apresentou pequena diferenca significativa entre as
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amostras e vidro e as embalagens PET, e VF apresentou diferenga menor ainda entre as
embalagens de vidro e E; com relag@o ao restante das embalagens poliméricas E» e Es.

A sintese do furfural e 5-hmf pode estar associado a pirogénese da matéria organica
durante o processo de destilagdo em alambiques, corte errado da cauda no processo de
destilagdo, reacdo de Maillard e caramelizacdo durante o processo de tostagem nas tanoarias.
Assim, processos intensos de torra promovem a formagdo desses compostos € podem afetar a
qualidade do destilado. Para evitar a formagao desses compostos, ¢ importante realizar, a
colheita da cana manualmente, zerar a fermentagao (0 °Brix) para depois proceder a destilagao,
fazer o corte adequado no processo de destilagdo e proceder a boas praticas de fabricagdo para
obtencdo de barris, para que eles passem por um processo de torra padronizado ndo muito
intenso e que seja lavado antes do uso (BORTOLETTO et al.,2018).

Para quantificagdo do metanol, todas as marcas apresentaram diferenca significativa
entre as concentragdes desse contaminante, quando comparada as embalagens estudadas, tendo
as amostras armazenadas em embalagem de vidro apresentado concentragdes muito mais
elevadas do que as amostras armazenadas nas embalagens PET. A marca que apresentou maior
concentracdo desse contaminante foi a amostra RC, porém, nenhuma das marcas se apresentou
fora do limite maximo estabelecido de 20 mg/100mL de alcool anidro (BRASIL,2005) para
esse contaminante. Oposto ao que aconteceu com estudo de Parrazzi et al. (2008) onde os
autores ndo perceberam diferenca da concentracdo desse contaminante quando compararam o
armazenamento de cachagca em tonéis de madeira e embalagens de vidro até 36 meses,
apresentando variacdes médias de 0,14 e 0,42 mg.100 mL™!, respectivamente, para recipientes
de vidro e madeira. A presenga desse contaminante ¢ de profunda importancia para a qualidade
do destilado devido a sua elevada toxicidade. Sua sintese pode ocorrer durante a fermentagao
pela atuacdo de enzimas pécticas da levedura no acido gulacturdnico de particulas do bagago
no caldo da cana. Para evitar essa contaminacao, pode-se realizar a clarificagdo do caldo, por
meio da filtragdo, para eliminacdo de particulas sélidas; aplicar tratamentos térmicos para
melhorar a qualidade do caldo para a fermentagdo. Outra maneira também ¢é controlar a parte
da “cabec¢a” na destilagdo ou realizar dupla destilagio (BORTOLETTO et al.,2018).

Na andlise dos dlcoois superiores, observa-se que as amostras apresentaram
interferéncia na concentragdo do composto analisado. Entre as embalagens utilizadas, as
amostras MAZ e VF apresentaram diferenga apenas entre embalagens de vidro e PET. As
amostras armazenadas em vidro apresentaram maior concentra¢do. Nas marcas JAC e BP as
embalagens de vidro também apresentaram maior concentragdo desses compostos,

diferentemente de RC. Esses resultados diferem daqueles encontrados por Machado (2010), em
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que a pesquisadora mostra que o material das embalagens ndo interferiu na concentracao desses
compostos. Esses compostos sdo responsaveis pela formagdo dos odores caracteristicos e
marcantes do destilado; porém, em grandes concentragdes, esses odores podem modificar suas
caracteristicas consideradas prazerosas para extremamente desagradaveis. Uma vez formados,
os alcoois superiores ndo conseguem ser removidos; no entanto, alguns artificios podem ser
realizados para controlar a formac¢do desses compostos, como utilizar uma levedura propria,
controlar a temperatura de fermentagao (de 28 a 32 °C), controlar o pH do mosto (> 4,0), evitar
oxigenacao exagerada no tanque de fermentagao, controlar o tempo final da fermentagao para
destilagdo (BORTOLETTO et al.,2018 ; ALCARDE,2017 ).

Analisando a concentracdo de butan-1-ol (dlcool butilico), apenas a amostra VF nao
apresentou diferenca significativa entre as embalagens de vidro e PET. As amostras JAC e BP
apresentaram o mesmo perfil de diferenga entre as embalagens, em que ocorre a diferenga
aconteceu somente entre embalagens de vidro e PET, tendo as amostras armazenadas em
embalagens de plastico apresentado maiores concentragdes do que as de vidro, assim como as
marcas 3 e 5; porém, nessas marcas houve diferenca significativa também entre as embalagens
PET utilizadas.

Para butan-2-ol (4lcool sec-butilico), somente a marca RC apresentou diferenga
significativa entre as concentragdes desse composto com relacao as embalagens.

A formagdo desses dois compostos € proveniente da contaminagdo pela bactéria
“Clostridium acetobutylicum”, relacionada principalmente ao tempo excessivo de intervalo
entre o processo de fermentagdo e destilacdo e auséncia de boas praticas de fabricagdo. Devido
a sua toxicidade relativamente alta, mesmo essas substancias fazendo parte dos alcoois
superiores, os alcoois butilico e sec-butilico sao quantificados separadamente e possuem limites
especificos para cada um (CARDOSO et al.,2013), que é 3 mg 100 mL! de 4lcool anidro para
alcool butilico e 10 mg 100 mL ' de 4lcool anidro para alcool sec-butilico (BRASIL,2005).

Na anélise do carbamato de etila, ndo foi possivel comparar embalagens nem amostras
porque as concentracoes encontradas do contaminante foram mais baixas do que a concentracao
detectada pelo aparelho utilizado. Considerado um composto carcinogénico para humanos, o
controle de formagdo desse contaminante ¢ evitar a formagao de seus precursores, como ureia,
citrulina e N-carbamil fosfato, associado as leveduras e aos subprodutos de seu metabolismo,
controlando o processo de fermentacao, além de controlar o processo de destilagdo, evitar a
incidéncia de luz durante o armazenamento e evitar a fertilizagdo excessiva de nitrogénio no

solo ou qualquer tipo de suplementag¢do de N no mosto (MACHADO et al.,2013).



52

5.2 Validacao de furfural e hidroximetilfurfural por HPLC

Apesar de o método utilizado ja ter sido validado, alguns parametros foram avaliados
como linearidade, LD ¢ LQ.

Na Figura 7, apresenta-se o cromatograma obtido da analise de quantificagao de furfural
e do 5- hidroximetil furfural por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC); os picos
obtidos sdo dos compostos analisados.
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Figura 7 Cromatograma da solugio de padrdes na concentragdo de 1mg L' de furfural e 5
hidroximentilfurfural por deteccdo de arranjos diodos (DAD).

A quantificacdo do furfural e 5 hidroximetilfurfural foi realizada mediante padronizagao
externa, e os tempos de retengdo foram monitorados para a sele¢do de cada um dos compostos,
sendo para o furfural 15,567 +0,12 minutos e para o 5-hidroximetilfurfural 13 658 +0,14
minutos.

Na Figura 8, estd apresentado o cromatograma da amostra MAZ adquirida do produtor,
sem armazenamento na embalagem de plastico. A marca MAZ foi a Gnica amostra que

apresentou concentracao acima do limite maximo estabelecido pelo Mapa.
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Figura 8 Cromatograma da amostra MAZ sem armazenamento em embalagem de plastico.

E na Figura 9 ¢ representada a sobreposicao dos cromatogramas das amostras MAZ

armazenadas nas trés marcas de embalagem PET utilizadas.
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Figura 9 Cromatograma da amostra MAZ armazenada em trés marcas de garrafa PET.

Pela construgdo das curvas analiticas, foi possivel avaliar a linearidade do método por
estimativa dos coeficientes de determinagdo referentes as equagdes das curvas, obtidas por
regressao linear. Para o furfural, foi calculado o coeficiente de regressao linear de 0,9999 e para
0 S-hidroximetilfurfural 0,9999. Segundo a Anvisa (2017), o coeficiente de correlacdo deve
estar acima de 0,990. Dessa forma, a metodologia desse trabalho atinge as expectativas para

esse parametro de validagao.
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Os limites de deteccao encontrados para o furfural variaram de LD= 0,087 mg/L a 0,017
mg/100 de alcool anidro, e os limites de quantificacdao variaram de LQ= 0,291 mg/L a 0,058
mg/100 de alcool anidro. Para o composto 5-hidroximetilfurfural, os limites de detec¢ao
variaram de 0,058 mg/L a 0,011 mg/100 de alcool anidro e os limites de quantificacao variaram
de 0,193 mg/L a 0,039 mg/100 de alcool anidro, respectivamente, corroborando com os
resultados encontrados por Rodrigues (2016).

E possivel perceber nos cromatogramas que as concentragdes 5-hidroximetilfurfural
foram muito inferiores as concentragdes encontradas para furfural, sendo esse ultimo o principal
produto da degradacdo de pentoses. O perfil dos cromatogramas ¢ bem parecido, tanto para a
amostra armazenada em vidro quanto para embalagens PET; porém, houve diferenca
significativa entre as embalagens dentro de cada amostra, de modo que as concentracdes mais
elevadas de furfural foram encontradas nas embalagens de vidro.

A presenga desses contaminantes estd associada a presenca de agucares residuais e de
bagacilhos. A temperatura elevada associada ao baixo pH do mosto gera desidratacdo dos
acucares e hidrolise de polissacarideos dos bagacilhos (celulose, hemicelulose, pectina e outros)
formando esses contaminantes (SOUZA et al.,2009).

As concentragdes de furfural encontradas nesse trabalho somente para a amostra MAZ
foram acima do limite maximo permitido na legislagao furfural + hidroximetilfurfural, que ¢ de
5 mg 100 mL ! de 4lcool anidro (BRASIL,2005); porém, inferiores aos encontrados por Souza
et al. (2009), que variaram de 1,1 a 9,5 mg em 100 mL™! de 4lcool etilico anidro, Masson et al.
(2007) obtiveram concentra¢do maxima de 8,80 mg em 100 mL"! de 4lcool etilico anidro em
aguardente de cana ndo queimada de produtor de cachacga de alambique e Aquino et al. (2016)

encontraram concentracdo maxima de 9,6 mg em 100 mL™! de 4lcool etilico anidro.

5.3 Validac¢ao cromatografica da quantificacio de HPA’s

5.3.1 Extracao das amostras

Na Figura 14 apresenta-se o Cromatograma obtido da andlise de quantificacdo dos
HPA’s por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia; os picos obtidos sdo de uma solugao de

10 padrdes de HPA’s estudados, observando uma boa separagao atingida.
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Figura 10 — Cromatograma da solugdo padrdo com concentragdo 500 mg L' de HPA’s por detecgdo
DAD.

Na Figura 11 apresenta-se o cromatograma obtido da amostra de cachaga JAC 3

(embalagem polimérica 3 com 8 meses de armazenamento).
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Figura 11 — Cromatograma obtido da amostra JAC 3

Verifica-se que a metodologia conduz a uma boa separacao para todos os 10 HPA’s

estudados, com o tempo total de anélise de 60 min.
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A quantificacdo dos HPA’s foi realizada por meio da padronizagdo externa, e os tempos
de reten¢ao foram monitorados para a selecao de cada um dos compostos, como verifica-se na
Tabela 4.

Tabela 4 Parametro de selecao dos HPA’s.

Pico Compostos Abreviacao tr (min)
1 Naftaleno Naf 13,61+0,09
2 Acenalftileno Acti 14,22+0,04
3 Fluoreno Flu 15,17+0,04
4 Fenantreno Fen 15,82+0,05
5 Antraceno Ant 16,56+0,08
6 Fluoranteno Flut 17,29+0,10
7 Pireno P 18,17+0,13
8 Benzo (a) antraceno BaA 20,65+0,25
9 Acefenantileno Acf 25,31+0,47
10 Benzo(a)pireno BaP 31,00+0,76

*tr=tempo de retencao.

Na validagdo do método cromatografico, os parametros utilizados para avaliar o
desempenho analitico foram linearidade, precisdo, limite de detec¢do, limite de quantificagado e
exatidao.

A determinacao da linearidade foi realizada a partir de uma relagdo matematica expressa
como equagdo da reta entre o sinal e a concentragdo da espécie de interesse intitulada de curva
analitica. Os dados referentes as curvas analiticas dos HPA’s em acetato de etila e a precisdao
do método utilizado expressam-se por meio da repetitividade, sendo verificados por 9
determinagdes de 3 concentracdes diferentes da curva e expressos em termos de coeficiente de

variacdo CV também estao representados em médias na Tabela 5.
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Tabela 5 Curvas analiticas, coeficientes de correlagdo (r?) usadas na quantificagdo e
coeficientes de variagdo para identifica¢ao e quantificagdo de HPA’s.

Compostos Coeficiente de Equacio da reta Coeficiente de

Correlacio (r?) Variacao (%)
Naftaleno 0,9997 y= 61,296x + 32,117 2,351
Acenaftileno 0,9994 y= 41,566x + 540,25 3,075
Fluoreno 0,9991 y= 21873x +  2904,9 2,627
Fenantreno 0,9997 y= 53734x + 44329 0,768
Antraceno 0,999 y=  2452x + 13818 0,279
Fluoranteno 0,9997 y= 122,12x + 1313,7 1,333
Pireno 0,9993 y= 12097x + 19414 1,661
Benzo(a)antraceno 0,9999 y= 317,61x + 3768,3 1,621
Acefenantileno 1,0 y= 419,09x + 3049,1 1,982
Benzo(a)pireno 0,9998 y= 309,48x + 28174 1,373

E possivel observar que a maioria dos coeficientes de correlagdo foi acima de 0,999, o
que ¢ considerada uma evidéncia de ajuste ideal dos dados para a linha de regressao
(RIBANIL2004); porém, a Anvisa mediante a resolugdo RDC N° 166, DE 24 DE JULHO DE
2017, estabelece valores de no minimo 0,99 para os coeficientes de correlagao (BRASIL, 2017).

Dorea et al. (2008), ao quantificarem fluoreno, antraceno e benzo(a)pireno em amostras
de cachaga, obtiveram coeficientes de correlagdao 0,9999; 0,9987; 0,9936, valores menores que
os encontrados neste trabalho, exceto para fluoreno. Ja Machado et al. (2014), ao quantificarem
HPA’s em cachagas, obtiveram resultados que variaram de 0,9946 a 0,9998, sendo o primeiro
bem abaixo dos resultados deste trabalho.

Como a quantificagdo de HPA’s em cachagas (amostras complexas) ndo configuram
quantificagdo em macroquantidades, e sim, em métodos de anélises de impurezas, sdo aceitos
CV de até 20%. Porém, os CV’s encontrados foram bem inferiores a essa porcentagem, sendo
o mais alto de 3,075 % para o composto acefenantileno e o mais baixo, 0,2799% para o
antraceno porcentagens maiores que as encontradas de desvio padrao relativo (DPR) por Bettin
e Franco (2005) de 0,0002% para fenantreno e 0,44% para o criseno.

Os limites de deteccao e quantificacdo estdo apresentados na Tabela 6. Os valores para
LD variaram de 0,061 a 0,186 ugL' e para LQ de 0,206 a 0,622 ugL!, valores diferentes
daqueles encontrados por Bettin e Franco (2005), que foram de 0,001 a 0,10 ugL"! para LD e
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0,01 a 1,0 pgL!, e inferiores aos resultados de Dérea et al. (2008) para fluoreno, antraceno e

benzo(a)pireno de LD (3,0; 8 e 4240 ugL!) e LQ (3,0; 8 e 4240 ugL™t).

Tabela 6 Limites de detec¢ao e quantificagdo dos HPA’s.

Compostos Limite de detec¢ao Limite de quantificacdo
(ngL™) (ngL™)

Naftaleno 0,061 0,206
Acenaftileno 0,081 0,272
Fluoreno 0,186 0,622
Fenantreno 0,108 0,362
Antraceno 0,162 0,540
Fluoranteno 0,072 0,242
Pireno 0,082 0,266
Benzo(a)antraceno 0,134 0,448
Acefenantileno 0,086 0,288
Benzo(a)pireno 0,170 0,568

A exatidao foi determinada pela reacdo percentual de recuperagdo do analito de
concentragao conhecida adicionado a amostra, em que 3 concentragdes de solu¢do padrao foram
adicionadas a 3 amostras. Os resultados dos ensaios de recuperacao estdo descritos na Tabela

7.
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Tabela 7 Resultados das médias dos ensaios de recuperacgdo realizados nas amostras de cachaca
fortificadas com padrdes de HPA’s.

Compostos Recuperacao (%)
Naftaleno 83,666
Acenaftileno 84,333
Fluoreno 91,666
Fenantreno 92
Antraceno 120,666
Fluoranteno 73,333
Pireno 9
Benzo(a)antraceno 105,666
Acefenantileno 101
Benzo(a)pireno 99,333

Os intervalos de recuperacdo admissiveis para amostras complexas, como a cachaga,
sao de 50% a 120%, com precisao de + 15% (RIBANIL2004), sendo a menor porcentagem para
floranteno (73,333%), € a maior, para antraceno (120,666%). Esses valores estdo acima
daqueles encontrados por Dorea et al. (2008), de 105,4 %, para antraceno e benzo(a)pireno, de
76,4%, € menor que o encontrado para fluoreno, 99,7%. Assim, os resultados obtidos neste
trabalho estdo dentro das especificagdes vigentes.

Uma vez realizado o processo de validagdo, pode-se garantir que o método proposto

neste trabalho ¢ interpretavel, fundamentado e passivel de ser repetido.
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5.4 1dentificacio e quantificacio de HPA’s
Os resultados da identificagdo e quantificacdo de HPA’s nas cachagas armazenadas em
recipiente de vidro e trés marcas de embalagens PET nos tempos inicial (4 meses) e final (8

meses) estdo descritos na Tabela 8.
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Tabela 8 Quantificagcdo de HPA’s. (Continua).

HPA’s
AMOSTRAS

Naf Aceti Flu Fen Ant Flut P BaA Acf BaP
To SA 0,227¢ ND ND ND ND 0,331c ND ND ND ND
E1 0,329c¢ ND 9,612a ND ND 1,367b 0,138c ND ND <LD
M Ti E2 0,573b ND 11,569a ND ND 1,243b 0,165¢ ND <LD ND
A Es 0,762a ND ND <LD ND 0,321c 0,171c <LD ND <LD
Z E11 0,959a ND 12,638a <LD ND 3,657a 0,387b <LD 0,275a <LD
Tt E2.1 1,143a ND 11,376a <LD ND 3,491a 0,290b ND 0,108b <LD
Es.1 0,908a ND 11,990a  0,482a ND 1,691b 0,851a 0,251a <LD <LD
To SA 0,286b ND ND ND ND ND ND ND ND ND
E1 0,668b ND 1,350c <LD ND 0,111e 0,200b <LD ND ND
Ti E2 0,885a ND 1,580b <LD ND 0,758¢c ND ND ND ND
v Es 0,955a 0,308¢c 1,366¢ <LD ND 0,444d ND ND ND ND
F E11 1,345a 1,669a 1,956a <LD ND 1,629b 1,072a 0,842a 0,209a ND
Tt E2.1 1,109a 1,645a 1,606b 0,142a ND 1,474b 0,551a ND ND ND
Esa 0,965a 0,837b 1,666b <LD ND 2,696a 0,804a ND ND ND

*Naf= naftaleno; Aceti= acenaftileno; Flu= fluoreno; Fen- fenantreno; Ant = antraceno; Flut= fluoranteno; P= pireno; BaA= bezo(a)antraceno; Acf=
acefenantileno; BaP= Benzo(a)pireno. **SE= Garrafa de vidro. Ti = Tempo inicial de armazenamento (4 meses em garrafas PET); Tr= Tempo final de

armazenamento (8 meses em garrafas PET).
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HPA’s
AMOSTRAS
Na Aceti Flu Fen Ant Flut P BaA Acf BaP
To SA 0,513c ND ND ND ND 0,456¢ 0,999¢ <LD ND ND
E1 0,708c 1,593b 0,806¢c ND ND 0,289¢ 1,399a <LD ND ND
J Ti E:2 1,225b <LD 1,133b ND ND 0,864b 1,131c 0,142¢ ND ND
A Es 0,612c¢ 0,942¢ <LD ND ND 1,199a 1,288b <LD ND ND
C E11 1,894a 2,035a 1,756a <LD ND 0,781b 1,502a 0,191c 0,138b <LD
Tt E2a 1,733a 0,496¢ 1,965a <LD ND 0,886b 1,823a 0,533b 0,142b ND
E3a 1,385b 1,389b 0,272d 0,151a <LD 1,447a 1,458a 1,059a 0,799a 0,447a
To SA ND 0,151e ND ND ND ND ND ND ND ND
E1 ND 0,697d ND ND ND 1,344b 0,163¢ ND ND ND
Ti E:2 1,017b 0,226¢ ND 0,128a ND 0,078e ND ND ND ND
}; Es 0,645¢ 1,736b ND ND ND ND ND ND <LD ND
E11 0,815¢ 1,307¢c 1,405a 0,141a ND 1,293b 1,183a ND ND ND
Tt E2a 1,229a 1,747b 1,171b 0,135a ND 0,849¢ 0,444b <LD 0,154a ND
Es.a 0,666¢ 2,298a 1,247b <LD ND 0,521d 1,200a 0,374a 0,200a ND

*Naf= naftaleno; Aceti= acenaftileno; Flu= fluoreno; Fen- fenantreno; Ant = antraceno; Flut= fluoranteno; P= pireno; BaA= bezo(a)antraceno; Acf=

acefenantileno; BaP= Benzo(a)pireno. **SE= Garrafa de vidro. ***TI = Tempo inicial de armazenamento (4 meses em garrafas PET); TF= Tempo final de

armazenamento (8 meses em garrafas PET).
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HPA’s
AMOSTRAS

Naf Aceti Flu Fen Ant Flut P BaA Acf BaP
To SA 0,473¢ ND 0,762c ND ND ND 0,278d ND ND ND
E1 0,722b ND 0,980c ND ND ND 0,709¢ ND ND ND
Ti E:2 0,220d <LD 0,733c ND ND 0,399b 1,073b <LD ND ND
K Es 0,163d 1,225¢ 1,215¢ <LD ND 0,533b 1,102b ND ND ND
¢ E1a 1,114a 1,704c 1,546b 0,692a ND 0,525b 1,446a 0,196b ND ND
Tr  E21 0,979a 2,462b 2,223a 0,127b ND 4,096a 1,664a 0,324a ND ND
E3a 0,705b 4,089a 1,662b <LD ND 1,101b 1,262b <LD ND ND

*Naf= naftaleno; Aceti= acenaftileno; Flu= fluoreno; Fen- fenantreno; Ant = antraceno; Flut= fluoranteno; P= pireno; BaA= bezo(a)antraceno; Acf=

acefenantileno; BaP= Benzo(a)pireno. **SE= Garrafa de vidro. ***TI = Tempo inicial de armazenamento (4 meses em garrafas PET); TF= Tempo final de

armazenamento (8 meses em garrafas PET).
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Analisando os resultados da marca MAZ em recipientes de vidro, observa-se que apenas
dois dos dez HPA'’s estudados, naftaleno e fluoranteno, foram detectados, mesmo assim, em
baixas concentragdes, sendo que para alguns dos HPA’s (Naf, Flut, P e Acf), a concentracao
deles sofreram alteracdes quando comparados aos recipientes de armazenamento. O
acenaftileno, antraceno e benzo(a)pireno nao foram detectados ou ficaram abaixo do limite de
deteccdo em todas amostras dessa marca. Os contaminantes naftaleno, fluoreno e fluoranteno
apresentaram concentracdes acima do limite estabelecido pela legislacdo escocesa em
alimentos, sendo 1pg L' para naftaleno e fluoreno e 2 Ipg L' para fluoranteno (BETTIN;
FRANCO,2005). Dentre esses, as concentragdes encontradas para fluoreno foram as mais
elevadas, maiores do que aqueles encontradas por Bettin; Franco (2005) de 8,52; 3,10; 4,42; ¢
3,94 ugL! quando analisaram aguardentes obtidas de cana queimada. A mesma amostra
apresentou valores acima do permitido também para furfural, o que se leva a associar os fatores
comuns a formagdo desses dois contaminantes, como o armazenamento em barris tratados
termicamente, ja que a pratica da queima para colheita da cana ja ndo € mais permitida. Além
disso, nota-se um aumento significativo na concentracdo de todos os HPA’s estudados em
relacdo ao maior tempo de armazenamento (CARUSO; NAGATO; ALABURDA,2010).

Apenas o contaminante naftaleno foi detectado na marca de cachaca VF em recipientes
de vidro, ndo sendo possivel detectar antraceno e benzo(a)pireno em nenhuma das amostras. O
benzo(a)antraceno e o acefenantileno, por sua vez, foram detectados apenas nas embalagens E;
armazenada por 8 meses. Os contaminantes fluoreno e fluoranteno foram identificados em todas
as embalagens poliméricas e por todos os tempos de armazenamento. Ao comparar as
embalagens e os tempos de armazenamento, foi possivel perceber que as duas variaveis foram
de profunda importancia na quantificacio dos contaminantes analisados, sendo naftaleno,
acenaftileno, fluoreno e fluoranteno os que apresentaram concentragdes acima do limite
estabelecido pela legislagdo escocesa (BETTIN; FRANCO,2005). Observou-se também que
houve maior facilidade de deteccao para os HPA’s de menor massa molar na amostra como um
todo. A concentragdo mais elevada foi de 2,696 pgL' para o fluoranteno na amostra E,
armazenada por 8 meses. Esses valores sdo superiores aos encontrados por Galinaro; Franco
(2009), quando quantificaram HPA’s em diversos destilados, obtendo concentracdes médias de

0,386 ugL! em cachagas, 0,042 pgL! em rum e 0,592 pgL ' em uisque.

Na amostra JAC, os contaminantes acenaftileno, fluoreno, fenantreno, antraceno,
benzo(a)antraceno, acefenantileno e benzo(a)pireno nao foram detectados ou suas

concentragdes se apresentaram abaixo do limite de deteccdo nas amostras armazenadas em
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recipientes de vidro. Dessas, apenas o acenaftileno e fluoreno obtiveram concentragdo acima
do limite de detec¢do para embalagens PET com 4 meses de armazenamento. O antraceno foi
o unico HPA que nao foi detectado ou apresentou concentragao abaixo dos limites de detecgao
para todas as amostras. Pode-se observar, que entre os contaminantes detectados, o tipo de
embalagem nem sempre influenciou a concentracdo, porém o tempo de armazenamento foi
primordial para o seu aumento nas amostras. Percebe-se que foram quantificadas concentragdes
acima do limite estabelecido pela legislacdo escocesa (BETTIN; FRANCO,2005) para os
contaminantes naftaleno, acenaftileno e fluoreno, principalmente nas amostras armazenadas por
mais tempo em embalagens de PET, sendo a maior concentragdo encontrada de 2,035 pug L™
para acenaftileno armazenado na embalagem PET E; por 8 meses. Esses dados s3o superiores
aqueles encontrados por Franco; Bettin (2005) para aguardentes produzidas com cana ndo
queimada, de 2,00 ugL! e inferior ao encontrado para aguardentes produzidas com cana
queimada, de 9,30 ugL!. Com os dados obtidos, é possivel correlacionar a presenca desses
contaminantes com a cana queimada e ndo queimada, induzindo que a queima e requeima de
cana sdo fatores primordiais para a presen¢a desses contaminantes na bebida e atualmente essa

pratica ¢ proibida por lei.

Na identificagdo e quantificacio de HPA’s em BP, observa-se que entre as amostras
armazenadas em recipientes de vidro, apenas o contaminante acenaftileno foi detectado. Os
contaminantes antraceno € benzo(a)pireno nao foram detectados em nenhuma das amostras,
independentemente do material da embalagem. Os compostos fluoreno, benzo(a)antraceno e
acefenantileno ndo foram detectados ou apresentaram concentragdes abaixo do limite de
deteccao nas amostras armazenadas por 4 meses em embalagens PET. O fenantreno e pireno
foram quantificados em apenas uma embalagem (E2 e E: respectivamente) no periodo de 4
meses. O tempo de armazenamento mostrou-se significativo para a determinacdo das
concentragdes desses contaminantes, uma vez que tirando as amostras dos contaminantes que
nao foram detectados em nenhuma embalagem, apenas 4 amostras nao foram detectadas, a E3
para o contaminante fenantreno, E; e E> para benzo(a)antraceno, e E; para acefenantileno no
periodo de 8 meses de armazenamento. De acordo com a legislagdo escocesa (BETTIN;
FRANCO,2005), os HPA’s naftaleno, acenaftileno e fluoreno apresentaram concentragdes
acima do permitido, sendo a maior concentragio para o acenaftileno, de 2,298 pg L,
concentracdo bastante inferior @ média encontrada para naftaleno em cachagas em um estudo
realizado por Galinaro; Franco(2009) e menor ainda que as concentragdes encontradas para

esses contaminantes por Bettin; Franco(2005).
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Na marca RC, apenas os HPA’s naftaleno, fluoreno e pireno foram quantificados em
recipientes de vidro. Os contaminantes antraceno, acefenantileno e benzo(a)pireno nao foram
detectados em nenhuma das amostras. No armazenamento por 4 meses em embalagem de
plastico, foram quantificados naftaleno, acenaftileno, fluoreno, fluoranteno e pireno. Ja para as
amostras armazenadas por 8 meses, foi possivel quantificar a maioria dos contaminantes, exceto
os que nao foram possiveis detectar em nenhuma das amostras, fenantreno e benzo(a)pireno na
embalagem Es3. Assim como em todas as outras marcas, as amostras armazenadas por mais
tempo em recipiente de PET foram as que apresentaram maior concentragao dos contaminantes
estudados, sendo encontrados para o naftaleno, acenaftileno, fluoreno e fluoranteno limites
acima do permitido pela legislacdo escocesa para tais HPA’s (BETTIN; FRANCO,2005). Os
contaminantes que apresentaram maior concentragdo foram o acenaftileno armazenado em Es
e fluoranteno armazenado em E;, sendo a concentracdo do fluoranteno encontrada neste
trabalho muito maior que a encontrada por Bettin e Franco (2005) de 2,91 pg L 'em aguardentes
fabricadas com cana queimada.

Entre as marcas de cachaga analisadas, observa-se que nem sempre o tipo de embalagem
interferiu na concentragdo dos HPA’s estudados, quando o tempo de armazenamento em
embalagens PET foi de 4 meses. Porém, quando se comparam as embalagens de vidro com as
amostras armazenadas por 8 meses em embalagem PET, pode-se observar que o tempo de
armazenamento aumentou as concentragdes desses contaminantes. Quanto as embalagens
utilizadas, pode-se perceber que as amostras armazenadas em recipientes de vidro na maioria
das vezes nao foram detectadas HPA’s, e quando detectados apresentaram concentragdes muito
baixas.

Dentre as marcas de cachaca analisadas, a marca MAZ apresentou maior concentragao
no somatdrio de HPA’s nas embalagens e tempos analisados, sendo a maior concentracdo de
17,916 nug L' para a embalagem E; com 8 meses de armazenamento, apesar de essa
concentracao se encontrar dentro dos limites sugeridos para teores totais de HPA’s pela German
Society for Fat Science de 25 ng L para alimentos defumados (GALINARO;FRANCO,2009).

A marca JAC armazenada por 8 meses E3 foi a que apresentou maior variedade de
composicao desses contaminantes, apresentando 9 dos 10 HPA’s estudados. Nas embalagens
PET, a embalagem E> foi a que apresentou maior quantidade de contaminantes acima do
permitido para legislacdo escocesa (BETTIN; FRANCO,2005).

Dentre os contaminantes estudados, os HPA’s de baixa massa molar, até 3 anéis
aromaticos, foram os mais encontrados nas amostras analisadas, principalmente naftaleno,

acenaftileno e fluoreno, corroborando com a afirmagdo de Wenzl; Zelinkova (2019) em que os
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HPA’s de menor massa molar sdo os mais comuns na contaminacdo de alimentos.
Posteriormente, Li; Ni; Zeng (2017) afirmam que os HPAs de baixa massa molar sdo mais
detectados em materiais de contato com alimentos produzidos em poliestireno. Esses HPA’s
sao mais faceis de serem encontrados porque o caminho de reagao para a sua formacao consiste
em menos passos, quando comparado com os de alta massa molar. Estes dados sdo diferentes
daqueles encontrados por Machado et al. (2014), que ao compararem embalagens de vidro e
bombonas de polietileno de alta densidade (PEAD) para armazenamento de cachaga,
encontraram HPA’s de baixa massa molar em embalagens de vidro e de alta massa molar nas
bombonas. Dentre os HPA’s de alta massa molar, o fluoranteno e pireno foram os mais
encontrados ao passo que benzoa(a)antraceno, acefenantileno e benzo(a)pireno quase nao
foram detectados nas amostras.

De acordo com os teores totais de HPA’s para cachaga, rum e uisque sugeridos pela
German Society for Fat Science, o somatério desses contaminantes nas amostras ficaram dentro
do limite de 25 pg L. Este trabalho corrobora parcialmente com o estudo de Riachi et al,
(2014), que dentre os dezesseis HPA’s ja encontrados em aguardente de cana, os mais
encontrados foram naftaleno, fenantreno, acenaftileno, criseno e fluoranteno. Esses
contaminantes sdo genotdxicos, carcinogénicos € representam risco a saude publica. A
contaminagdo desses compostos na cachaga pode ocorrer devido a varios fatores, como a
localizagdo da cultura da cana, contaminagdo nas etapas de processamento (adi¢do de caramelo
para corre¢do das bebidas envelhecidas); uso de lubrificantes nos equipamentos, como
moendas, tanques revestidos com resinas asfalticas; durante a maturagdo em tonéis de madeira
tratados termicamente e recipientes inadequados de armazenamento, como bombonas de
polietileno (BORTOLETTO et al.,2018 ; ALCARDE,2017; MACHADO et al.,2014;
GALINARO; FRANCO,20009).

5.6 Analise multivariada para a identificacio e quantificacio de HPA’s
5.6.1 Analise de Componentes Principais e Agrupamento Hierarquico
Na Figura 12, est4 apresentado o grafico de analise de componentes principais (PCA),

construido a partir dos resultados das anélises cromatograficas de quantificacdo de HPA’s.
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Figura 12— Grafico bidimensional PC1 x PC2 dos scores das embalagens t, (embalagem de vidro), e
embalagem de pléstico tempo de armazenamento t4 (4 meses) e ts (8 meses) para a quantificagdo de

HPA'’s nas amostras.

A PCA mostrou que, com a primeira e a segunda componente principal, foi possivel
descrever 97,3% dos dados, sendo 90,12% da variancia total descrita pela primeira componente
principal. Com a analise do grafico de scores e loadings Figura 16, pode-se perceber que se
formaram dois grupos diferentes entre as concentracoes de HPA’s quantificados nas amostras.
O grupo I é formado pela amostra MAZ nos tempos t4 € tg, por apresentarem concentragdes
bastante discrepantes do composto fluoreno, tanto para o mesmo quanto para os demais
contaminante analisados, formando um grupo mais isolado do restante das amostras. O grupo
IT ¢ formado pelo restante das amostras e contaminantes.

Para confirmar os agrupamentos formados nas andlises de PCA, na Figura 13 ¢

apresentado o dendograma da andlise de agrupamento hierarquico (HCA).
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Figura 13 Dendograma da analise de agrupamento hierarquico para quantificagdo de HPA’s das

amostras em relagdo as embalagens utilizadas e o tempo de armazenamento.

O dendograma da figura 17 para quantificacdo de HPA’s em diferentes tipos de
embalagem e tempo de armazenamento comprova o que foi analisado na Figura 16, de modo
que fica ainda mais nitida a diferenca do agrupamento de amostras MAZ em relagdo a todas as
outras. Nesse grafico ficam evidentes os agrupamentos, em que se pode perceber que houve um
agrupamento entre as amostras com relacdo aos tempos de armazenamento em garrafas PET,
ts, t4 € no to, mostrando certa similaridade entre as amostras nos tempos analisados,

comprovando o que foi mostrado no grafico de PCA.
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6. CONCLUSAO

A qualidade fisico-quimica das amostras estudadas foi afetada pelos diferentes tipos de
embalagens e pelo tempo de armazenamento, mostrando que as embalagens PET nem sempre
sao ideais para o armazenamento de cachagas.

Na quantificagdio de Carmato de Etila, os tipos de embalagem e tempo de
armazenamento nao afetaram sua concentragao, visto que em todas as amostras o contaminante
nao foi detectado.

Na quantificagdo de HPA’s por HPLC, os tipos de embalagens interferiram na
quantifica¢do desses contaminantes, de modo que as amostras armazenadas por maior tempo
em embalagens PETapresentaram maiores concentragdes desses contaminantes em todas as

marcas de cachaca analisadas.
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