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RESUMO GERAL

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a influéncia da luz
na composi¢do fendlica, na atividade antioxidante e na concentracdo de
carbamato de etila (CE) de cachagas envelhecidas em diferentes madeiras. As
amostras foram analisadas fisico-quimicamente e armazenadas em garrafas
transparentes ¢ em garrafas cobertas com folha de aluminio, sob temperatura
ambiente e luz natural, constituindo-se os tratamentos do experimento. Para a
execugdo das andlises de CE, composi¢do fenoélica e atividade antioxidante,
foram retiradas aliquotas, em intervalos regulares de 2 meses, durante um
periodo de 6 meses. Os compostos fenolicos e o CE foram quantificados por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e a atividade antioxidante,
pelo método de DPPH. Fisico-quimicamente, 70% das amostras analisadas
inicialmente apresentaram-se fora dos padrdes exigidos pela legislacdo
brasileira, quanto aos teores de alcool, acidez volatil, furfural e cobre. O acido
galico (amostras A, C, D, F e I), siringaldeido (amostras B, G e J), catequina
(amostras H) e cumarina (amostra E) foram os compostos majoritarios das
amostras analisadas, tendo a luz influenciado significativamente na concentragao
deles. Nao se observou influéncia significativa da luz na atividade antioxidante,
exceto para a amostra H. A maior atividade antioxidante foi observada nas
amostras G (49,40%) e A (45,42%) seguidas da amostra F (33,56%), cujo
composto majoritario foi o siringaldeido (G) e o acido galico (A e F). Todas as
amostras analisadas apresentaram concentra¢do abaixo do limite estabelecido
pela legislagio brasileira (150,00 pg L) para o CE, sendo a maior concentragio
encontrada de 79,70 ug L. Das amostras analisadas, 70% sofreram influéncia
da luminosidade e do periodo de armazenamento.

Palavras-chave: Cachaga. Luminosidade. Envelhecimento. Antioxidante.
Contaminante.



GENERAL ABSTRACT

This work was conducted with the objective of evaluating the influence
of light on the phenolic composition, the antioxidant activity and the ethyl
carbamate concentration (EC) in sugarcane spirits aged in different wood. The
samples were analyzed physiochemicaly and stored in transparent bottles and in
bottles covered with aluminum foil, under room temperature and natural light,
making up the treatments of the experiment. For the execution of the EC
analyses, phenolic composition and antioxidant activity, aliquots were removed
at regular 2 month intervals, during a period of 6 months. The phenolic
composition and EC were quantified by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) and the antioxidant activity, by the DPPH method.
Physicochemically, 70% of the analyzed samples inicially presented within the
standareds required by the Brazilian legislation, regarding alcohol content,
volatile acidity, furfural and copper. Gallic acid (samples A, C, D, F and 1),
syringaldehyde (samples B, G and J), catechin (samples H) and coumarin
(sample E) were the majority compounds of the analyzed samples, light having
significantly influenced their concentration. Significant influence of the light
was not observed in the antioxidant activity, except for the sample H. The
highest antioxidant activity was observed in the samples G (49.40%) and A
(45.42%) followed by the sample F (33.56%), whose majority compound was
the syringaldehyde (G) and the gallic acid (A and F). All of the analyzed
samples presented an EC concentration below the limit established by the
Brazilian legislation (150.00 ug L), the highest concentration found being
79.70 pg L. Of the analyzed samples, 70% underwent the influence of light and
the storage period.

Keywords: Cachaga. Luminosity. Aging. Antoxidant. Contaminant.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

A cachaga é uma bebida tipica brasileira, ¢ um dos destilados mais
consumidos em nosso pais. E obtida do caldo de cana fermentado e suas
denominagdes variam de acordo com a regido do pais. E produzida por milhares
de produtores espalhados por varios estados, diferenciando-se pelas
caracteristicas culturais e historicas de cada regido. Estima-se uma producio
anual de 1,6 bilhdo de litros da bebida, dos quais 90% sdo provenientes da
producdo industrial e 10% da cachaga de alambique (LIMA et al., 2006). Minas
Gerais destaca-se como o maior produtor de cachaga de alambique do pais,
representando 44% da produ¢do nacional. Estima-se que, no estado, o nimero de
produtores ndo ultrapasse a cinco mil, gerando cerca de 240 mil empregos
diretos (PEREIRA et al., 2003; SEBRAE, MG, 2008, AMPAC, 2010).

Atualmente, o agronegécio da bebida caracteriza-se por uma busca
incessante de pesquisas e projetos que melhorem a qualidade do produto,
visando a atender a demanda cada vez maior do mercado interno e externo. Para
isso, busca-se desenvolver ou aprimorar praticas de fabricacdo que resultem em
produtos padronizados e com qualidade comprovada nos aspectos fisico-
quimicos e sensoriais. No entanto, a producao de cachaca com qualidade requer
um aprimoramento técnico e cientifico das etapas de producdo, com estudos e
pesquisas nas areas de desenvolvimento genético de mudas de cana, corte e
manejo, fermentacdo, destilacdo e envelhecimento (MACHADO, 2010).

Entre as diversas etapas de produgdo da cachaga, o envelhecimento é
uma etapa determinante que, com a melhoria da qualidade da bebida, agrega
valor a ela. Nesse processo, ocorrem diversas reagdes quimicas que

proporcionam a incorporagdo de compostos provenientes das madeiras utilizadas
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na confecgdo dos tonéis, assim como reagdes entre alguns compostos presentes
na bebida, os quais sdo provenientes de etapas anteriores ao envelhecimento. A
incorporacdo destes a bebida depende da espécie de madeira e do tratamento a
ela aplicado, do periodo de armazenamento, das condigdes ambientais e do teor
alcodlico do destilado armazenado. Tais reagdes sdo responsaveis por mudangas
quimicas, fisicas e sensoriais no produto. Entretanto, observa-se ainda uma
escassez no estudo dos compostos incorporados a cachagca durante o
envelhecimento (CARDELLO; FARIA, 1998; CAVALHEIRO et al., 2003;
AQUINO et al., 2006).

Entre esses compostos agregados a bebida tem-se a incorporagdo de
compostos fendlicos, substincias antioxidantes, cujas propriedades t€m sido
muito estudadas, principalmente em vinhos. Essas moléculas antioxidantes
atuam como sequestradores de radicais livres e, algumas vezes, como quelantes
de metais, agindo tanto na etapa de inicia¢do como na propagacao do processo
oxidativo. Nesse processo, os produtos intermediarios formados sdo
relativamente estaveis devido a ressonancia do anel aromatico apresentada por
essas substancias (SOARES, 2002).

Além dos compostos secundarios provenientes de diferentes etapas do
processo de producdo da cachaga, responsaveis pelo sabor e aroma
caracteristicos da bebida e dos compostos agregados a ela apos o
envelhecimento, alguns contaminantes podem ser encontrados na cachaga. O
carbamato de etila ¢ um contaminante orgénico, altamente carcinogénico,
encontrado naturalmente em baixas concentracdes em diferentes bebidas
alcodlicas e em alguns alimentos fermentados. No Brasil, a legislagdo estabelece
um limite maximo desse contaminante em cachaga de 150 pg L' (BRASIL,
2005). No entanto, sua origem e formacao ainda ndo estdo bem elucidadas na
bebida. Alguns autores sugerem que esse contaminante origina-se da degradacao

de aminoacidos; outros, que venham de reacdes entre o etanol e o acido
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cianidrico catalisado pelo cobre ou pela auto-oxidagao de compostos insaturados
induzidos pela radiacdo ultravioleta (BATTAGLIA; CONACHER; PAGE,
1990; ARESTA; BOSCOLO; FRANCO, 2001).

Diante do exposto, objetivou-se neste trabalho avaliar a influéncia da luz
na composicao fenolica e do carbamato de etila de cachacas envelhecidas em
diferentes madeiras, bem como determinar sua atividade antioxidante durante o

periodo de seis meses.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A cachaga, largamente consumida no pais, ¢ uma bebida produzida em
todas as regides e consumida por todas as classes sociais. Sua produ¢ao iniciou-
se nos tempos da colonizagdo do Brasil e atualmente observa-se um aumento
acentuado em seu consumo, tanto no mercado interno quanto no mercado
externo, requerendo, portanto, um produto de melhor qualidade. Nesse contexto,
inumeras pesquisas vém sendo realizadas com o objetivo de aprimorar tanto a
qualidade da matéria-prima, quanto o processo de producdo da bebida,
identificando e caracterizando compostos orgénicos ¢ inorganicos (VARGAS;

GLORIA, 1995; ANJOS et al., 2011).

2.1 A cachaca

Atualmente, a legislacdo brasileira define a aguardente de cana como a
bebida com graduagdo alcoolica de 38% a 54% em volume, a 20° C, obtida do
destilado alcodlico simples de cana-de-acticar ou pela destilagdo do mosto
fermentado de cana-de-aguicar, podendo ser adicionada de agucares até seis
gramas por litro. A expressdo “cachaca” ¢ definida pelo Decreto n® 4851/03 e ¢
uma denominagdo tipica e exclusiva do Brasil, definida como sendo toda
aguardente de cana que apresenta graduacdo alcodlica entre 38% e 48% em
volume (BRASIL, 2005).

Para que a bebida seja considerada envelhecida, deve-se enquadrar na
denominagdo descrita anteriormente e conter, no minimo, 50% de cachaga ou
aguardente de cana envelhecida em recipiente de madeira apropriado, com
capacidade maxima de setecentos litros, por um periodo nio inferior a um ano.
No entanto, a legislagdo vigente ainda descreve a cachaca premium e extra

premium, que se referem a bebida que contiver 100% de aguardente de cana
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envelhecida em recipiente de madeira apropriado, com capacidade maxima de
setecentos litros, por um periodo ndo inferior a um a trés anos, respectivamente
(BRASIL, 2005).

O processo produtivo da cachaca estabelece-se em quase todos os
estados brasileiros, havendo mais de 30 mil produtores de cachaga, que
produzem mais de 5 mil marcas, gerando 600 mil empregos diretos e indiretos.
O estado de S@o Paulo ¢ o maior produtor (44%), seguido por Pernambuco
(12%) e Ceara (12%) e Minas Gerais (8%), Goias (8%) e¢ Rio de Janeiro (8%);
Bahia, Parana, Rio Grande do Sul e Paraiba dividem o restante da produgdo
nacional (IBRAC, 2012).

Em Minas Gerais, a produgdo da cachaca tem relevante importancia
econdmica e social. Atualmente, o estado possui cerca de 5.000 alambiques,
1216 marcas registradas e uma estimativa de producao que alcanga 200 milhdes
de litros por ano, movimentando R$ 1,5 bilhdo s6 com o mercado interno e
gerando cerca de 240 mil empregos. Entre as regides produtoras, destaca-se o
Norte, Jequitinhonha e o Rio Doce, as quais detém 63% da produgdo mineira;
porém, acredita-se que do total produzido, apenas 0,3% seja exportado. Minas €
responsavel por aproximadamente 8% do total da produg@o nacional da bebida e,
embora a atividade da producgdo de cachaga de alambique seja economicamente
importante, estima-se que aproximadamente 90% da produgd@o no Estado ocorra
em alambiques clandestinos (SEBRAE, MG, 2008).

Com a crescente importincia e participacdo na economia do pais, a
cachaga vem conquistando espago tanto no mercado interno quanto no externo,
sendo hoje a segunda bebida mais consumida no Brasil e o terceiro destilado
mais consumido no mundo. Estima-se um consumo de 70 milhdes de doses
diarias no pais, o que equivale a aproximadamente seis litros/habitante/ano
(LIMA et al., 2006; CANCADO-JUNIOR; PAIVA; ESTANISLAU, 2009).
Segundo dados do Ibrac (2012), em 2011, a cachaga foi exportada para mais de
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60 paises por 90 empresas brasileiras, que exportaram um total 9,80 milhdes de
litros, gerando uma receita de US$ 17,28 milhGes. Entre os principais mercados,
estdo Alemanha, Portugal, Estados Unidos e Franca.

Diante da ampliacdo do mercado consumidor da cachaca, melhorias e
controles mais rigidos vém sendo implementados ao processo de produgdo da
bebida, buscando um produto de melhor qualidade sensorial e quimica, que
atenda aos padrdes de identidade e qualidade (PIQ’s) exigidos. Aliada a essas
melhorias, verifica-se também mudangas no ambiente institucional no que se
refere a atividade produtora de cachaga, tanto no ambito nacional quanto
estadual. Tais acdes objetivaram-se tornar a atividade mais eficiente e articulada,
visando aumentar o nivel das exportacdes, mediante a qualidade do produto

oferecido e a uma politica de marketing (RECHE; FRANCO, 2009).

2.2 Compostos secundarios e contaminantes presentes na cachaca

Durante o processo de fermentacdo do mosto de cana-de-agtcar para a
produgdo da cachaga, ocorre a formagédo de diversos compostos, entre os quais o
produto majoritario é o alcool etilico. Também sdo formados outros compostos,
em quantidades menores quando comparado ao alcool etilico produzido,
denominados de compostos secundarios, tais como os aldeidos, alcoois
superiores, ésteres e acidos organicos. Esses compostos sdo formados por rotas
bioquimicas ou quimicas durante e ap6s a fermentacdo alcoolica (DATO;
PIZAURO JUNIOR; MUTTON, 2005).

De acordo com a Instrugdo Normativa de n° 13 de 2005, os Padrdes de
Identidade e Qualidade (PIQs) para a aguardente de cana-de-aglicar e para a
cachaca, estabelecidos pela legislacdo brasileira no decreto 4.851 em 2003,

foram mantidos e acrescentados limites para outros contaminantes, como
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carbamato de etila (CE), propenal-2 (acroleina), butanol-2, butanol-1, chumbo e
arsénio, conforme Quadro 1 (BRASIL, 2005).

A formagdo excessiva de componentes secunddrios pode estar
relacionada a fatores edafoclimaticos, tais como solo, clima e altitude ou
diferencas na metodologia empregada na elabora¢ao da bebida, como matéria-
prima, micro-organismos utilizados, condi¢des da fermentacdo (temperatura,
pH, aeragdo, dentre outras), maneira de destilar e envelhecimento, como o
tempo, tipo de madeira e volume do recipiente (SIEBALD; CANUTO; SILVA,
2009). Durante a destilacdo, deve-se realizar o corte das fragdes denominadas de
cabeca, coracdo e cauda, sendo a maioria dos componentes secundarios
encontrada no destilado de cabega; porém, a parte que deve ser consumida ¢ o
destilado de coragdo, devido aos menores teores de contaminantes nessa fragao.
Um procedimento inicial para diminuir o teor de componentes secundarios
consiste em avaliar a eficiéncia do refluxo na coluna do alambique e ajustar o
tamanho do destilado de cabeca. Algumas reacdes ocorrem nessa etapa, como
hidroélise, esterificacdo, acetilagdo, reagdes com o cobre e producdo de furfural,

entre outros (LEAUTE, 1990).
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Quadro 1 Teores maximo e minimo para os componentes secundarios e
contaminantes presentes na aguardente de cana e cachaca (Brasil,

2005)
Componente Unidade Limite

Minimo Maximo

Graduagdo alcodlica % v/v de élcool etilico a 38,00 54,00

(aguardente) 20°C

Graduagdo alcodlica % v/v de alcool etilico a 38,00 48,00

(cachaga) 20°C

Sacarose, em agucar g L! 6,00 30,00

refinado, invertido ou

glicose

Acidez volatil, em mg/100 mL de alcool anidro - 150,00

acido acético

Esteres, em acetato de mg/100 mL de alcool anidro - 200,00

etila

Aldeidos, em aldeido mg/100 mL de alcool anidro - 30,00

acético

Furfural mg/100 mL de alcool anidro - 5,00

Alcoois superiores* mg/100 mL de alcool anidro - 360,00

Congéneres** mg/100 mL de alcool anidro 200,00 650,00

Alcool metilico mg/100 mL de alcool anidro - 20,00

Alcool sec-butilico (2- mg/100 mL de alcool anidro 10,00

butanol)

Alcool n-butilico (1- mg/100 mL de alcool anidro 3,00

butanol)

Acroleina (2-propenal)  mg/100 mL de alcool anidro 5,00

Carbamato de etila ng L - 150,00

Cobre mg L™ - 5,00

Arsénio ng L - 100,00

Chumbo ng L - 200,00

Extrato seco gL! - 6,00

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

Fonte: Brasil (2005)
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Os alcoois superiores sdo alcoois com mais de dois atomos de carbono
formados durante o processo oxidativo ou a partir do metabolismo dos
aminoacidos pelas leveduras (GALHIANE, 1989). Os alcoois com até cinco
atomos de carbono apresentam odores caracteristicos “flavour” tradicionalmente
associados com bebidas destiladas, destacando-se os alcoois amilico e propilico,
e seus respectivos isomeros. Com o aumento do niimero de carbonos, o aroma
modifica-se substancialmente e os alcoois tornam-se oleosos, sendo
denominados de o6leo fisel, diminuindo o valor comercial e a qualidade da
aguardente de cana (MAIA, 1999). Segundo Cardoso (2006), esses compostos
podem ser formados quando a cana ¢ estocada, para depois, ser moida. Outros
fatores que contribuem para o aumento da concentracao de alcoois superiores na
aguardente de cana é a temperatura elevada durante o processo fermentativo e o
pH muito acido. Esses alcoois, assim como os ésteres, em quantidades normais,
sdo responsaveis pelo aroma e sabor caracteristico da bebida. Os principais
alcoois superiores encontrados em aguardentes sdo os alcoois isoamilico (2-
metilbutanol-1), amilico (1-pentanol), isobutilico (2-metilpropanol-1) e propilico
(propanol) (VILELA et al., 2007). Segundo Gutierrez (1993), alguns fatores
influenciam a formacao de alcoois superiores pelas leveduras, como a espécie e
a linhagem, temperatura e composi¢do do meio. A Instru¢cdo Normativa de junho
de 2005 incluiu na lista dos PIQs de aguardente de cana/ cachaga limites para os
alcoois superiores: butanol-1 e butanol-2, que devem ser quantificados
separadamente (BRASIL, 2005).

O metanol ¢ um alcool indesejavel na bebida devido a sua alta toxidez.
A ingestdo, mesmo em quantidades reduzidas, por longos periodos, pode
ocasionar cegueira ou mesmo a morte (BADOLATO; DURAN, 2000). Origina-
se da degradagdo da pectina, um polissacarideo presente na cana-de-agucar
durante o processo de fermentagdo; portanto, deve-se evitar uma fermentagao

realizada na presenca de frutas ricas em pectina, como laranja, maca, abacaxi e
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também na presenca de bagacilhos no caldo da cana a ser fermentado
(CARDOSO, 2006).

Os ésteres alifaticos sdo produzidos principalmente na fermentagdo
alcodlica durante o metabolismo secundario intracelular das leveduras e a partir
dos intermedidrios da sintese dos acidos monocarboxilicos de cadeia longa
(PARAZZI et al.,, 2008). Durante a destilacdo e envelhecimento, esses
compostos sdo formados pelas reagdes de esterificagdo entre os alcoois e os
acidos carboxilicos formados durante o processo oxidativo. O acetato de etila € o
principal éster encontrado na aguardente de cana, sendo formado por pequenas
quantidades de etanol e acido acético provenientes do processo de fermentagao.
Esse éster € responsavel, quando em quantidades limitadas, pela incorporagdo de
um aroma agradavel de frutas, desejavel nessa bebida. Quando em excesso,
confere a aguardente um sabor enjoativo e indesejavel (PEREIRA et al., 2003 ¢
MIRANDA; HORII; ALCARDE, 2006).

Os aldeidos, principalmente o acetaldeido, sdo formados pela agdo de
leveduras durante estagios preliminares do processo de fermentagdo, tendendo a
desaparecer nas etapas finais, desde que o mosto sofra aeragdo. Outra forma de
obtengdo desses compostos € pela oxidagdo de etanol e alcoois superiores
(CARDOSO, 2006).

O furfural e o hidroximetilfurfural, aldeidos cuja presenca ¢ indesejavel
na bebida, resultam da decomposicdo quimica de pentoses e hexoses,
respectivamente. Sdo formados principalmente pela pirogenizagdo da matéria
organica depositada no fundo dos alambiques. A contamina¢do da bebida por
esses compostos pode ser evitada pela destilagdo do vinho limpo, livre de
substancias organicas em suspensdo. No entanto, esses compostos podem estar
presentes no caldo de cana-de-agucar quando a colheita for precedida da queima
do palhi¢co. Nas aguardentes de cana envelhecidas, esses compostos podem se

originar da acdo de acidos sobre pentoses, hexoses e seus polimeros
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(hemiceluloses), podendo provir, pelo menos em parte, da madeira dos
recipientes utilizados no armazenamento da bebida (MASSON et al., 2007).

O 2-propenal, também conhecido como acroleina, ¢ extremamente
toxico por todas as vias de administracdo e tem mostrado caracteristicas
mutagénicas, além de provocar irritacdo no trato respiratdrio de animais e
humanos. Os vapores de acroleina sdo lacrimogénicos, muito irritantes aos
olhos, nariz e garganta. O limite de percepg¢ao olfativa da acroleina no ambiente
¢ de 0,21 mg L e concentragdes dez vezes maiores sdo consideradas perigosas a
vida e & saude. E formada durante o processo de fermentagio, pela desidratagdo
do glicerol, podendo estar associada a bactérias termofermentativas
(CARDOSO, 2006; AZEVEDO et al, 2007). E um liquido amarelo que
apresenta um sabor e odor amargo. Nos ultimos anos, tem-se observado um
consideravel interesse por parte do World Health Organization, particularmente
pela International Agency for Research on Cancer, para identificar esses e outros
congéneres presentes em bebidas alcodlicas que podem ser carcinogénicos,
mutagénicos ou toxicos (NASCIMENTO et al., 1997). Na aguardente de cana, o
seu limite é de 5,00 mg 100mL™" de 4lcool anidro.

Em estudos recentes, Zacaroni et al. (2011) detectaram a presenca de
acroleina acima do limite estabelecido em apenas uma das doze amostras
analisadas. A concentracdo desse contaminante variou de ndo detectado a 7,45
mg 100 mL" de 4lcool anidro. Masson et al. (2012) encontraram valores que
variaram de ndo detectado a 21,97 mg 100 mL" de 4lcool anidro, em 71
amostras analisadas, das quais 9,85% das amostras apresentaram concentra¢des
acima do limite estabelecido; no entanto, poucos estudos abordam a presenca
desse contaminante na bebida.

Entre os acidos produzidos durante a fermentacdo alcodlica, o acido
acético tem sido quantitativamente o principal componente da fragdo acida das

aguardentes, expresso em acidez volatil. Os acidos carboxilicos sdo compostos
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normais da fermentagdo, produzidos por leveduras ou bactérias provenientes de
contaminag@o. Também pode ser formado pela oxidagdo do acetaldeido, mesmo
quando a fermentacdo ¢ totalmente controlada. Quantidades elevadas desse
acido carboxilico sdo frequentemente associadas as praticas de estocagem da
cana e as contaminacdes do mosto com bactérias acéticas, decorrentes de um
tempo excessivo de descanso entre o processo de fermentacdo e a destilagdo
(PEREIRA et al., 2003; CARDOSO, 2006).

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) caracterizam-se por
possuirem dois ou mais anéis aromaticos condensados. Apresentam alto
potencial toxico, mutagénico e carcinogénico (PEREIRA NETO et al., 2000).

Na Alemanha, "The German Society for Fat Science" fixou para o teor
total de HPAs em alimentos o limite de 25,00 ug L™ e de 5,00 pg L™ para o teor
de HPAs de alta massa molecular (1,2-benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, benzo(ghi)pirileno e benzo(a)antraceno).
Segundo a legislacdo escocesa, as concentragdes maximas toleradas de HPAs
em alimentos sdo de 1,00 pg L! para o naftaleno, acenafteno, fluoreno,
fenatreno e antraceno e de 2,00 pg L para o fluoranteno, pireno e criseno
(BETTIN; FRANCO, 2005). Apesar de ndo haver ainda legislagdo brasileira
para HPAs, sua existéncia em bebidas ja foi relatada. Serra; Pupin; Toledo
(1995) analisaram duas amostras de cachaga e identificaram a presenga de
benzo[a]pireno e de benzo[a]antraceno, com niveis similares aqueles
encontrados por Tfouni; Vitorino e Toledo  (2007), de 0,27 ¢ 0,40 pg L™,
respectivamente. Bettin e Franco (2005) identificaram e quantificaram os HPAs
(naftaleno, acenaftaleno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno,
1,2- benzo(e)pireno, criseno, benzo(e)pireno, 2,3-benzo(a)antraceno, 1,2-
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, dibenzo(a,h)antraceno,
benzo(a)pireno, benzo(ghi)pirileno) em vinte e oito amostras de aguardentes de

cana. Os resultados experimentais para as amostras da bebida foram analisados
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em termos de andlises de componentes principais (PCA), possibilitando a
diferenciacdo entre o perfil das aguardentes de cana produzidas de cana-de-
acucar queimada e ndo queimada.

Além da queima da cana, a presenca de HPAs em aguardentes de cana
pode ser proveniente de contaminagdes nas etapas do processo de produgdo, tais
como o emprego de lubrificantes nos equipamentos, utilizacdo de recipientes
nao adequados para o armazenamento da bebida, tanques revestidos com resinas
asfalticas ricas em HPAs, pelo agticar adicionado a bebida e durante a maturagéo
da bebida em tonéis de madeira tratada termicamente (HAWTHORNE;
TREMBLEY; MONIOT, 2000, ZAMPERLINNI; SILVA-SANTIAGO;
VILEGAS, 2000).

Entre os contaminantes organicos, o carbamato de etila (CE) tem
recebido atengdo especial devido ao seu alto potencial carcinogénico. E
encontrado naturalmente em baixas concentracdes em diferentes bebidas
alcodlicas e em alguns alimentos fermentados; porém, sua origem e formagao
ainda ndo estdo bem elucidadas. Alguns autores acreditam que se originam da
degradagdo de aminoacidos; outros, que venham de reagdes entre o etanol € o
acido cianidrico catalisado pelo cobre ou ferro ou pela auto-oxidacdo de
compostos insaturados induzidos pela radiacdo ultravioleta. Acredita-se também
que sua formagdo seja favorecida por altas temperaturas resultante do mau
dimensionamento do sistema de destilacdo ou operagdo com niveis de refluxo
improprios (MACKENZIE; CLYNE; MACDONALD, 1990; ARESTA;
BOSCOLO; FRANCO, 2001; BOSCOLO, 2002; POLASTRO et al., 2001;
BRUNO et al., 2007).

Entre os contaminantes inorganicos encontrados na cachaga, podem-se
citar o cobre, o chumbo e o arsénio. A quantificagdo de metais em aguardentes é
efetuada com diversas finalidades, sendo a mais importante a verificacdo da

presenga de espécies metalicas em niveis toxicos, atendendo as especificagoes
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exigidas pelas leis do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(ROSE; HARRISON, 1970).

Um dos metais mais importantes que pode ser encontrado na cachaca ¢ o
cobre. Esse metal é proveniente, principalmente, do material constituinte dos
alambiques. Ele contribui para a eliminagdo de certos odores desagradaveis
observados em aguardentes destiladas em alambiques confeccionados com
materiais, onde ndo esta presente esse metal, tal como ago inox. De modo geral,
0 que se observa € que a assepsia cuidadosa dos alambiques, apos o
procedimento de alambicagem, tende a reduzir consideravelmente os problemas
de excesso de cobre nas aguardentes (LIMA et al., 2006).

O chumbo e o arsénio podem contaminar a bebida por meio das
embalagens, soldas de ligas metalicas endurecidas do material utilizado na
confec¢do do destilador, por meio da utilizagdo de produtos agroquimicos, como
pesticidas e inseticidas, ou pelo solo (CARDOSO, 2006; CALDAS; OLIVEIRA;
GOMES NETO, 2009).

2.3 Carbamato de etila

O carbamato de etila (CE), também conhecido como uretana ou
etiluretana (CAS n°® 51-79-6), ¢ um éster etilico do acido carbamico, massa
molar de 89,09 g mol™, cuja estrutura quimica esta representada na Figura 1.
Apresenta alta solubilidade em dgua, etanol, éter, cetonas, €steres e solventes
clorados, temperatura de ebulicdo e fusdo que variam de 182°C a 184°C e de
48°C a 50°C, respectivamente. Encontra-se na forma de cristal incolor, inodoro,
de sabor salino refrescante e levemente amargo. Essas propriedades conferem ao
CE alta polaridade e baixa volatilidade, além de se decompor a baixa

temperatura. (MERCK, 2001).
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/\o NH,

Figura 1 Estrutura quimica do carbamato de etila

2.3.1 Aplicagdes e caracteristicas

O CE tem varias aplicacdes comerciais, tais como preparacdo e
modificagdo de aminorresinas, cossolvente para pesticidas ou sintese de
farmacos, ¢ como um intermediario quimico na industria téxtil, transmitindo
propriedades de lavagem e desgaste (IARC, 1974). Na medicina, foi utilizado
como agente antineoplasico para o tratamento principalmente de mieloma
multiplo (HOLLAND et al., 1966). O CE também foi utilizado em hipnose de
humanos e como anestésico para animais de laboratério. Na década de 40, essa
substancia foi considerada toxica e cancerigena. Atualemte, o CE e outros
carbamatos simples (fenil, metil ou butil) sdo utilizados apenas para fins de
pesquisa (BELAND et al., 2005; WEBER; SHARYPOV, 2009).

O CE ¢ encontrado naturalmente em alimentos e em bebidas
fermentadas e fermento-destiladas, tais como pao, vinho, iogurte, uisque, vodca,
rum, cachaga e tiquira (LACHENMEIER et al., 2005; HOFFLER et al., 2005). E
genotoxico e cancerigeno em um numero de espécies, incluindo ratos, ratazanas,
hamsters e macacos, o que sugere um potencial risco carcinogénico para
humanos (BELAND et al. 2005). O CE ¢é absorvido rapidamente e quase
completamente a partir do trato gastrointestinal e da pele e o seu metabolismo
envolve trés vias principais: hidrélise, N-hidroxilacdo ou C-hidroxilagdo e

oxidacdo da cadeia lateral. (CHA et al., 2000; EFSA, 2007).
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Devido ao seu alto potencial carcinogénico (classe 2B pela Agéncia
Internacional de Investigagdo do Céancer), limites maximos foram estabelecidos
para o CE em bebidas, tais como 30,00 pg L para vinho, 100,00 ug L™ para
vinho fortificado, 150,00 ug L para conhaque e uisque e 400,00 pg L' para
aguardentes de fruta e licor. Esses limites estabelecidos pela legislagdo
canadense tém sido utilizados como referéncia em outros paises, € no Brasil, a
concentragdo maxima permitida desse contaminante em cachaga ¢ de 150,00 pug
L' (JARC, 1987, ARESTA; BOSCOLO; FRANCO, 2001; BELAND et al.,
2005; ABREU et al. 2005; BRASIL, 2005). Atualmente, Canad4, EUA, Franga,
Republica Tcheca, Alemanha e Suica controlam a presenca de CE em bebidas
alcoolicas (EFSA, 2007).

Em 2007, por meio de um programa para a normalizacdo de alimentos
FAO/WHO (Comité do Codex sobre contaminantes em alimentos), foram
estabelecidos pelo Joint Expert Committee on Food Additives doses de CE a um
limite de 0,30 mg kg de peso corporal por dia e o consumo médio de CE a
partir de alimentos de aproximadamente 15,00 ng kg de peso corporal por dia.
Esses indices foram baseados em alimentos relevantes, incluindo paes, produtos
lacteos fermentados e bebidas de soja. No entanto, bebidas alcodlicas ndo foram
incluidas. Com a inclusdo delas, a estimativa aumenta para 80,00 ng kg™ de peso
corporal por dia. O alto consumo de aguardentes de frutas com caroco pode
conduzir a um maior consumo de CE; portanto, medidas devem ser tomadas ¢
pesquisas realizadas com o objetivo de reduzir as concentragdes de carbamato de

etila em bebidas alcoodlicas.

2.3.2 Mecanismos de formacao de CE em bebidas alcoodlicas

O CE ¢ produzido em niveis baixos (ng L' ou ng kg’

até mg L) em alimentos fermentados, alimentos assados e bebidas alcodlicas
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por meio de varios precursores, tais como acido cianidrico,
ureia, citrulina e aminoacidos N-carbamil (incluindo fosfato de carbamila por
reacdo com etanol) (DENNIS et al., 1986; VAHL, 1993; BELAND et al., 2005).

Em diversos estudos, ha relatos sobre as possiveis vias de formagéo do
CE em bebidas alcoodlicas. Na década de 70, acreditava-se que o pirocarbonato
de dietila ou carbonato de dietila, aditivo antimicrobiano adicionado aos
alimentos, reagia com a amoOnia em pH neutro ou alcalino, formando o CE
(equagdo 1). A partir de entdo, a utilizagdo desse composto foi proibida em

alimentos e principalmente na fabrica¢do de vinhos (JAGERDEO et al., 2002).

(CH3CH,0),CO + NHj CH;CH,OCONH, + CH3;CH,OH (D

Na fermentacdo do vinho, 0os mecanismos propostos parecem estar bem
elucidados e sdo aplicados para o estudo durante a fementacao da cachaga. Esses
mecanismos envolvem os aminodcidos arginina, ornitina, citrulina e fosfato de
carbamila; porém, a ureia e seus derivados sdo os compostos principais na
reagdo com etanol para formar o CE. A rota mais comum de producdo de CE na
fermentacdo ¢ a reacdo da ureia com etanol, em meio acido (equagdo 2), sendo a
cinética favorecida a altas temperaturas (ARESTA; BOSCOLO; FRANCO,
2001; JAGERDEO et al., 2002; WANG et al., 2007).

NH,CONH, + CH3;CH,0H — CH;CH,0CONH, + NHj (2)
ureia etanol

Outros mecanismos de formagao de CE a partir da ureia estdo descritos.
Bruno et al. (2007) citam que o CE pode ser formado pela decomposi¢do térmica
da ureia (60 a 100° C) em solugdes aquoetanolicas a cianato e isocianato
(equagdo 3). Eles podem reagir com o etanol, em meio acido, formando o CE.

Outra possivel via ¢ a decomposicdo térmica da ureia a amonia e acido cianico, e
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posterior reacdo deste ultimo com etanol (equacdes 4 ¢ 5) (SCHABER et al,,

2004).

60 - 100°C

NH,CONH, — 5% HNCO + HOCN 3)
ureia etanol isocianato  cianato

NH,CONH, —» NH,"NCO"— NH; + HCNO 4)
ureia acido cianico

HCNO + CH3;CH,0H + H" — CH3;CH,0CONH, (5

Como citado anteriormente, além da ureia, compostos como o fosfato de
carbamila (FC), citrulina e aminodcidos N-carbamil sdo provaveis precursores
de CE em bebidas alcodlicas, pois estdo presentes no vinho e podem reagir com
etanol em pH acido (NAGATO; NOVAES; PENTEADO, 2003). Esse
subproduto origina-se da degradagdo enzimatica da arginina durante o processo
de fermentacdo, conforme representado na Figura 2. A etanolise desses
precursores leva a producdo de CE, na qual o FC reage com etanol para formar o
CE (equagdo 6). Da mesma forma, a citrulina reage espontaneamente com o
etanol para formar o CE (TONON; LONVAUD-FUNEL, 2002; UTHURRY et
al., 2006). Essa reacdo de formacdo do contaminante pode ser favorecida pela
presencga de compostos nitrogenados durante a destilagdo, altas temperaturas sob
condicdes acidas e longo periodo de armazenamento do produto (POLASTRO et

al., 2001; JARGEDEO et al., 2002; IIDA et al., 2006; BRUNO et al., 2007).
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Citrulina Ornitina
».
Ornitina +
0]
NH3 + CO,
O3P\
(0) NH,
PO, - . .
ornitina transcarbamilase fosfato de carbamila

Figura 2 Esquema geral dos precursores envolvidos no ciclo da uréia
Fonte: Anjos (2011)

O
OsP~_ )J\ +  CH3CH,0H ——> CH;CH,0CONH, + H;PO,  (6)
O NH2

fosfato de carbamila

O cianeto (CN") ou os intermediarios cianato ((OCN) ou isocianato (°
NCO) sdo considerados precursores durante ¢ apos o processo de destilagdo
(ANJOS et al.,, 2011). Segundo Galinaro e Franco (2011), para bebidas
destiladas como uisque, rum e destilados de frutas com carogo, apenas uma
pequena concentragdo de uretana presente no mosto fermentado ¢ incorporada
ao destilado final, sendo o ion cianeto relatado como o principal precursor de

CE. Segundo Lachenmeier (2005), esse cianeto (CN°), anion do acido cianidrico,
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(HCN) seria formado pela agdo enzimatica e clivagem térmica dos glicosideos
cianogénicos presentes em alguns vegetais (cevada, mandioca, aveia, arroz,
centeio, trigo, maga ¢ manga), podendo ser oxidado a cianato (CNO’). Embora
até o presente momento ndo esteja descrito na literatura qual o glicosideo
cianogénico presente na cana-de-agucar, ¢ bem razoavel admitir a sua existéncia
nesse vegetal. Na Figura 3, sdo exemplos de glicosideos encontrados no centeio

e trigo (a) e na mandioca, aveia e cereais (b).

OH

OH
(a) Dhurrin (b) Linamarin

Figura 3 Exemplos de glicosideos cianogénios
Fonte: Galinaro e Franco (2011)

Os precursores da CE e os correspondentes mecanismos de formagdo em
fase liquida, principalmente durante a fermentacdo, foram descritos
anteriormente. No entanto, em bebidas destiladas, varios outros mecanismos
aumentam a concentragdo de CE por diferentes reacdes em fase gasosa durante a
destilagdo. Segundo Weber e Sharypov (2009), apenas uma minoria do CE
produzido na fermentagdo € vaporizado e encontrado nos destilados, devido ao

seu ponto de ebulicdo elevado 184° C. No entanto, CE pode ser transportado
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como aerossol para o condensador no alambique (BRUNO et al., 2007). Além
disso, estima-se que cerca de 80% do CE encontrados nos destilados sejam
formados durante a etapa de destilagdo e/ou dentro das primeiras 48 h apods a
destilagdo (RIFFIKIN et al., 1989; ARESTA; BOSCOLO; FRANCO, 2001.;
BRUNO et al., 2007; FOX; STACHOWIAK, 2007). No ultimo caso, o papel de
precursores do CE em fase gasosa ¢ crucial. HCN, HNCO e/ou HOCN presentes
ou formados durante a destilacdo sdo os precursores da CE. Devido ao seu baixo
ponto de ebulicdo (< 30° C), esses acidos sdo vaporizados ¢ podem produzir CE
em fase gasosa e/ou por reagdes heterogéneas (gas/solido), principalmente por
acdo catalitica do cobre, que é o material utilizado na confeccio dos alambiques
(CARLEY; CHINN; PARKINSON, 2003). Esses autores demonstraram a
oxidacdo de HCN para HNCO (ou HOCN) sobre a superficie de cobre a 300 K
(equacdo 7).

HON + 15,0, —Ys HNCO =HOCN (7)
300K

Adsorvido ou ndo, HNCO e/ou HOCN reagem com etanol em fase
gasosa produzindo intermediarios (equagdes 8-12), como o acido carbamico
(equacdo 8) ou cianato de etila (equagdo 10), que formam o CE em destilados

(WEBER; SHARIPOV, 2009).

HNCO +H,0O — H,NCOOH (®)
HNCO + CH;CH,0OH — CH;CH,NCO (10)
CH3CH,NCO + Hy0—3= CH;CH,0CONH, (11)

HNCO + CH;CH,OH — CH;CH,0CONH,  (12)
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A necessidade da presenga de uma espécie oxidante tem sido confirmada
com a formagdo de CE no escuro, pela adicdo de diacetil ou peroxido de
hidrogénio em solugdes entdo estdveis de etanol, cianeto e diacetil
(BATTAGLIA; CONACHER; PAGE, 1990). Christoph, Schmitt e
Hillenbrand (1988) propuseram que peréxidos ou radicais livres resultantes de
fontes como benzaldeido e ions cuprico poderiam participar da reacdo de
formacao de CE na presenca de luz.

Portanto, duas rotas sintéticas foram propostas para a formagao do
carbamato de etila a partir do cianeto. A primeira baseia-se na complexacao do
cianeto com o cobre (II), metal proveniente do alambique, conforme equagio
(13) e, em seguida, a sua oxidagdo para cianogénio, equagdo (14). O cianogénio
em meio basico sofre uma reagdo de desproprocionamento a cianato e cianeto,
conforme descrito na equagdo (15). O cianato pode reagir com etanol, em meio

acido, para formar carbamato de etila, como demonstrado na equagao (16).

2Cu™? + 4CN° — 2Cu(CN), (13)
2Cu(CN), — 2CuCN + G,N, (14)
CN,+ OH — NCO + CN + H,0 (15)
NCO" + CH;CH,0OH + H" — CH;CH,0CONH, (16)

Mecanismos fotoquimicos também sdo relatados para formagdo de CE.
A segunda via ¢ baseada na auto-oxidagdo de compostos insaturados presentes
em bebidas alcoodlicas, sob luz ultravioleta, que produzem radicais livres, ou
hidroperdxidos organicos, que catalisam a oxidagdo do cianeto a cianato, como

apresentado nas equacdes 17 a 25 (ARESTA; BOSCOLO; FRANCO, 2001).



41

Iniciacdo

-CH,CH=CH- + O, —» °CHCH=CH- + HOO' (17)
Propagacao

*CHCH=CH- + O, —'0-O-CHCH=CH-  (18)
Auto-oxidagao

*0-O-CHCH=CH- + -CH,CH=CH- — HO-O-CHCH=CH- + *CHCH=CH-(19)
HO-O-CHCH=CH- —» °O-CHCH=CH-+ ‘OH (20)
Formacgao do carbamato de etila

HC=N + ‘OH — °C=N + H,0 (21)

HC=N + HOO® - *C=N + HOOH (22)
HOOH + 2HO" (23)

*C=N  + °'OH — HOC=N <« O=C=NH (24)

O=C=NH + CH;CH,OH — CH;CH,OCONH, (25)

Segundo Battaglia, Conacher e Page (1990), os fatores que influenciam
a formagdo do carbamato de etila a partir do cianeto sdo pH, luz, concentragdo
de etanol, temperatura, natureza dos grupos carbonilas nas moléculas organicas e
a concentragdo dos ions metalicos (Cu (II) ou Fe (III)) na bebida. Além disso,
um efeito sinergistico entre a concentragdo do ion metélico e a irradiagdo foi
observada, segundo Guerain e Leblond (1993). Esses mecanismos nao sio
restritamente fotoquimicos e ndo s6 ocorrem apos a destilagdo, podendo ocorrer

também em diferentes etapas do processo de produgdo. Admite-se também que
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mecanismos radicalares possam ocorrer na fase gasosa durante a destilacdo,
produzindo precursores do CE.

Investigando fatores que influenciam a formag¢do de CE, Aresta,
Boscolo e Franco (2001) estudaram o efeito do oxigénio dissolvido na bebida
para a formagio de CE e o papel dos ions Cu’" como catalisador para a
conversao de cianeto a CE, independentemente de sua forma (organico ou
inorganico). Os autores observaram que o oxigénio ndo participa diretamente da
oxidagdo do cianeto a cianato; porém, € provavel que ele esteja envolvido na
oxidagdo do Cu” a Cu®’, uma reagiio bastante conhecida por ocorrer em

processos industriais, conforme apresentado na equacéo 26.

0, + Cu' —» 0, + Cu* (26)

O mecanismo de formacdo do CE em bebidas alcoodlicas via cianeto
requer a atuacdo de catalisador; no caso de cachagas de alambique, o cobre (II) é
que vai promover a conversdo do cianeto a cianato e este reage com etanol,
conforme equagdes 27-31; porém, a transformacgdo do cianeto em cianato ¢
possivel na auséncia de catalisador, mas requer pH acido e ocorre lentamente

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

CN" + 20H + 2Cu’>’—"OCN + 2Cu" + H,0 (27)

4CN" + 2Cu?"——= 2Cu(CN), (28)
2Cu(CN); —=2Cu(CN) + C,N, (29)
C,N, + 20H— "OCN + CN" + H,0 (30)

CN" + 20H — "OCN + H,0 31)
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Segundo os autores, o cianato complexa-se com o cobre (I[) ¢ a

OCN

OCN

\/
/\

NCO

NCO

coordenagdo com o metal se faz pelo nitrogénio, tornando o 4tomo de carbono

mais positivo e facilitando o ataque nucleofilico do etanol ou da agua (Figura 4).

%
\

/

OCN NCO

Figura 4 Estrutura do complexo cianeto-cobre
Fonte: Aresta, Boscolo e Franco (2001)

A partir desse complexo, duas rotas foram propostas: na primeira, o
alcool etilico ataca o complexo cobre — isocianato, formando um intermedidrio
de unidade carbamica; esse, por sua vez, sofre hidrolise para formar o CE,

conforme equagdes 32 e 33.

Cu(NCO), + CH;CH,OH —— (OCN)CuNHCOOCH,CHj (32)

(OCN)CuNHCOOCH,CH; + H,0 — (OCN)Cu(OH) + CH;CH,0CONH, (33)

A segunda via envolve inicialmente o ataque pela dgua do isocianato no
complexo com o cobre, formando um complexo com unidade carbamica, que
sofre etanolise para formar o CE. A dgua compete com o etanol no ataque ao
complexo com unidade carbamica e os compostos formados sdo hidroxido de
cobre (II), didoxido de carbono e amoénia, conforme equagdes 34, 35 e 36.

Segundo os autores, essa via ¢ mais provavel de ocorrer durante a destilagdo.
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Cu(NCO), + 2H,0 —» Cu(OCONH,), (34)
Cu(OCONH,), + 2CH;CH,OH — CH3CH,0CONH, + Cu(OH), (35)

Cu(OCONH,); + 2H,0 — Cu(OH), + 2CO, + 2NHj (36)

A presenga de cianeto durante a destilagdo foi comprovada em estudos
de Mackenzie, Clyne e MacDonald (1990) que, aplicando técnicas como
cromatografia ionica, difracdo de raios X e espectrometria de massas aos solidos
formados naturalmente dentro dos destiladores, identificaram espécies tais como
CuCN, CuCNO, Cu,O, Cu,S, CuS e Cu-NC, cluster i6nicos como CuCN,
Cu(CN)”, Cuy(CN)* e Cus(CN)* e uma mistura de espécies Cu(CN),S", CuSCN"
, ¢ CuCNO", demonstrando que reacgdes cataliticas de complexos de superficie
ocorrem durante o destilacdo. Segundo os autores, quando cobre ¢ empregado na
parte ascendente do fluxo, como ocorre nos alambiques, espera-se que ocorra
uma fixa¢do de cianeto, diminuindo a concentra¢do deste no destilado e,
consequentemente, reduzindo o teor de carbamato de etila.

Quanto a influéncia da luz e armazenamento na formagdo desse
contaminante, mecanismos envolvidos ainda ndo estdo bem elucidados, podendo
observar comportamentos diferentes para diferentes amostras. Tegmo-Larsson e
Spittler (1990) avaliaram a formagdo e/ou aumento do CE durante o
armazenamento de quinze amostras de vinhos tintos e brancos de mesa, em
diferentes temperaturas (43°C, 32°C e 22°C no escuro e a 22°C sob luz
fluorescente). A concentragdo de CE foi determinada inicialmente e apds 3, 6 e
12 meses de armazenamento. Na maioria dos vinhos, o carbamato de etila
aumentou em func¢do do tempo e temperatura. Apds 12 meses no escuro a 43°C,
o carbamato de etila em dois vinhos tintos aumentou de 20 a 30 vezes. Em nove

dos vinhos, aumentou de 3 a 9 vezes, mantendo-se inalterado em quatro
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amostras. No entanto, a luz nao influenciou significativamente a formagdo de
carbamato de etila, seja em garrafas verdes, seja em claras.

Em 2005, Lachnmeier, Nerlich e Kuballa, encontraram resultados
contrarios aos do trabalho citado acima, em aguardentes de frutas. Eles
observaram que a exposi¢do a luz UV levou ao aumento no teor de CE nas
amostras, em média, de 2,3 mg L'e que o armazenamento da bebida no escuro
ndo levou a diferencas estatisticamente significativas. Segundo os autores, essa
formacgéo relaciona-se a presenga de cianeto, cuja reacdo para formacdo de CE ¢
inflenciada pela luz, pH, temperatura, teor de etanol, proximidade de grupos
carbonilas em moléculas organicas e pela presenca de ions cobre ou ferro na
bebida. Para Zimmeli e Schlatter (1991), a formacdo natural de CE em
aguardentes de fruta ocorre na presenca de etanol, cianeto de hidrogénio e
substancias ativas fotoquimicamente. Em vinhos, além dos cianetos de
hidrogénio, precursores importantes podem estar envolvidos como o carbamoil e
ureia.

Nobrega et al. (2009), avaliando 25 amostras de cachagas produzidas na
Paraiba, levando-se em consideragdo caracteristicas como cor (branca ou
envelhecida), destilagdo (simples ou dupla), e cor do frasco, ndo encontraram
correlagcdo entre a concentragdo de CE em amostras armazenadas em garrafas
escuras ou transparentes. No entanto, hd evidéncias de que as cachagas
envelhecidas tendem a ser mais contaminadas do que a branca, assim como
aquelas amostras produzidas em alambiques com colunas nao refrigeradas.

Andrade Sobrinho et al. (2009), em trabalhos correlatos, avaliaram a
variagdo da concentracdo de CE com o tempo, analisando-se a concentragdo
desse composto em 15 amostras de aguardente de cana apds 36 meses de
repouso ¢ ao abrigo da luz. Esses pesquisadores observaram que as diferengas
entre as concentragdes de CE encontradas para essas amostras apresentaram uma

variagdo de -5,3 a 6,7%, sugerindo que esse composto ¢ estavel apds a sua
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formagdo. Em trabalho posterior, Galinarro e Franco (2011) analisaram 15
amostras de aguardente coletadas in loco em diferentes destilarias, quanto a
presenca de CE, avaliando parametros como presenga e auséncia de luz,
temperatura e bidestilagdo da bebida. De acordo com os resultados, os autores
nao encontraram diferencas significativas na concentracdo de CE entre as
amostras irradiadas e ndo irradiadas com luz solar, descartando a hipdtese de

haver um provéavel precursor ativado fotoquimicamente.

2.3.3 Técnicas aplicadas para a deteccéo e quantificacdo de CE em bebidas

Em razdo do risco para a satide dos consumidores, o monitoramento
constante dos teores de carbamato de etila de forma segura e confiavel é exigido
cada vez mais pelas autoridades competentes. Inumeras técnicas tém sido
descritas na literatura para a analise de carbamato de etila em bebidas alcodlicas.
A mais utilizada ¢ a cromatografia em fase gasosa acoplada a diferentes
detectores, entre eles, espectrometro de massas - GC-MS, deteccdo seletiva para
nitrogénio/fosforo, detector eletrolitico de condutividade de Hall, detector de
infravermelho por transformada de Fourier e detec¢do por luminescéncia. O CG-
EM tem sido preferido por ser mais seletivo, rapido e por ndo requerer
purificagdo e extragio da amostra (LABANCA; GLORIA; AFONSO, 2008).

Para a quantificagdo de CE, os trabalhos que utilizam GC/MS fazem o
monitoramento seletivo dos ions (modo SIM), caracteristicos do espectro de
massas para esse composto. Sao selecionados os seguintes ions de massa: m/z
89, 74, 62 e 44 e outros ions de alguns isétopos, quando esses sdo utilizados
como padrio interno (NAGATO; NOVAES; PENTEADO, 2000). Os padrdes
internos mais utilizados na quantificagdo de CE em alimentos e bebidas sdo os

carbamatos de metila, propila, isopropila, butila ¢ o de etila deuterado, °C ou



47

"N, sendo os dois tltimos mais indicados, por proporcionarem recuperagio mais
precisa e por evitar coeluicdo (HASNIP et al., 2007).

Embora o método considerado como oficial para a andlise de CE em
bebidas alcodlicas seja o GC-MS, alguns autores t€m utilizado a cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia (HPLC-FLD), para a
determinacdo de CE em diferentes matrizes. Esse método envolve apenas a
derivacao prévia do CE com 9-xantidrol permitindo, assim, sua detec¢do com a
utilizagdo do detector de fluorescéncia. Hebert et al. (2002), analisando 42
amostras de vinho pelo método HPLC-FLD, obtiveram uma recuperagcdo média
de 96% entre as amostras estudadas, um limite de detecgdo de 4,2 pg L' e uma
precisdo média intermedidria de 6,3%. Comparando os resultados ao do CG/EM,
estes foram estatisticamente iguais, com probabilidade de 97,5%. Valores
similares referentes a exatiddo e precisdo do método foram obtidos nos trabalhos
de Madrera e Valles (2009), Machado (2010) e Anjos et al. (2011). Esse método
tem se apresentado como uma alternativa a substitui¢do ao método oficial, pois
apresenta niveis de detecg¢@o similares, além de proporcionar maior rapidez na
etapa de preparacdo das amostras, ja que ndo necessita de etapas prévias de
extracdo e concentracdo do analito.

Além desses métodos citados acima, diferentes metodologias de
extragdo tém sido testadas, tais como extracdo liquido-liquido (FAUHL;
WITTKOWSKI, 1992), extragdo em fase solida (JAGERDEO et al., 2002;
BUMLEY et al., 1988; HASNIP et al., 2007), combinada com GC-MS. Outra
técnica que vem sendo empregada sem o uso de solventes € a microextracao em
fase solida (SPME) (WHITON; ZOECKLEIN, 2002; LACHENMEIER;
NERLICH; KUBALLA, 2006; ZHANG; ZHANG, 2008; MACHADO, 2010).
Essa metodologia apresenta varias vantagens quando comparada com os
procedimentos convencionais de extragdo por solvente. SPME ¢ rapida, facil de

manusear, isento de solventes, sensivel, e ndo requer qualquer procedimento de



48

concentragdo prévia do analito, evitando, assim, a producdo de subprodutos; no
entanto, ¢ uma técnica relativamente onerosa.

Técnicas mais sofisticadas vém sendo testadas para a quantificacdo de
CE. Perestrelo et al. (2010) utilizaram a cromatografia em fase gasosa
bidimensional com a espectrometria gasosa em tempo de voo para a
quantificagdo de CE em amostras de vinhos fortificados e previamente tratadas
por microextragdo em fase solida combinada ao headspace. Os limites de
detecgdo do método variaram de 2,75 a 4,31 ug L™ e os limites de quantificagio,
de 9,16-14,38 pg L', com porcentagens de recuperagio variando de 89% a 99%.
Esse método baseia-se na aplicagdo de duas colunas de CG revestidas com
diferentes fases estaciondrias, uma apolar e outra polar, ligadas em série por
meio de uma interface especial. A composi¢do da fase estacionaria do primeiro
sistema €, geralmente, menos polar do que o utilizado no segundo, de modo que
a separagdo ¢ governada pelas propriedades da temperatura de ebulicdo no
primeiro e polaridade no segundo. No entanto, a utilizacdo dessas técnicas mais

robustas oneram ainda mais a analise.

2.3.4 Quantificacdo de CE em bebidas alcodlicas

Visando ao controle e a elucidagdo dos precursores e dos mecanismos
envolvidos na formacdo do CE em cachagas, varios estudos vém sendo
desenvolvidos.

Andrade-Sobrinho et al. (2002) relataram a presenga de niveis elevados
de carbamato de etila em cachaca, utilizando 126 amostras comerciais dessa
bebida, provenientes de varios Estados. Os autores encontraram um valor médio
de 630,00 pg L, 770,00 pg L' e 930,00 pg L' para amostras de cachaca

produzidas em alambiques, em sistemas de destilagdo com pequenas areas
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confeccionadas em cobre nas partes ascendentes ¢ em colunas de destilagdo,
respectivamente.

Barcelos et al. (2007), investigando os teores de CE em cachagas
produzidas nas regides Norte ¢ Sul de Minas Gerais, observaram concentragoes
que variaram de ndo detectado a 643,00 pug L. Pelos resultados, verificou-se
mostraram que as amostras pertencentes ao Vale do Jequitinhonha apresentaram
concentragdes acima do limite estabelecido pela legislacdo, mostrando a
necessidade de identificagdo e controle desse composto na bebida.

Masson (2009) avaliou 71 amostras de cachaca provenientes das regides
Norte e Sul de Minas Gerais. Os resultados demonstraram que 63,63% das
amostras analisadas na regido Norte apresentaram concentragdo acima do
exigido pela legislacdo, sendo consideradas improprias para o consumo.
Diferentemente, todas as amostras analisadas na regido Sul apresentaram-se
dentro dos padrdes exigidos pelo Mapa. Esses e outros estudos ndo encontraram,
portanto, correlagdo positiva entre a presenca do ion cobre na bebida e a
formacao desse contaminante (LABANCA, 2004; BARCELOS et al., 2007;
MASSON, 2009; ZACARONI et al., 2011).

Bruno et al. (2007) estudaram os fatores do processo de destilagdo que
podem ter influéncia na formagdo de CE em aguardentes de cana, tais como
material e constru¢do do destilador, tipo de destilagdo (alambique ou coluna),
temperatura e fluxo de destilagdo, presenca de cobre no destilado recém-obtido,
presenca de precursores nitrogenados no destilado, entre outros. Os autores
observaram uma grande dependéncia da configuragdo do destilador e do proprio
processo de destilacdo, na formagdo do CE em cachagas.

Noébrega et al. (2009) avaliaram o teor de CE em 25 marcas de cachagas
de alambique de 19 destilarias do estado da Paraiba, Brasil. Os valores
encontrados variaram de 55,00-700,00 pg L', com mais de 70% das marcas

excedendo o limite internacional de CE para as aguardentes (150,00 pug L™).
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Também avaliaram caracteristicas intrisecas das marcas, tais como cor (branca
ou amarela), destilagdo (simples ou dupla) e coloragdo da garrafa, nao
observando correlagdo significativa com os niveis da CE. No entanto, quando
avaliaram os teores de CE de cachagas provenientes de mesma destilaria e
destiladas uma tnica vez, na cor amarela (armazenado em madeira) e incolor, a
cachaga amarela apresentou-se mais fortemente contaminada. Com relagdo ao
processo de destilacdo (cortes na destilacdo, sistema de aquecimento, forma das
caldeiras e sistema de resfriamento da coluna), observou-se correlagdo entre os
teores de CE e o sistema de resfrigeragdo, com as colunas ndo refrigeradas e
refrigeradas dominando as marcas com elevado (200,00-700,00 pg L) e baixo
(55,00-100,00 pg L") niveis de contaminagio, respectivamente.

Esses mesmos autores, em trabalhos posteriores, durante o ano de 2011,
encontrararm 18 marcas fora dos padrdes estabelecidos, sendo 89%
representados por bebidas provenientes da destilagdo em coluna, com 33
cachacas do Estado de Pernambuco. Eles atribuiram os baixos niveis observados
em cachagas produzidas em alambiques a maximizagdo da taxa refluxo nas
partes ascendentes e minimizagdo da exposicdo de cobre nas partes descendentes
(utilizando aco inoxidavel). Nesse estudo também ficou evidente que cachagas
amarelas tendem a ser mais contaminados com CE do que as brancas; porém,
nenhuma inferéncia a esse fato foi reportada.

Baffa Junior et al. (2011) investigaram a presenca de CE durante o
processo de fermentacdo e nas fragdes durante o processo de destilagdo, bem
como na vinhaga. A concetra¢do de CE foi crescente durante a fermentacéo,
com teor médio de 122,00 mg L. Na fragio cabeca, o teor médio encontrado foi
de 59,70 mg L para a fracdo coragdo, 52,00 pg L e para a fracdo cauda, 1,57
mg L. Para a vinhaga, o teor encontrado foi de 53,17 mg L. Os autores
atribuem a formagdo de CE na fermentagdo durante o metabolismo das

leveduras, uma vez que nenhum nutriente foi adicionado ao tanque de
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fermentacdo. O fosfato de carbamila (FC), produzido pela levedura
(Saccharomyces cerevisiae), pode reagir com etanol para gerar carbamato de
etila. O FC vem da arginina, catalisada pela carbamil sintase, envolvendo ATP,
CO; e aménia (INGLEDEW; MAGNUS; PATTERSON, 1987). Intermediarios,
tal como fosfato de carbamila (CH4sNOsP), também sao facilmente formados in
vitro. Quanto ao processo de destilacdo, o autores atribuem a possibilidade de
ele ser arrastado durante todo o processo e, na fragdo cabega, pode estar presente
devido a interagdes moleculares entre o etanol e outros compostos quimicos
presentes no meio.

Segundo Lachenmeier (2005), agdes preventivas tém sido propostas para
evitar a formacdo de carbamato de etila em bebidas alcoodlicas, tais como:
medidas de boas praticas de fabricagdo (uso de matérias-primas de boa
qualidade, higieniza¢do adequada durante a fermentagdo e 0o armazenamento e
controle das condigOes de destilagao), controle da irradiagdo da luz e redugdo do
tempo de armazenamento, no intuito de evitar a liberagdo de cianeto.

Enzimas também podem ser empregadas para diminuir a concentragdo
de carbamato de etila, como a urease (OUGH; TRIOLI, 1988) e a rodanese
(TAKY et al., 1992), para destruir a ureia e o cianeto, respectivamente; a adi¢cdo
dos sais de cobre e prata (LAUGEL; BLINDER, 1992), para precipitar o
cianeto; elimina¢do de Cu(Il) pelo tratamento da bebida com resinas de troca
ionica (RIFFKIN et al., 1989) e, ainda, procedimentos ndo praticos, como
armazenamento dos frascos a baixa temperatura e na auséncia de luz (TEGMO-
LARSSON; SPITTLER, 1990). A bidestilagdo também tem sido um
procedimento muito comum para remover carbamato de etila de bebidas
alcodlicas destiladas, em virtude de sua baixa volatilidade em solugdes
alcoolicas (RIFFKIN et al., 1989; GALINARRO; FRANCO, 2011). No entanto,
esse procedimento geralmente leva a perdas no rendimento em etanol e no

aroma.
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2.4 O envelhecimento da cachaca

O envelhecimento da cachaga ¢ uma etapa que pode ou ndo ser inserida
durante o processo de fabricacdo da bebida. O habito de envelhecer a bebida esta
se tornando uma pratica comum entre os produtores, que buscam agregar valores
ao seu produto, tornando-o mais competitivo no mercado. Durante essa etapa,
mudancas importantes ocorrem, a complexidade do aroma ¢é aumentada devido a
extracdo de alguns compostos presentes na madeira; os compostos fenolicos sdo
solubilizados a partir da madeira, melhorando o sabor; e oxidagdes suaves de
alguns compostos fenolicos ocorrem, reduzindo a adstringéncia e alterando a cor
(ALANON et al., 2011). Dias, Maia e Nelson (2002) mostraram que, apos
estocagem em barris de madeira, praticamente nao se detectam diferengas
significativas entre cachagas destiladas em alambiques de cobre e de ago
inoxidavel.

Os recipientes utilizados para o envelhecimento sdo os barris e tonéis de
madeira, que atuam como uma membrana semipermeavel, permitindo a
passagem de vapores de alcool e agua, que ocorrem em razdo das condi¢des de
umidade relativa e da temperatura do local de armazenamento. No entanto, as
perdas ao longo do ano dependem de varios outros fatores, tais como dilatacdo e
contragdo da aguardente de cana dentro do tonel, vazamentos e expulsdo de
aguardente por frestas e consequente aspiragdo de ar por contragdo no
resfriamento em ocorréncias sucessivas, devido a inadequacdo de instalagdes e
de ambientes, além do modo de armazenamento (MIRANDA; HORII;
ALCARDE, 2006).

A composicdo quimica da madeira divide-se em substincias
macromoleculares e substancias de baixo peso molecular. Na classe das
macromoléculas, estdo presentes a celulose (principal componente da parede

celular, que ¢ um polimero linear constituido de B-D-glicose), polioses ou
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hemiceluloses que se originam das hexoses (glicose, manose ¢ galactose) e das
pentoses (xilose e arabinose) e ligninas, que sdo constituidas por um sistema
aromatico compostos de unidades de fenilpropano, que irdo dar origem aos
fenois, aos dacidos e aldeidos aromaticos. As substincias de baixo peso
molecular, que também sdo chamadas de materiais acidentais ou estranhos, sdao
responsaveis, muitas vezes, por certas propriedades da madeira, como cheiro,
gosto, cor, etc. Essas substancias se dividem em compostos de origem organica
ou extrativos e compostos de origem inorgénica (Ca, K e Mg). Os primeiros
dardo origem aos taninos, responsaveis principalmente pela cor e adstringéncia
da bebida, aos flavonoides, terpenos e acidos graxos saturados e insaturados,
principalmente na forma de seus ésteres com glicerol (6leo) ou como alcoois
(ceras) (KLOCK et al., 2005).

No envelhecimento da bebida, a madeira sofre degradacao pela ag¢do do
alcool e da agua. Ocorre hidrélise da hemicelulose e da lignina, sendo os
produtos dessa hidrolise passados para o destilado (SHEREV; BRINK , 1980).
Durante o envelhecimento da bebida, a hemicelulose ¢é ligeiramente degradada
em pentoses e hexoses, resultando no aumento da concentragdo de aglicares no

produto final (PUECH; MOUTOUNET, 1988).

A lignina tem estreita relagdo com o desenvolvimento de aroma e sabor
nos destilados envelhecidos, porque libera para a bebida acidos e aldeidos
aromaticos durante o periodo de envelhecimento, sendo pequena fracdo ¢
soluvel e, consequentemente, extraida durante o processo (SINGLETON, 1995).

Os barris empregados para o envelhecimento sdo termicamente tratados
e, durante o processo, diversos compostos sdo extraidos da madeira por
influéncia da bebida, interferindo, assim, nas caracteristicas organolépticas do
produto final (REAZIN, 1981). Portanto, para obter um produto de qualidade,
parametros, como a espécie da madeira, o tamanho, pré-tratamento dos barris,

condigdes ambientais e tempo de envelhecimento, devem ser observados, pois
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irdo influenciar as interages entre a bebida ¢ a madeira. Quando a bebida é
envelhecida em temperaturas mais elevadas e em recipientes menores, ha uma
maior extragdo e, consequentemente, uma maior concentragdo de componentes
da madeira. De acordo com Trindade (2006), bebidas envelhecidas em
ambientes cuja temperatura varia de 9 a 15°C e a umidade relativa é proxima a
73% apresentam aroma mais fino e agradavel.

A temperatura de armazenamento e o tipo de pré-tratamento sofrido pela
madeira durante o processo de envelhecimento, geralmente reduz o teor
alcoolico da bebida. Pesquisas de Maia e Campelo (2006) mostraram que, essas
perdas de etanol podem ser reduzidas durante o envelhecimento, mantendo a
temperatura da adega abaixo de 20°C e a umidade relativa do ar em torno de
85%. Mesmo assim, pode ainda ocorrer uma perda de 1% ao ano. No Brasil, sdo
comuns perdas de alcool em torno de 3 a 4% ao ano, seja pela qualidade dos
tonéis utilizados, seja pela idade das madeiras em uso.

O tratamento térmico € o tratamento mais comum sofrido pela madeira
durante o processo de envelhecimento. Esse tratamento € necessario para dar
forma aos barris, bem como para modificar as estruturas moleculares da
madeira, causando a degradacdo de polimeros, tais como polissacarideos e
polifendis, permitindo o surgimento de novas substancias aromaticas, que
conferem um sabor diferenciado as bebidas envelhecidas (LEAO, 2006).
Pesquisas anteriores realizadas por Campos et al. (2004), mostraram que cada
madeira necessita de condicdes especificas durante o tratamento, a fim de se
obter uma extracao mais efetiva dos compostos fenolicos presentes nesta.

Além das alteragdes de cor, sabor, aroma e teor alcoolico, observa-se
durante o processo de envelhecimento um aumento no teor de extrato seco,
devido a extragdo dos compostos ndo volateis da madeira. A acidez volatil ¢ a
concentragdo de aldeidos também sdo acrescidas devido a oxidagdo do

acetaldeido e do etanol. Outra reacdo que pode ocorrer ¢ a esterificacdo dos
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alcoois e acidos, produzindo ésteres e levando as bebidas envelhecidas a
apresentarem maiores concentragcdes dessas substancias (MIRANDA; HORII;
ALCARDE, 2006).

2.5 Oxidacdes em sistemas bioldgicos e antioxidantes

Os efeitos toxicos relacionados ao oxigé€nio ja sdo conhecidos desde o
final do século XIX, mesmo assim, a identificacdo dos radicais livres causadores
dessa toxicidade somente foi possivel a cerca de 50 anos, quando Denham
Harman langou sua teoria sobre o envolvimento desses radicais livres em
processos de metagénese, cancer e envelhecimento (AUGUSTO, 2006).

A determinacdo da oxidagdo nos componentes celulares ¢ feita de forma
indireta pelos efeitos causados por meio da oxidacdo dos lipideos, dos
grupamentos sulfidril(a) das proteinas, das bases puricas e pirimidicas, o que
leva a uma alteracio no DNA e no balango tiol/dissulfeto (BIANCHI,
ANTUNES, 1999).

A oxidagdo nos sistemas bioldgicos ocorre devido a acdo dos radicais
livres no organismo. As moléculas organicas e inorgdnicas € os atomos que
contém um ou mais elétrons ndo pareados, com existéncia independente, podem
ser classificados como radicais livres (HALLIWELL, 1990). Essa configuragio
faz dos radicais livres moléculas altamente instaveis, com meia-vida curtissima e
quimicamente muito reativas. A presenca dos radicais ¢ critica para a
manutencao de muitas fungdes fisiologicas normais (POMPELLA, 1997).

Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas mitocondrias ou
na membrana e o seu alvo celular (proteinas, lipideos, carboidratos e DNA) esta
relacionado com o seu sitio de formacdo (ANDERSON, 1996; YU;
ANDERSON, 1997). Esses compostos podem ser formados in vivo por fontes

enddgenas, via acdo catalitica de enzimas durante os processos de transferéncia
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de elétrons que ocorrem no metabolismo celular (respiragdo aerdbica,
inflamagdes, peroxissomos, enzimas do citocromo P450) ou pela exposi¢do a
fatores exdgenos (tabaco, polui¢cdo do ar, solventes organicos, medicamentos,
dieta e radiag¢des). Os principais radicais formados nos processos biologicos sdo
as espécies reativas de oxigénio, os ions superdxido, alcoxila, peroxila,
peridroxila, os complexos de metais de transicdo, os radicais de carbono, de
enxofre e de nitrogénio (SOARES, 2002). Entre esses radicais formados,
atengdo especial € voltada para as espécies reativas de oxigénio (EROs), cujo
metabolismo gera varios intermediarios reativos, conforme Figura 5 e Quadro 2.
Essas espécies reativas podem atacar os 4cidos graxos polinsaturados dos
fosfolipideos das membranas das células, desintegrando-as e permitindo a
entrada dessas espécies nas estruturas intracelulares. A fosfolipase, ativada pelas
espécies toxicas, desintegra os fosfolipideos, liberando os acidos graxos nao
saturados, resultando nas seguintes agdes deletérias dos perdxidos lipidicos:
ruptura das membranas celulares (bombas Na/K e Ca/Mg); mutacdes do DNA;
oxidagdo dos lipideos insaturados; formagdo de residuos quimicos como o
malondialdeido; comprometimento dos componentes da matriz extracelular,

proteoglicanos, colageno e elastina (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989).
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Figura 5 Formagdo dos EROs durante o metabolismo (SOD -
Superéxido dismutase, Cat—catalise, GSH — Glutationa)
Fonte: Sies (1991)

Quadro 2 Espécies reativas de oxigénio (SIES, 1991).

0, Anion superéxido ou radical superoxido
HO, Radical perhidroxil

H,0, Peroxido de hidrogénio

OH Radical hidroxila

RO Radical alcooxil

ROO Radical peroxil

ROOH Hidroperoxido organico (ex.: lipoperdxido)
0, Oxigénio singlete

RO’ Carbonila excitada
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Os danos oxidativos induzidos nas células e tecidos t€m sido
relacionados com a etiologia de varias doencas, incluindo doengas
degenerativas, tais como as cardiopatias, aterosclerose e problemas pulmonares.
Os danos no DNA causados pelos radicais livres também desempenham um
papel importante nos processos de mutagénese e carcinogénese. A Figura 6

ilustra os danos causados por esses radicais livres no organismo humano.

- Trombose i ;
- Psoriase - Hipertrofia i Articulagdes
_ Queimadura - Deméncia :
@ / s
- Asma \ /v Trato Gastro
-SARA Intestinal
RADICAIS \ —

- Pancreatite

Rim P LIVRES - Hepatotoxicidade

- Transplante / J \ \
- Catarata
- Anemia (Fanconi) Multiorgéo +Retinopati
- Malaria

- Inflamacio - Isquemia
- Intoxicagdes - Radiacdo
- Envelhecimento - Céncer

- Aterosclerose

Figura 6 Principais doengas relacionadas a a¢do dos radicais livres
Fonte: Bianchi e Antunes (1999)

A utilizagdo de compostos antioxidantes encontrados na dieta ou mesmo
sintéticos ¢ um dos mecanismos de defesa contra os radicais livres que podem
ser empregados nas industrias de alimentos, cosméticos, bebidas e também na
medicina.

Os antioxidantes sdo compostos que podem retardar ou inibir a oxidagdo

de diversos substratos, de moléculas simples a polimeros e biossistemas
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complexos, evitando o inicio ou propagacdo das reacdes em cadeia no processo
de oxidagdo. Essa inibi¢cdo dos radicais livres pode ocorrer via dois mecanismos:
no primeiro, os antioxidantes atuam interrompendo a cadeia da reagdo por meio
da doagdo de elétrons ou hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os em
produtos termodinamicamente estaveis e/ou reagindo com os radicais livres,
formando o complexo lipidio-antioxidante, que pode reagir com outro radical
livre; no segundo, os antioxidantes atuam retardando a etapa de iniciacdo da
auto-oxidacdo por diferentes mecanismos, que incluem complexagdo de metais,
sequestro de oxigénio, decomposi¢do de hidroperdxidos, para formar espécie
nio radical, absor¢do da radiacdo ultravioleta ou desativacdo de oxigénio
singlete. (ANGELO; JORGE, 2007).

O proprio organismo possui sistemas naturais que atuam eliminando os
radicais livres ou impedindo sua transformagao em produtos mais toxicos para a
célula. O efeito prejudicial dos radicais livres ocorre quando estdo em
concentragdes excessivas no organismo, impedindo-o de neutraliza-lo por vias
naturais. Essa situa¢do é denominada de estresse oxidativo (ANGELO; JORGE,
2007).

Os sistemas enzimaticos de defesa sdo compostos pelas seguintes
enzimas: glutation-peroxidase (necessita do Se), catalase, metionina-redutase e
superdxido-dismutase (ha varios tipos, e os 2 principais necessitam de Zn, Cu e
Mn), os quais combatem, no organismo, os seguintes radicais livres: peroxido de
hidrogénio, superoxido, oxigénio singlete, ion hidroxila, 6xido nitrico e 6xido
nitroso (ANGELO; JORGE, 2007).

Os antioxidantes ndo enzimaticos, em sua maioria, s30 exogenos, ou
seja, necessitam ser absorvidos por alimentacdo apropriada. Os principais podem
ser divididos em vitaminas lipossoluveis (vitamina A, vitamina E, beta-
caroteno), vitaminas hidrossoliiveis (vitamina C, vitaminas do complexo B),

ubiquinona, ceruloplasmina, acido ftrico, taurina, flavonoides e outros
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compostos fenolicos de origem vegetal. Além desses, ha varios nutrientes
essenciais de origem mineral que participam do processo antioxidante, em
associagdo com enzimas, tais como zinco, cobre, manganés, selénio e ferro

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989; HALLIWELL, 1990; SIES, 1991).

2.6 Compostos fendlicos e atividade antioxidante

Os compostos fendlicos constituem um grande grupo de produtos
secundarios dos vegetais, que possuem um anel aromatico, tendo um ou mais
substituintes hidroxila. Estdo presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a
acucares (glicosideos) e proteinas (SIMOES et al., 2004).

As propriedades bioldgicas dos compostos fenolicos estdo relacionadas
com a atividade antioxidante que cada fenol exerce sobre determinado meio. No
entanto, essa atividade ¢ determinada por sua estrutura quimica, em particular
por hidroxilas, que podem doar elétrons e se estabilizarem por meio da
deslocalizagdo eletronica em torno do sistema aromatico (DORNAS et al.,
2007). Radtke, Linseisen ¢ Wolfram (1998), Clifford (1999), Mattila, Hellstrom
e Torronem (2006) mostraram que varios graos, frutas e bebidas sdo
consideradas fontes moderada ou boa de acidos fendlicos.

Angelo e Jorge (2007) classificam os compostos fendlicos como
compostos pouco distribuidos na natureza e compostos largamente distribuidos
na natureza.

Na classe dos compostos fenodlicos pouco distribuidos na natureza, estdo
os fendis simples, o pirocatecol, a hidroquinona, o resorcinol e os aldeidos
derivados dos acidos benzoicos.

Alguns compostos fendlicos ndo se apresentam em forma livre nos
tecidos vegetais. Sdo aqueles presentes sob a forma de polimeros, na qual estdo

os taninos e as ligninas. Os taninos s3o compostos de alto peso molecular, que
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conferem ao alimento a sensacdo de adstringéncia, e classificam-se em dois
grupos, baseados em seu tipo estrutural, taninos hidrolisaveis (Figura 7) e
taninos condensados (Figura 8). Os primeiros contém um ntcleo central de
glicose, esterificado com 4cido galico ou elagico, e sdo prontamente
hidrolisaveis com acidos, bases ou enzimas. Os outros sdo polimeros de
catequina e/ou leucoantocianidina, ndo facilmente hidrolisaveis por tratamento
acido. As ligninas s3o polimeros complexos de grande rigidez e resisténcia
mecanica, constituidas basicamente de unidades fenilpropano. Sua hidrélise
alcalina libera uma grande variedade de derivados do acido benzoico e do acido
cindmico, apresentando estreita relagdo com o desenvolvimento de aroma e
sabor nos destilados envelhecidos (MIRANDA; HORII; ALCARDE, 2006).
Diante da complexidade da estrutura da lignina, ela pode ser constituida de
diferentes precursores primarios, como os alcoois trans-coniferilico, trans-

sinapilico e trans-p-cumarico (KLOCK et al., 2005).
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Figura 8 Mondmero basico para a formagdo dos taninos condensados (flavan-3-
ol)
Fonte: Simdes (2004)

Na classe dos compostos largamente distribuidos na natureza, estdo os
fenolicos encontrados geralmente em todo o reino vegetal que, muitas vezes,
podem estar localizados em uma sé planta. Esses fenolicos estdo divididos em
dois grandes grupos, os flavonoides e derivados e os acidos fendlicos (acidos
benzoico, cinamico e seus derivados) e cumarinas (ANGELO; JORGE, 2007).

A estrutura quimica dos flavonoides (Figura 9) favorece sua acdo
antioxidante. Os hidrogénios dos grupos hidroxilas adjacentes (orto-difenois),
localizados em varias posi¢oes dos anéis A, B e C, as duplas ligagdes dos anéis
benzénicos ¢ a dupla ligacdo da fungdo oxo (-C=0) de algumas moléculas de
flavonoides fornecem a esses compostos alta atividade antioxidante (MAMEDE;

PASTORE, 2004).
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Figura 9 Estrutura quimica basica dos flavonoides
Fonte: Simdes (2004)

Em geral, a atividade antioxidante dos derivados dos 4cidos
hidrocindmicos ¢ maior do que a dos acidos hidroxibenzoicos. A presenga do
grupo —CH=CH-COOH na estrutura do 4cido cindmico aumenta sua capacidade
de estabilizar radicais livres. Provavelmente, ha conjugacdo da dupla ligacao do
grupo —CH=CH-COOH com as duplas do anel (BEHLING et al., 2004).

Os compostos fenodlicos atuam interrompendo a cadeia da reacdo por
meio da doacdo de elétrons ou hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os em
produtos termodinamicamente estaveis e/ou reagindo com os radicais livres,
formando o complexo lipidio-antioxidante, que pode reagir com outro radical
livie (ANGELO; JORGE, 2007).

Os antioxidantes fenolicos interagem, preferencialmente, com o radical
peroxila por ser esse mais prevalente na etapa da autoxidagdo e por possuir
menor energia do que outros radicais, fato que favorece a abstracdo do seu
hidrogénio (DECKER, 1998). O radical fenoxila resultante, embora
relativamente estavel, pode interferir na reagdo de propagacao, ao reagir com um
radical peroxila, via interagdo entre radicais. O composto formado, por ac¢do da
luz ultravioleta e temperaturas elevadas, poderd originar novos radicais,
comprometendo a eficiéncia do antioxidante, que ¢ determinada pelos grupos

funcionais presentes e pela posicdo que ocupam no anel aromético, bem como
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pelo tamanho da cadeia desses grupos (SHAHIDI; JANITHA;
WANASUNDARA, 1992).

Esse mecanismo de ac¢do dos antioxidantes, presentes em extratos de
plantas, possui um papel importante na reducao da oxidagao lipidica em tecidos,
vegetal e animal, pois quando incorporado na alimentagdo humana, ndo conserva
apenas a qualidade do alimento, mas também reduz o risco de desenvolvimento
de patologias, como arteriosclerose e cancer (NAMIKI, 1990;
RAMARATHNAM et al., 1995).

A atividade anticarcinogénica dos fenoélicos tem sido relacionada a
inibicdo dos canceres de cdlon, eséfago, pulmdo, figado, mama e pele. Os
compostos fendlicos ja estudados que possuem esse potencial sdo resveratrol,
quercetina, acido cafeico e flavonois.

Os fenois em geral sdo altamente sensiveis a oxida¢do enzimatica e ndo
enzimdtica. Para que as propriedades desses compostos sejam asseguradas, o
tecido das frutas deve estar livre de lesdo e os produtos manufaturados, serem
armazenados ao abrigo da luz. Os antioxidantes sdo sensiveis a luz em razdo das
suas duplas ligagdes alternadas (ANGELO; JORGE, 2007).

Os processamentos de alimentos derivados de plantas e frutas sdo
valiosas fontes naturais de compostos bioativos, incluindo compostos fendlicos
(ANTOLOVICH et al., 2000; MOURE et al., 2001). Numerosos estudos t€ém
sido dedicados a capacidade bioativa de subprodutos agricolas (casca de arroz,
cascas de améndoas, cascas de frutas citricas e de residuos de sementes, cascas
de maga, e subprodutos da industria do vinho, etc), em particular, para encontrar
algumas alternativas para alimentos antioxidantes sintéticos
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006). Estudos prévios
mostraram a presen¢a de acidos fenolicos, polifendis e flavonoides na cana-de-
acucar (NUTT; O’SHEA; ALLSOPP, 2004; COLOMBO; LANCUAS;
YARIWAKE, 2006), no melago de cana e no agticar mascavo (PALLA, 1982), ¢
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a presenca de compostos fenodlicos antioxidantes a partir de cana-de-agticar ndo
centrifugada (TAKARA et al., 2002).

Payet, Sing e Smadja (2006) investigaram a atividade antioxidante de
fragdes coletadas nas diferentes etapas do processo de producdo de agucar
utilizando ensaios com o 2,2 - azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)
sal diamonio (ABTS) e 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH). Os fenolicos totais
foram determinados pelo método de Folin-Ciocalteu, € os compostos
polifendlicos foram identificados por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS) em todas as fragdes estudadas. Andlises
multivariadas foram aplicadas a todos os resultados para comparar as amostras ¢
encontrar o produto mais relevante em termos de compostos bioativos. Neste
estudo, observou-se maior teor de compostos fenolicos totais na fragdo melago.
Dos 65 acidos fendlicos, catequinas, flavonoides e fenois simples pesquisados da
biblioteca, os acidos fenolicos foram os principais componentes dos extratos.
Foram identificados e quantificados a vanilina, quatro derivados dos acidos
hidroxicindmicos ¢ cinco derivados dos acidos hidroxibenzoicos. N&o
encontraram catequinas ¢ flavonoides nos extratos. Para todos os produtos do
acucar, os acidos p-cumarico e ferulico foram os compostos preponderantes.
Quanto a atividade antioxidante, tanto para o radical livie ABTS como para o
DPPH, a capacidade de inibicdo dos produtos de fabricacdo do acticar aumentou
durante o processo, desde sucos claros, que exibiram baixa atividades, até o
melago, que foi o mais ativo.

O interesse em medir a atividade antioxidante em alimentos e bebidas
tém resultado em pesquisas nessa linha, nos ultimos anos. Estudos relatam sobre
a atividade antioxidante desses compostos em bebidas alcoodlicas como vinho,
cuja atividade ¢é atribuida a classe dos flavonoides, uisques, tiquira, licor e

aguardente de cana (SOARES, 2002).



67

Behling et al. (2004); Mamede ¢ Pastore (2004); Dornas et al. (2007);
lacopini et al. (2008); Canas, Casanova e Belchior (2008) relacionaram as
propriedades antioxidantes dos vinhos aos compostos, catequina, acido galico
(ortundo principalmente dos barris de envelhecimento), malvidina, acido
cafeico, mircetina, quercetina e acido sinapico. Para os autores, esses compostos
atuam prevenindo doencas cardiovasculares, cancer e doencas inflamatorias.

Assim como as catequinas, galatos, acidos cinamicos e os flavonoides
sdo conhecidos por suas atividades antioxidantes potentes nos chas, cafés e
vinhos, polifenois, como os acidos galico e elagico, tem apresentado atividade
significativa em uisques. McPhail et al. (1999) avaliaram a atividade
antioxidante em relagdo aos métodos de producdo e os perfis de composi¢do de
nove compostos fendlicos e seus derivados furanos de oito uisques, utilizando a
espectroscopia de ressonancia paramagnética eletronica (ESR). Os autores
observaram que a atividade antioxidante relaciona-se mais a presenca dos acidos
elagico, galico, siringico e vanilico e aos aldeidos siringaldeido e coniferaldeido,
ndo apresentando nenhuma correlagdo com o hidroximetilfurfural. Eles
sugeriram que os antioxidantes advém do processo de envelhecimento em barris
de carvalho.

Em trabalho posterior, Aoshima et al. (2004) avaliaram a atividade
antioxidante em uisque japonés pelo método de DPPH apds varios periodos de
envelhecimento. Como esperado, a atividade antioxidante aumentou com o
periodo de envelhecimento do uisque, com fatores de correlagdo muito alto
(0,960-0,995). Nesse mesmo trabalho, avaliou-se também a atividade
antioxidante em outros tipos de uisque empregando-se o mesmo método. Os
autores observaram que diferentes tipos de uisque armazenados sob diferentes
condigdes, tais como, tipo de barril, espécie de carvalho, ou pré-tratamento da
madeira, etc, apresentaram atividades antioxidantes ndo proporcionais ao

periodo de envelhecimento.
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Trabalhando com 21 amostras de cachagas, Bettin et al. (2002)
analisaram a presenca de acidos fendlicos e flavonoides, a tendéncia de
formagdo de radical e a capacidade antioxidante medida pelo método de DPPH.
Pelos resultados, verificou-se que a formacao de radical depende muito do teor
de cobre, ao passo que a capacidade antioxidante da bebida depende do teor de
flavonoides, sendo a (+)-catequina e (-)-epicatequina os compostos mais
importantes.

Cardoso, Frederiksen, Silva, Franco e Skibsted (2008) avaliaram a
atividade antioxidante de diferentes madeiras brasileiras (amendoim, canela-
sassafras, castanheira, ipé, jatoba e louro-canela), comparadas ao carvalho,
utilizando-se 0 método de DPPH e peroxidagdo lipidica. Eles observaram que o
amendoim e o jatoba sdo as madeiras que mais se assemelham ao carvalho, tanto

na atividade antioxidante quanto na qualidade sensorial.
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CAPITULO 2: ANALISES FISICO-QUIMICAS EM AMOSTRAS DE
CACHACAS ENVELHECIDAS

RESUMO

A cachaga é um produto tipico brasileiro, quimicamente complexa e
altamente consumida no pais e com representativa importdncia no mercado
internacional. Por ser produzida na maioria dos estados brasileiros e, por
apresentar algumas diferencas no processo de producdo, faz-se necessaria uma
analise de qualidade, principalmente a avaliagdo fisico-quimica. No presente
trabalho objetivou-se avaliar o perfil fisico-quimico das amostras de cachaca
envelhecidas em diferentes madeiras. As andlises fisico-quimicas foram
realizadas de acordo com os parametros estabelecidos pela Instrugdo Normativa
n°® 13, de 29/6/2005, do Ministério da Agricultura, Pecudria ¢ Abastecimento.
Das amostras analisadas, 70% estavam fora dos padrdes exigidos pela legislacao
brasileira quanto aos pardmetros graduacdo alcoodlica, acidez volatil, furfural e
cobre.

Palavras-chave: Legislagdo. Conformidade quimica. Cachaga.
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ABSTRACT

The sugarcane spirits are a typically Brazilian product, chemically
complex and widely consumed in the country and with a representative
importance in the international market. For being produced in most of the
Brazilian states and for presenting some differences in the production process,
quality analysis is necessary, mainly the physiochemical evaluation. In the
present work the objective was to evaluate the physiochemical profile of the
sugarcane spirit samples aged in different wood. The physiochemical analyses
were conducted according to the parameters established by the Normative
Instruction No.13, of 6/29/2005, of the Ministry of Agriculture, Livestock and
Provisioning (MAPA). Of the analyzed samples, 70% did not meet the standards
stipulated by the Brazilian legislation regarding the parameters alcohol content,
volatile acidity, furfural and copper.

Key words: Legislation. Chemical compliance. Sugarcane spirits.
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1 INTRODUCAO

A cachaga, destilado produzido do caldo de cana-de-aglicar fermentado,
foi descoberta pelos escravos no século XVI nos engenhos de agucar. No século
XVIII, representou para a sociedade brasileira um simbolo de resisténcia a
dominagdo portuguesa. No século XIX e inicio do século XX, a cachaca foi
desvalorizada por alguns grupos que buscavam uma identidade mais proxima a
sociedade europeia. O fim da resisténcia a sua aceita¢do ocorreu em 1922, com o
movimento cultural “Semana de Arte Moderna”, que defendia a total identidade
da arte e dos costumes da cultura brasileira, valorizando a cachaga e
reconduzindo-a ao posto de simbolo da cultura nacional (QUEIROZ, 2012;
CARDOSO, 2006).

Atualmente, a cachaca ¢ uma das bebidas mais populares do Brasil;
depois da cerveja, ¢ a segunda bebida alcodlica mais consumida. No exterior, é
considerada o terceiro destilado mais consumido. Estima-se que a producdo
anual da bebida seja de 1,5 bilhdo de litros com exportagdes, perfazendo a
margem de 1% do total destinado a paises como Alemanha, Italia, Franca, EUA
e Japdo. Portanto, praticamente toda a producdo ¢ destinada ao mercado
nacional. Do total comercializado, aproximadamente 1,0 bilhdo de litros sdo
provenientes das industrias e o restante ¢ atribuido a cachaca de alambique
(SEBRAE, 2008). O setor aquece o mercado financeiro, criando empregos e
riqueza nas industrias, bares, restaurantes, casas noturnas e hotéis. Tal
movimento é hoje estimado em R$ 2 bilhdes de faturamento, respondendo por
600 mil empregos diretos e indiretos (IBRAC, 2012).

A produgdo da cachaga ocorre de uma forma pulverizada em quase
todos os Estados brasileiros, observando-se, dessa forma, uma heterogeneidade
no processo de producgdo. Segundo dados do Ministério da Agricultura Pecuaria

e Abastecimento, hd cerca de 1.800 estabelecimentos produtores de cachaga
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registrados e mais de 30 mil produtores em todo o pais. A maior parte esta
localizada nos estados de Sdo Paulo, Pernambuco, Ceara, Rio de Janeiro, Goias
e Minas Gerais. Esses estados respondem por cerca de 75% da producdo
nacional. Considera-se que hd mais de 5 mil marcas, tanto de empresas de
grande porte quanto de pequenos alambiques (CARUSO; NAGATO;
ALABURDA, 2008).

O processo produtivo da cachaca constitui-se basicamente das seguintes
etapas: plantio, colheita e moagem da cana-de-agucar, decantagdo e filtragem do
caldo, fermentagdo e destilagdo. Na etapa de fermentagdo, o etanol é formado
como composto majoritario e, em pequenas quantidades, os componentes
denominados produtos secundarios ou volateis “ndo alcool”, tais como acidos
carboxilicos, ésteres, aldeidos e alcoois superiores (CARDOSO, 2006). Apds a
destilagdo, a bebida deve passar por um periodo de descanso, aproximadamente
trés meses, tempo necessario para que haja equilibrio entre os componentes e
eles possam contribuir efetivamente para o buqué da cachaga. Também pode ser
inserido ao processo a etapa de envelhecimento, acondicionando a bebida em
recipientes apropriados de madeira por um periodo nao inferior a um ano,
conforme estabelecido na legislagcdo (BRASIL, 2005).

Mesmo com o controle correto das etapas de produc@o da bebida, ¢ de
se esperar que as cachagas brasileiras apresentem semelhancgas e diferengas entre
si, em razdo da sua origem, como observadas para outras bebidas (RECHE et al.,
2004). Diante do exposto, realizaram-se as analises fisico-quimicas das dez
amostras de cachagas envelhecidas, objetivando avaliar a conformidade delas

com a legislacdo vigente.
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2 MATERIAL E METODOS

Todas as amostras foram coletadas e analisadas conforme apresentado

abaixo.

2.1 Obtencao das amostras

As cachagas utilizadas no experimento foram coletadas em diferentes
unidades produtoras da Regido Sul, do Estado de Minas Gerais, provenientes de
processo de destilacdo em alambiques de cobre. Logo apos a coleta, as amostras
foram analisadas fisico-quimicamente e armazenadas em garrafas de vidro de
700 mL, transparentes e em garrafas cobertas com folha de aluminio,
constituindo-se os tratamentos do experimento. Na Tabela 1, estdo algumas

caracteristicas referentes as amostras analisadas.
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Tabela 1 Locais de coleta e condigdes de armazenamento das amostras

(madeiras, capacidade do barril e tempo de armazenamento).

) Tempo de
] Capacidade
Amostra Local Madeira ] armazenamento
do barril (L)
(meses)
A Passa Quatro Castanheira 700 36
B Passa Quatro Carvalho 200 36
C Passa Quatro Jequitiba 20.000 36
D Barbacena Jequitiba 10.000 60
E Lavras Amburana 10.000 48
F Piranguinho Louro-canela 50.000 24
G Piranguinho Carvalho 50.000 48
H Itajuba Jatoba 4.000 6
| Itajuba Carvalho 1.000 24
J Perdodes Carvalho 200 12

2.2 Analises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas foram realizadas no Laboratorio de Analise

de Qualidade de Aguardente no Departamento de Quimica da Ufla, segundo os

parametros estabelecidos pela Instrugdo Normativa n° 13, de 29/6/2005 do

Ministério Agricultura, Pecudria e Abastecimento. Inicialmente as amostras

foram redestiladas em triplicata, para a analise do teor alcoolico, alcoois

superiores, furfural, aldeidos, ésteres, metanol e acondicionadas em frascos de

vidro hermeticamente fechados e mantidos sob refrigeracdo (-15°C). As

metodologias empregadas para as analises estdo descritas a seguir.
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2.2.1 Exame organoléptico

Foi determinado, observando-se as amostras contra um transluminador
de luz branca, cujos pardmetros analisados foram: aspecto, coloragdo, limpidez,

presenca de corpos estranhos e vazamentos.

2.2.2 Teor alcodlico

Foi determinado por densimetria, sendo o resultado expresso em % em
volume. As amostras foram redestiladas e o teor alcoodlico obtido a partir de

medidas a 20°C, com o auxilio de um densimetro digital DensiMat Gibertini.

2.2.3 Extrato seco

Foi efetuado por meio de métodos gravimétricos. Inicialmente, uma
capsula de aluminio foi previamente pesada em balanca analitica. Em seguida,
uma aliquota de 25 mL da amostra sem redestilar foi transferida para a capsula e
evaporada em banho-maria a 95°C por 3 horas. Ap6s esse periodo, o material foi
levado a estufa a 100°C por 30 minutos e, em seguida, resfriado em dessecador.
Pesou-se entdo, em balanga analitica, o residuo solido remanescente. Os
resultados obtidos foram expressos em gramas de extrato seco por litro da

amostra.

2.2.4 Acidez volatil

Foi determinada por titulagdo volumétrica de neutralizacdo. Os acidos

volateis foram extraidos da bebida por arraste de vapor, utilizando o Destilador

Eletronico Enochimico Gibertini. Posteriormente, os acidos obtidos foram
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titulados com hidréxido de sédio 0,1 N em presenca de fenolftaleina 1% como
indicador. Os resultados obtidos foram expressos em gramas de acido acético

por 100 mL de amostra ou por 100 mL de alcool anidro.
2.2.5 Alcoois superiores

A quantidade total de alcoois superiores foi determinada por meio de
reagdo colorimétrica e quantificagdo em espectrofotometro Shimadzu UV-1601
PC a 540 nm. As concentragdes foram determinadas por meio da construgao de
curvas analiticas de solug@o de alcoois superiores diluidos em agua/etanol 1:1. A
quantidade total desses compostos foi expressa em miligrama por 100 mL de

alcool anidro. As reacdes desse processo estdo descritas na Figura 1.

N(CH3), N(CHs),

2(CH3),CHCH,OH ~ + — + H,0

C H——C——OCH,CH(CH)
; - \0 2 32

OCH,CH(CH3),
p-dimetilaminobenzaldeido-acetal diisoamilico

p-dimetilaminobenzaldeido

Figura 1 Reagdo colorimétrica dos 4alcoois superiores com o0 p-
dimetilaminobenzaldeido para quantificagdo espectrofotométrica
Fonte: Machado (2010)
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2.2.6 Aldeidos

Foram analisados pelo método titulométrico direto com iodo 0,05 N,
titulando o SO, formado por meio das reagdes envolvidas na analise. A
quantidade de aldeidos presente nas amostras foi expressa em gramas de aldeido
acético por 100 mL da amostra ou por 100 mL de alcool anidro. As reacdes

decorrentes desse processo estdo descritas na Figura 2.

RCHO + SO,  + H,0 PH=7_  RCHOH —SO;H

O SO; emexcesso reage com |, em meio dcido

SO, + I, + 2H,0 ——» H,S0, + 2HI

Em meio alcalino, o aldeido ¢ entio determinado

RCHOH—sSO;H _°"_ RCHO + SO, + Hy0

S()Z + |2 + 2]’[20 —_— ]13504 + 2HI

Figura 2 Reagdes envolvidas na titulagdo direta com iodo para quantificacio de
aldeidos
Fonte: Machado (2010)

2.2.7 Furfural

A quantificagdo foi realizada por meio das leituras espectrofotométricas
na regido visivel do espectro a 520 nm, por comparagdo das absorbancias
observadas nas amostras da bebida com valores de absorbancias de uma curva
analitica previamente construida com solugdes padrao de etanol/furfural. Para a

analise de furfural, o grau alcodlico do destilado foi corrigido para 50° GL. Os
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resultados obtidos foram expressos em miligrama de furfural por 100 mL de

alcool anidro. A reagdo colorimétrica envolvida nesse processo estd descrita na

Figura 3.
0 o 1
N O
NH, |(|: o \CH
P CH;COOH
S\
Anilina Furfural 5

)

Imina colorida

Figura 3 Rea¢do colorimétrica do furfural com a anilina para quantificagdo
espectrofotométrica
Fonte: Machado (2010)

2.2.8 Esteres

Os ésteres foram determinados pela titulagdo dos acidos carboxilicos
obtidos por transesterificagdo dos ésteres presentes nas bebidas. Suas
quantidades foram expressas em gramas de acetato de etila por 100 mL de alcool

anidro. As reagdes desse processo estdo descritas na Figura 4.
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CH3COOC2H5 + NAOH —_— CH3COONa + CzHSOH
2NAOH gxcy + 2H;80; ——» NA,SO; + 2H,0 + HySOy4 gxc)

H2$O4 (EXC.) + ZNAOH —> NAZSO4 + ZHZO

Figura 4 Reagdo de substitui¢do nucleofilica para a quantificacdo dos ésteres por
titulagdo do excesso de acido sulfarico
Fonte: Machado (2010)

2.2.9 Metanol

O metanol foi quantificado por reacdes colorimétricas e determinado no
espectrofotometro a 575 nm. As quantidades desse composto foram
determinadas por meio da constru¢do de curvas analiticas de solu¢dao de
etanol/metanol. Os resultados obtidos foram expressos em mL de metanol por
100 mL de alcool anidro. As reagdes decorrentes desse processo estdo descritas

na Figura 5.
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CH,0H-EMOg. o
H,S0,

2MnO, + 580; +*6H — 2Mn'? + 550,27 + 3H,0 SOy

SO5

HO

HO

Acido cromotrépico

H'/H,0

SO5”

SOy SOy

Dibenzoxantilico monocationico

Figura 5 Reagoes de oxidagdo do metanol a formaldeido e reacdo deste com
acido cromotrépico para a formagdo do complexo com propriedades
colorimétricas

Fonte: Machado (2010)
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2.2.10 Cobre

A quantificacdo do cobre presente nas aguardentes de cana / cachagas
foi realizada por meio de medidas espectrofotométricas na regido visivel do
espectro (546 nm), comparado a valores de absorbancia referentes a uma curva
analitica previamente construida, utilizando-se sulfato de cobre como padrio
primario. As reagdes coloriméticas foram realizadas previamente nas amostras
de cachagas sem redestilar. Os resultados obtidos foram expressos em mg/L e as

reagdes envolvidas nessa analise estdo descritas na Figura 6.

cloridrato de hidroxilamina_ "
— » Cu
acetato de sodio

1) Cu?

2)

) N\Cu/N
Cu + N/ \\N

2,2-diquinolilo Complexo cobre-diquinolilo

Figura 6 Reagdes de reducdo do cobre e formagdo do complexo para
quantificac¢do colorimétrica
Fonte: Machado (2010)
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2.3 Delineamento experimental

Os resultados obtidos no experimento foram submetidos a analise de
varidncia e comparados pelo teste de Scott Knott (1974), a 95% de confianca.
Para a avaliacdo dos dados, utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado
(DIC) com trés respeti¢des. Os dados foram analisados pelo programa estatistico
Sistema de Anélise de Variancia para Dados Balanceados — Sisvar, segundo

Ferreira (2003).



97

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras foram analisadas fisico-quimicamente, conforme

estabelecido pelo Mapa e os resultasdos estdo apresentados abaixo.

3.1 Andlises fisico-quimicas

Os resultados obtidos por meio das analises fisico-quimicas realizadas
no inico do experimento estdo representados na Tabela 2. Pode-se observar que
70% das amostras analisadas estdo fora dos padrdes exigidos pela legislagdo
brasileira (Figura 7). Valores inferiores ao estabelecido para a graduacao
alcodlica foi observado para a amostra H. Observam-se também valores

superiores de acidez volatil (H), furfural (exceto C, F e J) e cobre (H).



Tabela 2 Analises fisico-quimicas das aguardentes de cana envelhecidas.

Amostra A B C D E F G H | J
Analises
GR(%) 4195+ 4629+ 4361+ 3804+ 4292+ 4768+ 51,70+ 3693+ 38,02+ 42,08+
0,10(a2)  0,07(a3)  0,05(a2) 0,06 (al) 0,06(a3) 020(a3) 0,13(a4) 0,25(al) 1,90(al)  0,08(a2)
0,9465+ 0,9388+ 09436+ 0,9528+ 0,9448+ 009362+ 0,9283+ 09544+ 0,9527+ 0,95+
DENS.(g/mL) 1,6x10*  1,1x10*  7,6x10°  7,6x10° 1,04x10° 3,9x10* 2,8x10* 3,68x10° 2,95x10° 6,6x10™
(b5) (b3) (b4) (b6) " (b4) (b2) (b1) *(b7)  (b6) (b5)
oA Volatil  SHT1E 3783+ 5786+ 8664+ 13569+ 4690+ 7544+ 181,63+ 109,56+ 76,12+
' 3,54(c5)  1,90(cl)  1,99(c3)  2,23(c5)  4,01(c7) 1,98(c2) 0,19(c4) 1,23(c8)  4,89(c6) 2,09(c4)
«Aldeidos 2493+ 1546+ 10,93+ 16,77+ 1222+ 16,07+ 2135+ 1221+ 1292+ 1981+
0,07(d9)  0,03(d4)  0,13(d1) 0.27(d6) 0,15(d2) 0,53(d5) 0,27(d8) 0,08(d2) 0,19(d3) 0,11(d7)
*Alcoois 176,90+ 22530+ 164,69+ 271,35+ 171,74+ 19940+ 221,63+ 180,43+ 18594+ 32332+
Superiores  11,88(el) 13,03(e2) 8,16(cl) 6,93(e3) 5,51(e2) 4,79(e2) 6,18(e2) 4,02(cl) 3,74(el)  8,80(c4)
“Eurfural 2510+ 1038+ 466+ 771+ 2398+ 428+ 2562+ 2090+ 12,01+ 0,85+
0,12(f7)  1,14(f4)  098(f2) 0.25(f3) 126(f7) 0,61(f2) 1,07(f7) 125(f6)  0,51(f5)  0,07(f1)
*Estores 3800+ 3786+ 4295+ 69,00+ 9996+ 4373+ 56,69+ 71,17+ 6126+ 3698+
441(g1)  229(gl)  1,19(g2) 0,11(g5) 1,19(g6) 3,96(g2) 0,91(g3) 048(g5) 2,50(g4) 4,42 (gl)
*Metanol ND ND ND ND ND ND ND ND ND 3?;0*
Cobre (mg/L) 1,14 + 0,73 + 3,13+ 221+ 1,67+ 2,86+ 072+ 848+ 432+ 0,53 +
0,03(h3)  0,02(h2) 0,05(h7) 0,06(h5) 0,09(h4) 027(h6) 0,04(h2) 0,13(h9) 0,10(h8) 0,02(h1)
Extratoseco 0,29+ 022+ 0,15+ 0,19+ 034+ 020+ 039+ 0,15+ 0,22 + 0,20 +
(g/L) 0,01(2)  0,0043i1) 001G  0,02(1) 0,02(2)  0,02(i1)  0,05(i2)  0,02(i1) 0,008(i1)  0,01(il)
*Congéneres 32544+ 316,46+ 27643+ 44385+ 42214+ 306,10+ 375,11+ 44544+ 369,68+ 457,08+
16,06(G2)  13,22(2)  9,36(]1)  4,84(G4)  6,94(G4)  8,99(G2)  6,62(3)  3.,33(4)  5.64(3)  4.42(j4)

Meédias + desvio-padrao; médias seguidas de mesma letra e nimero sdo consideradas iguais pelo teste de Scott-Knott (o0 = 5%); *
unidade: mg/100 mL alcool anidro; Congéneres = acidez volatil + ésteres + aldeidos + furfural + &lcoois superiores; ND = ndo

detectado.
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Figura 7 Concentragdo de alcool, acidos volateis, furfural e cobre nas 10
amostras de cachacas analisadas envelhecidas em diferentes barris de
madeira

A graduagdo alcodlica obtida para as amostras variou de 36,93% (v/v) a
51,70% (v/v). Mori et al. (2003) mostram que madeiras mais porosas aumentam
as perdas de alcool para o ambiente durante o periodo de armazenamento. E
segundo Maia (2004), as reagdes de esterificacdo ocorrem de maneira lenta
durante o armazenamento da bebida em barris de madeira. O teor alcodlico
inferior a 38% v/v encontrado para a amostra H (36,93% v/v) envelhecida em
jatoba pode ser resultado do corte incorreto das fracdes no processo de
destilagdo, perdas ao longo do processo de envelhecimento, resultante do

armazenamento da bebida em barris de madeira e das condi¢cdes ambientais ou
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pelo proprio consumo do etanol nas reagdes de esterificagdo com acidos durante
o armazenamento (CARDOSO, 2006; MIRANDA et al., 2008). As perdas ao
longo do processo de envelhecimento podem ser amenizadas pelo
armazenamento da bebida a baixa temperatura e umidade mais elevada.

A acidez volatil da bebida variou de 37,83 a 181,63 mg 100 mL" a.a,
tendo a amostra H teor mais elevado. Como as bebidas originam-se de
alambiques destintos, as diferengas observadas podem originar do processo de
fermentacdo pela contaminagdo do mosto com bactérias acéticas ou por aeracdo
excessiva, que leva a oxidagdo de alcoois e aldeidos a acidos. A estocagem da
cana e o corte incorreto das fragdes durante a destilagdo também podem resultar
em bebidas com teor mais elevado de acidos. Além disso, durante o processo de
envelhecimento, oxidagdes podem ocorrer devido as condi¢cdes de
armazenamento e porosidade da madeira, bem como a incorporagdo a bebida de
acidos provenientes do barril (CARDOSO, 2006). Segundo Nascimento et al.
(1998), o 4cido encontrado em maior quantidade ¢ o acido acético (90% do total
de 14 acidos identificados), e sua presenca em pequena quantidade é desejavel,
pois contribui para a formagao dos ésteres.

Na Instru¢do Normativa de n° 13, de junho de 2005, o teor maximo
estabelecido para o somatério das concentragdes de furfural e
hidroximetilfurfural ¢ 5,0 mg 100 mL™" de alcool anidro (BRASIL, 2005). Para
as amostras analisadas, 70% apresentaram limites superiores ao estabelecido,
com concentragdes que variaram de 0,85 a 25,62 mg 100 mL™ de 4lcool anidro.
O furfural e hidroximetilfurfural sdo produzidos, principalmente, da degradagio
das pentoses e hexoses, respectivamente. Esses agtiicares podem ser degradados
quando a colheita da cana ¢é precedida da queima do palhico ou quando a
destilagdo ocorre na presenca de matéria organica depositada no fundo dos
alambiques (MASSON et al., 2007). Quanto ao processo de envelhecimento,

esse pode contribuir para o aumento desses aldeidos quando os barris de madeira
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passam pelo processo de requeima antes do armazenamento (AZEVEDO et al.,
2007).

Como na regido sul de Minas Gerais ndo ¢ comum a colheita precedida
da queima do palhico, a alta concentracdo observada em 70% das amostras pode
ser atribuida a parametros do processo de destilagdo e envelhecimento citados
anteriormente. Portanto, faz-se necessario promover a conscientiza¢do dos
produtores para o controle desse contaminante, uma vez que sua ingestdo e
contato podem causar dermatite, irritacdo da mucosa e trato respiratorio e afetar
o sistema nervoso central. Medidas de prevencdo devem ser inseridas ao
processo, que perpassam pela inser¢do da colheita mecanizada, controle
adequado da fermentacdo para a ndo destilagdo de acucar residual, ou pela
filtragem adequada para que esse processo nao ocorra na presenga de bagacilhos
(MAIA, 2002; AZEVEDO et al., 2007).

Considerando os limites estabelecidos pela legislacdo brasileira quanto a
concentragio de cobre na bebida (5 mg L), observa-se que apenas a amostra H
excedeu esse valor (8,48 mg L™). No entanto, se avaliarmos essas amostras
segundo os pardmetros para exportagdo, 50% estariam fora dos padrdes
internacionais (2 mg L'). Em estudos similares, Labanca et al. (2006)
analisaram 71 amostras de cachaca da regido de Minas Gerais, encontrando 7%
das amostras fora dos padrdes da legislagdo vigente. Quando analisadas em
relagdo ao limite do mercado externo (2 mg L), apenas 50,7% atenderiam aos
padrdes internacionais. No estado do Rio Grande do Sul, Garbin, Bogusz Junior
e Montano (2005) constataram que, das 25 amostras analisadas, 38,3%
apresentaram teores elevados de cobre.

Embora o cobre seja desejavel em baixas concentragdes, pois promeve a
reducdo ou eliminacdo do gas sulfidrico e dos tidis, atuando como catalisador
nas reagdes de oxidagdo a sulfeto e dissulfeto, em altas concentragdes, esse

metal pode causar uma séria doenga conhecida como hipercupremia. Em altas
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concentragdes, o metal pode reagir com grupos SH das proteinas e enzimas, o
que esta relacionado a doengas como epilepsia, melanoma e artrite reumatica
(SARGENTELLI et al., 1996; NASCIMENTO et al., 1998; CARDOSO;
LIMA-NETO; FRANCO, 2003).

Como o cobre advém principalmente da dissolu¢do do carbonato basico
de cobre [Cuy(OH),CO;] presente nas paredes internas do alambique, pelos
vapores acidos da bebida, a contaminacdo da bebida pode ser evitada fazendo
uma cuidadosa higienizagao dos alambiques nas safras e entressafras, utilizando-
se dgua e limao na primeira destilagdo (CARDOSO, 2006). Propde-se também a
utilizagdo de filtros com adsorventes, como o carvdo ativado e as resinas de
troca idnica. Portanto, deve-se ter cuidado na utilizacdo desses ultimos, pois
alguns materiais retiram, além do cobre, substancias importantes para o sabor e
aroma da bebida, descaracterizando-a (LIMA et al., 2006 ¢ CANTAO et al.,
2010). Materiais alternativos também t€m sido estudados para a remogdo do
metal, tais como CaCO; e MgCOs_silicas, aluminossilicatos e argilas; porém, a
ndo interferéncia na concentragdo dos congéneres deve ser observada (BIZELLI;
RIBEIRO; NOVAES, 2000; CATANHEDE et al., 2005; NEVES et al., 2007;
CANTAO et al., 2010).
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4 CONCLUSAO

Fisico-quimicamente, 70% das amostras analisadas estdo fora dos
padrdes exigidos pela legislagdo brasileira. Valores inferiores ao estabelecido
para a graduacdo alcoolica foi observado para a amostra H. Observam-se
também valores superiores de acidez volatil (H), furfural (A, B, D, E, G, H, ) e
cobre (H). Infere-se com esses resultados que o controle do processo produtivo
da bebida apresenta deficiéncias, e praticas de conscientizagdo devem ser
realizadas. Ainda ha uma grande lacuna dentro do processo de envelhecimento,
em que parametros envolvendo a obtengdo, o pré-tratamento do barril e as

condi¢des de armazenamento devem ser mais bem estabelecidos.
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CAPITULO 3: EFEITO DA LUMINOSIDADE NA COMPOSICAO
FENOLICA DE AGUARDENTES DE CANA/ CACHAGAS
ARMAZENADAS EM VIDRO POR UM PERIODO DE SEIS MESES

RESUMO

A cachaca envelhecida ¢ apreciada pelos consumidores devido,
principalmente, ao seu sabor alcodlico mais suave, mais doce e amadeirado. E
uma etapa do processo de producdo ndo obrigatoria, mas bastante adotado por
produtores que buscam agregar valor ao produto final. Durante o
envelhecimento, diversas rea¢des ocorrem entre 0s compostos presentes no
destilado ¢ os compostos da madeira. A extracdo e incorporagdo dos compostos
presentes na madeira dependem das condi¢des ambientais do armazenamento,
bem como da espécie vegetal e parte dela é empregada para a confeccdo dos
barris. Diante do exposto, objetivou-se neste estudo avaliar a influéncia da luz e
do periodo de armazenamento na composi¢do fenolica das cachagas
envelhecidas em diferentes barris de madeira. Os treze compostos fendlicos
analisados foram quantificados por HPLC com detector de arranjo de diodos.
Aliquotas foram analisadas no tempo 0, 2, 4 e 6 meses ap6s o acondicionamento,
sob a presenca e auséncia de luz natural. O 4cido galico foi o composto
majoritario das amostras A, C, D, F e I, sofrendo influéncia da luminosidade
durante o periodo de armazenamento, com diminuicdo mais acentuada da
concentragdo nas amostras armazenadas no escuro, exceto na amostra F, na qual
se observou um aumento na concentragdo. Nas amostras envelhecidas em
carvalho (B, G e J), constatou-se a presenca de siringaldeido como composto
majoritario, com comportamentos distintos frente ao tratamento luminosidade.
Na amostra H, observou-se apenas a presenca de catequina em baixa
concentragdo, tendo a luz contribuido significativamente para a degradagdo
desse composto. Na amostra E, constatou-se a presenca de 1,2-benzopirona
(cumarina) em concentragdes de aproximadamente 13 mg L. Todas as amostras
analisadas apresentaram heterogeneidade na composi¢cdo fendlica, diferindo
apenas na concentragdo deles, exceto a amostra H, na qual se quantificou apenas
a catequina em baixa concentracao.

Palavras-chave: Compostos fenélicos. Madeira. Cachaga. Luminosidade.
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ABSTRACT

Aged sugarcane spirits are appreciated by consumers mainly because of
their woody, softer, sweeter alcoholic flavor. It is a non-obligatory stage of the
production process, but quite adopted by producers that seek to aggregate value
to the final product. During the aging, several reactions occur among the
compounds present in the distillate and wood compounds. The extraction and
incorporation of the compounds present in the wood depends on the
environmental conditions of the storage, as well as the plant species and its part
used for barrel making. As such, the objective of this study was to evaluate the
influence of light and storage period on the phenolic composition of the
sugarcane spirits aged in different wood barrels. The thirteen phenolic
compounds analyzed were quantified by HPLC with with diode array detector.
Aliquots were analyzed at 0, 2, 4 and 6 months after packaging, under the
presence and absence of natural light. Gallic acid was the majority compound of
the samples A, C, D, F and I, undergoing influence of the light during the
storage period, with an accentuated decrease of the concentration in the samples
stored in the darks, except sample F. In the samples aged in oak (B, G and J), the
syringaldehyde presence was verified as the majority compound, with different
behaviors in view of the light treatment. In the sample H, only the catechin
presence was observed in low concentration, the light having contributed
significantly to the degradation of that compound. In the sample E, the presence
of 1,2-benzopyrone (coumarin) was verified at concentrations of approximately
13 mg L. All of the analyzed samples presented heterogeneity in the phenolic
composition, only differing in their concentration, except sample H, in which
only catechin was quantified at low concentrations.

Key words: Phenolic compounds. Wood. Sugarcane spirits. Luminosity.
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1 INTRODUCAO

Bebidas alcodlicas  recém-destiladas, em geral, apresentam
caracteristicas sensoriais pouco apreciadas por parte dos consumidores. O
envelhecimento de bebidas em tonéis de madeira ¢ largamente empregado pela
industria em razdo das conhecidas melhorias sensoriais conferidas as bebidas
submetidas a este processo. Essa ¢ a razdo pela qual o uisque, o rum, o conhaque
e a grappa, por exemplo, incluem em seu processo de produgdo a etapa de
armazenagem em tonéis de madeira. Em alguns casos, como os do uisque ¢ do
conhaque, essa etapa ¢ obrigatoria para a sua comercializagdo (SILVA et al.,

2012).

Segundo a legislagdo brasileira, ha trés denominagdes para a bebida,
cachaca envelhecida, cachaca premium e extra premium. Todas devem ser
envelhecidas em recipiente de madeira apropriado, com capacidade méaxima de
700 L. Para ser denominada envelhecida, deve-se envelhecer no minimo 50% de
cachaga por um periodo de 1 ano. Para denomind-las de premium ou extra
premium, deve-se envelhecer 100% de cachaca por um periodo ndo inferior a
um e trés anos, respectivamente (BRASIL, 2005).

O envelhecimento, embora ndo seja uma etapa obrigatoria na cadeia
produtiva da cachaca, tem sido muito empregada pelos produtores que desejam
agregar qualidade e valor ao seu produto, pois promove a diminuigdo
significativa do sabor alcodlico e da agressividade da bebida, aumentando
simultaneamente a dogura e o sabor de madeira, proporcionando efetiva
melhoria sensorial do produto (MIRANDA et al., 2008).

A mudanga do aroma, cor e sabor da bebida maturada deve-se a
alteracdes na composi¢do e na concentragdo dos seus compostos, as quais sao
causadas por extragdo dos compostos da madeira; quebra de suas

macromoléculas e extragdo dos seus produtos; reagdes entre os compostos do
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destilado e da madeira; reagdo entre os proprios extrativos da madeira; reagdo
entre os proprios componentes do destilado; e evaporacdo dos compostos
volateis (MOSEDALE; PUECH, 1998).

Os fatores que influenciam a qualidade e a composicdo quimica da
cachaga envelhecida sdo: tipo de madeira empregada e pré-tratamento sofrido
pelo barril, tempo e condi¢des de envelhecimento (temperatura e umidade),
tamanho do recipiente e qualidade inicial do destilado (PARAZZI et al., 2008).

A madeira mundialmente utilizada para a confec¢do de tonéis para o
envelhecimento de bebidas destiladas é o carvalho. No entanto, essa madeira
deve ser importada elevando o custo ¢ sendo, na maioria das vezes, reutilizada
de processos de envelhecimento de vinhos e uisques. Observa-se nos ultimos
anos uma crescente busca por madeiras nacionais que promovam a bebida
caracteristicas sensoriais similares ao carvalho. Diversos trabalhos atestam e
caracterizam cachacas envelhecidas em madeiras como amendoim, pereiro,
jatoba, balsamo, pau-d’arco, jequitiba, louro-canela e amburana (DIAS; MAIA;
NELSON, 2002; FARIA et al., 2003; AQUINO et al., 2006; ZACARONI et al.,
2011, CATAO et al., 2011).

Os principais compostos extraidos da madeira dos barris pelos destilados
sdo Oleos volateis, substincias tanicas, agtcares, glicerol e 4cidos orgénicos nao
volateis (NISHIMURA; MATSUYAMA, 1989). Aos compostos fendlicos sdo
atribuidas as principais mudangas de aroma e sabor observados na cachaca
envelhecida. Diante do exposto, objetivou-se neste trabalho avaliar a influéncia
da luminosidade na composi¢do fendlica de cahacas envelhecidas em diferentes

madeiras.
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2 MATERIAL E METODOS

Todas as amostras foram coletadas e analisadas conforme apresentado

abaixo.

2.1 Obtencao das amostras

Aliquotas foram retiradas em intervalos regulares de 2 meses, durante
um periodo de 6 meses, das amostras de cachaga envelhecidas sob diferentes
condigdes (Tabela 1), acondicionadas em garrafas transparentes e em garrafas
cobertas com folha de aluminio, constituindo-se os tratamentos do experimento.
Durante a realizagdo do experimento, tanto os recipientes de vidro como os
cobertos com folha de aluminio foram armazenados a temperatura ambiente e
expostos a luminosidade natural, na bancada do laboratorio, objetivando-se
avaliar o seu periodo de prateleira. Essas amostras foram analisadas por HPLC
quanto a sua composi¢do fenolica no Laboratorio de Andlise de Qualidade de

Aguardente do Departamento de Quimica da UFLA.
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Tabela 1 Locais de coleta e condigdes de armazenamento das amostras

(madeiras, capacidade do barril e tempo de armazenamento).

) Tempo de
] Capacidade
Amostra Local Madeira ] armazenamento
do barril (L)
(meses)
A Passa Quatro Castanheira 700 36
B Passa Quatro Carvalho 200 36
C Passa Quatro Jequitiba 20.000 36
D Barbacena Jequitiba 10.000 60
E Lavras Amburana 10.000 48
F Piranguinho Louro-canela 50.000 24
G Piranguinho Carvalho 50.000 48
H Itajuba Jatoba 4.000 6
| Itajuba Carvalho 1.000 24
J Perdodes Carvalho 200 12

2.2 Reagentes e solventes

Os padroes empregados para analise dos compostos fenolicos foram

acido galico, catequina, acido vanilico, fenol, acido siringico, vanilina,

siringaldeido, acido p-cumarico, acido sinapico, cumarina, 4-metilumbeliferona,

acido o-cumarico e eugenol, todos adquiridos da Sigma—Aldrich ou da Acros

Organics. Todos os reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico para

HPLC: metanol (grau HPLC/ Merck), dgua ultrapura, obtida de um sistema

Milli-Q e acido acético glacial (J.T. Baker) foram usados como solventes para a

analise cromatografica.
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2.3 Preparacao das amostras e padroes

Os analitos foram quantificados pelo método de padronizagdo externa.
As curvas analiticas foram construidas por diluigdes das solugdes-estoque
contendo 1000 mg L' de cada padrio solubilizado em etanol 40%. As curvas
analiticas foram obtidas por regressdo linear, considerando o coeficiente de
determinagdo (R?) de 0,9900. Um total de 10 amostras de cachagas foram
analisadas em duplicata.

As amostras e os padrdes foram filtrados em uma membrana de
polietileno de 0.45 pum (Millipore) e diretamente injetados no sistema
cromatografico. As inje¢des das amostras foram realizadas em duplicata e a
identidade dos analitos confirmada pelo tempo de retengdo e pelo perfil dos
picos da amostra comparados aos dos padrdes. Os padrdes foram injetados em

triplicata.

2.4 Equipamento

As analises foram realizadas em um cromatoégrafo liquido de alta
eficiéncia UPLC Shimadzu, equipado com duas bombas de alta pressdo, modelo
LC-6AD, um detector de arranjo de diodos (DAD) modelo SPD-M20A,
degaseificador modelo DGU-20A;, interface modelo CBM-20A e injetor
automatico com autoamostrador modelo SIL-10AF. As separagdes foram
realizadas utilizando-se uma coluna Agilent — Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x
250 mm, 5 pm) conectada a uma pré-coluna Agilent — Zorbax Eclipse XDB-C18
4-Pack (4,6 x 12,5 mm, 5 um).
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2.5 Metodologia e condi¢des cromatograficas

Utilizou-se para o experimento o método analitico validado por Anjos
(2011).

Os solventes de elui¢do utilizados foram solu¢do de acido acético 2%
em agua (Fase A) e metanol: 4gua: 4cido acético (70: 20: 2% v/v) (Fase B). As
amostras foram eluidas de acordo com o gradiente apresentado na Tabela 2. O
comprimento de onda utilizado foi de 280 nm, fluxo de 0,8 mL min" e volume

de injecdo de 20 pL.

Tabela 2 Gradiente de eluigdo para andlise dos compostos fendlicos.

Fase movel*

Tempo (min)

Solvente A (% v/v) Solvente B (% v/v)
0,01 100 0
25,00 60 40
40,00 45 55
43,00 40 60
50,00 0 100
55,00 100 0
60,00 100 0

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

A identificagdo dos compostos foi realizada por comparacdo do tempo
de reten¢do das amostras em relacdo aos padrdes. A quantificacdo foi feita
utilizando a padronizagdo externa com concentragcdes que variaram de: acido
galico (0,071 — 1,565 mg L), catequina (0,116 -2,322 mg L), acido vanilico
(0,067 — 1,345 mg L), fenol (0,038 — 0,866 mg L), acido siringico (0,079 -
1,823 mg L), vanilina (0,061 - 1,582 mg L), siringaldeido (0,073 — 1,895 mg
L"), acido p-cumarico (0,066 — 1,312 mg L™, 4cido sinapico (0,090 — 2,063 mg
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L'l), cumarina (0,058 — 1,169 mg L'l), 4-metilumbeliferona (0,070 — 1,832 mg
L), 4cido 0-cumérico (0,066 — 1,509 mg L") e eugenol (0,066 — 1,902 mg L™).
No entanto, para amostras que apresentaram concentragdes elevadas de alguns
desses compostos, diluicdes foram realizadas em etanol 40 % para ajuste a curva
analitica. Calcularam-se também os limites de detec¢do (LD) e quantificacdo
(LQ) do método, baseando-se nos parametros relativos a cada curva analitica
construida, utilizando as seguintes relagdes matematicas (SNYDER;
KIRKLAND; GLAJCH, 1997):

LD =3 x (s/S) LQ=10x(s/S)

Em que: s ¢ a estimativa do desvio-padrdo da resposta, que pode ser a
estimativa do desvio-padrdo do branco, da equag@o da linha de regressdo ou do
coeficiente linear da equagdo e S ¢ a inclinagdo ou coeficiente angular da curva

analitica.

2.6 Delineamento experimental

Os resultados obtidos no experimento foram submetidos a analise de
variancia e comparadas pelo teste de Scott Knott (1974), ao nivel de 95% de
confianga. Para a avaliagdo dos dados, utilizou-se o delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com os tratamentos dispostos em esquema fatorial (10 X 4 X
2), sendo dez amostras de diferentes tonéis, quatro tempos de coleta (0, 2,4 ¢ 6
meses) e condicdes de luminosidade (claro e escuro), com duas repeticdes. Os
dados foram analisados pelo programa estatistico Sistema de Analise de

Variancia para Dados Balanceados — Sisvar, segundo Ferreira (2003).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras foram analisadas quanto a presenca de 13 compostos

fenolicos utilizando a técnica de cromatografia.

3.1 Analises cromatograficas

A Figura 1 ilustra o perfil cromatografico de todos os padroes

analisados, podendo-se observar a separacdo de todos os compostos.
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Figura 1 Cromatograma da solucdo de compostos fenolicos com detecgdo
espetrofotométrica. Concentragio de cada padrio: 8,0 x 10 mol L™
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Na Tabela 3 tem-se o tempo de retencdo médio obtido para cada
composto analisado, na qual se observa a ndo coeluicdo entre os compostos,
sendo esses um parametro importante para a identificagdo e quantificacdo do

composto.

Tabela 3 Tempo de retencdo (tr) médio para os compostos fenolicos analisados.

Composto tg (minutos)*
Acido gélico 8,12+0,16
Catequina 22,04 +0,31
Acido vanilico 27,03 +0,36
Fenol 28,67 + 0,45
Acido siringico 29,63 £0,31
Vanilina 30,74 £ 0,33
Siringaldeido 32,81 +0,29
Acido p-cumarico 35,12+ 0,43
Acido sinapico 38,10+ 0,30
Cumarina 41,04 £0,26
4-metilumbeliferona 43,96 +£ 0,30
Acido 0-cumarico 46,46 + 0,35
Eugenol 55,97 £ 0,86

*Média + desvio padréo.

Na Figura 2, observa-se a sobreposi¢do dos cromatogramas da amostra
A armazenados sob a presenca e auséncia de luz, no més 0 e apds seis meses de
armazenamento em luz natural. Observam-se varia¢des apenas do 4cido o-
cumarico armazenado sob a presenga de luz e dos acidos galico e o-cumarico

para a amostra armazenada sob a auséncia de luz.
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As equagdes das curvas analiticas foram calculadas pelo método dos
minimos quadrados, medindo-se a resposta do detector (area) em funcdo da
concentragdo, apds a inje¢do em triplicata das solugdes contendo todos os
padrdes. Por meio dessas, foi possivel avaliar a linearidade do método pela
estimativa dos coeficientes de determinacdo, que € um pardmetro que permite
estimar a qualidade da curva obtida, pois quanto mais proximos de 1 menor a
dispersdao do conjunto de pontos experimentais € menor a incerteza dos
coeficientes de regressdo estimados (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997;
ARAGAO; VELOSO; ANDRADE, 2009). A Anvisa, Brasil (2003) recomenda
um coeficiente de correlagdo igual a 0,99 e o Inmetro (2003), um valor acima de
0,90. De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4, podem-se observar
coeficientes de correlacdo variando de 0,9949 a 0,9998 indicando forte

correlacgdo linear entre as concentracdes das substancias e as areas dos picos.

Tabela 4 Parametros e coeficientes de determinagdo (R?) das curvas analiticas*.

Composto b a R’
Acido gélico 58170,08637 -1636,74687 0,9982
Catequina 14684,47967 -33,65995 0,9996
Acido vanilico 38336,08005 -350,87278 0,9996
Fenol 9963,46341 -153,8343 0,9991
Acido siringico 67465,54859 -515,73199 0,9998
Vanilina 90908,88265 -342,08561 0,9998
Siringaldeido 42417,97624 -928,67925 0,9993
Acido p-cumarico 104685,92255 7,4115 0,9998
Acido sinapico 27967,09852 -1275,34555 0,9992
Cumarina 92644,51366 -568,47925 0,9998
4-metilumbeliferona 37331,72435 -1369,2762 0,9995
Acido o-cumérico 127440,90374 -296,05277 0,9998
Eugenol 21316,24767 509,6179 0,9949

*Regressdo linear: y =bx +a
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Os limites de detecgdo (LD) e quantificagdo (LQ) obtidos para o método
analitico estdo apresentados na Tabela 5. Os valores encontrados variaram de
0,0178 a 0,1630 mg L para o LD e de 0,0541 a 0,4940 mg L™ para o LQ,
valores esses correspondentes a cumarina e eugenol. Esses valores mostraram-se
proximos aos obtidos por Anjos et al. (2011) e inferiores aos relatados por

Aquino et al. (2006) e Zacaroni et al. (2011).

Tabela 5 Limites de detecgdo (LD) e limites de quantificagdo (LQ) para os
compostos fenolicos analisados.

Composto LD (mgL™") LQ (mgL™)
Acido galico 0,0694 0,2103
Catequina 0,0529 0,1604
Acido vanilico 0,0269 0,0814
Fenol 0,0322 0,0977
Acido siringico 0,0303 0,0918
Vanilina 0,0240 0,0727
Siringaldeido 0,0509 0,1542
Acido p-cumarico 0,0214 0,0649
Acido sinapico 0,0710 0,2151
Cumarina 0,0178 0,0541
4-metilumbeliferona 0,0461 0,1397
Acido 0-cumarico 0,0240 0,0728
Eugenol 0,1630 0,4940

3.2 Quantificacdo dos compostos fenélicos

A quantifica¢do dos compostos fendlicos nas amostras analisadas, a cada
dois meses, durante os seis meses de armazenamento, sob a presenga e auséncia
de luz, estdo apresentados nas Tabelas 6 a 15.

Observa-se estatisticamente que, para a maioria dos compostos

analisados, nas diferentes amostras, a luminosidade e/ou periodo analisado
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interferiram significativamente, principalmente na concentragcdo dos compostos
majoritarios. Como esperado, esses compostos fendlicos podem ser degradados
fotoquimicamente, principalmente em fun¢@o das hidroxilas presentes em sua
estrutura quimica, que podem sofrer facilmente reacdes de oxidacdo. Essas
oxidagdes ocorrem devido ao aumento de energia do meio, ocasionado pela luz.
Além dessas reacdes, outras podem ser ativadas tais como, condensagdo,

polimerizagdo e epimerizacdo (LOCKHART; PAINE, 1996).



Tabela 6 Avaliagdo do efeito da luminosidade na concentragio dos compostos fendlicos (mg L) quantificados na
amostra A (Passa Quatro/ Castanheira/ 700L/ 36 meses) durante os 6 meses de acondicionamento.

Compostos

Luminosidade

Periodo (més)

0 2 4 6
Acido gdlico Claro 11,16 £0,727 Aa 11,11 +£0,295 Aa 10,07 +0,050Bb 10,93 £0,013 Aa
Escuro 11,16 £0,727 Aa 10,95+0,019 Aa 10,50+0,047 Ab 9,68 +0,021 Bc
Catequina Claro 0,86 £0,037 Aa 0,88+0,019Aa 0,78+0,001 Aa 0,50+ 0,001 Bb
Escuro 0,860,037 Aa 0,83+0,046 Aa 088+0,012Aa 0,80+0,019 Aa
Acido vanilico Claro 0,50+£0,007 Aa  0,54+0,006 Aa 0,51 +0,001 Aa 0,51 £0,003 Aa
Escuro 0,50+0,010 Aa  0,50+0,019 Aa 0,51 £0,04 Aa 0,48 £0,001 Aa
Fenol Claro 0,21 £0,003 Aa 0,29+0,089 Aa 0,25+0,001 Aa 0,30 +0,001 Aa
Escuro 0,21 £0,003 Aa 024+0,054Aa 026+0012Aa 0,25+0,011 Aa
Acido siringico Claro 0,19+0,004 Aa 0,21+0,003Aa 0,20+0,001 Aa 0,21 £0,001 Aa
Escuro 019+0,004 Aa 0,19+0,001 Aa 0,18+0,013Aa 0,17+0,017 Aa
Vanilina Claro 0,13+0,001 Aa  0,09+0,003Aa 0,11+0,003Aa 0,12+0,001 Aa
Escuro 0,13+0,001 Aa  0,12+0,001l Aa 0,14+0,001 Aa 0,13+0,001 Aa
Siringaldeido Claro 1,64 £0,004 Aa 1,65+0,018Aa 1,50+0,017Aa 1,62+0,001 Aa
Escuro 1,64 £0,004 Aa 158+0,015Aa 1,55+0,010Aa 1,48+0,001 Aa
Acido p-cumarico Claro <LD <LD <LD <LD
Escuro <LD <LQ <LQ <LQ
Acido sindpico Claro 0,29 £0,007 Aa  0,35+£0,005Aa 0,33+0,087Aa 0,34 +£0,035 Aa
Escuro 0,29 +£0,007Aa 0,31+0,010Aa 028+0,023 Aa 0,29 +0,035 Aa
. Claro <L <L <L <L
Cumarina Escuro <L8 <L8 <L8 <L8
Continua..

[44!



Tabela 6, continuacao

4- Claro 0,11+ 0,007 Aa  0,12+0,014 Aa 0,13+0,007 Aa 0,13+0,013 Aa
metilumbeliferona Escuro 0,11+0,007Aa 0,11+0,002Aa 0,12+0,017Aa 0,13+0,021 Aa
Acido 0-cumarico Claro 0,85+0,038 Aa 0,71+0,086Bb 0,88+0,004Ba 0,60+ 0,004 Bb

Escuro 0,85+0,038Ab 1,04+0,010Ab 1,54+0,029Aa 1,47+0,011 Aa
Eugenol Claro ND ND ND ND
Escuro ND ND ND ND

Médias seguidas da mesma letra, sendo a mindscula na linha e a mailscula na coluna, nao diferem significativamente

entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

€Cl



Tabela 7 Avaliagdo do efeito da luminosidade na concentragdo dos compostos fendlicos (mg L) quantificados na
amostra B (Passa Quatro/ Carvalho/ 200L/ 36 meses) durante os 6 meses de acondicionamento.

Periodo (més)

Compostos Luminosidade 0 9 4 6
Acido gélico Claro 0,68 £0,017Aa 0,50+0,051Bd 0,59+0,009 Ac 0,64 +0,015Ab
Escuro 0,68+0,017Aa 0,55+0,053Ab 0,57+0,041 Ab 0,67+0,010 Aa
Catequina Claro 0,17+0,002 Ab 0,16 £0,002Ab 0,15+0,006 Ab 0,20+ 0,002 Aa
Escuro 0,17+0,002Aa 0,16+£0,000Aa 0,16+0,015Aa 0,16+0,001 Aa
Acido vanilico Claro 0,21 +£0,005 Ab 0,18+ 0,012Ab 0,18 £0,027 Ab 0,25+ 0,001 Aa
Escuro 0,21 +£0,005Aa 0,20+0,007 Aa 0,20+0,001 Aa 0,22+ 0,006 Aa
Fenol Claro ND ND ND ND
Escuro ND ND ND ND
Acido siringico Claro 0,40+0,006 Aa 041+0,043Aa 040+0,013Aa 0,39+0,001 Aa
Escuro 0,40+0,006 Aa 040+0,030Aa 0,39+0,001 Aa 0,39+0,002 Aa
Vanilina Claro ND ND ND ND
Escuro ND ND ND ND
Siringaldeido Claro 1,23 +£0,004 Ab 1,28+0,020Aa 1,17+0,080 Ac 1,24+0,003 Ab
Escuro 1,23+0,004 Aa 1,25+0,011 Aa 1,26+0,031 Aa 1,23+0,002 Aa
Acido p-cumirico Claro 0,16 +0,005Aa 0,13+0,002Aa 0,13+0,004 Aa 0,14+0,001 Aa
Escuro 0,16+0,005Aa 0,15+0,014Aa 0,160,007 Aa 0,16+ 0,002 Aa
Acido sindpico Claro ND ND ND ND
Escuro ND ND ND ND
Cumarina Claro ND ND ND ND
Escuro ND ND ND ND
Continua...
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Tabela 7, continuacao

4- Claro 0,09+0,005Aa 0,12+0,033 Aa 0,12+0,007 Aa 0,13+0,005 Aa
metilumbeliferona Escuro 0,09+0,005Aa 0,11+0,003Aa 0,11+0,006 Aa 0,13+0,001 Aa
Acido 0-cumarico Claro 0,33+0,015Ab 0,33+0,015Ab 0,39+0,083Ba 0,36 +0,010 Ba

Escuro 0,33+0,015Ab 030+0,012Ab 0,49+0,004 Aa 047+0,002 Aa
Eugenol Claro ND ND ND ND
Escuro ND ND ND ND

Médias seguidas da mesma letra, sendo a mindscula na linha e a mailscula na coluna, nao diferem significativamente

entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.



Tabela 8 Avaliagdo do efeito da luminosidade na concentragdo dos compostos fendlicos (mg L) quantifica * _
na amostra C (Passa Quatro/ Jequitiba/ 20.000L/ 36 meses) durante os 6 meses de acondicionamento. 3

Periodo (més)

Compostos

Luminosidade

0 2 4 6
Acido gilico Claro 0,82+ 0,059 Aa 0,69 0,019Bb 0,64 +0,001 Ac 0,66+ 0,017 Ac
Escuro 0,82+ 0,059 Aa 0,71 0,008 Ab  0,54+0,028Bd 0,60 = 0,004 Bc
. Claro <L <L <L <L
Catequina Escuro <L8 0,26 + 0,(324 Aa 026+ 0,824 Aa 022+ 0,824 Ab
- i Claro 0,08+ 0,001 Aa <LQ <LQ <LQ
Acido vanilico Escuro 0,08 = 0,001 Aa <LQ <LQ <LQ
Fenol Claro ND ND ND ND
Escuro ND ND ND ND
Acido siringico Claro 0,170,001 Aa  0,17+0,002 Aa  0,17+0,003 Aa 0,17 + 0,006 Aa
Escuro 0,17+ 0,001 Aa  0,18+0,015Aa 0,15+0,002 Ab 0,18 + 0,002 Aa
Vanilina Claro ND ND ND ND
Escuro ND ND ND ND
Siringaldeido Claro 034+0,002Aa 032+0,008Ab 028=0,018Bc 031 +0,004 Ab
Escuro 034+0,002Aa  0,32+0,005Ab 031+0,008Ab 031 +0,006 Ab
Acido p-cumarico Claro <LD <LD <LD <LD
Escuro <LD <LD <LD <LD
Acido sinipico Claro ND ND ND ND
Escuro ND ND ND ND
Claro 0,14+ 0,001 Aa  0,15+0,003 Aa  0,14+0,001 Aa 0,14+ 0,001 Aa

Cumarina

Escuro

0,14 £0,001 Aa

0,15+0,002 Aa

0,14 +0,001 Aa

0,14 £ 0,003 Aa




Tabela 8, continuacao

Continua...

4- Claro ND ND ND ND &
metilumbeliferona Escuro ND ND ND ND
Acido 0-cumérico Claro 0,13+0,004 Ab 0,13+£0,001 Ab 0,17+0,016 Ba 0,16+ 0,009 Ba
Escuro 0,13+0,004 Ab 0,14+0,004 Ab 023+0,004 Aa 0,21 +0,001 Aa
Eugenol Claro ND ND ND ND
Escuro ND ND ND ND

Médias seguidas da mesma letra, sendo a minuscula na linha e a maiuscula na coluna, ndo diferem significativamente

entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.



Tabela 9 Avaliagdo do efeito da luminosidade na concentragio dos compostos fendlicos (mg L) quantificados ~

amostra D (Barbacena/ Jequitiba/ 10.000L/ 60 meses) durante os 6 meses de acondicionamento. 5
Compostos Luminosidade 0 9 Periodo (més) 4 5
Acido galico Claro 2,79+ 0,030 Ab 2,80+0,020 Ab 2,93+0,026 Aa 2,77 +0,054 Ab
Escuro 2,79+0,030 Aa  2,59+0,022Bb 2,55+0,032Bb 2,58 £0,040 Bb
Catequina Claro 0,21 £0,002 Ab 0,32+0,045Aa 0,28+0,016 Aa 0,27 £0,056 Ba
Escuro 0,21 £ 0,002 Ab 0,34+ 0,008 Aa 0,31+ 0,011 Aa 0,33+ 0,071 Aa
Acido vanilico Claro 0,10+0,004 Aa 0,11 +£0,005Aa 0,10+0,003 Aa 0,11+ 0,002 Aa
Escuro 0,10+0,004 Aa 0,11+0,002Aa 0,11+0,008 Aa  0,09+0,001 Aa
Fenol Claro 0,11 +£0,008 Aa <LQ <LQ <LQ
Escuro 0,11 +£0,008 Aa <LQ <LQ <LQ
Acido siringico Claro 0,08+0,002Ab 042+0,014Aa 0,44+0,008 Aa 0,43 +0,001 Aa
Escuro 0,08 £0,002 Ad 0,22+0,003Bc 0,29 +£0,002 Bb 0,35 +0,007 Ba
Vanilina Claro <LD <LD 0,08+ 0,023 Aa 0,10 £0,004 Aa
Escuro <LD <LQ <LQ <LQ
Siringaldeido Claro 1,03+ 0,023 Aa 1,05+0,005Aa 0,99 +0,002 Ab 1,07 £ 0,001 Aa
Escuro 1,03+0,023 Aa 1,08+0,009 Aa 0,99=+0,002Ab 0,99 +0,002 Bb
Acido p-cumarico Claro <LD <LD <LD <LD
Escuro <LD <LD <LD <LD
Acido sinpico Claro 0,32+0,004 Aa 0,31+0,016Aa 0,30+0,013Aa 0,34+0,015 Aa
Escuro 0,32+0,004 Aa 0,34+0,045Aa 0,20+0,002Bb 0,23+ 0,007 Bb
Cumarina Claro <LD <LD <LD <LD



Escuro <LD <LD <LD <LD
Continua...
Tabela 9, continuagdo _
[\
4- Claro 0,18+0,009 Aa 0,13+0,030Aa 0,13+0,00l Aa  0,15+0,013 A =
metilumbeliferona Escuro 0,18+ 0,009 Aa 0,170,019 Aa 0,12+0,001 Ab 0,12 +£0,008 Ab
Acido 0-cumérico Claro 0,14+0,002Ab 0,19+0,024 Aa 0,21+0,013 Aa 0,18 £0,003 Ba
Escuro 0,14+0,002Ab 0,13+0,003Bb 0,24+0,007 Aa 0,25+ 0,003 Aa
Eugenol Claro 0,32+0,089 Aa 0,30+0,025Aa 0,29+0,073 Aa  0,28+0,010 Aa
& Escuro 0,32+0,089 Aa 0,27+0,034 Ab 0,33+0,019Aa  0,33+0,033 Aa

Médias seguidas da mesma letra, sendo a mindscula na linha e a mailuscula na coluna, nao diferem significativamente

entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.



Tabela 10 Avaliagdo do efeito da luminosidade na concentragdo dos compostos fendlicos (mg L) quantificados na

amostra E (Lavras/ Amburana/ 10.000L/ 48 meses) durante os 6 meses de acondicionamento.

6cCl

Periodo (més)

Compostos Luminosidade 0 9 4 5
Acido gélico Claro 0,26 + 0,042 Aa  0,22+0,009 Aa  0,20+0,001 Aa  0,22+0,012 Aa
Escuro 0,26 + 0,042 Aa  0,23+0,004 Aa 0,24 +0,006 Aa 0,21 £ 0,002 Aa
Catequina Claro 1,29+ 0,011 Aa  1,44+0,036 Aa 1,40+£0,044 Aa 1,27+£0,013 Aa
Escuro 1,29+0,011 Aa  1,2+0,024 7Aa 1,33+0,012Aa 1,39+£0,012 Aa
Acido vanilico Claro 343+0,026 Aa  3,48+0,004 Aa 3,32+0,003 Aa 3,29+ 0,007 Aa
Escuro 3434+0,026 Aa  3,37+0,015Aa 3,39+0,007 Aa 3,23 +£0,002 Aa
Fenol Claro 0,10+ 0,001 Aa  0,13+0,004 Aa 0,10£0,002Aa 0,12+£0,014 Aa
Escuro 0,10+ 0,001 Aa  0,12+0,001 Aa 0,10£0,010Aa 0,13 £0,002 Aa
Acido siringico Claro 0,28+ 0,004 Aa  0,35+0,001 Aa 0,35+0,002Aa 0,34+ 0,001 Aa
Escuro 0,28+ 0,004 Aa  0,35+0,006 Aa 0,29+0,011 Aa 0,34+ 0,002 Aa
Vanilina Claro ND ND ND ND
Escuro ND ND ND ND
Claro <LQ <LQ <LQ <LQ
Siringaldeido Escuro <LQ <LQ <LQ <LQ
o . Claro <L <L <L <L
Acido p-cumarico Escuro <L8 <L8 <L8 <L8
o o Claro <L <L <L <L
Acido sindpico Escuro <L8 <L8 <L8 <L8




. Claro 13,35+ 0,039 Ab 13,88 +0,023 Aa 13,37+0,019 Ab 13,04 £0,037 Ac
Cumarina

Escuro 13,35+0,039 Aa 13,52+0,017Ba 13,18 £0,006 Ab 12,95+ 0,002 Ac
Continua...
Tabela 10, continuagdo _
4- Claro 1,93+0,001 Ab 2,40+0,030 Aa  2,32+0,001 Aa 225+0,054A &
metilumbeliferona Escuro 1,93+0,001 Ab 2,32+0,002Aa 1,87+0,025Bb 222 +0,002 Aa
Acido 0-cumarico Claro <LQ <LD <LD <LD
Escuro <LQ <LD <LD <LD
Eugenol Claro 10,27 £0,238 Aa 9,79 +0,153 Ab 10,25+0,533 Aa 9,70 £ 0,202 Ab
Escuro 1027 +0238 Aa 987+0,784Ab 9,83+0,434Bb  9,79+0,302 Ab

Médias seguidas da mesma letra, sendo a minuscula na linha e a maiuscula na coluna, nao diferem significativamente
entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.



Tabela 11 Avaliagdo do efeito da luminosidade na concentragdo dos compostos fendlicos (mg L) quantificadee o

amostra F (Piranguinho/ Louro-canela/ 50.000L/ 24 meses) durante os 6 meses de acondicionamento. w

—_

Compostos

Luminosidade

Periodo (més)

0 2 4 6
Acido galico Claro 5,46 £ 0,052 Ab 543+0,053Bb 5,62+0,015Aa 5,35+0,041 Bc
Escuro 5,46+ 0,052 Ab 5,75+0,025Aa 5,50+0,033Bb  548+0,017 Ab
Catequina Claro 1,20+ 0,203 Aa 1,20+0,158 Ba 0,77+ 0,008 Bb 0,35+ 0,080 B¢
Escuro 1,20+ 0,203 Ac  1,93+0,135Aa 1,83 +0,056 Ab 1,96 + 0,049 Aa
Claro 0,15+£0,012Ab 0,22+0,017Aa 0,27+0,008 Aa  0,23+0,012 Aa
Acido vanilico Escuro 0,15+0,012Ab 0,20£0,026 Ab 0,29+ 0,019 Aa 0,11+ 0,011 Bb
Fenol Claro 0,14+0,008 Aa 0,14+0,005 Aa 0,10+0,002 Aa 0,14+ 0,012 Aa
Escuro 0,14+ 0,008 Aa  0,11+0,032Aa 0,17+0,003 Aa  0,15+0,022 Aa
Acido siringico Claro 0,20+0,012 Aa 0,19+0,008 Aa  0,19+0,010 Aa 0,19 +0,003 Aa
Escuro 0,20+ 0,012 Aa 0,18 +0,005 Aa 0,16+0,006 Aa 0,19 +£0,005 Aa
Vanilina Claro 293+0,007Aa  291+0,005Aa 2,82+0,001 Ab 2,70+ 0,021 Ac
Escuro 2,93+0,007 Aa  296+0,012Aa 2,74+0,004Bb 2,70 +£0,082 Ab

. , Claro <L <L <L <L

Siringaldeido Escuro <L8 <L8 <L8 <L8

Acido p-cumarico Claro 0,16 +0,004 Aa 0,19+0,002Aa 0,17+£0,002Aa 0,21 +0,007 Aa



Escuro

0,16 £0,004 Aa

0,16 £ 0,003 Aa

0,21 £ 0,003 Aa

0,18 +0,002 Aa

Acido sindpico Claro 0,39+0,010 Ab 0,31 +0,002Ab 0,57+0,010 Aa 0,51 £0,003 Ba
P Escuro 0,39+0,010Ac  0,34+£0,017Ac 0,45+ 0,066 Bb 0,62+0,016 Aa
Continua...
Tabela 11, continuagao _
(98]
Cumarina Claro 1,11+£0,030Aa  1,11+0,009 Aa 1,20+0,009 Aa  1,15+0,003A ™
Escuro 1,11+0,030 Aa 1,11 +£0,009 Aa 1,03 +0,033 Bb 1,17+ 0,017 Aa
4- Claro 0,30+£0,011 Aa  0,29+0,024 Aa 0,29+0,008 Aa 0,28 £0,005 Aa
metilumbeliferona Escuro 0,30+0,011 Aa 0,29+0,003 Aa 0,31 +0,001 Aa  0,24+0,022 Aa
o ) L Claro <LQ <LQ <LQ <LQ
Acido 0-cumarico Escuro <LQ <LQ <LQ <LQ
Eugenol Claro ND ND ND ND
£ Escuro ND ND ND ND

Médias seguidas da mesma letra, sendo a minuscula na linha e a maildscula na coluna, nao diferem significativamente

entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.



Tabela 12 Avaliagdo do efeito da luminosidade na concentragio dos compostos fendlicos (mg L) quantificados na
amostra G (Piranguinho/ Carvalho/ 50.000L/ 48 meses) durante os 6 meses de acondicionamento.

(98]
(%)
Compostos Luminosidade 0 5 Periodo (meés) 4 5
Acido galico Claro 5,88+0,025Ac  6,54+0,680 Aa 6,13+0,035Ab 5,70+ 0,031 Bc
Escuro 5,88+0,025Ac  6,45+0,033 Aa 6,07+0,014Ab  6,17+0,310 Ab
Catequina Claro <LQ 0,22 £ 0,069 Aa 0,28+ 0,008Aa 0,24 £ 0,024 Aa
Escuro <LQ 0,27+ 0,004 Aa  0,35+0,013 Aa 0,39+0,201 Aa
Acido vanilico Claro 0,93+0,054 Aa 0,75+0,028 Ab  0,63+0,018 Ab 0,55+ 0,009 Ab
Escuro 0,93+0,054 Aa 0,35+0,008Bb 0,33+0,002Bb 0,36+ 0,014 Bb
Fenol Claro 0,27 +0,001 Aa  0,32+0,006 Aa 0,29 +0,035Aa 0,31 +£0,030 Aa
Escuro 0,27+0,001 Aa 0,30+0,002Aa 0,19+0,018 Aa 0,30+ 0,041 Aa
Acido siringico Claro 249+0,005 Aa  2,55+0,016 Ba  2,62+0,005Aa 2,63+0,303 Aa
Escuro 249+0,006 Ac 290+0,117Aa 2,68+0,009 Ab 2,43+0,015Bc
Vanilina Claro <LD <LD <LQ <LQ
Escuro <LD <LQ <LQ <LQ
Claro 18,93 £0,002 Ab 19,1+ 0,135 1Ba 18,79+ 0,001 Ab 17,74 + 0,006 Bc
Siringaldeido Escuro 18,93 £0,002 Ab 19,42 £ 0,039 Aa 18,74 £ 0,020 Ac 18,28 £0,148
Ad
Acido p-cumarico Claro 0,89+0,006 Aa 091+0,018Aa 0,87+0,070 Aa 0,93 +£0,002 Aa



Escuro 0,89+ 0,006 Aa 092+0,048 Aa 1,00+0,001 Aa 0,86+ 0,043 Aa
Acido sindpico Claro 0,48+0,079 Aa  0,35+0,002 Ba 0,43 +0,089Aa 0,37 +£0,004 Aa
Escuro 048 +0,079 Aa 0,58+0,041 Aa 0,60+£0,016 Aa 0,54+ 0,020 Aa
Cumarina Claro 1,42 +£0,005Aa 1,60£0,002 Aa 1,57+0,009 Aa 1,47+0,001 Aa
Escuro 1,42+ 0,006 Ab 1,57+0,001 Aa  1,38+0,033Bb 1,59+0,018 Aa
Continua...
Tabela 12, continuagdo =
4- Claro 0,13+£0,010 Aa  0,22+0,003 Aa 0,20+£0,005Aa 0,21 £ 0,008 A... .
metilumbeliferona Escuro 0,13+0,010 Aa 0,29+0,011 Aa 0,24+ 0,004 Aa 0,25+ 0,041 Aa
Acido 0-cumarico Claro 1,73+ 0,080 Ab 1,86+ 0,048 Ab  2,15+0,056 Aa 2,02+ 0,015 Aa
Escuro 1,73+£0,080 Ab 1,83+0,068 Ab 2,22+0,005Aa 2,15+0,024 Aa
Eugenol Claro ND ND ND ND
Escuro ND ND ND ND

Médias seguidas da mesma letra, sendo a minuscula na linha e a maiuscula na coluna, nao diferem significativamente

entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.



Tabela 13 Avaliagdo do efeito da luminosidade na concentragdo dos compostos fendlicos (mg L) quantificadc 5
amostra H (Itajuba/ Jatoba/ 4.000L/ 36 meses) durante os 6 meses de acondicionamento.

Periodo (més)

Compostos Luminosidade 0 9 4 6
Acido gilico Claro ND ND ND ND
Escuro ND ND ND ND
Catequina Claro 0,19 +£0,002 Aa <LQBb <LQBb <LQBbDb
Escuro 0,19+0,002Aa 0,16+0,007 Ac 0,17+0,012Ab  0,17+0,001 Ab
Acido vanilico Claro <LQ <LD <LD <LD
Escuro <LQ <LD <LD <LD
Fenol Claro <LQ <LQ ND ND
Escuro <LQ <LQ ND ND
Acido siringico Claro ND ND ND ND
Escuro ND ND ND ND
- Claro <L <L <L <L
Vanilina Escuro <L8 <L8 <L8 <L8
Siringaldeido Claro <LD <LD <LD <LD
Escuro <LD <LD <LD <LD

Acido p-cumarico Claro <LD <LD <LD <LD



Escuro <LD <LD <LD

<LD
Acido sindpico Claro ND ND ND ND
P Escuro ND ND ND ND
Cumarina Claro ND ND ND ND
Escuro ND ND ND ND
Continua...
Tabela 13, continuagdo —
(%)
4- Claro <LQ <LQ <LQ <LQ @
metilumbeliferona Escuro <LQ <LQ <LQ <LQ
o ) L Claro <LQ <LQ <LQ <LQ
Acido 0-cumarico Escuro <LQ <D <D D
Eueenol Claro ND ND ND ND
g Escuro ND ND ND ND

Médias seguidas da mesma letra, sendo a minuscula na linha e a maildscula na coluna, nao diferem significativamente
entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.



Tabela 14 Avaliagdo do efeito da luminosidade na concentragdo dos compostos fendlicos (mg L) quantificados —
amostra I (Itajubé/ Carvalho/ 1.000L/ 24 meses) durante os 6 meses de acondicionamento.

LE

Periodo (més)

Compostos Luminosidade 0 5 4 6

Acido gélico Claro 0,84 £0,007 Aa 0,79+0,077 Ab 0,86 +0,004 Aa 0,80+ 0,002 Ab
Escuro 0,84 +0,007 Aa 0,82+0,005 Ab 0,81 +0,034Bb 0,75+0,015 B¢
Catequina Claro 0,26 £0,014Aa 022+0,019Ab 0,17£0,017Bc 0,19 +£0,006 Ac
Escuro 0,26 £0,014 Aa 0,25+0,011 Aa 0,22+0,011 Ab 0,20+ 0,004 Ab
Acido vanilico Claro 0,09+0,018Ab 0,12+0,017Aa  0,12+0,008 Aa 0,14+ 0,001 Aa
Escuro 0,09+ 0,018 Ab 0,15+0,010Aa 0,11+0,013Aa 0,11+0,005 Aa

Fenol Claro <LQ <LQ <LQ <LQ

Escuro <LQ <LQ <LQ <LQ
Acido sirfngico Claro 0,33+£0,002 Aa  0,33+£0,011 Aa 0,30+ 0,001 Ab 0,34 +£0,001 Aa
Escuro 0,33+0,002Aa 0,28+0,012Bb 0,27+0,004 Ab 0,23 +0,001 Bc
Vanilina Claro 0,19+0,006 Ab 0,19+0,010 Ab 0,22+0,003Aa 0,19 +0,003 Ab
Escuro 0,19+0,006 Aa 0,21 £0,010 Aa  0,19+0,009 Ba 0,20+ 0,001 Aa
Siringaldeido Claro 0,62+0,004 Aa 0,64+0,008 Aa 0,60+0,002 Aa 0,62+ 0,003 Ba



Escuro 0,62 +£0,004 Ac 0,660,009 Ab  0,58+£0,002Ad 0,79+ 0,001 Aa
o - Claro <L <L <L <L
Acido p-cumarico Escuro <L8 <L8 <L8 <L8
Acido sinapico Claro <LD <LD <LD <LD
Escuro <LD <LD <LD <LD
Cumarina Claro <LD <LD <LD <LD
Escuro <LD <LD <LD <LD
Continua...
Tabela 14, continuagao _
4- Claro <LQ <LQ <LQ <LQ %
metilumbeliferona Escuro <LQ <LQ <LQ <LQ
Acido 0-cumérico Claro 0,28+ 0,012 Ac 0,310,010 Ab 0,48+0,008 Aa 0,34+ 0,008 Bb
Escuro 0,28+0,012Ad 0,31+0,002Ac 043+0,001 Bb 047=+0,001 Aa
Eugenol Claro ND ND ND ND
Escuro ND ND ND ND

Médias seguidas da mesma letra, sendo a minuscula na linha e a maiuscula na coluna, ndo diferem significativamente

entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.



Tabela 15 Avaliagdo do efeito da luminosidade na concentragdo dos compostos fendlicos (mg L) quantificadc

amostra J (Perddes/ Carvalho/ 200L/ 12 meses) durante os 6 meses de acondicionamento.

[

93
O

Periodo (més)

Compostos Luminosidade 0 9 4 6
Acido glico Claro 0,960,161 Ac 1,14+0,006 Ab 1,11+0,001 Ab 1,22+ 0,016 Aa
Escuro 0,96+0,161 Ac 1,17+0,008 Ab 1,14+0,026 Ab 1,29+ 0,015 Aa
. Claro <L <L <L <L
Catequina Escuro <L8 <L8 <L8 <L8
Acido vanilico Claro 0,22+0,030 Aa 0,28+0,014 Aa 0,29 £ 0,002 Aa 0,26 £ 0,005 Aa
Escuro 0,22+0,030 Aa  0,20£0,025Ba 0,25+ 0,005 Aa 0,20+ 0,002 Aa
Fenol Claro <LD <LD <LD <LD
Escuro <LQ <LD <LD <LD
Acido siringico Claro 0,56+0,089 Ab 0,68 +0,059 Aa 0,68 0,005 Aa 0,66 £0,010 Aa
Escuro 0,56 +0,089 Ab 0,63+0,002 Aa 0,59+ 0,002 Bb 0,64 +£ 0,006 Aa
Vanilina Claro 0,28+0,010Aa 0,27+0,035Aa 0,30+ 0,004 Aa 0,30+ 0,006 Aa
Escuro 0,280,010 Aa 0,31+0,002 Aa 0,27 +£0,001 Aa 0,30+ 0,004 Aa




Sirinealdeido Claro 1,14+ 0,025 Ab 1,20+0,037 Aa 1,26+0,010 Aa 1,13 +£ 0,003 Ab
& Escuro 1,14 +£0,025Aa 1,19+ 0,006 Aa 1,15+0,002 Ba 1,19+ 0,010 Aa
Acido p-cumrico Claro 0,100,003 Aa 0,09+0,005 Aa 0,09+0,002Aa  0,09=+0,003 Aa
Escuro 0,10+£0,003 Aa 0,10+0,002Aa 0,100,009 Aa 0,10+ 0,002 Aa
Lo . Claro <LQ <LQ <LQ <LQ
Acido sinapico Escuro <LQ <LQ <LQ <LQ
. Claro <LD <LQ <LQ <LQ
Cumarina Escuro <LQ <LD <LQ <LQ
Continua...
Tabela 15, continuagdo -
N
4- Claro ND ND ND ND =
metilumbeliferona Escuro ND ND ND ND
Acido 0-cumérico Claro 0,48 £0,011 Ac 0,74+0,033Bb 0,96 £ 0,001 Ba 0,94 + 0,005 Ba
Escuro 0,48+0,011 Ad 0,80+0,053 Ac 1,08+ 0,006 Ab 1,27 £ 0,003 Aa
Fueenol Claro ND ND ND ND
& Escuro ND ND ND ND

Médias seguidas da mesma letra, sendo a minuscula na linha e a maiuscula na coluna, nao diferem significativamente

entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.
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Para as amostras envelhecidas em castanheira (A), jequitiba (C e D),
louro-canela (F) e carvalho (I), o composto fendlico encontrado em maior
quantidade foi o acido galico, tendo a amostra A teor mais elevado. Em todas
essas amostras, constatou-se influéncia da luminosidade durante o periodo de
armazenamento na concentracdo desse composto, com diminui¢do mais
acentuada da concentracdo de acido galico nas amostras armazenadas no escuro,
exceto na amostra F, na qual se observou um aumento na concentra¢do nos
meses 2 ¢ 4 ¢ diminui¢do mais acentuada na concentra¢do de acido galico na
amostra submetida a presenca de luz (Figura 3).

Esse fendlico advém principalmente da degradacdo dos taninos
condensados, que perfazem, aproximadamente, a metade da matéria seca da
casca de muitas arvores (Figura 4). Na madeira, esses taninos constituem a
segunda fonte de polifendis, perdendo apenas para a lignina (QUEIROZ;
MORAIS; NASCIMENTO, 2002). Sao substancias responsaveis pela
adstringéncia e amargor nas bebidas, sdo extraidos dos tonéis e gradativamente
hidrolisados durante o processo de maturagdo, formando acido galico e elagico
ou dimeros e oligdmeros originados desses acidos (SCALBERT; LAPIERRE;
MOUTOUNETS, 1993).

A diminui¢do observada na concentragdo de acido galico nas amostras
armazenadas sob a presenca de luz pode se relacionar a possiveis oxida¢des das
hidroxilas, redug¢do do grupo carboxilico ou reagdes de condensacdo entre esse
composto e outros presentes na matriz. Para as amostras sob a auséncia de luz, a
diminui¢ao mais acentuada pode relacionar-se a disponibilidade dos taninos para
sofrerem hidrdlise, cuja reagdo ¢ favorecida na presenca de luz. Além disso,
dimeros e oligomeros podem ser formados, conforme citado acima
(SCALBERT; LAPIERRE; MOUTOUNETS, 1993). Como essas reagdes sdo
dependentes do meio (concentragdo inicial de espécies reagentes, pH do meio,

temperatura, condi¢cdes de envelhecimento, disponibilidade de oxigénio e da
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concentragdo de agentes antioxidantes), o aumento observado na amostra F pode

relacionar-se & disponibilidade dos taninos para sofrerem a hidrélise e a ndo

ocorréncia de oxidagdes.
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Figura 3 Influéncia da luz na concentracdo de acido galico em amostras de
cachaca armazenadas em vidro na auséncia e presenga de luz, por um

periodo de seis meses
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Para as amostras envelhecidas em carvalho (B, G e J), constatou-se a
presenca de siringaldeido como composto majoritario, diferentemente do
observado para a amostra I . Esses resultados corroboram com o encontrado por
Anjos et al. (2011). No entanto, Dias, Maia e Nelson (2002) observaram a
predominéncia de compostos como acidos elagico e vanilico no carvalho e
Zacaroni et al. (2011), acido eléagico, siringaldeido e acido p-cumarico. Segundo
Klock e colaboradores (2005), além das condi¢gdes de armazenamento da bebida
(tamanho e pré-tratamento do barril, temperatura, umidade e teor alcodlico da
bebida), citadas por Miranda; Horii ¢ Alcarde (2006), a presenca de compostos
fendlicos na bebida pode se relacionar com a posicdo da madeira (proximo da
casca, medula, topo ou base) utilizada na confeccdo dos barris, assim como a
idade da arvore para obtencdo da madeira. Isso se deve a complexidade quimica
da madeira empregada no processo de envelhecimento, que ¢ formada por
materiais de parede celular (celulose, polioses e lignina) e por extrativos
(compostos fendlicos, esteroides, terpenos, etc).

O siringaldeido comportou-se diferentemente para cada amostra. Na
amostra B, o composto ndo sofreu interferéncia significativa da luz, observando-
se apenas pequenas variagdes nos meses 2 ¢ 4 para a amostra submetida a luz,
mantendo a concentragdo constante ao final do periodo analisado para ambos os
tratamentos. Na amostra G, o siringaldeido foi degradado na presenca e auséncia
de luz, sendo mais acentuada na amostra submetida a luz. Para a amostra J,
observam-se variagdes na concentracdo de siringaldeido nos meses 2 e 4 para a
amostra submetida a luz, com a luz interferindo significativamente no més 4,
mantendo a concentracdo constante ao final do periodo analisado para ambos os

tratamentos, conforme apresentado na Figura 5.
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Figura 5 Influéncia da luz na concentragdo de siringaldeido em amostras de
cachaca armazenadas em vidro na auséncia e presenga de luz, por um
periodo de seis meses

Essa diminuicdo observada pode se relacionar a processos oxidativos
convertendo o siringaldeido em 4acido siringico (Figura 6) ou reacdes de
condensacgdo entre o siringaldeido e compostos presentes na matriz, sendo essas
reagOes favorecidas pelo aumento da energia no meio fornecidos pela luz. Alves
et al. (2008), avaliando a transmissdo de luz de embalagens platicas e vidros,
constataram que o vidro transparente apresentou percentual de transmissdo de
luz cerca de 10% para comprimentos de onda em torno de 300 nm e, para
valores acima dessa faixa, o vidro apresentou transmissdo de luz em torno de
80%, o que se deve a sua estrutura amorfa e elevada transparéncia.

O aumento das concentracdes observadas em alguns meses pode estar

relacionado a quebra de possiveis oligdmeros ou dimeros presentes no destilado.
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Figura 6 Oxidacao do siringaldeido a acido siringico

Na amostra envelhecida em jatoba (H), observou-se apenas a presenga
de catequina em baixa concentragdo, tendo a luz contribuido significativamente
para a degradacdo desse composto, levando a niveis de concentracdo abaixo do
limite de quantificacdo do método. Na amostra armazenada na auséncia de luz,
houve um pequeno decréscimo na concentragdo da catequina. Segundo dados da
literatura, a catequina e a epicatequina sdo descritas como polifendis mais
extensamente envolvidas nas reagdes de oligomerizacdo, com capacidade de
formar ligagdes principalmente nos carbonos C4 e C8, formando os taninos
condensados (KAMEYAMA et al., 1997).

Na amostra E, envelhecida em amburana, constatou-se a presenca de
1,2-benzopirona (cumarina) em concentragdes de aproximadamente 13 mg L.
Vale ressaltar que a presencga desse composto ndo ¢ desejada, devido ao grau de
toxicidade observado em humanos, sendo proibida sua utilizagdo como
aromatizante na industria de alimentos (BRASIL, 1965). Na Europa, a
concentragdo maxima de cumarinas permitida em bebidas alcoolicas e em certos
caramelos ¢ de 10 mg Kg™'. Portanto, essa cachaga envelhecida em amburana
ndo serve para exportagdo. Valores elevados de cumarina (22 mg L) também

foram observados por Silva (2006) em amostras envelhecidas em amburana.
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Observa-se na Tabela 10 que a luz ndo exerceu influéncia na concentragao dessa
substancia, observando-se apenas diminuicdo dela com o periodo de
armazenamento, exceto no més 2, no qual houve diferenga estatistica no
tratamento luminosidade e um aumento na concentragdo de cumarina na amostra
submetida a luz. A cumarina pode ser formada por ciclizagdo do acido o-
cumarico.

O comportamento peculiar observado para os compostos analisados nas
diferentes amostras estudadas, frente a luminosidade e ao periodo de
armazenamento, se deve a varias reacdes que eles podem sofrer, sendo a
condensac¢do uma das mais importantes. Essas rea¢cdes podem ocorrer entre os
compostos fendlicos (acidos benzoicos, acidos hidroxicindmicos e flavonoides)
e entre esses e outros compostos presentes na bebida, tais como acetaldeido e
piruvato, dando origem a oligdmeros ou poliméros mais estaveis. A taxa ¢ a
extensao dessas reagdes ¢ influenciada por varios pardmetros, incluindo a
concentragdo inicial de espécies reagentes, pH do meio, temperatura, condi¢des
de envelhecimento, disponibilidade de oxigénio e da concentragdo de agentes
antioxidantes, tais como os sulfitos (GIOVANELLI; BRENNA, 2007).

Entre os compostos fendlicos analisados, o eugenol apresentou-se menos
expressivo na caracterizagdo das cachagas envelhecidas, sendo encontrado
apenas nas amostras D e E, resultados que corroboram com aqueles observados
por Anjos et al. (2011) e Zacaroni et al. (2011).

Analisando a Tabela 16, que apresenta a soma dos compostos fendlicos
quantificados, observa-se que, para a amostra G (carvalho), obteve-se maior teor
de compostos fenolicos, seguido das amostras E (amburana) e A (castanheira).
Todas as amostras analisadas apresentaram heterogeneidade na composi¢do
fenodlica, diferindo apenas na concentragdo desses compostos, conforme
observado nas Tabelas 6 a 15, exceto a amostra H, na qual se quantificou apenas

a catequina em baixa concentra¢do. Essa heterogeneidade ¢ caracteristica de
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bebidas envelhecidas em madeira, principalmente nas amostras oriundas do
carvalho. Quanto as madeiras brasileiras, jequitiba, balsamo e amburana sdo as
mais citadas na literatura e, portanto, largamente empregada pelos produtores,
embora essa ultima ndo possa ser recomendada devido ao seu elevado teor de

cumarina.



Tabela 16 Fendlicos totais obtidos pela somatoéria dos compostos quantificados por CLAE.

Amostras Mes
Claro Escuro Claro Escuro Claro Escuro Claro Escuro

A 15,94C 15,94C 15,93C 15,89C 14,75C 15,94C 15,25C 14,87C
B 3,26] 3,26]) 3,011 3,121 3,13] 3,341 3,351 3,431
C 1,69L 1,69L 1,46] 1,77L 1,41L 1,62K 1,44K 1,67K
D 5,28G 5,28G 5,68G 5,21G 5,76G 5,14G 5,70G 5,28G
E 30,92B 30,92B 31,69B 31,05B 31,31B 30,25B 30,25B 30,27B
F 12,05D 12,05D 12,00D 13,03D 12,00D 12,70D 11,13D 12,80D
G 33,15A 33,15A 34,44A 34,88A 33,98A 33,82A 32,18A 33,34A
H 0,19M 0,19M 0,00K 0,17M 0,00M 0,17L 0,00L 0,17L
| 2,62K 2,62K 2,631 2,68] 2,75 2,62] 2,63] 2,76]
J 3,751 3,751 4,40H 4,41H 4,70H 4,57TH 4,61H 4,99G

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de

Scott

Knott.

0S1
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Os compostos encontrados em maior quantidade nas amostras analisadas
foram acido galico e siringaldeido (A, B, C, D, G, I ¢ J), cumarina e eugenol (E)
e acido gélico e vanilina (F).

Analisando os valores referentes as amostras envelhecidas em jequitiba
(C e D), contata-se maior teor fendlico e maior heterogeneidade quimica da
amostra D, sendo o composto majoritario representado pelo acido galico, em
ambas. Esses resultados podem ser explicados pelas condi¢cdes de
armazenamento da bebida durante o processo de envelhecimento, em que, na
amostra D, ha maior superficie de contato entre amostra e bebida (10.000L
comparado a 20.000L) e maior periodo de armazenamento (60 meses comparado
a 36 meses) (MIRANDA; HORII; ALCARDE, 2006).

Comparando-se os valores dos fendlicos totais obtidos para as amostras
envelhecidas em carvalho (B, G, I e J) e as condi¢cdes de armazenamento
informadas pelos produtores, constata-se que ndo ha relagdo direta entre todos
esses parametros. A amostra G, que apresentou maior teor fenolico (33,62 mg L
", possui menor superficie de contato; porém, maior periodo de envelhecimento
(48 meses) e maior graduagdo alcoodlica (51,68% v/v). Em seguida, tém-se as
amostras J (4,40 mg L") ¢ B (3,24 mg L") armazenadas em barril de mesmo
volume, consideradas estatisticamente diferentes pelo teste aplicado. Embora a
amostra B possua maior teor alcodlico (46,27% v/v comparado a 42,13% v/v) e
maior periodo de armazenamento (36 meses comparados a 12 meses), a amostra
J apresentou maior composi¢do fenolica. Estudos demonstram que espécies
diferentes de carvalho, oriundas de regides geograficas distintas, apresentam
composicao fendlica diferente (CANAS et al., 2002, CARDOSO et al., 2008).
Isso se deve a morfologia da célula e a distribuicdo dos compostos, cujas
caracteristicas variam de espécie para espécie e com a idade do vegetal. Essa
morfologia engloba tamanho de fibra, distribuicdo de vasos e espessura de

parede celular. Dependendo da espécie, esses vasos podem estar obstruidos,
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impedindo a penetragdo da bebida e, consequentemente, o seu contato com o0s
extrativos e com as substincias da parede celular, diminuindo a incorporacio

dos compostos a bebida (KLOCK et al., 2005).
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4 CONCLUSAO

O acido galico foi o composto majoritario das amostras envelhecidas em
castanheira (A), jequitiba (C e D), louro-canela (F) e carvalho (I), tendo a
amostra A teor mais elevado. Em todas essas amostras, constatou-se influéncia
da luminosidade durante o periodo de armazenamento.

Constatou-se a presenca de siringaldeido como composto majoritario,
nas amostras B, G e J, tendo a luz influenciado significativamente, exceto na
amostra B.

Na amostra envelhecida em jatoba (H), observou apenas a presenca de
catequina em baixa concentracdo, tendo a luz contribuido significativamente
para a degradagdo desse composto.

A presenca de 1,2-benzopirona (cumarina) em concentragdes de
aproximadamente 13 mg L™, foi constatada na amostra E, envelhecida em
amburana, tendo a luz influenciado apenas no segundo més.

Entre os compostos fendlicos analisados, o eugenol apresentou-se menos
expressivo na caracterizagdo das cachagas envelhecidas, sendo encontrado
apenas nas amostras D e E.

Todas as amostras analisadas apresentaram heterogeneidade na
composicao fenodlica, diferindo apenas na concentracdo destes, exceto a amostra
H, na qual se quantificou apenas a catequina em baixa concentragdo. A luz
modifica a concentracdo desses compostos no destilado, podendo, assim,
interferir na qualidade quimica e sensorial do produto. Portanto, faz-se
necessario avaliar a necessidade da utilizagdo de embalagens escuras para o

armazenamento de bebidas envelhecidas.
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CAPITULO 4: AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM
AGUARDENTES DE CANA/ CACHACAS ENVELHECIDAS EM
DIFERENTES BARRIS DE MADEIRA E ARMAZENADAS EM VIDRO
POR UM PERIODO DE SEIS MESES

RESUMO

O processo de envelhecimento utilizado pelos produtores de cachaga nao
¢ uma forma de melhorar apenas as caracteristicas organolépticas do produto,
mas também de desenvolver outras propriedades interessantes, como o aumento
da atividade antioxidante. Essa atividade antioxidante se deve principalmente a
presenca de compostos fendlicos extraidos dos barris de madeira. Portanto,
objetivou-se neste estudo avaliar a influéncia da luminosidade e do periodo de
armazenamento na atividade antioxidante de 10 amostras de cachagas
envelhecidas em diferentes madeiras sob diferentes condigées, utilizando o
método do DPPH. Entre as amostras de cachaga analisadas, apenas a amostra H
sofreu influéncia significativa da luminosidade e do periodo analisado. Para a
maioria das amostras ndo houve correlagdo linear entre a atividade antioxidante
e a composicao fenodlica avaliada. A maior atividade antioxidante foi observada
nas cachagas G (49,40%) e A (45,42%), seguidas da amostra F (33,56%), cujo
composto majoritario foi o siringaldeido (G) e acido galico (A e F). Para as
cachagas envelhecidas em carvalho, observou-se maior atividade para a amostra
G, seguida das amostras J, I e B, sendo as duas ultimas consideradas
estatisticamente iguais. Para as cachacas envelhecidas em jequitiba (C e D),
observou-se maior atividade antioxidante para a amostra D.

Palavras-chave: Atividade antioxidante. Composi¢do fenolica. Cachaga.
Luminosidade.
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ABSTRACT

The aging process used for producing sugarcane spirits is not a way of
only improving the organoleptic characteristics of the product, but also of
developing other interesting properties, such as the increase of antioxidant
activity. That antioxidant activity is due mainly to the presence of phenolic
compounds extracted from the wooden barrels. Therefore, the objective in this
study was to evaluate, using the DPPH method, the influence of light and
storage period on the antioxidant activity of 10 samples of sugarcane spirits aged
in different wood under different conditions. Among the samples of sugarcane
spirits analyzed, only the sample H underwent a significant influence of the light
and the analyzed period. For most of the samples there was no linear correlation
between the antioxidant activity and the appraised phenolic composition. The
highest antioxidant activity was observed in the sugarcane spirits G (49.40%)
and A (45.42%), followed by the sample F (33.56%), whose majority compound
was syringaldehyde (G) and gallic acid (A and F). For the sugarcane spirits aged
in oak, higher activity was observed for the sample G, followed by the samples
J, I and B, the latter two being considered statistically equal. For the sugarcane
spirits aged in Jequitiba (C and D), higher antioxidant activity was observed for
the sample D.

Key words: Antioxidant activity. Phenolic composition. Sugarcane spirits.
Luminosity.
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1 INTRODUCAO

Em vérios estudos observa-se que o consumo de alimentos e bebidas
com alto teor de fendlicos correlaciona-se com a reducdo de doencas
neurodegenerativas e cardiovasculares e mortalidade por cancer (UMAR et al.,
2003). Os compostos fenolicos t€m sido estudados por apresentar varias
atividades bioldgicas, tais como, antibacteriana, antiviral, antimutagénica, anti-
inflamatoria e agdes vasodilatadora, sendo a atividade antioxidante um dos seus
mecanismos de acdo (MATILA; HELLSTROM; TORRONEN, 2006).

Diversos estudos demonstram a forte atividade antioxidante de alguns
acidos fenolicos e taninos hidrolisaveis, tais como, o acido galico e elagico
(PORTO et al.,, 2000; VINSON et al., 2001; MULLEN et al, 2002;
PRIYADARSINI et al., 2002; SROKA; CISOWSKI, 2003; CANAS;
CASANOVA; BELCHIOR, 2008).

Entre as bebidas alcoodlicas, aquelas envelhecidas sdo ricas em
compostos fenodlicos, devido a sua maturagdo em barris de madeira (VIRIOT et
al., 1993; CANAS, 2003). Esse processo tem grande aceitagdo entre os produtos,
pois melhora sensorialmente a bebida e agrega valor ao produto final.

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos depende da sua
estrutura quimica, concentracdo e estado de oxidacdo, que sdo determinados
principalmente pelas condig¢des de envelhecimento, incluindo as caracteristicas
do barril, como a espécie botanica, pré-tratamento do barril, tamanho e
condi¢des ambientais de armazenamento (CANAS et al., 1999; BELCHIOR et
al., 2003; ALANON et al. 2011).

Estudos tém sido desenvolvidos com o objetivo de avaliar a atividade
antioxidante de vinhos, uisques, conhaques, vodkas e martinis, destacando a

relagdo entre o seu tempo de envelhecimento e o poder antioxidante
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(GOLDBERG et al., 1999; PORTO et al., 2000; UMAR et al., 2003, AOSHIMA
et al., 2004; BARTOSZECK; POLAK, 2012).

No Brasil, a madeira mais utilizada para o envelhecimento da cachaga ¢
o carvalho. Essa madeira geralmente ¢ importada da América do Norte e da
Europa, podendo ter seus extrativos reduzidos devido a sua prévia utilizagdo
para a maturacao de vinhos, conhaques e uisques. Diante da rica flora brasileira,
estudos tém sido realizados com o objetivo de utilizar madeiras nativas para o
envelhecimento da cachaga, caracterizando e quantificando os fenodlicos
presentes, buscando madeiras que tenham similaridade em todos os aspectos
com o carvalho. Atributos sensoriais de cachacas envelhecidas em barris
construidos com espécies de madeiras brasileiras tém sido recentemente
relatados, sugerindo que as epécies de amendoim, pereiro e jatoba poderiam ser
ulitizadas para a manufatura dos barris para o envelhecimento da cachaga
(FARIA et al., 2003). No entanto, diferencas na composi¢cdo fenodlica de
cachagas envelhecidas em diferentes madeiras tém sido relatadas (BETTIN et
al., 2002; CARDOSO et al., 2008; CATAO et al., 2011; ZACARONI et al.,
2011).

Diante do exposto, objetivou-se neste estudo avaliar a influéncia da
luminosidade e do periodo de armazenamento na atividade antioxidante de

cachagas envelhecidas em diferentes madeiras, sob diferentes condigoes.
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2 MATERIAL E METODOS

Todas as amostras foram coletadas e analisadas conforme apresentado

abaixo.

2.1 Obtencao das amostras

Aliquotas foram retiradas em intervalos regulares de 2 meses, durante
um periodo de 6 meses, das amostras de cachaga envelhecidas sob diferentes
condigdes (Tabela 1), acondicionadas em garrafas transparentes e em garrafas
cobertas com folha de aluminio, constituindo os tratamentos do experimento.
Durante a realizagdo do experimento, tanto os recipientes de vidro como os
cobertos com folha de aluminio foram armazenados a temperatura ambiente e
expostos a luminosidade natural, objetivando avaliar o seu periodo de prateleira.
Essas amostras foram avaliadas pelo método de DPPH no Laboratério de
Anadlise de Qualidade de Aguardente do Departamento de Quimica da UFLA.

Na Tabela 1, ha algumas caracteristicas referentes as amostras analisadas.
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Tabela 1 Locais de coleta e condigdes de armazenamento das amostras
(madeiras, capacidade do barril e tempo de armazenamento).

) Tempo de
] Capacidade
Amostra Local Madeira ] armazenamento
do barril (L)
(meses)
A Passa Quatro Castanheira 700 36
B Passa Quatro Carvalho 200 36
C Passa Quatro Jequitiba 20.000 36
D Barbacena Jequitiba 10.000 60
E Lavras Amburana 10.000 48
F Piranguinho Louro-canela 50.000 24
G Piranguinho Carvalho 50.000 48
H Itajuba Jatoba 4.000 6
| Itajuba Carvalho 1.000 24
J Perdodes Carvalho 200 12

2.2 Metodologia

O método utilizado para a determinagdo da atividade antioxidante em
cachaga foi o de DPPH (2,2-di(4-tert-octilfenil)-1-picrilhidrazil) adaptado da
metodologia de Payet, Sing e Smadja (2006).

A 0,30 mL da amostra, adicionaram-se 3,12 mL de DPPH (0,004%),
preparada em etanol 95%. Essa mistura foi incubada por 10 min, a 30°C, sob o
abrigo de luz. Decorrido esse tempo, realizaram-se as leituras
espectrofotométricas a 515 nm (Shimadzu UV-1601 PC), por um periodo de 60

min. As leituras das amostras foram comparadas ao controle, que continha
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0,30mL de etanol 95%. As porcentagens de inibi¢do (%A) foram calculadas de
acordo com a equagdo 1.

%A = (Acontrole - Aamostra) X 100 (1)

Acontrole

No método do DPPH, ocorre a reducdo do radical livre estavel (2,2-di(4-
tert-octilfenil)-1-picrilhidrazil, que na presenga de um antioxidante doador de
hidrogénio (AH), em meio alcodlico, forma o 2,2-di(4-tert-octilfenil)-

picrilhidrazina (Figura 1).
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Figura 1 Reacdo quimica entre o radical DPPH e os compostos fenélicos da cachaca
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2.3 Delineamento experimental

Os resultados obtidos no experimento foram submetidos a analise de
varidncia e comparadas pelo teste de Scott Knott (1974), a 95% de confianca.
Para a avaliacdo dos dados, utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com os tratamentos dispostos em esquema fatorial (10 X 4 X 2), sendo
dez amostras de diferentes tonéis, quatro tempos de coleta (0, 2, 4 ¢ 6 meses) ¢
condi¢gdes de luminosidade (claro e escuro), com duas repeticdes. Os dados
foram analisados pelo programa estatistico Sistema de Anélise de Variancia para

Dados Balanceados — Sisvar, segundo Ferreira (2003).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela andlise de varidncia, verificou-se que a luminosidade e o tempo nao
exerceram influéncia significativa sobre a atividade antioxidante das amostras
analisadas, com exce¢do da amostra H, na qual se observou efeito significativo
dos parametros avaliados.

Na Tabela 2 podem-se observar as diferencas estatisticamente
identificadas entre as atividades antioxidantes das amostras analisadas,
envelhecidas sob diferentes condigdes. Estdo descritos também na Tabela os
correspondentes valores da somatoria dos compostos fendlicos obtidos
separadamente por HPLC, para cada amostra (Tabela 16/ Capitulo 3).
Observando a Tabela 2 e a Figura 2, constatou-se que para a maioria das
amostras ndo ha correlagio linear (r* = 0,367) entre o teor total dos fenolicos e
sua capacidade de sequestrar o radical DPPH. Esses resultados observados sdo
contrarios aos de alguns autores, que encontraram correlacao linear entre os dois
parametros (CANAS et al., 2003; ALONSO et al., 2004; CARDOSO et al.,
2008; CANAS; CASANOVA; BELCHIOR, 2008, LI; BETA, 2011). Essa nao
correlagdo observada pode ser atribuida a presenga de compostos nao
quantificados, como os da classe dos flavonoides ou a presenga de compostos

com baixa ou nenhuma atividade antioxidante.
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Tabela 2 Atividade antioxidante das cachagas envelhecidas em diferentes
condigdes, comparadas a sua composicao fendlica total.

Fendlicos Condiges (madeira/ volume

Amostras Afiv. Antiox. Totais barril - L/ tempo
(%inibigao)

(mg L") armazenamento - meses)
A 45,47 +533 A 1556+0,52 Castanheira/ 700L/ 36 M
B 17,97 +1,83D 3,24+0,14 Carvalho/ 200L/ 36M
C 10,49 +4,04E 1,59 40,14 Jequitiba/ 20.000L/ 36M
D 19,93+461D 542+0,25 Jequitiba/ 10.000L/ 60M
E 16,25+2,69D 30,83 +0,54 Amburana/ 10.000L/ 48M
F 33,56+431B 12,22+0,60 Louro-canela/ 50.000L/ 48M
G 49,40 £2,67 A 33,62+0,85 Carvalho/ 50.000L/ 48M
| 18,43 £251 D 2,66+ 0,06 Carvalho/ 1.000L/ 24M
J 24,08+493C 4,40+ 0,44 Carvalho/ 200L/ 12M

Médias seguidas da mesma letra, sendo maiuscula na coluna (entre amostras para
a atividade antioxidante) nao diferem significativamente entre si a 5% de

probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.
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Figura 2 Capacidade de sequestrar o radical DPPH (% inbigao) versus o teor
total de fenolicos (mg L™)
Quanto as diferencas observadas entre as atividades antioxidantes nas

amostras analisadas, elas podem estar relacionadas as variaveis existentes no
processo do envelhecimento. Segundo Segundo Miranda, Horii e Alcarde
(2006), os fatores que influenciam a qualidade da cachaca envelhecida sdo
espécie da madeira, tamanho e pré-tratamento do barril, condi¢des ambientais,
tempo de envelhecimento e teor de alcool da bebida. Esses resultados
corroboram com os de Aoshima et al. (2004), que avaliaram a atividade
antioxidante em varios tipos de uisques pelo método de DPPH. Os autores
observaram que diferentes tipos de uisque armazenados sob diferentes
condi¢des, tais como tipo de barril, espécie de carvalho, ou pré-tratamento da
madeira, etc, apresentaram atividades antioxidantes nao proporcionais ao
periodo de envelhecimento. Alafién et al. (2011) comprovam a influéncia da
espécie botanica empregada para a confeccdo dos barris no teor e na qualidade
fendlica dos extratos, bem como em suas atividades antioxidantes.

Segundo pesquisas (GULCIN, 2012), a presenga de outros compostos
com atividade antioxidante maior pode interferir nesses resultados. Comparando
os acidos benzoicos aos acidos hidroxicindmicos, atribui-se maior capacidade de

sequestrar radicais livres aos acidos hidroxicinamicos. Isso se deve a presenga da
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ramifica¢do (-CH,= CH-COOH), que aumenta a dispersdao de cargas, exercendo
maior contribuicdo para a estabilizagdo do radical por meio das estruturas
ressonantes do que aquela observada para o grupo carboxila (-COOH) nos
acidos benzoicos. No entato, deve-se levar em conta a concentracdo e a
disponibilidade das hidroxilas desses compostos no meio.

Além disso, essa nao correlagdo observada pode ser explicada com base
nos efeitos sinergisticos (VINSON et al., 2001;. PSARRA et al., 2002) e
antagonistas (PINELO et al., 2004), que podem existir entre os compostos
fendlicos ou entre esses € os compostos volateis presentes na bebida (LEE;
SHIBAMOTO, 2001). Processos oxidativos (MOCHIZUKI et al., 2002), de
epimerizacdo (WANG; ZHOU; JIANG, 2008) e polimerizagdo (BIANCHI;
MARCHETTTI; SCALIA, 2011) podem ocorrer, conforme Figura 3:
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Figura 3 Processos oxidativos (A), de epimerizagdo (B) e polimerizagdo (C)

com a molécula de catequina
Em diversos estudos, (CHEN; HO, 1995; WANG; JIN; HO, 1999)

elucidam claramente que a capacidade de sequestro de radicais livres por

compostos fendlicos € devida a sua capacidade de doar hidrogénio: quanto maior
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o nimero de grupos hidroxilas, maior a possibilidade de atividade antioxidante.
No entanto, a disponibilidade desses grupos depende estreitamente da estrutura
quimica e conformagdo espacial, que pode modificar a reatividade das
moléculas.

E sabido que alguns compostos fendlicos sdo capazes de polimerizar
principalmente os compostos da classe dos flavonoides. Hagerman et al.(1998) e
Lu e Yeap Foo (2000) mostram que monofendis apresentam menor atividade
antioxidante do que oligdmeros correspondentes, provavelmente devido & sua
estabilizagdo por estruturas ressonantes.

Pinelo et al. (2004) mostram que quando o grau de polimerizagdo excede
um valor critico, a crescente complexidade molecular promove uma diminui¢ao
na capacidade antioxidante, provavelmente por causa do impedimento estérico,
o que reduz a disponibilidade dos grupos hidroxilas. Os pesquisadores avaliaram
a atividade antioxidante pelo método de DPPH de solugdes etanolicas contendo
a mistura de quercetina (10*M), catequina (10*M) e resveratrol (10*M) e de
solugdes individuais dos compostos, observando que a combinagdo dos trés
polifendis nao s6 impede o aumento da atividade antioxidante, como também
promove uma diminui¢do consideravel nesse pardmetro. Segundo os autores, a
concentragdo mais elevada do sistema complexo permite maior possibilidade de
colisdes eficazes entre as moléculas individuais, favorecendo a reacdo de
polimerizagdo e reduzindo a interacdo molécula individual com radicais DPPH.

Quanto as espécies de madeira analisadas, pode-se observar a
predominéncia de diferentes compostos fenolicos. Na bebida envelhecida em
barris de castanheira (A) e louro-canela (F), tem-se a predominancia do acido
galico e, na amburana, predominou-se a cumarina (E). Avaliou-se também a
predominéncia desses compostos em quatro barris de carvalho (B, G, I e J) e
dois de jequitiba (C e D). Para o carvalho, o composto majoritario encontrado

foi o siringaldeido com excegdo da amostra I, que apresentou concentra¢des
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maiores de acido galico. Nas bebidas envelhecidas em jequitiba, o acido galico
foi o composto predominante.

Analisando os dados referentes a atividade antioxidante expressos na
Tabela 2, pode-se observar que a maior atividade antioxidante foi observada nas
cachacas G (49,40%) e A (45,47%), seguidas da amostra F (33,56%), cujo
composto majoritario foi o siringaldeido (G) e o &cido galico (A e F). Embora a
amostra E (30,83 mg L") tenha apresentado um teor fendlico proximo & amostra
G (33,62 mg L"), sua atividade antioxidante foi 3 vezes menor, podendo atribuir
esse comportamento ao composto majoritario presente (1,2-benzopirona). Isso
pode ser explicado pela estabilizagdo do composto fenolico apoés reagcdo com o
radical DPPH, conforme apresentado na Figura 4. Observa-se que a cumarina
(Figura 5) ndo possui hidroxilas em sua estrutura, ndo contribuindo efetivamente
para a atividade antioxidante nessa amostra. Portanto, pode-se atribuir a
atividade antioxidante observada (16,25%) ao eugenol, que foi o segundo
composto encontrado em maior concentragio.

Embora o siringaldeido e o eugenol contribuam com a mesma
quantidade de estruturas ressonantes, a atividade antioxidante maior ¢ atribuida
ao primeiro composto. O grupo alddlico presente na estrutura do siringaldeido ¢é
mais eletronegativo, deixando o hidrogénio das hidroxilas mais acidico e,
portanto, mais susceptivel a reacdo (HENDRICKSON; CRAM; HAMMOND,
1970).
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Figura 4 Reacdo entre o siringaldeido e o radical DPPH (R’); entre o eugenol e o
radical DPPH (R)
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Figura 5 Estrutura quimica da 1,2-benzopirona (cumarina)

Comparando as cachagas envelhecidas em carvalho (Figura 6), observa-

se maior atividade para a amostra G, seguida das amostras J, I e B, sendo as duas

ultimas consideradas estatisticamente iguais.

Cachacas em Carvalho
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Figura 6 Atividade antioxidante (AA) e fendlicos totais (FT) de cachagas
envelhecidas em carvalho, sendo consideradas estatisticamente iguais
as médias seguidas de mesma letra, pelo teste de Scott Knott
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O primeiro ponto a se considerar seria a capacidade de estabilizacdo das
estruturas ressonantes dos compostos majoritarios. Tem-se na amostra I a
presenca do acido gélico e nas demais a presenga do siringaldeido. Embora o
acido galico possua 3 hidroxilas capazes de fornecer hidrogénio ao radical
DPPH contra uma hidroxila do siringaldeido, maior atividade foi observada para
a amostra G. Esse comportamento pode se relacionar a disponibilidade do
composto fenodlico no meio. Conforme dados apresentados na Tabela 3,
observam-se teores médios de siringaldeido de aproximadamente 18,74 mg L™
na amostra G, seguidos de 1,17 mg L™'; 0,64 mg L' e 1,24 mg L™ para as
amostras J, I e B, respectivamente. Essa concentragdo mais elevada aumenta a
possibilidade de colisdes eficazes entre as moléculas de siringaldeido ¢ de

DPPH, aumentando a atividade antioxidante.

Tabela 3 Concentragdo média de siringaldeido e acido galico nas amostras
envelhecidas em carvalho.

Amostras (mg L)

Compostos
G J I B
Siringaldeido 18,74 1,17 0,64 1,24
Acido gélico 6,10 1,12 0,81 0,61

Em relagdo a diferenca estatistica observada entre a amostra J,
comparadas a amostra I, essa diferenca pode ser explicada pela maior superficie
de contato entre amostra e barril ¢ maior graduagdo alcodlica, que aumenta a
extragdo dos compostos da madeira (MIRANDA; HORII; ALCARDE, 2006).
No entato, esse conceito ndo se aplica quando se comparam as amostras J e B.

Mori (2006) e Klock et al. (2005) indicam que outros fatores mostram-se
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relevantes para o processo de envelhecimento, tais como tempo de uso dos
barris, que ¢ inversamente proporcional ao teor de compostos fenolicos presente
na bebida; a posi¢cdo da madeira utilizada na confec¢do dos barris (proximo da
casca, medula, topo ou base) e a idade da arvore utilizada para obtencdo da
madeira. Cardoso et al. (2008), avaliando a atividade antioxidante de diferentes
madeiras brasileiras comparadas ao carvalho, também obtiveram variacdes nesse
parametro, atribuindo a esses resultados a influéncia da localizagcdo geografica,
origem da madeira e tratamentos durante o cultivo da arvore.

Como as madeiras de carvalho utilizadas no envelhwecimento da
cachaca sfo madeiras importadas da Europa ou Estados Unidos, e que
geralmente ja foram utilizadas para o armazenamento de vinhos e uisques,
parametros como origem geografica, tempo de utilizacdo e pré-tratamento
empregado para a reutilizagdo desses barris deveriam ser inseridos e exigidos
para a obtenc¢do de uma bebida padronizada.

Além desses parametros, efeitos sinergisticos ou antagonistas podem
ocorrer entre 0s compostos presentes na bebida, aumentando ou diminuindo a
atividade antioxidante, respectivamente (VINSON et al., 2001; PSARRA et al.,
2002 e PINELO et al., 2004).

Na Figura 7, referente ao comportamento das cachagas envelhecidas em
jequitiba, observa-se maior atividade antioxidante para a amostra que também
apresentou a maior concentragdo de compostos fenolicos (D). Em relagao as
condicdes de envelhecimento, predominou nas amostras a maior superficie de
contato e o maior periodo de armazenamento, ndo sendo relevante nessa situagao

a graduagdo alcodlica.
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Cachacas em Jequitiba

B AA (%inibicio) ®FT(mg/L)

Figura 7 Atividade antioxidante (AA) e fendlicos totais (FT) de cachagas
envelhecidas em jequitiba, sendo consideradas estatisticamente iguais
as médias seguidas de mesma letra pelo teste de Scott Knott

Entre as amostras analisadas, a amostra H foi a unica que apresentou
diferencas estatisticas entre o tratamento luminosidade e o periodo (meses),
quanto a atividade antioxidante. Na Tabela 4 e Figura 8, podem-se observar uma
diminui¢do na atividade antioxidante da bebida armazenada sob a presenca de
luz e uma atividade antioxidante constante da amostra mantida sob auséncia de

luz.
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Tabela 4 Influéncia da luminosidade e do tempo na atividade antioxidante da
cachaca envelhecida em jatoba (H).

N Més
Compostos Luminosidade 0 > 2 5
Claro 16,52Aa 299Bb 2,16Bb 2,26Bb
H +1,79 +0,89 +0,71 + 0,69
Escuro 16,52Aa 22,02Aa 17,40Aa 16,32Aa

+1,79 +232 + 1,47 + 1,54
Médias seguidas da mesma letra, sendo a mindscula na linha (entre meses) e a

maiuscula na coluna (entre luminosidade), nao diferem significativamente entre si a

5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

Cachaca em Jatoba

25 -/
- 20 7
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E 15 -
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0 T T T 1

0 2 4 6
Periodo (meses)

Figura 8 Influéncia da luminosidade e do tempo na atividade antioxidante da
cachaca envelhecida em jatoba (H)
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Nessa amostra envelhecida em jatoba somente foi encontrad a catequina.
Observa-se, portanto, comportamento similar para a composicdo fenolica,

reportada em relagdo a catequina, conforme Tabela 5.

Tabela 5 Influéncia da luminosidade e do tempo na concentragdo de catequina
da cachaca envelhecida em jatoba (H).

Compostos  Luminosidad Més

ompostos uminosidade 0 > 2 5

Claro 0,19Aa <LQBb <LQBb <LQBb
+
H 0,0025

Escuro 0,19Aa 0,16Aa 0,17Aa 0,17Aa

+ + +0,012 +
0,0025 0,0067 0,0013

Médias seguidas da mesma letra, sendo a minuscula na linha (entre meses) e a
maiuscula na coluna (entre luminosidade), ndo diferem significativamente entre si a

5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

A estrutura quimica da catequina e sua provavel estabilizagdo apos
reacao com o radical DPPH esta representada na Figura 9. Observa-se que € uma
estrutura altamente estabilizada por ressonancia, com quatro hidroxilas

susceptiveis a reacgao.
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Figura 9 Reacgdo entre a catequina e o radical DPPH (R’) e estabilizagdo do
radical por estruturas ressonantes

Segundo Lockhart e Paine (1996), a energia radiante de fontes
luminosas naturais ou artificiais, seja ultravioleta (UV), seja visivel, ¢ capaz de
afetar a estabilidade de compostos fotossensiveis, uma vez que pode iniciar e
acelerar reacdes de degradagdo fotoquimica. Tais reagdes alteram as
caracteristicas intrinsecas do produto por meio do aumento dos niveis
energéticos dos compostos, formando produtos altamente oxidantes, como
radicais livres e ions. Portanto, a luz e o calor podem contribuir para a
ocorréncia de processos hidroliticos, oxidativos, de epimerizagdo e
polimerizagdo (WANG; ZHOU; JIANG, 2008; BIANCHI; MARCHETTI,
SCALIA, 2011).

A fotossensibilidade de determinado composto depende de fatores,
como concentrac¢do, polaridade e reatividade, matriz ou solvente, pH do meio,
concentragdo de oxigénio dissolvido, composi¢do de sais e ions metalicos,

solubilidade e viscosidade (TENNESEN, 2002).
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Além das consideracdes enumeradas aqui para os diferentes
comportamentos observados nas amostras analisadas, deve-se levar em conta a
complexidade dos compostos presentes na matriz cachaga, como outros
antioxidantes e polifendis ndo quantificados, metais, etc. Todas essas variaveis
citadas tornam dificil prever o comportamento antioxidante de cachagas
envelhecidas sob diferentes condigbes. Portanto, estudos devem ser realizados
visando a caracterizacdo do maior niimero possivel de compostos fenolicos
presentes na cachaga, aliados as informagdes de pardmetros envolvidos no
processo de envelhecimento. Tais pardmetros devem envolver espécie vegetal,
origem geografica, parte da madeira empregada para a confec¢do dos barris,
tempo de uso dos barris, condigdes ambientais (temperatura e umidade), volume
e tempo de armazenamento. Com essas informagdes, pode-se, entdo, tracar o

perfil antioxidante da bebida.
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4 CONCLUSAO

Entre as amostras de cachaga analisadas, apenas a amostra H sofreu
influéncia significativa da luminosidade e do periodo analisado, com diminuigao
da atividade antioxidante e do teor de catequina nas amostras, sob a presenca de
luz.

Para a maioria das amostras, ndo houve correlacdo linear entre a
atividade antioxidante e a composicao fendlica avaliada.

A maior atividade antioxidante foi observada nas cachagas G (49,40%) e
A (45,47%), seguidas da amostra F (33,56%), cujo composto majoritario foi o
siringaldeido (G) e acido galico (A e F).

Nas cachacgas envelhecidas em carvalho, observou-se maior atividade
para a amostra G, seguida das amostras J, I ¢ B, sendo as duas ultimas
consideradas estatisticamente iguais.

Para as cachagas envelhecidas em jequitiba (C e D), observou-se maior
atividade antioxidante na amostra que também apresentou a maior concentragao
de compostos fenolicos (D).

Dependendo da composi¢do fendlica e concentragdio no meio, a
embalagem de vidro transparente pode afetar as propriedades antioxidantes das

amostras envelhecidas.
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CAPITULO 5: EFEITO DA LUMINOSIDADE NA CONCENTRAGAO
DE CARBAMATO DE ETILA DE AGUARDENTES DE CANA/
CACHACAS ARMAZENADAS EM VIDRO POR UM PERIODO DE
SEIS MESES

RESUMO

O efeito carcinogénico e mutagénico atribuido ao carbamato de etila
(CE) nas ultimas décadas tem incentivado as pesquisas na busca por técnicas
adequadas para deteccdo e quantificacdo desse contaminante, que permita
adequadamente apontar os precursores ¢ a etapa do processo de producdo da
bebida responsavel por sua formagdo. Até o momento, ndo se tem definido se o
CE se forma na fermentagdo, destilagdo ou armazenamento do produto. Alguns
pesquisadores acreditam que venha da ativagdo fotoquimica de precursores
presentes na cachaga ativados pelo metal cobre, outros apontam a possivel
formagdo de CE durante o armazenamento em barris de madeira. Diante do
exposto, objetivou-se neste estudo avaliar a influéncia da luz de cachagas
envelhecidas armazenadas em vidro por um periodo de seis meses. A
quantificacdo de CE foi feita por HPLC com detector de fluorescéncia, apds
derivacao prévia das amostras e padroes com 9-xantidrol. De acordo com os
resultados obtidos, todas as amostras analisadas apresentaram concentragdo de
CE abaixo do limite estabelecido pela legislagdo brasileira, sendo a maior
concentragio encontrada de 79,70 pg L. Quanto aos fatores luminosidade e
periodo de armazenamento, 70% das amostras sofreram a influéncia desses
parametros, observando-se diminui¢do mais acentuada da concentragdo de CE
nas amostras F, G, H e I submetidas a auséncia de luz. Para as amostras A e C,
observou-se aumento na concentragdo de CE nas amostras submetidas a luz e
diminui¢do na concentragdo naquelas submetidas a auséncia de luz. No entanto,
para a amostra B, a concentragdo de CE permaneceu constante sob a auséncia de
luz, aumentando em sua presenca. Para a amostra J, observou-se diminui¢do na
concentragdo de CE para quantidades abaixo do LQ do método, para ambos os
tratamentos analisados. Nas demais amostras (D e E), os valores encontrados
apresentaram-se abaixo do LQ do método.

Palavras-chave: Contaminante. Cachaga. Luminosidade.
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ABSTRACT

The carcinogenic and mutagenic effect attributed to ethyl carbamate
(EC) in recent decades has been motivating research in the search for
appropriate techniques for detection and quantification of that pollutant,
allowing to adequately indicate the precursors and the drink production process
stage the responsible for its formation. Until the moment, it has not been defined
if EC is formed during the fermentation, distillation or storage of the product.
Some researchers believe that it comes from the photochemical activation of
precursors present in the sugarcane spirits activated by the metal copper, others
point to the possible formation of EC during the storage in wooden barrels.
Based on the above, this study aimed to evaluate the influence of light on aged
sugarcane spirits stored in glass for a period of six months. The quantification of
EC was made by HPLC with fluorescence detector, after previous derivation of
the samples and standards with 9-xantidrol. According to the obtained results, all
of the analyzed samples presented an EC concentration below the limit
established by the Brazilian legislation, the highest concentration found being
79.70 pg L. As for the factors light and storage period, 70% of the samples
demonstrated the influence of those parameters, there being an accentuated
decrease of the EC concentration in the samples F, G, H and I submitted to light
absence. For the samples A and C, an increase was observed in the concentration
of EC in the samples submitted to light and a decrease in the concentration of
those submitted to light absence. However, for the sample B, the EC
concentration of remained constant under the light absence, increasing in its
presence. For the sample J, a decrease was observed in the EC concentration for
amounts below the quantification limit (QL) of the method, for both analyzed
treatments. In the other samples (D and E), the values found were below the QL
of the method.

Key words: Contaminant. Sugarcane spirits. Luminosity.
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1 INTRODUCAO

O carbamato de etila (C,HsOCONH,) (CE) ¢é conhecido por seu
potencial efeito carcinogénico (IARC, 1987; ZIMMERLI; SCHLATTER, 1991),
podendo ser encontrado em muitos alimentos fermentados, especialmente
bebidas alcoodlicas (EFSA, 2007, LACHENMEIER, 2005). Acreditam-se, que
possa ser formado pela reagdo entre etanol e compostos nitrogenados, tais como
o citrulina, ureia e o cianeto de hidrogénio. Este ultimo normalmente deriva de
glicosideos cianogénicos presentes nas matérias-primas (EFSA, 2007).

Niveis relativamente elevados de carbamato de etila (CE) foram
encontrados em cachaca desde o inicio deste século (ANDRADE-SOBRINHO
et al., 2002; LABANCA; GLORIA; AFONSO, 2008; LACHENMEIER et al.,
2010), causando preocupacdo no Brasil. Recentemente, esses resultados foram
agravados por um estudo de avaliagdo de risco, mostrando que
CE representa um risco significativo de cancer para a populacdo brasileira que
consome bebidas alcodlicas, com maior exposicdo resultante da cachaga
(LACHENMEIER et al., 2010).

Em 2005, o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
estabeleceu pela instrugdo normativa n® 13 o valor de 150,00 pg L' para o CE
presente na cachaga até 2010 (BRASIL, 2005). Em 2012, a instru¢do normativa
n°® 27 de 13/09 prorrogou esse tempo até 2014 (BRASIL, 2012).

A formagdo desse contaminante na cachaga ainda ndo estd bem
elucidada. Alguns autores acreditam que ele venha do processo de fermentagao,
outros que sejam formados durante a destilagdo, atribuindo a esse processo forte
evidéncias da relagdo entre o tipo de destilador (continuo ou descontinuo),
constituicdo de partes ascendentes ¢ descendentes (cobre ou ago inoxidavel),
tipo de aquecimento (direto ou indireto), corte das fragcdes (cabega, coragdo e

cauda) e taxa de refluxo durante o processo, aos niveis de CE encontrados. No
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entanto, alguns estudos apontam possivel formagdo de CE durante o
armazenamento em barris de madeira (NOBREGA etal., 2009; 2011).

O cianeto ¢ um provavel precursor do CE e, até o momento, duas rotas
quimicas tém sido propostas como as mais provaveis. A primeira baseia-se na
complexacio de cianeto com Cu®’, seguido pela sua oxidagdo para o cianogénio,
com desproporcionamento subsequente de cianeto a cianato; o cianato, entdo,
reage com etanol para formar carbamato de etila. A segunda via é baseada na
oxidagdo sob luz UV de compostos insaturados presentes em bebidas alcoolicas,
que produzem radicais livres (ou hidroperéxidos organicos), os quais catalisam a
oxidagdo de cianeto a cianato, o que pode ocorrer durante o armazenamento de
bebidas (GUERAIN; LEBLOND, 1993). Os fatores que influenciam a formagao
de carbamato de etila a partir de cianeto sdo pH, luz, teor de etanol, temperatura,
presenca de grupos carbonila em moléculas organicas, concentracdo de ions
Cu”" na bebida (RIFFIKIN et al., 1989; BATTAGLIA; CONACHER; PAGE,
1990).

Diante do exposto, objetivou-se neste estudo avaliar a influéncia da luz e
do periodo de armazenamento em garrafas de vidro, na concentracdo de

carbamato de etila de cachagas envelhecidas sob diferentes condigdes.
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2 MATERIAL E METODOS

Todas as amostras foram coletadas e analisadas conforme apresentado

abaixo.

2.1 Obtencao das amostras

Aliquotas foram retiradas em intervalos regulares de 2 meses, durante
um periodo de 6 meses, das amostras de cachaga envelhecidas sob diferentes
condigdes (Tabela 1), acondicionadas em garrafas transparentes e em garrafas
cobertas com folha de aluminio, constituindo os tratamentos do experimento.
Durante a realizagdo do experimento, tanto os recipientes de vidro como os
cobertos com folha de aluminio foram armazenados a temperatura ambiente e
expostos a luminosidade natural, objetivando-se avaliar o seu periodo de
prateleira. Essas amostras foram analisadas por HPLC quanto a concentracio de
CE no Laboratoério de Analise de Qualidade de Aguardente do Departamento de
Quimica da UFLA. Na Tabela 1, estdo algumas caracteristicas referentes as

amostras analisadas.
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Tabela 1 Locais de coleta e condigdes de armazenamento das amostras
(madeiras, capacidade do barril e tempo de armazenamento).

) Tempo de
] Capacidade
Amostra Local Madeira ] armazenamento
do barril (L)
(meses)
A Passa quatro Castanheira 700 36
B Passa quatro Carvalho 200 36
C Passa quatro Jequitiba 20.000 36
D Barbacena Jequitiba 10.000 60
E Lavras Amburana 10.000 48
F Piranguinho Louro-canela 50.000 24
G Piranguinho Carvalho 50.000 48
H Itajuba Jatoba 4.000 6
| Itajuba Carvalho 1.000 24
J Perdodes Carvalho 200 12

2.2 Metodologia, reagentes e solventes

O método utilizado para a quantificacdo de carbamato de etila consistiu

da derivacdo prévia, para posterior andlise cromatografica, conforme
metodologia validada por Machado (2010).

Os reagentes empregados para analise foram padrio de carbamato de
etila 97% (Acros Organics), etanol, propanol, hexano, acido cloridrico (HCI),
acetato de etila, acetato de sodio, acetonitrila grau HPLC (Merck), agua ultra-
pura, 9-xantidrol 97% (Acros Organics). Para a realizagdo dos experimentos, o
9-xantidrol foi purificado por recristaliza¢des sucessivas em hexano (ANJOS et

al., 2011).
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2.3 Derivacédo do padréo de carbamato de etila

A reagdo quimica envolvida na etapa de derivacdo do carbamato de etila

esta apresentada na Figura 1.

O
H OH 0
PY HCI
HNT 0N >
0 0
9-xantidrol carbamato de etila carbamato de etil xantil

Figura 1 Formagdo do carbamato de etil xantil por meio da reagdo entre 9-
xantidrol e carbamato de etila sob condigdes acidas (Fonte: Anjos et
al., 2011)

Em frasco Ambar, preparou-se uma solugdo de 9-xantidrol 0,2 mol L
em propanol; a esta foram adicionados 20 mL de uma solu¢do padrio de
carbamato de etila 4,00 g L', preparada em etanol 40%. Em seguida,
adicionaram-se 2 mL de HCI 5,50 mol L. A mistura reacional foi mantida sob
agitacdo por aproximadamente 1 minuto; apds agitacdo, foi mantida em repouso
por 60 minutos. Os cristais obtidos foram filtrados e recristalizados em hexano
(MACHADO, 2010; ANJOS et. al., 2011).

Para a analise quantitativa, preparou-se uma solucdo-estoque do
carbamato de etila derivado, numa concentragdo de 10,00 mg L, em acetato de
etila. Para a construgdo da curva analitica, foram realizadas diluigdes em etanol
50% a partir da solugdo-estoque previamente preparada, sendo preparadas

solugdes de trabalho em concentragdes que variaram de 5,00 a 100,00 pg L™
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2.4 Derivacdo das amostras

Em frasco ambar, adicionaram-se 4,00 mL de cachaca, seguidos de 0,80
mL de solugio de xantidrol 0,02 mol L' (preparada em propanol). Apds
agitagdo, adicionou-se 0,40 mL de HCI 1,50 mol L', mantendo a mistura
reacional sob agitacdo por 1 minuto. Em seguida, ela foi mantida em repouso
por 60 minutos, sendo, posteriormente, filtrada em membranas de polietileno
0,45 pym (Millipore) (MACHADO, 2010; ANJOS et. al., 2011).

Para as andlises do carbamato de etila (CE), foram consideradas as
amostras acondicionadas em recipientes de vidro mantidas sob a presenga e
auséncia de luz, a fim de avaliar a influéncia do armazenamento da bebida, em

diferentes condi¢des, na concentragdo de carbamato de etila.

2.5 Condicdes cromatograficas

As analises do carbamato de etila foram realizadas em um cromatografo
liquido de alta eficiéncia UPLC Shimadzu, equipado com duas bombas de alta
pressio modelo LC-6AD, um detector de fluorescéncia (FLD) modelo RF-
10AXL, degaseificador modelo DGU-20A;, interface modelo CBM-20A ¢
injetor automatico com autoamostrador modelo SIL-10AF. As separagdes foram
realizadas empregando-se uma coluna Agilent - Zorbax Eclipse AAA (4,6 x 150
mm, 5 pum) conectada a uma pré-coluna Agilent - Zorbax Eclipse AAA 4-Pack
(4,6 x 12,5 mm, 5 pm).

A quantificacdo do carbamato de etila foi realizada utilizando-se o
método de padronizagdo externa. Os comprimentos de onda de excitacdo e
emissdo empregados foram 233 nm e 600 nm, respectivamente. O fluxo
utilizado em toda a analise foi de 0,75 mL min" e o volume injetado das

amostras e do padrdo foi de 20,00 pL. A eluicdo foi realizada em sistema do tipo
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gradiente (Tabela 2), sendo a fase movel composta por solugdo de acetato de

sodio 20 mmol L™ (Solvente A) e acetonitrila (Solvente B).

Tabela 2 Gradiente de eluicao da fase movel para a determinagdo do carbamato

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

*Fase movel: Solvente A: solugao de acetato de sodio 20 mM
Solvente B: acetonitrila

Todas as amostras foram analisadas em duplicata, com excecdo das
solugdes de trabalho do padrio de carbamato de etila derivado, que foram

analisadas em triplicata.
2.6 Delineamento experimental
Os resultados obtidos no experimento foram submetidos a analise de

varidncia e comparadas pelo teste de Scott Knott (1974), ao nivel de 95% de

confianga. Para a avaliacao dos dados, utilizou-se o delineamento inteiramente
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casualizado (DIC), com os tratamentos dispostos em esquema fatorial (10 X 4 X
2), sendo dez amostras de diferentes tonéis, quatro tempos de coleta (0, 2,4 ¢ 6
meses) e condigoes de luminosidade (claro e escuro), com duas repetigdes. Os
dados foram analisados pelo programa estatistico Sistema de Analise de

Variancia para Dados Balanceados — Sisvar, segundo Ferreira (2003).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O carbamato de etila foi quantificado por HPLC em todas as amostras

analisadas.
3.1 Carbamato de etila

Na Figura 2 verifica-se o cromatograma obtido para o padrao de CE, na
concentragdo de 90,00 ug L. Esse cromatograma evidencia separagdo adequada
do padrio de carbamato de etila derivado, corroborando com os resultados
apresentados por Machado (2010). O tempo de retengcdo médio obtido para o CE

foi de 13,01 minutos.

10210 1

i / CE

ROx0° 4

é 40x10° 4

A

Tempo (min)

Figura 2 Cromatograma de uma solugdo padrio de CE derivado (90 pg L™)
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Na Figura 3, observa-se o perfil cromatografico de uma das amostras
analisadas (amostra B), apos seis meses de armazenamento, frente aos dois
tratamentos empregados, observando-se nessa amostra um aumento na

concentragdo de CE para a amostra armazenada sob a presenca de luz.

__Auséncia de luz

7 __ Presenca de luz
1,0x10° N T
8,010’
6,0d.0°

é |
4,040
2,0d.0° C¥E
O’O_JV’LWMZ,M Lﬂ L%
T T T T T T T T T T T T !
0 5 10 15 20 ] 30

Tempo (min)

Figura 3 Sobreposi¢do dos cromatogramas do CE da amostra B sob a presenga e
auséncia de luz, apés 6 meses de armazenamento em recipientes de
vidro

A quantificacio de CE nas amostras foi realizada por meio da
construcdo de uma curva analitica obtida por regressdo linear (y = 5155,20 +
8027,10x), em que o y € a area do pico obtida por meio das analises de solugdes-
padrao de carbamato de etila ¢ X, a concentragdo correspondente (Figura 4). Por
meio dessas, foi possivel avaliar a linearidade do método pela estimativa dos

coeficientes de determinacdo, que ¢ um pardmetro que permite estimar a
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qualidade da curva obtida, pois quanto mais préximos de 1, menor a dispersdo
do conjunto de pontos experimentais € menor a incerteza dos coeficientes de
regressdo estimados (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997; ARAGAO;
VELOSO; ANDRADE, 2009). A Anvisa recomenda um coeficiente de
correlagao igual a 0,99 Brasil (2003) e o Inmetro (2003) um valor acima de 0,90.
O coeficiente de determinagdo obtido de 0,9979 indica forte correlagdo linear

entre a concentragdo de CE e a area do pico.

Area (x1 05)/ u.a.

0 . : . : . : . : . :
0 20 40 60 80 100

Concentragdo (ng L")

Figura 4 Curva analitica construida para a quantificagdo de carbamato de etila
(5-100 pg L™

O limite de detec¢do (LD) e o limite de quantificagdo (LQ) do método
foram estimados utilizando os pardmetros da curva analitica, cujos valores
encontrados foram 3,81 e¢ 11,53 pg L™, respectivamente. Os valores obtidos
foram similares ao de trabalhos em que se utilizaram a mesma técnica para a

quantificagdo do CE em diferentes bebidas alcoolicas, com valores de limites de
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detecgdo que variam de 0,02 a 4,20 ug L™, e de 0,05 ng L' 2 4,00 mg L, para o
limite de quantificagdo (HERBERT et al., 2002; MADRERA; VALLES, 2009;
MACHADO, 2010; ANJOS et al., 2011).

As concentragdes de carbamato de etila obtidas nas amostras de cachaca
sob a presen¢a ¢ auséncia de luz, analisadas a cada dois meses durante seis

meses, estdo descritas na Tabela 3.



Tabela 3 Concentragdo de carbamato de etila (ug L) nas amostras sob a presenca e auséncia de luz, analisadas durante

seis meses.

- Més
Amostras Luminosidade 0 > 7 5
A Claro 16,57+0,51Ab 16,46+0,60Ab 18,28+0,62Aa 19,44+0,29Aa
Escuro 16,57+0,51 Aa 14,31+0,51Bb <LQ <LQ
B Claro 38,02+1,41Ab 38,07+0,77Ab 43,75+2,87Aa 44,13+2,24Aa
Escuro 38,02+1,41Aa 37,73+£0,40Aa 37,04+£0,27Ba 35,58+1,22Ba
C Claro 11,95+0,02Ab 11,49+0,40Ab 23,58+1,37Aa 23,04+0,12Aa
Escuro 11,95+0,02Aa <LQ <LQ <LQ
D Claro <LQ <LQ <LQ <LQ
Escuro <LQ <LQ <LQ <LQ
E Claro <LQ <LQ <LQ <LQ
Escuro <LQ <LQ <LQ <LQ
E Claro 13,90+0,26Aa <LQ <LQ <LQ
Escuro 13,90+0,26Aa <LQ <LQ <LQ
G Claro 15,24+0,22Aa 13,68+0,31Aa 14,51+0,27Aa 15,44+0,14Aa
Escuro 15,24+0,22Aa <LQ <LQ <LQ
H Claro 79,70+0,53Aa 79,25+0,90Aa 78,76+1,12Aa 72,20+0,30Ab
Escuro 79,70+0,53Aa 67,91+0,16Bb 69,54+0,12Bb 68,78+0,50Bb
I Claro 51,40+0,24Aa 51,04+0,09Aa 52,54+0,99Aa 45,38+0,56Ab
Escuro 51,40+0,24Aa 44,35+1,18Bb 42,66+0,75Bb 42,50+1,47Bb
3 Claro 12,46+2,32Aa <LQ <LQ <LQ
Escuro 12,46+2,32Aa <LQ <LQ <LQ




Médias seguidas da mesma letra, sendo a minuscula na linha (entre meses) € a maiuscula na coluna (entre

luminosidade), ndo
diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

(414
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Por meio dos resultados obtidos, pode-se observar que todas as amostras
apresentaram concentracdo abaixo do limite estabelecido pela legislacdo
brasileira (150,00 pg L), sendo a maior concentragdo encontrada de 79,70 pg
L. Esses resultados sdo similares aos de Barcelos et al. (2007) , Masson (2009),
Machado (2010) e Anjos et al. (2011), que também nao encontraram niveis de
carbamato de etila acima do permitido nas cachagas provenientes do sul de
Minas Gerais.

Analisando os dados da Tabela 3, constatam-se que, entre as amostras
analisadas, 70% sofreram a influéncia da luminosidade, observando-se
diminuicdo mais acentuada da concentragdo de CE nas amostras F, G, H e |
submetidas a auséncia de luz. Nas amostras A ¢ C, observam-se aumento na
concentragdo de CE para aquelas submetidas a luz e diminui¢do na concentragao
deste, para aquelas submetidas a auséncia de luz. No entanto, na amostra B, a
concentragdo de CE permaneceu constante sob a auséncia de luz, aumentando na
sua presenca. Para a amostra J, observou-se diminui¢do na concentragdo de CE
para quantidades abaixo do LQ do método, para ambos os tratamentos
analisados. Nas demais amostras (D e E), os valores encontrados apresentaram-
se abaixo do LQ do método.

Esses resultados sugerem que o CE possa ser formado por meio de
precursores  ativados  fotoquimicamente; no entanto, os diferentes
comportamentos observados entre as amostras analisadas podem ser atribuidas a
concentragdo dos compostos nitrogenados (ureia, arginina, citrulina e ornitina) e
as condigdes (temperatura e pH) empregadas durante o processo de fermentagdo
da cachaca. Além disso, embora todas as cachagas sejam oriundas de alambiques
de cobre, Nobrega et al. (2009; 2011); Baffa Junior et al. (2011) mostraram
correlagdes existentes entre a concentragdo deste contaminante € parametros
envolvidos durante o processo de destilagdo, tais como, constituicdo de partes

ascendentes e descendentes (cobre ou ago inoxidavel), tipo de aquecimento
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(direto ou indireto), corte das fragdes (cabeca, coragdo e cauda) e taxa de refluxo
durante o processo. Ainda considerando esse processo, acredita-se que o0s
principais precursores sejam cianeto (CN’), cobre e etanol. Segundo
Lachenmeier (2005), esse cianeto seria formado pela agdo enzimatica e clivagem
térmica dos glicosideos cianogénicos provavelmente presentes na cana-de-
acucar, sendo a qualidade dessa extremamente importante. Estudos recentes
também apontam possivel formagdo de CE durante o armazenamento em barris
de madeira; portanto, parametros como esses envolvidos no processo de
destilagdo devem ser informados para uma correlagdo satisfatoria frente a
formacgao de CE.

Quanto a diminui¢do observada para algumas amostras, esta pode
relacionar-se as reacoes de substitui¢cdo no carbono acila. Como o CE ¢ formado
por um grupo éster ¢ um grupo amida, reagdes podem ocorrer em ambas as

partes (Figura 5).

CH,CH,OCNH,

Figura 5 Estruttura quimica do CE constituido por um grupo éster ¢ um grupo
amida
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No entanto, os ésteres possuem maior reatividade do que os grupos

amidas (Figura 6).

0]

O O O
(I N N
R X RC—OCR R OR R NH,

Haletos de acila Anidridos Esteres Amidas

Figura 6 Ordem de reatividade dos derivados dos acidos carboxilicos
Fonte: Solomons; Fryhle (2002)

Apesar de as amidas apresentarem um grupo amino, elas sdo menos
basicas que as aminas alifaticas e aromaticas. O par de elétrons do nitrogénio ¢é
doado para o grupo carbonila adjacente e, portanto, estd menos disponivel para
formar a ligacdo com um préoton. Em virtude da sua consideravel estabilizagdo
por ressonancia (Figura 7), as amidas sofrem as reagdes de substituicao
nucleofilica com mais dificuldade do que os ésteres e outros derivados dos
acidos carboxilicos (SOLOMONS; FRYHLE, 2002). Portanto, para que as
reacdes ocorram no grupo amida, condi¢des mais drasticas sdo exigidas, como

tempo mais longo e temperatura mais alta, do que para os ésteres.

<o 0 o
I~ I~ +
R _NH2 > R _NH2 -~ R NH2

Figura 7 Estruturas de ressonéncia das amidas
Fonte: Solomons; Fryhle (2002)
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Além disso, as amidas sofrem apenas reacdo de hidrolise, podendo os
ésteres sofrerem reagdes de hidrolise, etandlise e amonolise (Figura 8)

(SOLOMONS; FRYHLE, 2002).

0 o)
H,0
CH;CH,OCNH,  — 5= CH;CH,0COH + NH; (1)
0 0
H,0
NH,COCH,CH; — = NH,COH + CH;CH,OH  (2)
|c|) 0
CH;CH,0H
NH,COCH,CH; ———=3 NH,COCH,CH; + CH;CH,0H (3)
0
NH,
NH2COCH2CH3 — NH2CNH2 + CH3CH20H (4)

Figura 8 Reagdes de hidrolise no grupo amida (1) e reagdes de hidroélise (2),
etanolise (3) e amondlise (4) com o grupo éster
Fonte: Solomons; Fryhle (2002)

Andrade Sobrinho et al. (2009), em trabalhos correlatos, avaliaram a
variagdo da concentracdo de CE com o tempo, analisando a concentragcdo desse
composto em 15 amostras de aguardente de cana apds 36 meses de repouso e ao
abrigo da luz. Observaram que as diferengas entre as concentragdes de CE
encontradas para essas amostras apresentaram uma varia¢ao de -5,3 a 6,7%,
sugerindo que esse composto ¢ estavel apds a sua formagdo. Posteriormente,
Galinarro e Franco (2011) analisaram o CE em 15 amostras de aguardente

coletadas in loco em diferentes destilarias, avaliando pardmetros como presenca
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e auséncia de luz, temperatura e bidestilagdo da bebida. De acordo com os
resultados, os autores ndo encontraram diferengas significativas na concentragdo
de CE entre as amostras irradiadas e ndo irradiadas com luz solar, descartando a
hipotese de haver um provavel precursor ativado fotoquimicamente; porém
como sao amostras oriundas de diferestes destilarias e processos de produgdo, a
presenca de precursores do CE e sua concentracdo e disponibilidade no meio
podem variar. No entanto, em trabalhos anteriores relatam-se a influéncia da luz
e estocagem na formacdo desse contaminante em vinhos. Tegmo-Larsson e
Spittler (1990), pesquisando a influéncia da luz e estocagem na formacao de CE,
avaliaram a formacdo e/ou aumento deste em 15 amostras de vinhos tintos e
brancos de mesa, armazenados em trés temperaturas (43°C, 32°C e 22°C) no
escuro e a 22°C sob luz fluorescente. A concentracdo de CE foi determinada
inicialmente e apos 3, 6 e 12 meses de armazenamento. Na maioria dos vinhos, o
CE aumentou em func¢do do tempo e temperatura. Apos 12 meses no escuro a
43°C, o carbamato de etila em dois vinhos tintos aumentou de 20 a 30 vezes. Em
nove dos vinhos, aumentou de 3 a 9 vezes, mantendo-se inalterado em quatro
amostras. No entanto, a luz nao influenciou significativamente a formagao de
carbamato de etila, seja em garrafas verdes, seja em claras.

Lachenmeier et al. (2005) encontraram resultados contrarios aos do
trabalho citado acima, em aguardentes de frutas. Eles observaram que a
exposi¢do a luz UV levou ao aumento no teor de CE nas amostras, em média de
2,3 mg L e que o armazenamento da bebida no escuro ndo levou a diferengas
estatisticamente significativas. Segundo os autores, essa formagdo relaciona-se a
presenca de cianeto, cuja reagdo para formacdo de CE ¢ influenciada pela luz,
pH, temperatura, teor de etanol, proximidade de grupos carbonilas em moléculas
organicas ¢ a presenga de ions cobre ou ferro na bebida. Para Zimmeli e
Schlatter (1991), a formagdo natural de CE em aguardentes de fruta ocorre na

presenca de etanol, cianeto de hidrogénio e substincias ativas fotoquimicamente.
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Em vinhos, além dos cianetos de hidrogénio, precursores importantes também
podem estar envolvidos, como o carbamoil e ureia.

Lawrence et al. (1990) e Cook et al. (1990) relataram a correlacdo
existente entre a formagao de CE e o periodo de armazenamento, sugerindo que
isso ocorre de forma gradativa, por meio da reagdo do etanol e a ureia formada
pela degradagdo de compostos nitrogenados, tais como a arginina, citrulina e
ornitina. Além desses, compostos nitrogenados, como o fosfato de carbamila e o
ion cianeto, tém sido estudados como possiveis precursores na formagao de CE,
antes e apos o processo de destilagao.

Stevens e Ough (1993) avaliaram por dois anos a influéncia do tempo e
temperatura de armazenamento de vinhos em garrafas de 125 mL, na formagao
de CE, por meio da reag¢do do etanol com ureia e com citrulina, constatando que
a concentragdo de ureia e citrulina e a temperatura de estocagem do vinho t€ém
relagdo direta com a formacdo de CE durante o periodo de armazenamento da
bebida.

Em 2004, Hasnip et al. estudaram durante trés anos os efeitos do tempo
e da temperatura na concentracdo de carbamato de etila em vinho. Nesse estudo,
monitoraram a mudanga na concentragdo de carbamato de etila, de etanol, de
ureia e de citrulina, sendo esses dois ultimos os precursores principais do
carbamato de etila no vinho. Eles observaram diminui¢do na concentragdo de
ureia e de citrulina e um aumento na concentragdo de CE. No entanto, para
bebidas destiladas, rotas de fomagdo de CE tém sido propostas durante o
processo de destilagdo da bebida e durante o armazenando, considerando como
precursores o cianeto, etanol, cobre e compostos ativados fotoquimicamente.

Embora alguns autores acreditem que a destilagio da cachaca em
alambiques de cobre promova a formacdo do CE catalisado pelo metal
(ARESTA; BOSCOLO; FRANCO, 2001; ANDRADE-SOBRINHO et al., 2002;

BRUNO et al., 2007), em estudos recentes foi demonstrado a ndo correlagdao
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entre a concentracdo de cobre ¢ CE em cachagas (BARCELOS et al., 2007;
MASSON, 2009; MACHADO, 2010; ZACARONI et al., 2011; ANJOS et al.,
2011).

Em face dos diferentes comportamentos observados nas bebidas
armazenadas na luz, observa-se grande dependéncia da forma¢ao do CE com a
presenca de precursores formados durante o processo produtivo, bem como sua
disponibilidade no meio durante o armazenamento. Como relatado, o CE pode
sofrer reagdo de substituicdo tanto no grupo éster como no grupo amida, o que
pode ter relagdo direta com as diferentes composi¢cdes quimicas das bebidas
analisadas, seja pelo processo de fermentacdo ou destilagdo, seja pela
incorporacdo de compostos da madeira. Portanto, estudos mais detalhados
envolvendo outros fatores e etapas do processo de produgdo da bebida devem ser
investigados, com uma caracterizagdo mais ampla dos compostos da bebida a
fim de que se esclarecam quais sdo os principais precursores € o que levam a

formagdo do CE.
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4 CONCLUSAO

Todas as amostras analisadas apresentaram concentragdo de CE abaixo
do limite estabelecido pela legislagdo brasileira (150,00 pg L), sendo a maior
concentragio encontrada de 79,70 ng L™

Os fatores luminosidade e periodo de armazenamento exerceram
influéncia em 70% das amostras analisadas, observando-se diminui¢do mais
acentuada da concentragdo de CE nas amostras F, G, H e I submetidas a
auséncia de luz. Para as amostras A e C, observou-se aumento na concentragao
de CE nas amostras submetidas a luz e diminui¢do na concentragdo deste
naquelas submetidas a auséncia de luz. Na amostra B, a concentracdo de CE
permaneceu constante sob a auséncia de luz, aumentando na sua presenga. Para a
amostra J, observou-se diminui¢do na concentragdo de CE para quantidades
abaixo do LQ do método, para ambos os tratamentos analisados. Nas demais
amostras (D e E), os valores encontrados apresentaram-se abaixo do LQ do

método.
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CONSIDERACOES FINAIS

A cachaga armazenada sob a presenga de luz pode sofrer variagdes na
concentragdo de compostos fendlicos e carbamato de etila. No entanto, a
variagdo observada para a concentragdo dos compostos fendlicos ndo ¢€
significativa o suficiente para influenciar a atividade antioxidante da bebida.
Além disso, essa atividade tem estreita relagdo com a composi¢do fendlica da
bebida, que ird variar de acordo com a madeira utilizada no envelhecimento. A
estrutura quimica desses compostos pode agir inibindo mais ou menos a agao do
radical. Quanto ao carbamato de etila, seu comportamento variado nas diversas
amostras estudadas, com tendéncia maior a formacdo do contaminante nas
bebidas submetidas a luz, sugere fortemente a presenca de precursores ativados
fotoquimicamente. No entanto, estudos mais detalhados devem ser realizados,
buscando elucidar se esses sdo precursores advindos da fermentacdo, destilagao

ou se ha alguma rela¢do com a madeira e/ou o processo de envelhecimento.



