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RESUMO

A cachaga ¢ atualmente um dos setores agroindustriais que mais cresce
no pais, sendo a bebida considerada simbolo da nacionalidade brasileira,
apreciada pelo seu sabor e aroma caracteristicos, que sdo formados durante o
processo de fermentagdo, destilacdo e envelhecimento. Vérias alternativas tém
sido utilizadas para agregar valor ao produto; durante o envelhecimento ocorrem
diversas reagdes quimicas que proporcionam a incorporagdo de compostos
fendlicos provenientes da madeira, com caracteristicas multifuncionais como
potentes  agentes  antioxidantes, antibacteriana, anticarcinogénica e
antiteratogénica. Diante do exposto, no trabalho objetivo-se avaliar a qualidade
fisico quimica das cachacas envelhecidas em diferentes madeiras, quantificar
seus compostos fendlicos e avaliar sua atividade antioxidante, antibacteriana e
antifungica. Foram analisadas quatro amostras de cachacas envelhecidas em
barris de carvalho, amburana, balsamo e jequitiba. Todas as analises foram
realizadas no Laboratério de Qualidade de Aguardente, da Universidade Federal
de Lavras. A determinagdo dos compostos fenodlicos foi realizada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). A avaliagdo da atividade
antimicrobiana foi realizada no Laboratério de Micologia de Alimentos por meio
da técnica difusdo cavidade em agar e por vapor, utilizando os micro-organismos
Escherichia coli ATCC 11229, Staphylococcus aureus ATCC 13565,
Salmonella choleraesuis ATCC 6539, Listeria monocytogenes ATCC 19117 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442. O efeito inibitério sobre os fungos
Aspergillus flavus, Aspergiluus niger, e Aspergillus carbonariu foi realizado
empregando-se a técnica de difusdo em discos. Os valores obtidos para os
compostos fenolicos variaram de 0,41 a 9,69mg/L, observando a predominancia
de diferentes compostos nas diferentes espécies de madeira utilizadas. Os
extratos fendlicos apresentaram atividade antibacteriana satisfatoria, tanto para
bactérias Gram-negativas como para Gram-positivas; porém, nenhum dos
extratos apresentou inibigdo contra a bactéria Pseudomonas aeruginosa, e contra
aos fungos Aspergillus flavus, Aspergiluus niger, e Aspergillus carbonarius.

Palavras-chave: Envelhecimento. Compostos Fenolicos. Extratos. Atividade
Antimicrobiana.



ABSTRACT

Cachaga is currently one of the fastest growing agro-industrial sectors in
the country and is considered the drink symbol of Brazilian nationality,
appreciated for its taste and aroma, which are formed during the process of
fermentation, distillation and aging Various alternatives have been used to add
value to the product; during aging occur several chemical reactions that provide
the incorporation of phenolic compounds from wood, with multifunctional
characteristics as potent antioxidants, antibacterial, anticarcinogenic and
antiteratogénica Given the above the present study aims to evaluate the quality
of physical chemistry cachaca aged in different woods, quantify its phenolic
compounds, and evaluate its antioxidant activity, antibacterial and antifungal.
We analyzed four samples of cachaga aged in oak barrels, amburana balm and
jequitiba. All analyzes were performed at the Laboratory Quality Brandy,
Federal University of Lavras. The determination of phenol compounds was
carried out by High Performance Liquid Chromatography (HPLC). The
antimicrobial activity was held at the Mycology Laboratory of Food through the
cavity in Agar Diffusion technique and steam, using the micro-organisms
Escherichia coli ATCC 11229, Staphylococcus aureus ATCC 13565, Salmonella
choleraesuis ATCC 6539, Listeria monocytogenes ATCC 19117 and
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442. The inhibitory effect on the fungus
Aspergillus flavus, Aspergiluus niger and Aspergillus carbonarius was
performed employing the disc diffusion technique. The values obtained for
phenolic compounds ranged from 0,41 to 9,69 mg / L, observing the
predominance of different compounds in different species of wood used. The
phenolic extracts showed antibacterial activity satisfactory for both Gram-
negative and gram-positive, but none of the extracts showed inhibition against
the bacteria Pseudomonas aeruginosa, and against fungi, Aspergillus flavus,
Aspergiluus niger and Aspergillus carbonarius.

Keywords: Aging. Phenolic Compounds. Extracts. Antimicrobial Activity.
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Quadro 1

de carvalho, amburana, balsamo e jequitiba frente aos fungos

testados

Padrdes de identidade da aguardente de cana e de cachaca

(Brasil, 2005)
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1 INTRODUCAO

A producao de cachaca ¢ atualmente um dos setores agroindustriais que
mais cresce no pais; a bebida é considerada como simbolo da nacionalidade
brasileira, sendo apreciada pelo seu sabor e aroma caracteristicos, que sdo
formados durante o processo de fermentagdo, destilagdo e envelhecimento.

O mercado de producdo de cachaca estd cada vez mais competitivo. O
envelhecimento em barris de madeira ¢ uma pratica comum muito importante,
com o intuito de agregar valor ao produto. Nesse processo ocorrem diversas
reacdes quimicas que proporcionam a incorporagdo de compostos provenientes
das madeiras. O envelhecimento da bebida ndo depende exclusivamente da
espécie de madeira utilizada para armazenar a aguardente, mas também outros
fatores como o tempo de permanéncia da bebida no interior dos tonéis,
melhorando sensorialmente sua qualidade e sendo responsavel pelas mudangas
quimicas e fisicas (AQUINO et al., 2006; PARAZZI et al., 2008).

Os compostos fenolicos estdo presentes em diferentes tipos de tecidos
vegetais, sdo definidos como substancias que possuem um anel aromatico, com
um ou mais substituintes hidroxilicos. As propriedades bioldgicas dos
compostos fendlicos dependem de suas estruturas quimicas, pois essas
apresentam caracteristicas multifuncionais como antioxidantes, que sdo capazes
de estabilizar ou desativar os radicais livres antes que ataquem os alvos
biologicos nas células; também possui um papel importante na redugdo da
oxidacdo lipidica em tecidos vegetal e animal. Ja foi comprovado
cientificamente que os compostos fendlicos incorporados na alimentacdo
humana ndo conservam apenas a qualidade do alimento, mas também reduzem o
risco de desenvolvimento de micro-organismos patogénicos que sdo prejudiciais

a saude do consumidor.
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Os compostos fendlicos provenientes de varios tecidos vegetais possuem
atividades bioldgicas como antioxidante, anticarcinogénica, antiteratogé€nica e
antimicrobiana. Diversos compostos fenolicos tém sido aplicados em alimentos
como conservantes quimicos, visando a estabilidade microbiana, além de
apresentarem alto valor nutricional. Portanto ¢ necessdaria a realizagdo de estudos
mais abrangentes desses compostos em relag@o a sua atividade antimicrobiana e
sobre seus efeitos em diversos micro-organismos, que sdo impactantes a saude.
(FARHA et al., 20006).

Diante do exposto, no presente trabalho tem-se como objetivos avaliar a
qualidade fisico-quimica e cromatografica de cachagas envelhecidas em
diferentes madeiras, quantificar seus compostos fendlicos e avaliar sua atividade

antioxidante, antibacteriana e antifungica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DefinicGes de cachaca

A aguardente de cana ¢ a bebida com graduacdo alcoodlica de 38% a 54%
em volume, a 20°C, obtida do destilado alcodlico simples de cana-de-agticar ou
pela destilagdo do mosto fermentado de cana-de-acucar, podendo ser adicionada
de agticares até 6 g L'; a cachaga é a denominagio tipica e exclusiva da
aguardente de cana produzida no Brasil, com graduacao alcoolica de 38% a 48%
v/v, a 20°C, obtida pela destilacdo do mosto fermentado de cana-de-agucar com
caracteristicas sensoriais peculiares, podendo ser adicionada de agucares até 6 g
L™, expressos em sacarose (BRASIL, 2005).

De acordo com a Legislacdo vigente, a aguardente de cana/cachaga
envelhecida refere-se a bebida que contiver, no minimo, 50% de aguardente de
cana/cachaca envelhecida em recipiente de madeira apropriado, com capacidade
maxima de 700 L, por um periodo ndo inferior a um ano; aguardente de
cana/cachaca premium refere-se a bebida que contiver 100% de aguardente de
cana/cachaca envelhecida em recipiente de madeira apropriado, com capacidade
maxima de 700 L, por um periodo ndo inferior a um ano; aguardente de
cana/cachaca extra premium refere-se a bebida que contiver 100% de aguardente
de cana/cachaga envelhecida em recipiente de madeira apropriado, com
capacidade maxima de 700 L, por um periodo ndo inferior a trés anos (BRASIL,

2005).

2.2 Padrdes de qualidade - legislagéo brasileira

A qualidade da cachaga pode ser influenciada por diversos fatores, como

matéria-prima, fermentagdo, destilagdo, envelhecimento, etc. A fermentagdo ¢é
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considerada o ponto critico do processo de fabricacdo, uma vez que os
compostos formadores do aroma que caracterizam a bebida sdo formados nesta
etapa. Buscando tanto a melhoria do produto final quanto o incremento
financeiro para o produtor, a necessidade de um produto competitivo e que
atenda as novas exigéncias do mercado tem atraido investimentos para o setor de
cachaca, no intuito de estimular a qualidade e a elitizagdo do consumo. Varias
pesquisas tém sido realizadas em toda a cadeia produtiva da cachaga; selecao de
variedades de cana-de-agucar, aspectos fermentativos, selecdo de cepas de
leveduras, aperfeicoamento do processo de destilagdo, escolha de madeiras para
o envelhecimento do produto, e quantificagdo e origem dos contaminantes por
meio das analises fisico-quimicas e cromatograficas que caracterizam o produto
de alta qualidade (SCHWAN et al., 2006).

Com o passar do tempo, melhoraram-se as técnicas de producdo. E o
produto ganhou notoriedade nacional. A cachaga passou a ser apreciada por
todos. Hoje, varias marcas de alta qualidade figuram no comércio nacional e
internacional e estdo presentes nos melhores restaurantes e adegas residenciais
no Brasil e no mundo. Segundo a Agéncia de Promocdo de Exportacdes e
Investimentos, APEX (2008), a bebida ganhou nome proprio no exterior
“Cachaca do Brasil” e a ela sdo voltados varios planos e projetos do governo
para a sua expansdo em ambito nacional e internacional (APEX, 2008).

No Brasil, existem mais de 30 mil produtores de cachaga, os quais
produzem aproximadamente mais de 5 mil marcas, gerando 400 mil empregos
diretos e indiretos. O estado de Sdo Paulo é o maior produtor (44%), seguido por
Pernambuco e Ceara, com 12% cada um e Minas Gerais, Goias e Rio de Janeiro,
com 8%, Bahia, Parana, Rio Grande do Sul e Paraiba dividem o restante da
producdo nacional. Minas Gerais ¢ o estado com o maior numero de cidades
produtoras da bebida de alambique e o mais especializado na area. Representa

50% da produgdo de cachaca de alambique, com 5.000 alambiques e uma
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produg@o que pode alcangar 200 milhdes de litros/ano, destacando as regides
Norte, Jequitinhonha e Rio Doce, as quais detém cerca de 63% da producdo
mineira. Acredita-se que apenas 0,3% do que é produzido no Estado seja
exportado (SERVICO BRASIELIRO DE APOIO AS MICRO E PEQUENAS
EMPRESAS, SEBRAE, 2011).

De acordo com a Instrugdo Normativa n° 13, de 29 de junho de 2005
(BRASIL, 2005), os Padroes de Identidade e Qualidade (PIQs) para a
aguardente de cana-de-aciicar e cachaga, estabelecidos pela Legislacio

Brasileira, foram definidos como descritos no Quadro 1.
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Quadro 1 Padrdes de Identidade e Qualidade (PIQs) da aguardente de cana-de-

agucar e da cachaga (BRASIL, 2005).

Componente Unidade Limite
Minimo Miéxim
0

Graduagdo alcodlica % v/v de alcool etilico 38,0 54,0

(aguardente) a20°C

Graduacdo alcodlica % v/v de alcool etilico 38,0 48.0

(cachaga) a20°C

Sacarose, em agucar g L! 6,0 30,0

refinado, invertido

ou glicose

Acidez volatil, em mg/100 mL de alcool - 150,0

acido acético anidro

Esteres, em acetato mg/100 mL de alcool - 200,0

de etila anidro

Aldeidos, em mg/100 mL de alcool - 30,0

aldeido acético anidro

Furfural mg/100 mL de alcool - 5,0
anidro

Alcool sec - butilico  mg/100 mL de alcool 10,0

(butanol- 2) anidro

Alcool butilico mg/100 mL de alcool 3,0

(butanol -1) anidro

Alcoois superiores* mg/100 mL de alcool - 360,0
anidro

Congéneres** mg/100 mL de alcool 200,0 650,0
anidro

Alcool metilico mg/100 mL de alcool - 20,0
anidro

Acroleina mg/100 mL de alcool - 5,0
anidro

Carbamato de etila pg L - 150,0

Cobre mg L - 5,0

Arsénio ug L - 100,0

Chumbo ng L - 200,0

Extrato seco gL’ - 6,0

*Alcoois superiores: isobutilico + isoamilico + propilico

**Congéneres: acidez volatil + ésteres + aldeidos + furfural + alcoois superiores
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2.3 Compostos secundarios e contaminantes presentes nas cachacas

Os compostos secundarios sdo formados por diversas reagdes que
ocorrem durante o processo de fermentacdo, destilacdo e também durante o
armazenamento em barris de madeira, os quais sdo constituidos de alcodis
hidrocarbonetos e compostos carbonilados com trés ou mais atomos de carbono.
Substancias como cetonas, compostos fenolicos, aminas e compostos sulfurados
podem ser encontrados em pequenas proporcdes, mas de grande importancia na
qualidade da bebida.

Do ponto de vista sensorial, as substancias podem ser classificadas como
desejaveis e ndo desejaveis, realgando o cheiro e o sabor da bebida ou
depreciando o paladar, sendo considerados como toxicos e atoxicos para a saude
do consumidor. Seja qual for a sua classificagdo, ¢ necessario realizar um
controle rigoroso quanto ao seu teor na bebida. As substdncias ndo desejaveis
sdo designadas de contaminantes e, de acordo com a sua natureza quimica,
recebem a classificacdo de orgéanicas e inorganicas (SIEBALD; CANUTO;
SILVA, 2009).

2.3.1 Alcoois superiores

Os alcoois superiores sdo considerados como substincias volateis
presentes na bebida; sendo formados por mais de dois atomos de carbono
provenientes da reagdo de degradagcdo de aminoacidos durante o processo de
fermentacdo ou das vias de degradacdo do proprio agicar (PENTEADO;
MASINI, 2009; VILELA et al., 2007). Os alcoois superiores, com trés a cinco
atomos de carbono, apresentam odores caracteristicos, conhecido como “buqué”,
tradicionalmente associados com bebidas destiladas, destacando-se os alcoois

amilico e propilico, e seus respectivos isdmeros. Acima disso, eles tornam-se
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oleosos e alguns lembram aromas de flores, diminuindo o valor comercial e a
qualidade da cachaca. (MAIA, 1999).

Os principais alcoois superiores encontrados nas cachagas sdo os alcoois
isoamilico  (2-metilbutanol-1), amilico (pentanol-1), isobutilico (2-
metilpropanol-1) e propilico (propanol-1) (CARDOSO, 2006; VILELA et al.,
2007).

Segundo Cardoso (2006), os alcoois superiores podem ser formados
quando a cana, ja cortada, permanece estocada por um periodo superior a 24
horas, para depois, ser moida. Do ponto de vista quantitativo, a formacao dos
alcoois superiores depende da cepa empregada, assim como da ocorréncia de
micro-organismos contaminantes. A formagao desses compostos € maior quando
a fermentagdo ¢ conduzida de maneira lenta, devido a fraca atividade do
fermento, a temperatura elevada e ao pH acido. Esses alcoois, assim como os
ésteres e aldeidos, em quantidades normais, sdo responsaveis pelo aroma e

sabor caracteristico da bebida.

2.3.2 Esteres

Os ésteres sdo formados pela reagdo de esterificacdo entre pequenas
quantidades de etanol e acidos carboxilicos, provenientes do processo de
fermentacdo. Normalmente, o acetato de etila representa aproximadamente 80%
de todos os ésteres da cachaca. Quando esses estdo presentes em baixas
concentragdes, proporciona um aroma agradavel de frutas a aguardente de cana;
porém, em grandes quantidades, confere a bebida um sabor enjoativo e
indesejado (PARAZZI et al., 2008). Os ésteres propanoato de etila, butanoato
de etila, pentanoato de etila, heptanoato de etila e acetato de hexila sdo
minoritarios em cachaca e potencialmente importantes ao aroma da bebida

(NOBREGA, 2003).
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Durante o processo de envelhecimento, alguns ésteres sdo formados pela
interconversdo dos compostos fenodlicos, tais como siringato de etila e vanilato
de etila, e outros sdo extraidos da madeira, como o homovanilato de metila e o
siringato de metila (VICHI et al., 2007).

Tanto a quantidade quanto a proporcao dos diferentes ésteres influencia
a percepcdo de aromas nas bebidas; fatores como o tipo ¢ quantidade de
fermento, temperatura, aeragdo e agitagcdo na fermentagdo e qualidade do caldo
influenciam fortemente a formagdo dos ésteres. A aeracdo ou agitagdo fornece
uma maior concentragao de oxigénio para as leveduras, que também interfere-se
na formagdo deste composto. Aparentemente a maioria dos ésteres ¢ produzida
nos ultimos estagios de fermentacdo, ao contrario dos alcoois, que sdo

produzidos abundantemente no inicio (BERRY, 1995).

2.3.3 Aldeidos

Os aldeidos sdo formados durante o processo de fermentagdo alcoolica.
Desses, a maioria ¢ indesejavel do ponto de vista toxico, sua formacdo tem
origem na ac¢do de leveduras durante estagios preliminares do processo de
fermentacdo, tendendo a desaparecer nas etapas finais pela oxidagdo a acido
acético, formado principalmente durante a aeragdo excessiva do mosto. O
principal aldeido formado nesta etapa de producdo da bebida € o acetaldeido. Os
demais aldeidos sdo obtidos provavelmente pela oxidagdo de alcoois superiores
(PEREIRA et al., 2003; CARDOSO 2006).

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

carcinogénico (OSBORNE et al., 2000).
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Na industria de bebidas, ¢ importante conhecer as concentragdes de
acetaldeido, pois ele tem um papel central na manifestacdo de intoxicagdo
alcodlica. A Legislagdo Brasileira estabelece, para aldeidos totais em cachaga, o
limite de 30,0 mg de acetaldeido por 100 mL de alcool anidro. Em vinhos, altas
concentragdes de acetaldeido resultam em um aroma herbaceo indesejavel

(AZEVEDO et al., 2007).

2.3.4 Acido Acético

Os 4acidos sdo compostos normalmente produzidos durante a
fermentacdo, sendo produzidos por leveduras ou bactérias provenientes de
contaminag¢do. O acido acético também pode ser formado por meio da conversdo
do aglcar na presenga de oxigénio e do levedo Saccharomyces cerevisae.
Quantidades elevadas de 4acidos estdo, frequentemente, associadas & pratica de
estocagem da cana e contaminagdes do mosto por bactérias acéticas, decorrentes
de um tempo excessivo de descanso entre o processo de fermentagdo e a
destilagdo (PEREIRA et al., 2003; CARDOSO, 2006).

Uma acidez elevada na cachaga ¢ sensorialmente desagradavel e esta
associada a praticas de estocagem da cana e contaminagdes do mosto com
bactéria acética. A presenga de acidos em pequena quantidade ¢ de grande
importancia para a qualidade da bebida, uma vez que, durante sua producao, os
acidos reagem com os alcoois presentes, aumentando a formagdo de ésteres

(CARDOSO, 2006).

2.3.5 Metanol

Entre todos os alcoois presentes na cachaga, o metanol € extremamente

indesejavel, devido a sua alta toxicidade. Sua ingestdo, mesmo em quantidades
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reduzidas, por longos periodos de consumo, pode ocasionar cegueira ou mesmo
a morte (BADOLATO; DURAN, 2000). Sua formagao é devido a degradacao da
pectina, um polissacarideo presente na cana-de-aglcar, durante o processo de
fermentacdo. Portanto, deve-se evitar uma fermentacao realizada na presenca de
frutas ricas em pectina, como laranja, maca, abacaxi e também a presenca de
bagacilhos no caldo da cana a ser fermentado (CARDOSO, 2006).

O metanol pode levar varios dias para ser excretado e demorar até 36
horas para manifestar os sintomas de cefaleia, vertigem, vomitos, dor intensa no
abdomen, visdo embagada, etc. Segundo Cardoso (2006), a oxidagdo do metanol
origina o acido formico, dioxido de carbono e agua. Tanto o acido férmico
quanto o didéxido de carbono apresentam caracteristicas acidas e, assim,
promovem a acidose no sangue e, como consequéncia disturbios no sistema
respiratério, levando até o coma. Os problemas visuais sdo os sintomas comuns
da intoxicacao; 15 mL de metanol provoca cegueira e de 10,0 a 100,0 mL pode

ser fatal.

2.3.6 Furfural

O furfural e o hidroximetilfurfural sdo contaminantes orgénicos
indesejaveis na bebida. A alta temperatura associada ao baixo pH do mosto
acarreta desidratacdo dos agtcares e hidrolise de polissacarideos dos bagacilhos
(celulose, hemicelulose, pectina e outros) formando 2-furfural (furfural) e 5-
hidroximetil-2-furfural (hidroximetilfurfural). As pentoses formam furfural
como principal produto de degradacdo, enquanto as hexoses formam
hidroximetilfurfural. Outros fatores, como o envelhecimento da bebida sob
condi¢des irregulares, a adicdo de caramelo e a pirogenizagdo da matéria

organica depositada no fundo dos alambiques, também, podem contribuir para o
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aumento no teor destes componentes. (FARIA et al, 2003 citado por
ZACARONI et al., 2011).

Masson et al. ( 2007), pesquisando o furfural e o hidoximetilfurfural em
cachagas produzidas de cana crua e cana queimada, mostraram que a queima e
requeima de cana de agucar antes da moagem, inflenciaram o aparecimento do
furfural e hidroximetilfurfural. Trabalhos de Azevedo et al. (2007) relatam que o
contato prolongado com o furfural pode causar dermatite, irritagdo da mucosa e

trato respiratorio, além de afetar o sistema nervoso central.

2.3.7 Cobre

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

Dos metais presentes, somente o cobre ¢ desejavel, desde que esteja
abaixo de limite estabelecido pela legislagdo. Sua toxicidade estd na grande
afinidade com os grupos SH de enzimas e proteinas. Estudos apontam que a sua
presenca na cachaca melhora as propriedades sensoriais, pois esse metal catalisa
a oxidacdo do gas sulfidrico e dos tidis, sulfito e dissulfeto, que sdo compostos
de baixa solubilidade, permanecendo na fracdo cauda, ocorrendo, assim, a
redugdo da concentragdo deles na bebida. O cobre também interfere no
equilibrio liquido-vapor, promovendo um aumento da concentragdo de acetato

de etila no destilado e uma diminui¢do da concentra¢do do acetaldeido. O cobre
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reage com os acidos carboxilicos, formando os organocupricos e contribuindo
para uma acidez mais equilibrada na bebida. (CARDOSO, 2006).

Para minimizar a contamina¢do da bebida por cobre, basta fazer uma
limpeza apropriada do alambique com 4gua e limdo. No entanto, os produtores
nao acatam essa medida e preferem utilizar filtros de resina de troca ionica ou de
carvao ativado, apds a destilacdo. Esse procedimento remove o cobre, podendo
remover também outras substancias importantes no aroma e sabor da bebida

(LIMA et al., 2009).

2.3.8 Acroleina

Segundo Cardoso (2006) e Azevédo et al. (2007), a formacdo de
acroleina ocorre durante o processo de fermentagdo, por meio da desidratacao do
glicerol associado a bactérias termofermentativas. Acredita-se que o aroma
penetrante e apimentado em bebidas recém-destiladas, uisques conhaques ou
rum seja causado pela acroleina. Nos ultimos anos, tem-se observado um
consideravel interesse por parte do WHO (World Health Organization),
particularmente pela IARC (International Agency for Research on Cancer), para
identificar esses e outros congéneres presentes em bebidas alcoodlicas que podem
ser carcinogénicos, mutagénicos ou toxicos (NASCIMENTO et al., 1997). A
quantifica¢do dos teores da acroleina em cachaga faz-se necessario visto que a
Legislagdo Brasileira estabelece o limite maximo de 5 mg/100 mL de alcool

anidro, acima desse limite, a bebida estara impropria para ser comercializada.
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2.3.9 Carbamato de Etila

O carbamato de etila vem despertando grande interesse devido ao seu
alto potencial carcinogénico, sendo sua quantificacdo exigida pela legislacdo a
partir de 2014 (BRASIL, 2005). No entanto, sua origem e formacao ainda nao
estdo bem elucidadas. Alguns autores acreditam que se origina da degradacdo de
aminoacidos, outros que venha de reagdes entre o etanol e o acido cianidrico
catalisado pelo cobre ou pela auto-oxidacdo de compostos insaturados induzidos
pela radiagdo ultravioleta (CARDOSO, 2006; MASSON, 2009).

O carbamato de etila ¢ encontrado naturalmente em baixas
concentragoes, em diferentes bebidas alcoodlicas e em alguns alimentos
fermentados. Geralmente, sua formagdo envolve a rea¢do entre o etanol e
precursores nitrogenados, tais como ureia, fosfato de carbamila e cianeto
(MACKENZIE et al., 1990; ARESTA et al., 2001; BOSCOLO, 2002).

Diversos autores relatam sobre a quantificagdo desse composto em
cachacas. Andrade-Sobrinho et al. (2002), analisando 126 amostras de cachacas
provenientes de diferentes locais, obtiveram concentragdo média de 770 pg/L.
Barcelos et al. (2007), trabalhando com diferentes cachacas do estado de Minas
Gerais, encontraram niveis de carbamato de etila que variaram de ndo detectado
a 643,5 yug/L; em algumas amostras os valores do carbamato de etila ndo
estavam dentro da legislagdo vigente (150 pg/L). Em vinhos e seus derivados,
saqués, cervejas, licores, bebidas destiladas, como aguardentes de frutas, uisque,
foram encontradas quantidades que variam de 5 a 1000 pg/L (ppb), excedem
1000 pg/L em alguns tipos de bebidas destiladas, segundo pesquisas realizadas
pela Food And Drug Administration (FDA).
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2.4 Envelhecimento

O envelhecimento da bebida em tonéis de madeira ¢ uma etapa
importante, que se tornou uma pratica comum entre os produtores de cachagas,
com intuito de agregar valor ao produto, tornando mais competitivo no
mercado. Essa etapa € responsavel por melhorias nas caracteristicas sensoriais
da cachaga, tornando seu sabor mais agradidvel e suave. Durante o
envelhecimento, sdo incorporadas a bebida substancias oriundas da madeira
(ABREU-LIMA, 2005).

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 dgua, que ocorre em fungdo das condigdes de
umidade relativa e da temperatura do local de armazenamento. No entanto, as
perdas ao longo do ano dependem de varios outros fatores, como dilatagdo e
contracdo da cachaca dentro do tonel, vazamentos e expulsdo de cachaga por
frestas e consequente aspiragdo de ar por contragdo no resfriamento em
ocorréncias sucessivas, devido a inadequacao de instalagdes de ambientes, além
do modo de armazenamento (MIRANDA et al., 2006).

Mori et al. (2006) citam as reacdes entre os compostos secundarios
provenientes da destilacdo, a extragdo direta de componentes da madeira, a
decomposi¢cdo de macromoléculas da madeira (celulose, hemicelulose e lignina)
e a subsequente incorporagdo desses compostos na bebida, podendo ocorrer
também reagdes entre os compostos da madeira com os componentes originais
do destilado.

Os principais compostos extraidos da madeira pelos destilados sdo os
0leos volateis, compostos fendlicos, substincias tanicas, agucares, glicerol e
acidos organicos ndo volateis, que modificam o aroma, sabor e a coloragdo da

bebida (Mori et al. (2006) citado por Zacaroni, (2009).
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Varios fatores influenciam a qualidade da cachaga envelhecida, como a
espécie da madeira e sua composi¢ao quimica, o tamanho e o historico do tonel,
pré-tratamento dos barris, condi¢des ambientais e tempo de envelhecimento.
Esses devem ser observados, pois irdo influenciar nas interagdes entre a bebida e
a madeira. Quando a bebida ¢ envelhecida em temperaturas mais elevadas e em
recipientes menores, ha uma maior extragdo e, conseqiientemente, uma maior
concentragdo de componentes da madeira. Bebidas envelhecidas em ambientes
cuja temperatura varia de 9 a 15°C e a umidade relativa é préoxima a 73%,
apresentam um aroma mais fino e agradavel (DIAS, 2009).

O tratamento térmico € o tratamento mais comum sofrido pela madeira
durante o processo de envelhecimento. Esse termo tratamento € necessario para
dar forma aos barris, bem como para modificar as estruturas moleculares da
madeira, causando a degradacdo de polimeros, como polissacarideos e
polifendis, permitindo o aparecimento de novas substancias aromaticas (acidos
benzoicos, acidos cindmicos, fenois, etc), que conferem um sabor diferenciado
as bebidas envelhecidas (LEAO, 2006). Pesquisas anteriores realizadas por
Campos et al. (2004), avaliando as relagdes entre o tratamento térmico das
madeiras (amburana e balsamo) e as concentragdes de fenolicos (acidos vanilico
e siringico, siringaldeido, coniferaldeido e sinapaldeido) para o envelhecimento
da cachaga, mostraram que cada madeira necessita de condigdes especificas
durante o tratamento, a fim de se obter uma extragcdo mais efetiva dos compostos
fenodlicos presentes.

Walder et al., 2004 citam que o uso das radiacdes ionizantes pode ser
uma nova técnica para o tratamento dos tonéis e das madeiras para maturagdo e
envelhecimento de bebidas, aumentando a taxa de extracdo e de reagdes entre os
compostos, permitindo uma extragdo mais rapida dos compostos presentes na

madeira. Concluiram que as cachacgas irradiadas com as doses de 150 e 200 Gy
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obtiveram maior aceitacdo sensorial pelos provadores e maior concentragdo de

compostos fendlicos.

2.5 Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos estdo entre as substidncias com atividade
bioloégica mais estudada em alimentos. Possuem um anel aromatico em sua
estrutura, com uma ou mais hidroxilas. Sao substancias amplamente encontradas
no reino vegetal, produzidas naturalmente pelas plantas em reposta as varia¢des
ambientais. Abrangem cerca de aproximadamente 8.000 compostos com
diferentes estruturas quimicas. Possuem influéncia direta sobre pardmetros
sensoriais, tais como conferéncia de cor e adstringéncia (FERNANDEZ-
PANCHON et al., 2011).

Os compostos fendlicos englobam desde moléculas simples até
moléculas com alto grau de polimerizagdo, divididos em duas categorias: pouco
distribuidos na natureza, e polimeros largamente distribuidos na natureza. No
primeiro grupo, encontra-se um numero bem reduzido, embora com uma certa
frequéncia. Nesses grupo, estdo os fenois simples, o pirocatecol, a hidroquinona
e o resorcinol. Pertencem ainda a essa familia os aldeidos derivados dos acidos
benzoicos, que sdo constituintes dos Oleos essenciais, como a vanilina
(MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2004).

Na familia dos compostos largamente distribuidos na natureza, estdo os
fenolicos encontrados geralmente em todo o reino vegetal. Esse grupo pode-se
dividir em flavonoides (antocianinas, flavonois e seus derivados) e acidos
fenolicos (acidos benzoico, cinamico e seus derivados) e cumarinas (ANGELO;
JORGE. 2007).

As propriedades quimicas dos compostos fendlicos estdo relacionadas

com a atividade antioxidante que cada fenol exerce sobre determinado meio.
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Essa atividade, por sua vez, dependera das suas estruturas quimicas, podendo ser
determinada pela acdo da molécula como agente redutor, velocidade de
inativagdo do radical livre, reatividade com outros antioxidantes e potenciais de
quelagdo de metais (OLDONI, 2010).

De acordo com seu modo de acdo como antioxidante, os compostos
fenodlicos sdo incluidos na categoria de interruptores de radicais livres, sendo
muito eficientes na prevencdo da autoxidagdo. Os processos de oxidacdo de
substancias organicas sdo uma das principais causas na redugdo de vida de util
dos produtos alimenticios industrializados, bem como das matérias primas em
geral. Portanto, o conhecimento e compreensdo dos mecanismos de reacdo e as
formas de controle para os mesmos sdo de suma importancia econdmica para a
industria alimenticia. Entre as principais reagdes de oxidacdo em produtos
alimenticios, destacam-se o escurecimento enzimatico ¢ a oxida¢do lipidica,
causando alteragdes sensoriais, envolvendo o desenvolvimento de notas
aromaticas desagradaveis, denominadas de uma forma generalizada de ranco.
Essa reagdes ocorrem com os substratos especificos, que sdo os acidos graxos,
encontrados normalmente na constituicdo dos glicerideos (ANGELO; JORGE,
2007).

Os mecanismos de reagao para explicar a ocorréncia desses processos de
deterioracdo em lipidios ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Sabe-se, no
entanto, que podem se oxidar por meio de mecanismo via enzimdtica ou nao
enzimatica. Os alimentos contendo significantes teores de acidos graxos
polinsaturados tém contribuido pela necessidade de empregar agentes
antioxidantes para previnir a oxidacdo; esses agentes oxidantes tendem a
estabilizar os acidos graxos em alimentos mediante de uma reacdo com radicais
livres, quelando ions metalicos e oxigénio, interrompendo a fase de propagacio
da oxidagdo lipidica. Os antioxidantes naturais ou artificiais apresentam fungdes

similares; sendo que vem sendo questionada a salubridade de alguns
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antioxidantes comerciais, vistos que alguns estudos t€ém demonstrado que eles
podem favorecer efeitos mutagénicos e carcinogénicos (BIRCH et al., 2001).

Os compostos fendlicos apresentam uma grande gama de efeitos
biolodgicos, incluindo agdes antioxidantes, antimicrobiana, anti-inflamatoria e
vasodilatadora. Esses compostos fendlicos também apresentam diversas fungdes
de defesa para as plantas, ndo somente contra agentes do meio ambiente, como
luz, temperatura ¢ umidade, mas para fatores internos, incluindo diferengas
genéticas, nutrientes, hormonios, contribuindo pra sua sintese. (ANGELO;
JORGE, 2007).

Quanto as bebidas alcoolicas, o vinho tinto ¢ um dos produtos que
apresenta uma elevada ag@o antioxidante, em razdo da presenca de altas
concentragdes de substincias polifenodlicas, como taninos, acidos fenolicos,
flavondides, catequinas e antocianinas. Mesmo que a composi¢do polifenolica
dos vinhos seja altamente dependente do tipo de uva, das condi¢des climaticas,
das técnicas de cultivo e producédo e da forma de armazenamento, estima-se que
todos os tipos de vinho exercam uma importante acdo protetora contra doengas
cardiovasculares e degenerativas (GALLICE et al., 2011).

Diversas metodologias tém sido propostas, para determinagdo da
atividade antioxidante, no qual o radical DPPHe (1,1-difenil-2-picrilhidrazil),
que ¢ um radical livre e estavel, na presenca de um antioxidante doador de
hidrogénio (AH), pode ser reduzido em meio alcodlico, formando difenil

picrilhidrazina, como mostrado na figura 1 (KOLEVA et al., 2002).
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Figura 1 Mecanismo de redu¢do do radical livre DPPH

Nesse método, ocorre a reducdo do radical livre do reagente DPPHe.
Esse apresenta cor purpura que absorve em aproximadamente 515 nm. Por agdo
de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R¢), o DPPHe ¢ reduzido
formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, podendo a reagdo ser
medidas por absorbancia (ARBOS, 2009).

Nessa reagdo, a medida que o radical livre sofre reducdo pelos
compostos presente na bebida, observa-se uma mudanga da coloracdo violeta
intensa, que ¢ a original da solucdo, para uma coloragdo amarela, e que pode ser
medida espectrofotometricamente. A descoloracdo se deve ao pareamento, dos
elétrons do DPPHe disponiveis; assim, quanto maior a atividade antioxidante,
menor sera a coloragcdo violeta da solugdo e maior a coloracdo amarela.
(ARBOS, 2009).

Entre os compostos extraidos da madeira e incorporados a bebida,
destacam-se os compostos fenolicos, que t€ém sido largamente estudados pelo
fato de serem especificos para cada espécie de madeira utilizada para o
armazenamento da bebida, bem como por apresentarem conhecidas propriedades

antioxidantes (ANJOS et al., 2011).
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Oliveira (2009) cita alguns métodos para a determinagdo de compostos
fenolicos totais, empregando a metodologia que utiliza o reagente de Folin-
Ciocalteau. O reagente de Folin-Ciocalteau consiste de mistura dos acidos
fosfomolibidico e fosfotungstico, Nessa real o molibdénio se encontra no estado
de oxidacdo (VI) (cor amarela no complexo Na,MoQO,4.,H;0); porém, em
presenca de certos agentes redutores, como os compostos fenolicos, formam-se
os chamados complexos molibdénio-tungsténio azuis [(PMoW,,04)*], nos quais
a média do estado de oxidagdo dos metais esta entre 5 (V) e 6 (VI). Essa
coloracdo permite a determinacdo da concentracdo das substancias redutoras
que, ndo necessariamente, precisam ter natureza fenodlica. Um exemplo da
reacao de Folin-Ciocalteau ocorre com o padrao acido galico em meio basico
(FIGURA 2), gerando anions fenolatos, ocorrendo uma reacdo de oxirreducgdo
entre o anion fenolato e o reagente de Folin, na qual, segundo Singleton,
Orthofer e Lamuela-Raventos (1999), o molibdénio, componente do reagente de
Folin-Ciocalteau, sofre reducdo e o meio reacional muda de coloragdo amarela

para azul, por meio das seguintes reagdes:

COOH coo"
Nach3
_—

HO OH HO OH

OH OH

COoO" Ccoo”

+2Mo® — 5 +2 Mo® + 2 HY

HO OH o OH

OH o)

Figura 2 Reagdo do acido galico com molibdénio, componente do reagente de
Folin- Ciocaulteau
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2.6 Compostos fendlicos presentes em cachacas envelhecidas

Um grande numero de compostos presentes em aguardentes
envelhecidos em tonéis de madeira sio proveniente da degradagdo de
macromoléculas da madeira (hemicelulose, celulose, lignina e tanino). S&o
extraidos pela bebida os dleos volateis, substancias tanicas, aldeidos fenolicos,
glicidios, agucares, glicerol, acidos organicos ndo volateis e esteroides que
modificam o aroma e sabor da bebida (CARDELLO; FARIA, 2000). Esse efeito
esta intimamente ligado a composi¢do quimica da madeira utilizada. Alguns
compostos derivam da hemicelulose e celulose, como os glicidios (glicose,

arabinose, xilose ¢ manose) (FLANZY, 2003).

Numerosos compostos fenodlicos estdo presentes em varias
espécies de madeiras. Esses compostos incluem um grande numero de
acidos, aldeidos, alcoois, flavonoides, taninos e cumarinas. Entre os
fendis mais simples, de baixo peso molecular, estdo os derivados da
degradagao da lignina, como vanilina, siringaldeido, coniferaldeido, e
sinapaldeido e, entre os fendis mais complexos, estdo as cumarinas e

os flavonoides (SOARES, 2002).

As cumarinas, escopoletina, acidos galico e elagico sdo os componentes
majoritarios em madeira de carvalho. Além dos compostos acima mencionados,
encontram-se também os dcidos e aldeidos aromaticos derivados da lignina
(acidos cindmico, vanilina, siringaldeido, coniferaldeido e sinapaldeido)

(CARDELLO; FARIA, 2000).



39

Os terpenos e seus derivados, compostos aromaticos alifaticos,
furanicos, os 6leos volateis também estdo presentes nas diferentes tipos de
madeiras. Os terpenos e seus derivados representam um grupo diversificado de
compostos que estdo amplamente distribuidos na madeira. Muitos destes
compostos ja foram identificados, muitos dos quais possuindo aromas potentes e
caracteristicos.

Na madeira de carvalho a vanilina é oxidada a acido vanilico (aroma de
baunilha). Os principais compostos fendlicos encontrados em cachagas
armazenadas em tonéis de carvalho sdo: acidos galico, vanilico, siringico e
siringaldeido. Em cachacas armazenadas em tonéis balsamo, castanheira e
jequitiba os principais compostos fenolicos encontrados sdo: acido galico,
siringaldeido, &cido vanilico e acido siringico. A queima das barricas promove a
degradacgdo da lignina, obtendo-se uma extracdo mais rapida de compostos para
a bebida. No caso do carvalho e algumas outras madeiras, a vanilina proporciona
caracteristica sensoriais desejaveis a bebida (FLANZY, 2003).

Os compostos fendlicos presentes em cachacas envelhecidas sdo
responsaveis pelo gosto, aroma, sabor e flavour da bebida (SOARES, 2002). Os
principais compostos incorporados a cachaca estdo relatados na literatura e estiao

descritos na Figura 3.
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Figura 3 Principais compostos fendlicos incorporados & aguardente de durante o
processo de envelhecimento

2.7 Doengcas transmitidas por alimentos - DTA

As principais doencas de origem alimentar, ou transmitidas por
alimentos, sdo de vital interesse para a saude publica. Doengas transmitidas por
alimentos (DTA) sdo definidas como qualquer doenga infecciosa ou de natureza
toxica causada pelo consumo de alimentos ou 4gua contaminados por bactérias,

virus, parasitas, toxinas, agrotoxicos, produtos quimicos e metais pesados. A
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maioria, no entanto, ¢ de origem microbiana. (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, WHO, 2004).

De acordo com Jay (2005), as bactérias sdo os principais micro-
organismos envolvidos nos processos de contaminagdes de alimentos, pois
atuam sobre numerosos tipos de substratos, sob diferentes faixas de temperatura
e de pH, bem como de condigdes do meio ambiente. Casos de DTA ocorrem
diariamente em todos os paises, mas como a maioria ndo ¢ relatada, a verdadeira
dimensao do problema ¢ desconhecida.

Apesar da evolugdo dos conhecimentos sobre micro-organismo, dos
mecanismos de intoxicagdo e das técnicas de higienizacdo, tem-se observado
ainda ocorréncia de um numero elevado de surtos e de casos de (DTA)
(ANDRADE, 2011).

Doenga transmitida por alimentos ¢ um termo usado para definir uma
sindrome que se caracteriza por apresentar sintomas como anorexia, vOmitos
e/ou diarréia, acompanhada ou ndo de febre, atribuida & ingestdo de alimentos
contaminados. Além desses sintomas, ainda podem ocorrer infecgdes extra-
intestinais, em diferentes Orgdos e sistemas, como meninges, rins, figado,
sistema nervoso central, terminagdes nervosas periféricas e outros, de acordo
com o agente envolvido (BRASIL, 2010).

A maioria dos surtos provocados por DTA tem sido relacionada a
ingestdo de alimentos com boa aparéncia, sabor ¢ odor normais, sem qualquer
alteragdo sensorial visivel. Isso ocorre porque a dose infectante de patogenos
alimentares geralmente ¢ menor que a quantidade de micro-organismos
necessaria para degradar os alimentos. Problemas como esses dificultam a
rastreabilidade dos alimentos causadores de surtos, tendo em vista que na maior
parte dos casos os consumidores afetados dificilmente conseguem identificar os
alimentos fonte da DTA. Alimentos com caracteristicas sensoriais alteradas

dificilmente causam surtos alimentares, pois normalmente sdo rejeitados devido
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a sensacdo repulsiva que causam aos consumidores. Nessas condigdes, a
contamina¢do microbiana ¢é elevada, podendo ultrapassar numeros da ordem de

10 UFC/g de alimento (FORSYTHE, 2010).
2.7.1 Escherichia coli

A principal causa de doencgas diarreicas ¢ a ingestdo de alimentos e/ou
agua contaminados por micro-organismos patogénicos. Um dos agentes
etiologicos das infecgdes entéricas é a bactéria Escherichia coli, sendo a
principal representante do grupo dos coliformes termotolerantes. Pertence a
familia Enterobacteriaceae, apresentam-se como bastonetes Gram negativos, nao
esporogénicos, aerdbios ou anaerobios facultativos, capazes de fermentar a
lactose com produgdo de gas, em 24 a 48 horas a 44,5 — 45°C (SILVA;
JUNQUEIRA, 2007).

A espécie Escherichia coli inclui cepas ndo patogénicas que tém como
habitat o trato intestinal de humanos ¢ animais sadios, e cepas altamente
patogénicas, responsaveis por provocarem surtos de doengas em humanos e
animais, com consideravel taxa de mortalidade. Sua presenca em alimentos e
agua indica contaminacdo direta ou indireta de origem fecal, sendo considerada
o indicador classico da possivel presenca de micro-organismos patogé€nicos
(JAY, 2005; TORTORA, 2000).

Assim, contagens elevadas de E. coli relacionam-se a falta de higiene e
falhas no processamento de alimentos. O leite, carne e seus derivados podem
sofrer contaminagdo direta ou indireta por esse micro-organismo. Tem sido
demonstrado que essa bactéria é capaz de sobreviver as condi¢cdes de
processamento de queijos, incluindo a maturacdo (KARPER et al., 2004).

De acordo com Germano ¢ Germano (2003), a agua contaminada com

despejos de esgoto € uma das mais importantes vias de transmissdo do agente na
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natureza. Por outro lado, qualquer alimento exposto a contaminagdo fecal, seja
através de preparo ou dos manipuladores infectados, pode veicular a E. coli. A
infecgdo por E coli tem periodo médio de incubagio de 36 horas e caracteriza-se
por diarreia aquosa com muco, nauseas, dores abdominais, vomitos e febre. Na
forma eteroinvasora, o periodo de incubagdo ¢ de apenas 11 a 21 horas e os
sintomas sdo diarreia, disenteria, colicas, febre e mialgia.

Por esses motivos, cuidados especiais devem ser tomados com as aguas
de abastecimento, com a higiene dos operarios que manipulam alimentos e com
a limpeza e desinfec¢do dos equipamentos, instalagdes e instrumentos em geral.
Deve-se tomar cuidados também no uso adequado das técnicas de oclusdes, no
momento da evisceragdo dos animais abatidos. E importante a cocgdo adequada
e o acondicionamento dos alimentos sob refrigeracdo, depois de manipulados em

atmosfera controlada (PARDI et al., 2005).

2.7.2 Staphylococcus aureus

Entre os diversos tipos de micro-organismos que podem ser transmitidos
pelo leite, carne, ovos e seus derivados, destaca-se o Staphylococcus aureus.
Esse ¢ um patdogeno contagioso da mastite, sendo disseminado durante o
processo de ordenha, e também por alimentos que passam por varios processos
de manipulacao.

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcaceae,
apresentam-se como cocos Gram-positivos, ndo esporulados, anaerdbio
facultativo (JAY, 2005). E um organismo coagulase positivo, oxidase negativo e
aerobico facultativo, podendo crescer em uma ampla margem de temperatura,
tendo como limite minimo e maximo 7°C e 49°C, respectivamente, e a produgao
de toxinas ocorre na faixa de 10°C — 48°C, mas a faixa 6tima de sua produgdo ¢

de 40°C - 45°C (TORTORA, 2000).
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O habitat principal de Staphylococcus aureus é em humanos e animais;
¢ a mucosa naso-faringea, onde forma parte da microbiota normal. Organismos
presentes no nariz podem contaminar facilmente a pele; assim, portadores nasais
podem ser portadores cutaneos (FUEYO; MENDONZA; MARTIN, 2005).

E a partir da cavidade nasal que o micro-organismo atinge a epiderme,
ar, agua, solo, alimentos, ou qualquer outro objeto que entre em contato com o
individuo. Os portadores nasais de S. aureus, ao manipularem alimentos, podem
se tornar importante fonte de contaminagdo. Os produtos lacteos sdo os
principais substratos alimenticios para esse micro-organismo. A versatilidade
nutricional e a capacidade de crescerem em diferentes condigdes ambientais
fazem com que o S. aureus desenvolva-se com facilidade em varios alimentos
(FRANCO; LANDGRAF, 1996).

Devido a capacidade de produzir infecgdes em diversos tecidos do corpo
humano, esse micro-organismo estd associado a altas taxas de mortalidade e
morbidade. E capaz de adquirir resisténcia a antibidticos e de sobreviver em
diferentes condigdes ambientais, 0 que o torna um perigoso agente infeccioso no
ambiente hospitalar. Considerando o cenario epidemiologico mundial, esse
micro-organismo ¢ considerado a terceira causa mais relevante de DTAs.

(SAGINUR; SUH, 2008).

2.7.3 Listeria monocytogenes

Segundo Jay (2005), a L. monocytogenes estd representada por 13
sorovares, alguns dos quais sdo compartilhados por L. innocua e por L. seeligeri.
Embora L. innocua esteja representada somente por trés sorovares, muitas vezes
¢ considerada uma variante nao patogénica de L. monocytogenes. A grande
heterogeneidade antigénica dessa ultima espécie pode estar relacionada com o

grande nimero de hospedeiros animais nos quais ¢ capaz de multiplicar-se.
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A espécie Listeria monocytogenes apresenta-se na forma de bastonetes
curtos Gram-positivos, sendo ndo formadora de esporos, méveis (com flagelos
peritriquios), catalase positiva, oxidase negativa, halotolerantes, desprovida de
capsula. E amplamente distribuida na natureza, podendo ser isolada do solo e
fezes de humanos e de animais (JAY, 2005). Crescem em temperatura de 1 a
45°C, sendo a faixa o6tima de 30 a 37°C, embora existam relatos sobre o
crescimento a 0°C. Suportam repetidos congelamentos ¢ descongelamentos.
(MANTILLA et al., 2007).

De acordo com Jay (2005), a ingestdo de alimentos contaminados por L.
monocytogenes pode vir afetar principalmente individuos imunodeprimidos,
gestantes e recém-nascidos. Manifesta-se por gastroenterites, meningites,
encefalites, infeccdes transmitidas da gestante para o feto e septicemias,
resultando na morte de 25 a 30% dos casos (KHELEF et al., 2005; SILVA;
JUNQUEIRA, 2007).

Segundo Silva e Junqueira (2007), a dose infectiva é desconhecida, mas,
acredita-se variar conforme a cepa e a susceptibilidade do individuo atingido. O
periodo de incubagdo ¢ varidvel, havendo casos de surtos com periodos que vao
de trés a sete dias apos a exposi¢ao ao produto contaminado.

Os mecanismos pelos quais causa listeriose ainda ndo estdo bem
definidos. Sabe-se, entretanto, que a bactéria produz algumas toxinas,
destacando-se as toxinas hemoliticas (hemolisinas) e as toxinas lipoliticas,
responsaveis pelo aumento na producdo de monocitos e pela depressdo na

atividade de linfécitos (MANTILLA et al., 2007).

2.7.4 Salmonella Choleraesuis

Salmonella é o principal agente de doengas de origem alimentar em

varias partes do mundo e também no Brasil. O género Salmonella pertence a
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familia Enterobacteriaceae e se apresenta na forma de bastonetes, Gram
negativos, ndo produtores de esporos, anaerébios facultativos, oxidase negativa e
catalase positiva. O organismo apresenta crescimento 6timo a 37°C, sendo o pH
7 ideal, variando entre 4 ¢ 9 (SILVA; JUNQUEIRA, 2007).

Oficialmente o género apresenta duas espécies, S. enterica e S. bongori,
que incluem atualmente 2.519 e 22 sorotipos, respectivamente (POPOFF;
BOCKEMUHL; GHEESLING, 2004)

A incidéncia de salmonelose humana vem aumentando em varias partes
do mundo, mesmo com todo o desenvolvimento tecnolégico utilizado na
producdo de alimentos e a adocdo de melhores medidas higiénicas
(GUIMARAES et al., 2001).

A Salmonella. ¢ um micro-organismo amplamente difundido na
natureza, sendo o homem e os animais seus principais reservatorios naturais, De
acordo com (MESQUITA et al., 2006), os mais variados tipos de alimentos
estdo envolvidos em surtos de infec¢do alimentar com Salmonella, mas
principalmente o encontramos em alimentos de origem animal, como ovos e
carnes de aves e seus derivados.

Para Germano e Germano (2003), a transmissdo ocorre através de um
ciclo de infeccdo entre o homem e animais, pelas fezes, agua e alimentos,
particularmente os de origem animal e também alimentos submetidos a
irrigacdo, com aguas contaminadas por esgotos, ou diretamente com material
fecal utilizado como fertilizante, como no caso de produtos de origem vegetal.

De acordo com Jay (2005), a sindrome ¢é causada pela ingestdo de
alimentos que contenham numeros significativos de espécies ou sorovares nio
hospedeiro especificos do género Salmonella. Os sintomas consistem em
nauseas, vOmitos, dores abdominais (ndo tdo agudas como na intoxicagdo

estafilocécica), dor de cabeca, calafrios e diarreia. Esses sintomas sdo

geralmente acompanhados por fraqueza, fadiga muscular, febre moderada,
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nervosismo e sonoléncia, os quais persistem por 2 a 3 dias. A taxa de
mortalidade, em media, ¢ de 4,1%, variando de acordo com a faixa etaria
envolvida, sendo de 5,8% durante o primeiro ano de vida, 2% entre o primeiro e
0s 50 anos e de 15% em pessoas acima de 50 anos.

Esse controle pode também ser facilitado pelo tratamento dos efluentes e
dos dejetos de origem animal, higiene no abate de animais, pasteurizagdo do
leite, manipulagdo adequada e higiénica, conservagdo e coc¢do em temperaturas
corretas, tratamento dos animais enfermos, prescri¢do cuidadosa de antibidticos
nos casos humanos (e animais), visando a reduzir o nimero de cepas resistentes

(GERMANO; GERMANO, 2003).

2.7.5 Pseudomonas aeruginosa

O género Pseudomonas ¢é extremamente importante na industria leiteira,
por ser constituido por espécies capazes de se desenvolverem a uma temperatura
igual ou menor a 7°C, independentemente da sua temperatura Otima de
crescimento (ROBINSON, 1987).

A espécie Pseudomonas aeruginosa tem sido responsavel pela maioria
dos casos de doenca infecciosa no homem, como infec¢des urinarias e
respiratdrias, pneumonias, meningites, endocardites e diversos outros tipos de
infec¢do, especialmente em individuos imunossuprimidos, idosos e criangas
(MALLET et al., 2007).

Pseudomonas aeruginosa ¢ uma bactéria Gram negativa, aerdbica
obrigatoria, possui flagelos, ndo esporulada, capaz de crescer em ambientes
simples e causa infecgdes cronicas por biofilmes em individuos
imunocomprometidos (MASSAGUER, 2005). Essas infecgdes sdo notoriamente

dificeis de se tratar, devido a alta resisténcia dos biofilmes a antibidticos. Sdo

oxidase e catalase positiva que crescem a 37°C e a 42°C; possui o metabolismo
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oxidativo, tolera valores de pH relativamente altos e ¢ capaz de sobreviver em

substratos com pequenas quantidades de nutrientes (TRABULSI, 2002).

2.8 Contaminacao por fungos filamentosos

A contaminagdo e a deterioragdo dos alimentos causados por fungos sao
muito comuns. A contaminacdo por fungos ¢ importante ndo apenas sob o ponto
de vista sensorial, mas também pelo perigo que a produ¢do de micotoxinas
representa para o consumidor.

As exigéncias no controle de qualidade e nas condi¢des higiénico-
sanitarias dos produtos sdo fundamentais e estdo se tornando cada vez mais
rigorosas, especialmente para os produtos destinados a alimentacdo humana e
animal. Contaminac¢des em alimentos causadas por fungos tém sido assunto de
diversas pesquisas no mundo. Estima-se que aproximadamente 25% da producao
anual de alimentos sdo deteriorados por fungos. Parte desses mico-organismo
tem potencial para a produgdo de micotoxinas e representam um dos fatores de
preocupacao para a saude (VARGA et al., 2003).

As espécies de fungos toxigé€nicos sdo encontradas em todo o mundo,
muitas vezes em solos de regides temperadas e tropicais, ¢ a produgdo da
micotoxina estd sujeita a diversas influéncias, como: fatores geograficos e
sazonais, praticas de cultivo, colheita, estocagem, transporte dos produtos
agricolas, umidade, temperatura e susceptibilidade do produto a contaminagao.
Fatores biologicos como a coéxisténcia de outros fungos como patéogenos
também podem levar a biossintese dessas toxinas. Os fungos toxigénicos podem
ser encontrados contaminando as sementes antes ou apos a colheita, € mesmo
quando seu crescimento ndo ¢ visivel, grandes quantidades de micotoxina ja

podem ter sido produzidas, pois as condi¢des 6timas para sua producao nao sao,
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muitas vezes, as condi¢des otimas para o crescimento do fungo. (BHATNAGAR
et al., 2002).

As micotoxinas sdo definadas como metabolitos secundarios de fungos
filamentosos, toxicos ao homem e animais, mesmo em pequenas concentragdes.
Entre os varios patogenos fungicos, destaca-se o género Aspergillus como um
dos mais importantes, pois, em geral, sdo capazes de produzir micotoxinas em
graos no campo, durante o transporte e armazenagem, sendo responsaveis por

doengas em animais ¢ humanos (BENNETT; KLICH, 2003).

2.8.1 Aspergillus flavus

A presenca do fungo no alimento ndo implica, obrigatoriamente, a
presenca de micotoxina, assim como a toxina pode estar presente no alimento
mesmo na auséncia do fungo. Os Aspergillus flavus crescem em uma
temperatura de 25 a 35°C, sendo sua temperatura 6tima de crescimento de 25°C;
possui atividade de agua entre 0.91 — 0.97 (PEREIRA et al., 2002). As espécies
Aspergillus flavus, sdo capazes de produzir metaboélitos secundarios toxicos, “as
aflatoxinas”, além de alterarem as condigdes fisicas dos produtos, reduzirem o
valor nutritivo, alterarem o aspecto externo e favorecem a agdo de outros agentes
de deterioracao, como leveduras, bactérias e insetos (ATANDA et al., 2007).

Esses metabolitos secundarios, como as aflatoxinas secretados por
fungos do género Aspergillus flavos, tém recebido grande atengdo devido aos
efeitos carcinogénicos e toxicos que podem provocar em animais e seres
humanos (PEREIRA et al., 2002). As principais toxinas de interesse sdo
designadas de aflotoxina B1, B2, G1 e G2. Essas sdo geralmente encontradas
associadas em varios alimentos e ragdes, em diferentes proporgdes. Entretanto, a

aflatoxina B1 ¢é geralmente predominante, sendo considerada a mais toéxica
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(RASOOLI; OWLIA, 2005). A espécie A. flavus, na maioria das vezes, produz
somente duas aflatoxinas B1 ¢ B2 (TANIWAKI; SILVA, 2010).

Aflatoxicose € uma intoxicagdo resultante da ingestdo da aflatoxina em
alimentos ¢ ragdes contaminadas. As contaminagdes ocorrem com maior
intensidade em nozes, amendoins e outras sementes oleosas, incluindo o milho e
sementes de algoddo. A aflatoxina causa necrose aguda, cirrose e carcinoma de
figado em diversas espécies animais, sendo nenhuma dessas € resistente aos
efeitos toxicos da aflatoxina, assumindo-se que humanos possam ser igualmente

afetados (ATANDA et al., 2007).

2.8.2 Aspergillus niger

Os Aspergillus niger apresentam distribui¢do geografica mundial como
espécies deteriorantes de alimentos e sendo também uma espécie amplamente
utilizada nos processos de biotecnoldgicos; ¢ a uUnica que possui o ‘status”
(“Generally Regarded as Safe”) pela Food And Drug Administration. Sao
frequentemente responsaveis pela contaminagdo pos-colheita de frutas, como as
uvas, alguns vegetais e graos. Essa espécie cresce a temperaturas de 30 - 35°C e
atividade de agua entre 0.93 — 0.98 (KLICH, 2002).

A produgdo de ocratoxina A normalmente ocorre a 20 — 25°C ¢ 0.95 —
0.98 de atividade de agua. Devido as suas caracteristicas fisioldgicas, essa
espécie se torna predominante em regioes ou em determinadas estagdes do ano
em que as temperaturas atingem os 40°C. Essa temperatura favorece o
crescimento do fungo no campo. De modo geral, os A. niger podem ser
encontrados em varios alimentos, principalmente em alimentos secos e
especiarias. (PERRONE et al., 2009).

Alguns estudos sobre a frequéncia e distribui¢do de Aspergillus nigri em

uvas e cereais vém sendo realizados e os resultados obtidos demonstram que as
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espécies A. niger sdo as espécies prevalentes, sendo considerada a principal
fonte de OTA (ocratoxina A) em uvas e vinhos. A ocratoxina A vem merecendo
atencdo mundial pelo risco que pode causar a saude de animais ¢ humanos,
sendo considerada nefrotoxicas e carcinogénicas, teratogénicas e imunotoxicas

(MAGNOLI et al., 2004).

2.8.3 Aspergillus carbonarius

Aspergillus carbonarius caracteriza-se por apresentar conidios pretos
e/ou marrom-escuros, paredes rugosas, estipes longas e largas. Devido a essas
suas caracteristicas morfologicas microscdpicas, pode ser facilmente distinguivel
de outras espécies bisseriadas pertencentes a Sec¢do Nigri.

A germinagdo dos esporos de A. carbonarius é muito rapida e ocorre um
periodo de 24 horas a uma temperatura entre 25 - 35°C e atividade de agua entre
0.90 — 0.99. A temperatura 6tima para o crescimento ¢ de 32 - 35°C, com
temperatura minima de 10°C e maxima de 42°C, e atividade de 4gua 6tima entre
0.95 ¢ 0.98 (PERRONE et al., 2009). Condi¢des 6timas para a producdao de OTA
por A. carbonarius ocorre a 20°C e a 0.95 — 0.98 de atividade de agua. Néo foi
observada producdo de OTA a 0.90 de atividade de agua (MITCHELL et al.,
2004).

Uma alta porcentagem de cepas pertencentes a essa espécie (98 — 100%)
sdo produtoras de ocratoxina A. Essa espécie vem sendo considerada a principal
fonte de contaminagdo de ocratoxina A em uvas e vinhos (KLICH, 2002).

O Aspergillus carbonarius esta presente em diversos produtos vegetais,
como os cereais, café, cacau, especiarias, frutos secos, ¢ amendoim, uva, ja a
ocratoxina foi detectada em produtos a base de cereais, café¢, vinho, cerveja e
sucos de uva, e em produtos de origem animal, como nos rins de porco. Estudos

tétm demonstrado que a ocratoxina A tem agdo nefrotoxica, teratogénica,
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carcinogénica, imunossupressor para animais, € possivelmente, para humanos

(PRADO et al., 2000).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencao das amostras

As quatro amostras de cachagas envelhecidas, provenientes de diferentes
tonéis de madeiras, com capacidades distintas, foram coletadas diretamente nas
unidades produtoras. A Tabela 1 apresenta a origem, tipo de madeira,

capacidade do barril e tempo de armazenamento de cada amostra.

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

Amostra Local Tipode  Capacidade do Tempo de
(codificacéo) madeira tonel/ barril armazenamento
(L) (meses)
Al Lavras  Jequitiba 5.000 24
A2 Perddes Amburana 700 96
A3 Perddes  Carvalho 700 108
Ad Perdoes  Balsamo 700 36

3.2 Analises fisico-quimicas

Foram realizadas as analises fisico-quimicas no Laboratdrio de Anélises
de Qualidade de Aguardente no Departamento de Quimica da UFLA, segundo
os parametros estabelecidos pela Instrucdo Normativa n° 13, de 29/06/2005, do
Ministério Agricultura Pecuaria e Abastecimento, MAPA, (BRASIL, 2005).
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Inicialmente as amostras foram redestiladas em triplicata para as seguintes
analises: grau alcoolico, alcoois superiores, furfural, metanol, aldeidos e ésteres,
e acondicionadas em frascos de vidro hermeticamente fechados e mantidos sob
refrigeracdo (-15°C). As metodologias empregadas para as analises estdo

descritas a seguir.

3.2.1 Exame organoléptico

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

presenca de corpos estranhos e vazamentos (BRASIL, 2005).

3.2.2 Teor alcodlico

Foi determinado por densiometria, sendo o resultado expresso em
porcentagem em volume. As amostras foram redestiladas e o teor alcodlico
obtido a partir de medidas a 20°C, com o auxilio de um densimetro digital

DensiMat Gibertini (BRASIL, 2005).

3.2.3 Extrato seco

A analise foi efetuada 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. Apos esse periodo, a
amostra foi levada a estufa a 100°C por 30 minutos e, posteriormente, o material

foi resfriado em dessecador. O residuo sélido remanescente foi pesado em
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balanga analitica (Marte/ AM - 220) e os resultados obtidos foram expressos em

gramas de extrato seco por litro da amostra (BRASIL, 2005).

3.2.4 Acidez

A acidez foi determinada por volumetria de neutralizagdo. Os acidos
volateis foram extraidos da bebida pela técnica arraste de vapor, utilizando o
Destilador Eletronico Enochimico Gibertini. Posteriormente, titulou-se com
hidréxido de sédio 0,1 mol L' na presenca de fenolftaleina 1%. Os resultados
obtidos foram expressos em gramas de acido acético por 100 mL de amostra ou

por 100 mL de alcool anidro (BRASIL, 2005).

3.2.5 Alcoois superiores

A quantidade total de alcoois superiores foi determinada por meio de
reagdo colorimétrica e a quantificacdo foi realizada em espectrofotometro
(Shimadzu UV-160-1PC) a 540 nm. As concentragdes foram determinadas por
meio da construgdo de curvas analiticas de solugdo de alcoois superiores
diluidos em agua/etanol 1:1. A quantidade total desses compostos foi expressa
em miligrama por 100 mL de 4lcool anidro. As reagdes envolvidas na analise de

alcodis superiores estdo representadas na Figura 4 (BRASIL, 2005).
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N(CH3), N(CH3),
2C4HyOH + .
C—H H=C~0C4H,
. OC,4Ho
Dimetilaminobenzaldeido Complexo colorido
(DMAB)

Figura 4 Reacdo envolvida na analise de alcoois superiores

3.2.6 Aldeidos

Os aldeidos foram analisados pelo método titulométrico com iodo 0,05
mol L™, 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 reagdes
envolvidas na analise de aldeido estdo representadas na Figura 5 (BRASIL,

2005).
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RCHO + SO, + H,O PH=7_  RCHOH —sO0;H

O SO, em excesso reage com I, em meio acido

SOZ + 12 + 2H20 — HzSO4 + 2HI

Em meio alcalino, o aldeido é entdo determinado

RCHOH—SO,H _°" _ RCHO + SO, =+ H,0

SOZ + 12 + 2H20 e HzSO4 + 2HI

Figura 5 Reagdes envolvidas na analise de aldeidos

3.2.7 Furfural

A quantificagdo do furfural foi realizada por meio das leituras
espectrofotométricas na regido visivel do espectro a 520 nm (Shimadzu UV-160-
1PC). Essa foi realizada por comparacdo 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 alcoodlico do destilado foi corrigido para 50°GL. Os resultados
obtidos foram expressos em miligrama de furfural por 100 mL de alcool anidro.
As reagdes envolvidas na analise de furfural estdo representadas na Figura 6

(BRASIL, 2005).
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Furfural Anilina
- Hzo‘ A

©N=T;@

Complexo colorido

Figura 6 Reagodes envolvidas na analise de furfural

3.2.8 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
amostra. As reagdes envolvidas na analise de ésteres estdo representadas na

Figura 7 (BRASIL, 2005).

CH;COOGH; + NaOH ———» CH3C00Na  + GHs;OH
2NaOH(exc) + 2H,SOy —> NapSO;  + 2H,0 +  HrSOy(exc)

HySOgqexc) + 2NaOH ——> Na,SO, + 2H,0

Figura 7 Reagdes envolvidas na analise de ésteres
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3.2.9 Metanol

O metanol foi quantificado por reagdes colorimétricas e determinagdo
nos espectrofotdbmetro a 575 nm (Shimadzu UV-160-1PC). As quantidades
deste composto foram determinadas por meio da construciao de curvas analiticas
de solugdo de etanol/metanol. Os resultados obtidos foram expressos em mL de
metanol por 100 mL de alcool anidro. As reagdes envolvidas na analise de

metanol estdo representadas na Figura 8 (BRASIL, 2005).

KMnO, ”
CH;0H ————» H—C—H

2504 "
metanol formaldeido

2MnO,” + 5805 + 6H"— 2Mn'? + 550,72 + 3H?0

— CH,0H
?H O—CH0l
o=s=o0 0=5=0 o
p i I
H—C—H ﬁ_OH ﬁ—O—CHgoH
formaldeido ! > ©
oH OH OH OH
&cido cromotropico quinona (complexo roxo)

Figura 8 Reagdes envolvidas na analise de metanol
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3.2.10 Cobre

A quantificagdo do cobre presente nas cachacgas foi realizada por meio
de medidas espectrofotométricas na regido visivel do espectro a 546 nm
(Shimadzu UV-160-1PC), comparado a valores de absorbancia referentes a uma
curva analitica previamente construida, utilizando-se sulfato de cobre como
padrdo primario. As reagdes coloriméticas foram realizadas nas amostras de
cachagas sem redestilar. Os resultados obtidos foram expressos em mg L™, as
reacdes envolvidas na analise de cobre estdo representadas na Figura 9

(BRASIL, 2005).

Cu?* cloridrato de hidroxilamina cu*

Y

acetato de sodio

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

Figura 9 Reagdes envolvidas na analise de cobre
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3.3 Compostos Fendlicos

As andlises dos compostos fendlicos das amostras de cachagas foram
realizadas no Laboratorio de Analise de Qualidade de Aguardente do

Departamento de Quimica da UFLA.

3.3.1 Reagentes e padrdes

Os padrdes utilizados para andlise foram acido gélico, catequina, acido
vanilico, fenol, acido siringico, vanilina, siringaldeido, 4-metilubeliferona, acido
p-cumarico, acido sinapico, acido p-cumadrico, cumarina, 4-metilumbeliferona e
acido o-cumarico. Todos os compostos quimicos utilizados como solventes para
cromatografia foram de grau analitico para o equipamento HPLC: metanol
(Merck), acido acético glacial (J.T. Baker) e agua ultra pura obtida de um
sistema Milli-Q.

3.3.2 Preparacdo das amostras e padroes

Os compostos fenolicos foram quantificados por cromatografia liquida
de alta eficiéncia pelo método de padronizagdo externa. As curvas analiticas
foram realizadas por dilui¢des da solugdo-estoque (1x10” mol L), contendo
uma mistura de todos os padrdes, conforme descrito na Tabela 2. Cada padrio
foi diluido em solugdo de etanol 50%. As curvas analiticas foram obtidas por
regressdo linear e o coeficiente de determinagdo (R?) foi de 0, 9900 (AQUINO et
al., 2000).
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Tabela 2 Condigdes do Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC) para
analise dos compostos fendlicos.

Tempo (min) Solvente A Solvente B Comprimento de
(% viv) (% viv) onda (nm)
0,01 100 0 280
25,00 60 40 280
40,00 45 55 280
43,00 40 60 280
50,00 0 100 280
55,00 100 0 280

Solvente A: 4gua: acido acético, 2% em agua (v/v).
Solvente B: metanol: agua: acido acético, 70:28:2% (v/v).

As amostras e os padrdes foram filtrados em uma membrana de
polietileno de 0.45 pm e diretamente injetados no sistema cromatografico. As
injecdes foram realizadas em duplicata e a identidade dos analitos foi
confirmada pelos tempos de retengdo das amostras, comparados aos dos padroes.
Os solventes de eluicdo utilizados foram: solugdo de acido acético 2% em agua
(fase A), solvente A e metanol: agua: acido acético (70:28:2% v/v) (fase B)
solvente B. O comprimento de onda utilizado foi de 280 nm, o fluxo de 1,25
mL/min ', volume de injegdo de 20 pL e tempo de corrida de 60 min, realizada
a uma temperatura de 40°C (AQUINO et al., 2006).

A identificacdo dos compostos foi realizada por comparagdo do tempo
de retengdo das amostras em relacdo aos padrdes. Para a construgdo da curva
analitica, foi realizada uma mistura de todos os padrdes por meio de dilui¢des
previamente preparadas, obtendo as seguintes concentragdes: acido galico (6,80
mg/L), catequina (11,61 mg/L), acido vanilico (6,73 mg/L), fenol (3,76 mg/L),
acido siringico, (7,93 mg/L), vanilina (6,08 mg/L), siringaldeido (7,29 mg\L),

acido p-cumarico (6,56 mg/L), acido sinapico (8,97 mg/L), cumarina (5,85
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mg/L), 4-metilumbeliferona (7,05 mg\L) e acido 0-cumaérico (6,56 mg/L)
(AQUINO et al., 2006, ZACARONI, 2009).

3.3.3 Equipamento do HPLC

As andlises dos compostos fendlicos foram realizadas por cromatografia,
utilizando um cromatografo liquido de alta eficiéncia HPLC Shimadzu,
contendo duas bombas de alta pressdo modelo LC-6AD, com um detector de
arranjo de diodos (DAD) modelo SPD-M20A, degaseificador modelo DGU-
2073, interface modelo CBM-20* ¢ um injetor automatico com autoamostrador
modelo SIL-10AF As separagdes foram realizadas utilizando uma coluna
Agilent - Zorbax Eclipse XDB C18 (4,6 x 250 mm, 5 um com particulas
esféricas de 5 um) conectada a uma pré-coluna: Agilent - Zorbax Eclipse XDB

—C18 4-Pack (12,5 x 4,6 mm, Spm).

3.4 Compostos fendlicos totais

Para a andlise de determinagdo dos compostos fenolicos totais presente
nas amostras de cachaca, foi utilizado o método de Folin-Ciocalteu modificado
(SINGLETON; ROSSI, 1965; LIN et al., 2005 citado por (ANJOS et al., 2011).

Em 1ImL da amostra de cachaga, foram adicionados 1 mL de etanol 40%
e 5 mL de agua destilada. Agitou-se, adicionou-se 0,5 mL da solucdo de Folin-
Ciocalteu 50% e, apos 5 minutos, ImL de solugdo de carbonato de sddio
(Na,COs) 5% foi adicionado a mistura reacional. Apos agitagdo, os tubos foram
deixados em repouso por 60 minutos. Decorrido esse tempo, realizaram-se
leituras espectrofotométricas a 725 nm (Shimadzu UV-1601 PC). As
concentragdes foram determinadas construindo-se uma curva analitica,

utilizando diferentes concentragdes de acido géalico em etanol 40% (10-100 mg



64

L"). A concentracio de polifendis totais foi expressa em mg equivalente de

acido galico por litro. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3.5 Atividade antioxidante

A utilizacdo do método do DPPH mostra-se como uma alternativa
interessante, sendo de custo viavel por utilizar reagentes acessiveis, pelo tempo
gasto, e por ndo necessitar de equipamentos sofisticados. Além disso, nesse
método, a eficiéncia antioxidante ¢ mensurada em temperatura ambiente,
eliminando-se o risco potencial de degradacdo térmica de algumas das
substancias analisadas. (MOLYNEUX, 2004, citado por ARBOS, 2009)

Brand-Williams et al. (1995), ap6s estudos, propuseram o seguinte
mecanismo de reacdo para o0 método do DPPHe, conforme apresentado na Figura

10.
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Figura 10 Mecanismo de reac¢do proposto para o método DPPH

Quando se avaliam substancias fenolicas, por este método, uma
molécula de DPPHe pode complexar-se com um radical arila, na qual pode
ocorrer na forma isolada ou combinada. A dimerizagdo entre dois radicais
fenoxila, seguida da regeneracdo de dois grupos hidroxila pela transferéncia do
hidrogénio, podendo novamente reagir com DPPHe.

A atividade antioxidante foi determinada de acordo com a metodologia
proposta por Li et al. (2005). Adicionaram-se 3,12mL da solu¢do de DPPH (2,2-
difenil-picril-hidrazila) 0,004% (0,004g de DPPH para 100mL em &lcool 95%),
+ 0,3mL da amostra, para o controle, foi adicionado 0,3 mL de etanol 95% sem

a amostra. Incubou-se por 10 min no escuro a 30°C e a absorbancia foi medida
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ap6s uma hora a 515nm, (Shimadzu UV-160-1PC). Todas as andlises foram
realizadas em triplicata, sendo a porcentagem de inibicdo calculada pela

seguinte expressdo:

% 1n1b1g:€10 =A controle — A amostra X 100

A controle

Em que:
A conirole = absorbancia do controle

A imostra = absorbancia da amostra

3.6 Obtencao dos extratos fendlicos de cachacas envelhecidas

Os extratos fendlicos foram concentrados para a realizagdo das analises
microbioldgicas, utilizando parte da metodologia de andlise de cobre por
absor¢ao atomica (MAPA). Inicialmente, aliquotas de cachaca envelhecida
foram colocadas em banho maria a uma temperatura de 60 a 70°C, por um
tempo indeterminado visando a eliminagdo total do teor alcodlico, obtendo-se o

concentrado de extrato de compostos fendlicos ndo volateis (BRASIL 2005).

3.7 Atividade bioldgica dos extratos fenélicos

A avaliagdo da atividade antibacteriana e antifingica dos extratos
fendlicos foi realizada no Laboratério de Microbiologia de Alimentos ¢ no
Laboratorio de Micologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia dos

Alimentos da Universidade Federal de Lavras.
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As bactérias utilizadas foram Escherichia coli ATCC 11229,
Staphylococcus aureus ATCC 13565, Salmonella Choleraesuis ATCC 6539,
Listeria monocytogenes ATCC 19117 ¢ Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442.

3.7.1 Manutencéo e ativacdo das culturas bacterianas

No decorrer do experimento, os micro-organismos foram mantidos em
eppendorfs contendo meio de congelamento, sob refrigeragdo (4°C). Para
ativacdo das culturas, as cepas foram repicadas em caldo-infusdo de cérebro e
coracdo (BHI), e ficaram incubadas a 37°C por 24 horas. Apds a ativagdo, foram

realizados os plaqueamentos em meios especificos para cada espécie.

3.7.2 Padronizacédo dos in6culos

As culturas de Escherichia coli ATCC 11229, Staphylococcus aureus
ATCC 13565, Salmonella Cholerasuis ATCC 6539, Listeria monocytogenes
ATCC 19117 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 foram padronizadas
empregando-se a escala de McFarland de 0,5 de BaSO,. A cultura ativa foi
repicada para caldo infusdo de cérebro (BHI) e incubada a 37°C por 24 horas.
Posteriormente, uma aliquota de 300 pL foi transferida para caldo Triptic Soy
(TSB) e novamente incubada nas mesmas condi¢des, sendo monitorado de meia
em meia hora o aumento do numero de indculo pelo espectrofotdmetro com
densidade oOptica a 625 nm, de acordo com a escala de McFarland de 0,5 de
BaSO,, até a concentragdo de 10° UFC mL™". Essa foi diluida até que alcangasse
uma concentragio de 10° UFC mL™'. Posteriormente, realizou-se o plaqueamento
em Agar TSA (Triptic Soy Agar) para a espécie Listeria monocytogenes, e
Pseudomonas aeruginosa, ¢ para as demais espécies, utilizou-se Agar Miieller-

Hinton, para a confirma¢do da concentragdo do inoculo (NATIONAL
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COMMITEE FOR CLINICAL LABORATORY STANTARDS, NCCLS,
2003).

3.7.3 Efeito inibitério dos extratos fenélicos sobre as bactérias

O efeito inibitorio dos extratos fenolicos foi determinado utilizando-se

as metodologias de difusdo cavidade em Agar e difusdo por vapor.

3.7.4 Teste de difusdo cavidade em Agar

Nesta analise, a metodologia utilizada foi a de difusdo cavidade em
Agar, empregando-se, para tal, o Agar TSA (Triptic Soy Agar) para a espécie
Listeria monocytogenes e Pseudomonas aeruginosa e para as demais espécies,
Agar Miieller-Hinton (PEREIRA et al., 2008).

Inicialmente, uma fina camada de Agar foi adicionada em placas de
Petri (140 mm de diametro). Apds a solidificagdo desse, pérolas de vidro estéreis
com 4 mm de didmetro foram posicionadas sobre o meio so6lido. Aliquotas
padronizadas de culturas de Escherichia coli ATCC 11229, Staphylococcus
aureus ATCC 13565, Salmonella Cholerasuis ATCC 6539, Listeria
monocytogenes ATCC 19117 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 foram
transferidas para erlemeyers contendo 200 mL de agar Miieller-Hinton ou TSA,
obtendo-se concentragio de 10° UFC mL™". O meio ainda liquido foi vertido
sobre a camada anterior. Apés a solidificagdo do Agar, as pérolas de vidro foram
retiradas com auxilio de pingas estéreis e em seguida foi feita a deposicdo dos
extratos fendlicos nos pogos formados. As diluigdes foram realizadas em
solucdo de dimetilsuféxido (DMSO), sendo utilizadas as seguintes proporgdes:
extrato puro, 1:1; 1:2; 1:4; 1:8; 1:16, equivalentes as respectivas concentra¢des

1000 (extrato puro) 500; 250; 125; 62,5; 31,25uL mL". Foram aplicados nos
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pogos 10 pL dos extratos diluidos. Para cada extrato utilizado, realizou-se o
controle constituido de solu¢do de DMSO a 1%. As placas foram incubadas em
BOD 37 °C por 24 horas e medidos os didmetros dos halos de inibigdo
formados. Foram realizadas trés repeticdes para cada tratamento, uma
testemunha relativa com a aplicacdo de 10 pL de DMSO; como padrdo de
comparagio, utilizou-se uma solugio de 100 pg mL"' do antibidtico
cloranfenicol (CL) (OGUNWANDE et al., 2005).

Com base nos didmetros formados pela a¢do dos extratos fenolicos, que
evidenciaram a sensibilidade do micro-organismo, pode-se avaliar o perfil de
sensibilidade das bactérias em diferentes concentracdes dos extratos. A
concentragdo minima inibitéria (CMI) foi definida como a menor concentragao

de extrato em que ocorreu a presenca de halo de inibicao.

3.7.5 Efeito inibitério dos compostos fenolicos sobre as espécies fungicas

Para a verificagdo do efeito inibitério de fungos filamentosos, foi
utilizado o teste de difusdo em discos, aceito pelo Food and Drug Administration
(FDA) e estabelecido pelo National Committe for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS). Inicialmente, os fungos foram identificados quanto a sua espécie e
foram repicados em Agar extract malt (MEA). Para isso, foi utilizado um
indculo na concentracdo de 107 esporos/mL, com contagem em camaras de
Newbauer. O inoculo foi transferido para a placa contendo meio de Agar extract
malt (MEA), pela técnica de espalhamento em superficie.

Discos de papel-filtro de 5 mm de didmetro embebidos com 10 pL de
extratos fenolicos nas concentragdes de 1000 (extrato puro), 500, 250, 125, 62,5,
31,25 pg. mL" foram colocados sobre o meio de cultura, como sugerido por
Karaman et al. (2003). O controle negativo foi realizado por meio de discos

contendo 10 pL de DMSO (dimetilsulféxido) e, para o controle positivo, foi
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utilizado um fungicida-controle (hipoclorito de sédio 2%). As placas foram

incubadas em BOD, a 25°C, por um periodo de 72 horas.

3.7.6 Avaliacdo do efeito biocida

A avaliagdo foi comparativa seguindo a um padrdo biologico de
referéncia (controle positivo), € a zona ou o halo de inibigdo de crescimento foi
medida partindo-se da circunferéncia do disco, até a margem onde houve
crescimento de micro-organismo, realizando-se medigdes ortogonais do
didmetro, tendo cada medi¢do correspondido a média de duas medidas
diametralmente opostas. A concentracdo minima inibitéria (CMI) foi definida
como a menor concentracdo de extrato fendlico, no qual se identificou a

presenca do halo de inibicdo (ZACARONI et al., 2009).

3.8 Andlises estatistica

Para as analises fisico-quimicas, os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia, sendo as medias comparadas pelo teste Scoot-Knott ao
nivel de 95% de confianga utilizado pelo programa estatistico SISVAR
(FERREIRA, 2008).

Para as analises microbiologicas, o delineamento experimental foi
inteiramente casualizado (DIC), com trés repetigdes, sendo os tratamentos
dispostos em esquema fatorial 8x4x6, e constituidos por oito micro-organismos
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella Cholerasuis, Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus carbonarius, Aspergillus
niger e Aspergillus flavus,), quatro extratos fenolicos (carvalho, amburana,
balsamo e jequitibd) e seis concentragdes (1000 (extrato puro) 500; 250; 125;

62,5; 31,25uL mL™") de extratos fenélicos. O programa estatistico utilizado foi o
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SISVAR versao 4.6 (FERREIRA, 2008). Os dados foram submetidos a analise
de varidncia e regressdo, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey ao

nivel de 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises fisico-quimicas das cachacas envelhecidas

Os resultados das analises fisico-quimicas estdo representados nas
Tabelas 3 ¢ 4. Pode-se observar que a amostra Al(cachaca envelhecida em tonel
de carvalho) apresentou um teor alcodlico abaixo dos padroes estabelecidos pela
legislagdo, e a amostra A4 (cachaca envelhecida em tonel de jequitibd)
apresentou uma acidez elevada e uma quantidade de furfural acima do limite
permitido pela legislagdo. As amostras A2 e A3 (envelhecidas em tonel de
amburana e balsamo, respectivamente) apresentaram-se dentro dos limites
estabelecidos pelo MAPA, sendo, portanto, bebidas que podem ser consumidas

com moderagao, sem causar danos a saude humana.

Tabela 3 Resultados das andlises fisico-quimicas de teor alcodlico, acidez
volatil, ésteres, aldeidos, furfural e alcoois superiores, das cachacas

envelhecidas.
Teor Aci . , Alcoodi
Amostras e,o. 1 ¢ d ei Esteres® Aldeidos® Furfural?® C90 s )
alcodlico volatil superiores

Al 37,830,05 67,98+0,15  83,8842,04 1523+0,12 0,48+£0,03 202,47+8,11

A2 39,22+0,07 39,95+0,09  33,82+2,31 11,65+0,12 0,24+0,04 276,46+1,61

A3 39,2740,03 84,03£0,07 74244231 12,7740,15 0,88+£0,07 250,28+15,7

A4 40,79+0,02  162,30+0,04 85,09+2,15 8,77+0,14  6,76+0,04 251,73+6,03

*Média + desvio-padrio (1 %v/v; 2 mg/100 mL de alcool anidro; 3 mg L-1)
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Tabela 4 Resultado das analises fisico-quimicas de metanol, congéneres, cobre e
extrato seco das cachacas envelhecidas.

Amostras Metanol' Congénere' Cobre’ Extrato seco’
Al nd 370,21+10,15 1,0740,07 1,57+0,0
A2 nd 401,34+3,85 1.28,+0,05 1,36+0,0
A3 nd 461,47+18,39 1,35+0,18 1,13+0,0
A4 nd 555,44+8,23 2,04+0,01 0,53+0,01

*Média + desvio-padrdo (1 %v/v; 2 mg/100 mL de alcool anidro; 3 mg L-1) ND nédo
detectado

Provavelmente, o baixo teor alcodlico encontrado na amostra Al pode
ser explicado pela reducdo do alcool etilico. Por ser uma cachaga envelhecida,
essa reducdo na concentracdo de alcool pode estar relacionada com a
possibilidade de perda de alcool pelos poros da madeira do tonel, que pode ser
influenciada pela temperatura e umidade do ar. Segundo (CARDELLO; FARIA,
1998, citado por PEREIRA et al., 2003), durante o envelhecimento ocorre uma
reducdo na graduagdo alcoolica devido a reagdes de esterificagdo e oxidagdo
durante o processo, contribuindo também para a melhoria da qualidade sensorial
do produto. Os ésteres sdo formados por meio da reagdo entre os alcoois e os
acidos presentes na bebida, ou podem ser oriundos da madeira empregada. Tais
compostos, juntamente com os alcoois superiores, aldeidos e &cidos, sdo
responsaveis pela formagdo do sabor e aroma, compondo, assim, o chamado
flavour ou buqué da bebida. Varios componentes da cachaca tém suas
concentragdes modificadas durante o envelhecimento devido a evaporagdo
parcial do etanol e da 4gua, sendo comuns perdas de dlcool em torno de 3 a 4 %
ao ano (MIRANDA et al., 2006; PARAZZI et al., 2008).

Outro ponto a ressaltar ¢ que a bebida utilizada neste estudo passou por

um processo de envelhecimento, o que lhe proporcionou uma diminuicdo do
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grau alcodlico, com valores bem proximos do limite. De acordo com Cantao
(2006), uma das possiveis causas para uma cachaca ou aguardente com grau
alcodlico abaixo do limite permitido € a pratica de longas esperas do mosto antes
da destilagdo. Esse procedimento acarreta perdas por evaporacao do alcool.

O limite da acidez volatil estabelecido pela legislacdo para bebida
alcoolica é de 150,0 mg de acido acético por 100 mL de alcool anidro. No
entanto, as concentragdes de acido na amostra A4 foram acima do permitido
pela legislacdo. Essa amostra, envelhecida em tonel de jequitiba, apresentou
um valor de 162,30 mg/100 mL™. O aumento da acidez volatil da aguardente
envelhecida deve-se provavelmente a reagdo de oxidacdo do etanol, formando o
acetaldeido como intermediario e, posteriormente, o acido acético (LITCHEV,
1989; REAZIN, 1981).

Bogusz Junior e Ketzer (2006) demostraram que altos teores de acidez
volatil revelam uma falta de conhecimentos técnicos por parte dos produtores,
podendo ser o caso da amostra A4. Para Cardoso (2006), a acidez volatil da
cachaca depende de fatores, como o adequado controle do tempo ¢ da
temperatura durante o processo fermentativo, tipo de levedura utilizada, manejo
do mosto e, principalmente, higiene no processo de fabrica¢do, dados
confirmados por Vilela et al. (2007), que afirmam que uma alta concentragdo de
acidez volatil pode ser reflexo de uma ma fermentacdo ou ma higienizacao do
alambique.

Além disso, para a cachacga envelhecida em tonéis de madeira, alguns
compostos oriundos da madeira, tais como &cidos organicos ndo volateis,
componentes secundarios, taninos e compostos fenolicos, favorecem o aumento
da acidez da cachaga durante envelhecimento. Isso ndo desqualifica o produto no
aspecto sensorial, pelo conjunto agradavel que forma com outros componentes,

portanto, a acidez volatili € um importante parametro correlacionado as
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caracteristicas sensoriais de bebidas destiladas (BOZA; HORII, 1998;
ALCARDE et al., 2010).

Em relacdo aos teores de furfural, apenas a amotra A4 excedeu o
limite da legislagdo, que ¢ de 5,0 mg por 100 mL de alcool anidro, sendo
observado um valor de 6,76 mg 100 mL™. O furfural e o hidroximetilfurfural sio
contaminantes organicos cuja presenga ¢ indesejavel na bebida. A alta
temperatura, associada ao baixo pH do mosto, acarreta desidratacdo dos agucares
e hidrolise de polissacarideos dos bagacilhos (celulose, hemicelulose, pectina e
outros) formando  2-furfural (furfural) e  5-hidroximetil-2-furfural
(hidroximetilfurfural). As pentoses formam furfural como principal produto de
degradagdo, enquanto as hexoses formam hidroximetilfurfural. Outros fatores,
como o envelhecimento da bebida sob condi¢des irregulares, a adicdo de
caramelo e pirogenizacdo da matéria organica depositada no fundo dos
alambiques, também podem contribuir para o aumento no teor desses
componentes (FARIA et al., 2003 citado por ZACARONI et al., 2011).

Masson et al. (2007), estudando a formacdo do furfural e do
hidriximetilfurfural utilizando cana crua e queimada na producdo de cachaga,
mostraram que a queima ¢ a requeima de cana de agucar antes da moagem

influenciaram no aparecimento desses compostos.

4.1.1 Quantificacdo dos compostos fenolicos

Na Figura 11 esta representado o cromatograma da solu¢do-padrao dos
compostos feonolicos por deteccdo espectrofometrica obtidos apos injegdes de
20 pL. De acordo com o cromatograma, abaixo pode-se observar a separagio

dos compostos fenolicos em analise.



76

18000

16000 ]
14000 -
12000 - 8

10000 - 5 10

8000

mAU

6000 — 3 9 11
4000

2000 —

Tempo (minutos)

Figura 11 Cromatograma da solug¢do-padrdo de compostos fenolicos, com
deteccdo espectrofotométrica. Identificagdo dos picos: (1) acido
galico; (2) catequina; (3) acido vanilico; (4) fenol; (5) acido
siringico; (6) vanilina; (7) siringaldeido; (8) acido p-cumarico; (9)
acido sinapico; (10) cumarina; (11) 4-metilumbeliferona e (12) acido
o—?umérico. A concentragio de cada padrio foi de: 1,161 x 10” mol
L

Na Tabela 5 esta apresentados os tempos de retengcdo médio obtido para

cada composto fendlico analisado.
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Tabela 5 Tempos de retengdo (tR) médio para os compostos fendlicos

analisados.
Coml?ostos Fenolicos! tR (minutos)*

Acido Galico 8,12+0,16
Catequina 23,59+0,31
Acido Vanilico 28,03+0,36
Fenol 30,94+0,45
Acido Siringico 32,63+0,31
Vanilina 33,88+0,33
Siringaldeido 34,95+0,29
Acido p-cumarico 37,97+0,43
Acido Sinapico 41,07+0,30
Cumarina 43,13+0,26
4-metilumbiliferona 45,79+0,30
Acido o-cumarico 50,51+0,35

* Média £ desvio-padréo

As curvas analiticas fora calculadas medindo-se a resposta do
detector (area) em funcido da concentracdo, apds a injecdo em triplicata
das solugdes contendo todos os padroes. Foram obtidos coeficientes de
correlagcdo com variagdo entre 0,9900 a 0,9997, mostrando alta

correlacao linear entre a concentragao dos compostos analisados e as
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areas dos picos, com valores acima de 0,99 para o coeficiente de
correlagao, conforme recomendado na literatura (SNYDER et al., 1997).

Nas Tabelas 6 e 7, estdo representados os valores dos
parametros do coeficiente de correlagao das curvas analiticas, e os

limites de quantificagdo e de detecgao, respectivamente.

Tabela 6 Parametros, coeficiente de correlagdo (R?) das curvas analiticas.

Compostos B A R?

Acido galico 62755,12  -5246,3  0,9921
Acido sinapico 29124,37  -2988,28 0,9934
Fenol 9993,77 -115,93  0,9987
Catequina 15036,73  -324,62  0,9988
Metilumbeliferona 36837,27  -1074,17 0,9989
Cumarina 95761,46  -1943,73  0,9990
Vanilina 92486,88  -1254,13 10,9991
Siringaldeido 42269,19  -707,19  0,9994

Acido p-cumarico  106730,17 -1010,82 0,9994
Acido vanilico 38961,13  -680,5 0,9996
Acido siringico 67983,39  -846,47 0,9997
Acido o-cumarico  128591,69 -907,92  0,9997

*Regressao linear: y =bx + a
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Tabela 7 Limite de detecgéao e limites de quantificagao.

LD‘mgL™") LQ (mgL™)
0,168 0,561
0,009 0,331
0,037 0,124
0,037 0,126
0,037 0,123
0,053 0,178
0,047 0,158
0,042 0,139
0,203 0,677
0,051 0,168
0,065 0,216
0,013 0,563

*Regressao linear: y =bx + a

Nas Tabelas 8,9, 10 e 11, estdo representados os valores dos compostos
fenolicos. Quanto as espécies de madeira analisadas, pode-se observar a
predominéncia de diferentes compostos fendlicos. Na cachaca envelhecida em
barril de carvalho, tem-se a predominancia do siringaldédo (9,69 mg/L) e o
acido galico (6.32 mg/L); na amburana, acido vanilico (4,71 mg/L) e cumarina
(4,08 mg/L), no balsamo, acido vanilico (8,74mg/L) e acido galico (7,48mg/L),
no jequitiba, siringaldeido (2,11mg/L) e acido galico (1,49mg/L). Esses
resultados estdo de acordo com os obtidos por Dias et al. (2002), que
encontraram diferencas quanto a presengca e concentragdo dos compostos
fenolicos em cachacas envelhecidas em espécies de madeiras diferentes. Neste
trabalho, os autores observaram a predominancia de compostos, como acidos
elagico, vanilico e siringaldeido no carvalho; acido vanilico e sinapaldeido em
amburana; acido vanilico, acido elagico, acido vanilico ¢ acido galico no

balsamo; e presenca de acido galico no jequitiba.



Tabela 8 Compostos Fenolicos analisados por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia em Cachaca envelhecida em tonel de carvalho.

Compostos Fenolicos' mg mL" Desvio Padrdo
Acido Gélico 6,326 +0,032
Catequina 0,726 +0,012
Acido Vanilico 1,729 +0,086
Fenol 4,609 +0,027
Acido Siringico 4,874 +0,043
Vanilina 1,671 +0,052
Siringaldeido 9,691 +0,021
Acido p-cumarico <LQ +0,039
Acido Sinapico 1,120 40,014
Cumarina 0,239 +0,023
4-metilumbiliferona <LQ +0,095
Acido o-cumérico 0,055 +0,042

* Média * desvio-padrao
Tabela 9 Compostos Fenolicos analisados por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia em Cachaga envelhecida em tonel de amburana.

Compostos Fenolicos' mg mL"’ Desvio Padrao
Acido Gilico 1,366 +0,053
Catequina 3,287 +0,015
Acido Vanilico 4,717 +0,081
Fenol 0,312 +0,023
Acido Siringico 2,301 £0,001
Vanilina 0,190 +0,050
Siringaldeido 1,099 +0,022
Acido p-cumarico <LQ 40,003
Acido Sinapico 3,210 +0,019
Cumarina 4,089 +0,032
4-metilumbiliferona 2,008 +0,008
Acido o-cumérico <LQ +0,003

* Média £ desvio-padrao

Tabela 10 Compostos Fenolicos analisados por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia em Cachaca envelhecida em tonel de balsamo.
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Compostos Feno6licos' mg mL™ Desvio Padrao
Acido Galico 7,484 +0,053
Catequina 2,235 +0,001
Acido Vanilico 8,740 +0,008
Fenol 3,347 +0,023
Acido Siringico 0,964 +0,000
Vanilina 1,329 +0,050
Siringaldeido 0,872 +0,022
Acido p-cumarico 1,498 +0,003
Acido Sinapico 0,982 +0,019
Cumarina 1,345 +0,032
4-metilumbiliferona <LQ +0,008
Acido o-cumarico <LQ 40,003

* Média * desvio-padrao

Tabela 11 Compostos Fenodlicos analisados por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia em Cachaga envelhecida em tonel de jequitiba.

Compostos Fenolicos' mg mL" Desvio Padrao
Acido Galico 1,492 +0,053
Catequina <LQ 0,001
Acido Vanilico 0,974 +0,008
Fenol 0,954 +0,023
Acido Siringico 1,067 +0,006
Vanilina 0,443 +0,050
Siringaldeido 2,118 +0,022
Acido p-cumarico 0,419 +0,003
Acido Sinapico <LQ 40,019
Cumarina <LQ +0,032
4-metilumbiliferona <LQ +0,008
Acido o-cumérico <LQ +0,003

* Média * desvio-padrao
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De acordo com os dados observados nas tabelas (8 a 11), constata-se
que as amostras provenientes de diferentes espécies de madeira apresentaram
diferentes quantidades de compostos fendlicos. Essas diferencas podem ser
explicadas devido a fatores, como tipo de madeira utilizada no envelhecimento,
capacidade dos tonéis, o tempo de armazenamento da bebida, tamanho e pré-
tratamento do barril, condigdes ambientais como, umidade e temperatura do
ambiente de armazenamento e teor alcodlico da bebida. Esses pardmetros
relacionados influenciam na composicdo de compostos fendlicos extraidos da
madeira durante o processo de envelhecimento da bebida (MIRANDA et al.,
2006).

Segundo Miranda et al. (2006), os teores de compostos extraidos da
madeira aumentam com o tempo de envelhecimento e com o aumento da
superficie de contato entre bebida/madeira, o que pode ser explicado para as
amostras de carvalho, amburana e balsamo, com um tempo de envelhecimento
maior. A cachacga envelhecida em barril de jequitiba, armazenada por um menor
tempo, apresentou uma menor extragdo de compostos fendlicos. Zacaroni
(2009), analisando algumas amostras de cachacas envelhecidas em diferentes
tipos de madeira, comprovou que o composto que se apresentava menos
expressivo durante o tempo de envelhecimento foi o 4-metilumbeliferona,
resultados que corroboram com aqueles encontrados neste trabalho nas cachacas
armazenadas em carvalho, amburana, balsamo e jequitiba.

Pode-se constatar que, na amostra analisada de cachaga envelhecida em
madeira de carvalho, o composto predominante foi o siringaldeido incorporado
na bebida ao longo do tempo de armazenamento, estando de acordo com os
resultados encontrados por Anjos et al. (2011). Esses autores pesquisaram
amostras de cachacas envelhecidas em tonéis de carvalho e mostraram que, entre
os compostos fendlicos de cachaga envelhecida, aqueles que apresentaram maior

concentragdo foram o siringaldeido e o acido galico. Aguiar (2004), analisando
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cachacas envelhecidas em tonéis de carvalho durante oito anos, observou que
além do cheiro caracteristico da madeira, ocorreu uma intensificagdo na cor,
com o aumento dos anos de envelhecimento. Outro fator relevante que pode
interferir na extracdo desses compostos ¢ o tempo de uso dos barris. Segundo
Mori et al. (2006), a relagdo € inversamente proporcional entre o teor de
compostos fenolicos presente na bebida e o tempo de uso dos barris de madeira
no processo de envelhecimento.

Santiago et al. (2012), analisando duas amostras de cachacas
envelhecidas em tonéis de carvalho observram que os principais compostos
majoritarios presentes nas amostras foram o siringaldeido e o acido galico,
resultados que corroboram com aqueles encontrados neste trabalho. A diferenca
na quantidade desses compostos pode estar relacionada diretamente com o
tempo de armazenamento. Esses resultados também estdo de acordo com
aqueles encontrados por Madrera et al. (2003), que observaram diferencas nos
teores e na presenga de acido galico e siringaldeido durante o envelhecimento,
além da presenca de derivados de aldeidos cindmico presentes em bebidas
destiladas, como o conhaque, com diferentes tempos de armazenamento.

Outro fator que interfere no envelhecimento da cachaca é a madeira.
Essa, por ser um material de estrutura complexa formada por materiais de parede
celular (celulose, polioses e lignina) e por extrativos diferentes (compostos
fenolicos, esteroides, terpenos, etc), apresenta uma distribui¢do dos compostos
de forma variada e dependente da idade do vegetal. Portanto, além dos fatores
citados acima, a presenga de compostos fenolicos na bebida pode estar
relacionada com a posi¢do da madeira (proximo da casca, medula, topo ou base)
utilizada na confec¢do dos barris, assim como a idade da arvore para obtengao
da madeira. A espécie da madeira pode variar, como a sua morfologia, o
tamanho da fibra, a espessura da parede celular, que pode estar obstruida

impedindo a penetragdo da bebida e consequentemente, o contato dessa com os
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extrativos e com as substincias da parede celular, diminuindo a incorporacdo

dos compostos a bebida (ZACARONI et al., 2011).

4.1.2 Compostos fendlicos totais

Os resultados obtidos para a concentragdo de fenolicos totais estdo

apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 Concentragdo de fenolicos totais de cachagas envelhecidas.

Compostos Carvalho Amburana Béalsamo Jequitiba
Fendlicos
Totais

(mgL")  95,492+0,053 73,280+0,043 38,111+0,023 22,957+0,036

Pelos resultados obtidos, pode-se constatar que as concentragdes de
compostos fendlicos totais apresentaram uma grande variacdo entre as amostras
analisadas. As amostras de cachagas envelhecidas em tonéis de carvalho,
amburana ¢ balsamo, com capacidade de 700L, apresentaram uma maior
extracdo de compostos fenolicos; essas amostras de cachaca possuem um maior
tempo de armazenamento em relacdo a cachaca envelhecida na madeira de
jequitiba que apresentou uma menor concentragdo fendlica (22, 95 mg L") em
relagdo as outras amostras. De acordo com Miranda et al. (2008), nas extragdes
de compostos durante o envelhecimento de cachaga, deve-se considerar a
superficie/volume do tonel, pois os tonéis de menor capacidade resultam em
uma maior extracdo de componentes. Outros autores ainda citam que quanto
maior a graduacdo alcoolica do destilado a ser envelhecido, mais lenta ¢ a

extracdo de taninos, ja que a degradacdo hidrolitica da madeira requer agua.
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A extragdo de compostos fenolicos depende de varios fatores, como tipo
de madeira, as condigdes ambientais, teores de umidade, temperatura, tamanho e
historico do tonel e tempo de armazenamento. Para Mendes et al. (2009), os
compostos fenodlicos provenientes de madeiras incorporam-se progressivamente
na bebida durante o periodo de envelhecimento, atribuindo uma coloragdo que
dependera do tipo de madeira empregada, suavizando o paladar e acentuando a
sensacdo desidratante do alcool presente. Miranda et al. (2008) mostraram que
nos 5 primeiros meses de envelhecimento ocorre uma grande extracdo de
compostos fenolicos. Nesse mesmo ano, Parazzi et al. (2008) observaram um
aumento significativo até o sexto més de armazenamento da bebida.

Anjos et al. (2011), ao avaliarem a composi¢do fenolica total em
cachagas envelhecidas em carvalho ao longo de um ano, observou que, o teor
destes compostos variou de aproximadamente 12 a 19 mg L, ocorrendo um
aumento expressivo da composicdo fenolica total no oitavo més de
armazenamento da bebida. Nesse trabalho o autor determinou que os compostos
encontrados em cachagas envelhecidas foram acido galico, catequina, acido
vanilico, fenol, acido siringico, vanilina siringaldeido, &4cido p-cumarico,
cumarina, 4-metilumbeliferona, acido o-cumarico e eugenol, sendo que esses
resultados encontrados pelos autores corroboram com os resultados deste
trabalho.

Na Figura 12 apresentam-se a relagdo de compostos fendlicos totais e o
somatorio dos compostos fenolicos quantificados em cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) das cachacas envelhecidas em diferentes tipos de

madeira.
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Figura 12 Compostos fendlicos totais e o somatdrio dos compostos fendlicos por
HPLC das cachagas envelhecidas em diferentes tipos de madeira.

Diante dos resultados apresentados acima, a concentracdo de compostos
fenodlicos totais foi maior em relagdo & concentragdo de compostos fenolicos
analisados por HPLC. Esses dados podem ser explicados pelas reagdes e
incorporacdes dos compostos na bebida durante o envelhecimento. Durante esse
processo, alguns ésteres aromadticos sdo formados pela interconversdo dos
compostos fendlicos, tais como siringato de etila e vanilato de etila e outros
ésteres que sdo extraidos da madeira, como o homovanilato de metila e o
siringato de metila, sendo esses compostos quantificados pela analise de

compostos fenolicos totais (VICHI et al., 2007).

4.1.3 Atividade antioxidante das cachacas

Os compostos fendlicos presentes em cachacas, aguardentes de frutas e
também em diversas bebidas alcodlicas, como uisques e outras envelhecidas em
tonéis de madeira, podem apresentar atividade antioxidante devido a extracdo de

compostos fenolicos da madeira. Os compostos fendlicos caracterizam-se pela
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presenga de um anel aromatico, com a presenca de hidroxilas que conferem
propriedades antioxidantes (VALKO et al., 2006).
Na Tabela 13 observaram-se os resultados das atividades antioxidantes

das cachagas envelhecidas.

Tabela 13 Resultados das atividades antioxidantes das cachagas envelhecidas.

% Atividade Antioxidante

Amostras Tempo 0 Tempo 30 Tempo 60

Amburana 40,440 + 0,25 48,269 + 0,33 51,308 + 0,18
Balsamo 38,010 + 0,65 45,805 £ 0,69 49,621+ 0,82
Carvalho 54,473 +£ 0,37 64,048 + 0,21 66,750+ 0,31
Jequitiba 50,605+ 0,11 56,194+ 0,23 57,413+ 0,36

Os quatro tipos de madeira apresentaram um comportamento semelhante

de atividade antioxidante a medida que o tempo decorreu. A atividade
antioxidante aumentou com o aumento dos tempos de analise, ou seja, observou-
se um efeito dose dependente em relagdo aos tempos testados (Figura 13). Em
contra partida, quando se analisa essas atividades entre os tipos de madeira em
cada tempo, a atividade antioxidante variou significativamente de acordo com os
tempos utilizados. A cachaga envelhecida em tonel de carvalho foi a que obteve
o maior valor de atividade antioxidante em todos os tempos, seguida das
madeiras, jequitiba, amburana e balsamo (Scott-Knott 5%).

Em relacdo a atividade antioxidante das cachacas envelhecidas em

diferentes tipos de madeira e analisadas em diferentes tempos, observou-se, por
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meio da andlise de variancia, que houve diferenca significativa (P<0,05) tanto

entre os tipos de madeira, quanto entre os tempos analisados na Figura 13.
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*Médias seguidas da mesma letra, sendo minuscula entre os tempos e maitisculas entre
os tipos de madeira, ndo diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade, pelo
teste de Scott-Knott

Figura 13 Atividade antioxidante das cachagas envelhecidas em diferentes tipos
de madeira e analisadas em diferentes tempos

4.1.4 Efeito inibitério de extratos fenélicos em bactérias

Na Figura 14 apresenta-se o efeito inibitorio dos extratos de cachagas

envelhecidas sobre as bactérias testadas.
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Figura 14 Efeito inibitério dos extratos de cachaga envelhecidas em tonel de
carvalho, amburana, balsamo e jequitiba frente as bactérias testadas

O extrato de cachaca envelhecida em barril de carvalho apresentou
maior inibi¢do para S. aureus, seguido de E. coli, L. monocytogenes e S.
choleraesius, mas néo interferiu no crescimento de P. aeruginosa. Para o extrato
de cachaga envelhecida em balsamo, pdde-se notar que houve uma maior
inibicdo para um maior niimero de bactérias, visto que também ndo houve
inibi¢do para P. aeruginosa. Resultado semelhante ao extrato de balsamo foi
verificado para o extrato de amburana, diferenciando-se apenas na intensidade
de inibigdo para S. choleraesius. Apenas o extrato de jequitibA ndo demonstrou

efeito inibitorio sobre as bactérias testadas.
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As concentragdes minimas inibitdrias dos extratos de cachagas
envelhecidas em carvalho, amburana, balsamo e jequitiba, sobre os micro-
organismos S. aureus, E. coli, L. monocytogenes, P. aeruginosa e S.
choleraesius, estio descritos nas Tabelas 14, 15, 16 e 17. Analisando
separadamente cada extrato de cachaga envelhecida, observa-se que a
concentragdo minima inibitéria do extrato de carvalho para a bactéria
Staphylococcus aureus foi de 125 pg mL™", para Escherichia coli 500 pg mL™,
para Salmonella choleraesuis e Listeria monocytogenes 1000 ug mL™ e para

Pseudomonas aeruginosa nio ocorreu inibigao.

Tabela 14 Concentracdo minima inibitéria do extrato de cachaga
envelhecida em tonel de Carvalho encontrada para os microrganismos
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Salmonella choleraesuis.

CMI (pug mL™?)

Bactéria Gram Carvalho DMSO CL

S. aureus + 125 NI 100
ATCC 13565

L. + 1000 NI 100
monocytogenes
ATCC 19117

E. coli - 500 NI 100
ATCC 11229

P.aeruginosa - NI NI 100
ATCC 15442

S.Choleraesuis - 1000 NI 100

ATCC 6539

*NI: ndo ocorreu inibi¢do, CL: Cloranfenicol, DMSO: dimetilsulfoxido.
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Pelos dados na Tabela 15, observa-se que a concentragdo minima
inibitoria do extrato de amburana para a bactéria Staphylococcus aureus foi de
125 ug mL™', para Escherichia coli 500 pg mL™, para Salmonella choleraesuis
500 ug mL" para Listeria monocytogenes 500 pg mL™", e para Pseudomonas

aeruginosa nio ocorreu inibigao.

Tabela 15 Concentragdo minima inibitéria do extrato de cachaca envelhecida em
tonel de amburana encontrada para o0s micro-organismos
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Salmonella choleraesuis.

CMI (ug mL™)

Bactéria Gram Amburana DMSO CL

S. aureus + 125 NI 100
ATCC 13565

L. + 500 NI 100
monocytogenes
ATCC 19117

E. coli - 500 NI 100
ATCC 11229

P.aeruginosa - NI NI 100
ATCC 15442

S.Choleraesuis - 500 NI 100

ATCC 6539

*NI: ndo ocorreu inibigdo, CL: Cloranfenicol, DMSO: dimetilsulfoxido.

Os dados da concentragdo minima inibitéria do extrato de balsamo para
a bactéria encontram-se na Tabela 16. Verifica-se que para Staphylococcus
aureus foi de 125 pg mL™, para Escherichia coli 500 pg mL™, para Salmonella
choleraesuis 500 pg mL, para Listeria monocytogenes 500 pg mL™" e para

Pseudomonas aeruginosa nio ocorreu inibigao.
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Tabela 16 Concentragdo minima inibitéria do extrato de cachaca envelhecida em
tonel de balsamo encontrada para o0s micro-organismos
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Salmonella choleraesuis.

CMI (ug mL™)

Bactéria Gram Balsamo DMSO CL

S. aureus + 125 NI 100
ATCC 13565

L. + 500 NI 100
monocytogenes
ATCC 19117

E. coli - 500 NI 100
ATCC 11229

P.aeruginosa - NI NI 100
ATCC 15442

S.Choleraesuis - 500 NI 100
ATCC 6539

*NI: ndo ocorreu inibigdo, CL: Cloranfenicol, DMSO: dimetilsulfoxido.

Observa-se na tabela 17 que o extrato de Jéquitiba ndo apresentou
inibi¢do para as bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella

choleraesuis, Listeria monocytogenes e Pseudomonas aeruginosa.
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Tabela 17 Concentragdo minima inibitéria do extrato de cachaga envelhecida em
tonel de JequitibdA encontrada para 0s micro-organismos
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Salmonella choleraesuis.

CMI (ug mL™)

Bactéria Gram Jequitiba DMSO CL

S. aureus + NI NI 100
ATCC 13565

L. + NI NI 100
monocytogenes
ATCC 19117

E. coli - NI NI 100
ATCC 11229

P.aeruginosa - NI NI 100
ATCC 15442

S.Choleraesuis - NI NI 100
ATCC 6539

*NI: ndo ocorreu inibigdo, CL: Cloranfenicol, DMSO dimetilsulféxido.

De acordo com os resultados obtidos, foi observada uma inibi¢do dos
extratos de carvalho, amburana e balsamo sobre as bactérias Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli ¢ Salmonella choleraesuis.
Provavelmente essa inibi¢do ocorreu pela presenga dos compostos fenolicos,
acido gélico, cumarina, sirilgaldeido e 4cido vanilico, que se apresentaram em
quantidades expressivas nesses extratos. Esses dados corroboram com aqueles
encontrados por Vaquero et al. (2007), que estudaram a inibi¢do de micro-
organismos pelos acidos p-cumarico, acidos cumérico, 4acido galico e
siringaldeido extraidos de vegetais. Observaram uma pequena atividade desses
compostos sobre as bactérias patogénicas como a Salmonella choleraesius,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, e Bacilus cereus.

Barbosa (2010), mostraram que o acido galico componente do

metabolismo secundario de plantas, possui propriedade antioxidante e algumas
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atividades antimicrobianas. Em suas pesquisas, o autor concluiu que o acido
galico tem capacidade de inibir a cadeia respiratoria do parasita Trypanossoma
cruzi, possuindo também uma atividade antimicrobiana contra a Escherichia
coli.

Segundo Antoniolli et al. (2004), a adicdo de 4cido vanilico em sucos
possui efeito antimicrobiano, pois durante seu armazenamento, foi observado
que esse composto inibiu o crescimento de Saccharomyces cerevisae.

Pelczar Jr., Chan e Krieg (1997), pesquisando a atividade antimicrobiana
do fenol e seus derivados, mostraram que esses compostos tém a capacidade de
lesar as células microbianas ocasionando uma alteracdo da permeabilidade
seletiva da membrana citoplasmatica, causando uma perda das substancias
intracelulares vitais. Alguns autores como Vaquero et al. (2007), acreditam que
quanto mais hidroxilados estiver o fenol, maior poder inibitorio apresenta sobre
0s mico-organismo, sendo este o mecanismo que confere a toxicidade dos
grupos fenodlicos. Sroka e Cisowski (2003) discorrem que a eficiéncia dos
compostos fendlicos depende de suas propriedades estruturais, tais como a
posicdo da ligacdo e a posicdo do grupo hidroxila no anel aromatico. Esses
autores acreditam que quanto maior o grau de hidroxilacdo de fendis, maior a
sua toxicidade para o mico-organismo.

A diferengca nos resultados relacionados com as atividades
antimicrobianas de espécies de bactérias pode ser influenciada por diversos
fatores, como as diferencas na metodologia experimental, composicdo de meios,
micro-organismos empregados, concentragdes investigadas e baixa solubilidade
de muitos compostos (WEN et al., 2003).

Segundo Holley e Patel (2005), a atividade antibacteriana de compostos
fendlicos e o seu mecanismo de agdo ndo esta completamente entendido; pode-
se considerar que o modo de acdo de agentes antimicrobianos ¢ estabelecido

considerando-se um entre os trés a seguir como: a reagdo com a membrana
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celular causando aumento da permeabilidade e perda dos constituintes celulares,
inativacdo de sistemas enzimaticos ou enzimas essenciais, incluindo as
envolvidas no processo de producdo de energia; e sintese de componentes
estruturais ou a destruicdo ou inativagdo funcional do material genético.
Segundo Burt (2004), existe consenso de que compostos aromaticos e fendlicos
atuam nas membranas citoplasmaticas, alterando a sua estrutura e sua fungdo em
transporte ativo e coagulam o contetdo celular. Em varios trabalhos, relata-se
que bactérias Gram-positivas sdo mais susceptiveis a atividade de extratos
fenolicos que bactérias Gram-negativas.

As bactérias Gram-negativas possuem uma membrana externa, a qual
faz com que tenham uma superficie hidrofilica devido a preseng¢a de moléculas
de lipopolissacarideos. Porém, pequenos solutos hidrofilicos sdo capazes de
passar por essa membrana externa por meio de poros hidrofilicos formados por
canais de proteinas de membranas. Dessa maneira, considera-se que a membrana
externa sirva como uma barreira de penetragdo para macromoléculas e
compostos hidrofobicos, e ¢ por essa razdo que bactérias Gram-negativas sao
relativamente resistentes a antibidticos e outras drogas hidrofobicas, assim como
os compostos fendlicos (MANN; COX; MARKHAM, 2000).

O 4cido vanilico, acido galico e fenol foram compostos majoritarios
presentes nos extratos de balsamo, que apresentou uma maior atividade
antibacteriana. Isso pode ser justificado pela capacidade desses compostos
penetrarem na superficie do citoplasma das bactérias, passando pelos poros de
proteinas presentes em sua membrana externa. Neste estudo, a atividade sobre
as bactérias testadas mostrou-se similar, tanto para as Gram-negativas quanto

para as Gram-positivas.

4.1.5 Efeito inibitdrio de extratos fendlicos sobre as espécies fungicas
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Os extratos de cachacga envelhecidas em tonel de carvalho, amburana,
balsamo e jequitibA ndo demonstraram efeito inibitdrio sobre os fungos
filamentos. Na Figura 15 verifica-se que nao houve efeito inibitorio dos extratos

de cachacas envelhecidas sobre os fungos testados.
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Figura 15 Efeito inibitorio dos extratos de cachaga envelhecidas em tonel de
carvalho, amburana, balsamo e jequitiba sobre os fungos testados

Analisando separadamente cada extrato de cachaga envelhecida, pode-se
perceber pelos dados das Tabelas 18, 19, 20 e 21 que a concentragdo minima
inibitdria dos extratos testados, carvalho, amburana, balsamo e jequitiba, para os
fungos filamentosos Aspergillus flavus, Aspergiluus niger, e Aspergillus

carbonariu, foi muito, baixa ndo ocorrendo inibigao.
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Tabela 18 Concentragdo minima inibitéria do extrato de cachaca envelhecida em
tonel de carvalho encontrada para os fungos Aspergillus flavos,
Aspergillus niger e Aspergillus carbonarius.

CMI (ug mL™
Bactéria Carvalho DMSO HP
Aspergillus NI NI 100
flavus
Aspergiluus NI NI 100
Niger
Aspergillus NI NI 100

Carbonarius
*NI: ndo ocorreu inibi¢cdo, HP: Hipoclorito 2%, DMSO: dimetilsulféxido.

Tabela 19 Concentragdo minima inibitoria do extrato de cachaca envelhecida em
tonel de amburana encontrada para os fungos Aspergillus flavos,
Aspergillus niger e Aspergillus carbonarius.

CMI (ug mL™
Bactéria Amburana DMSO HP
Aspergillus NI NI 100
flavus
Aspergiluus NI NI 100
Niger
Aspergillus NI NI 100

Carbonarius
*NI: ndo ocorreu inibi¢do, HP: Hipoclorito 2%, DMSO: dimetilsulfoxido.
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Tabela 20 Concentragdo minima inibitéria do extrato de cachaca envelhecida em
tonel de balsamo encontrada para os fungos Aspergillus flavos,
Aspergillus niger e Aspergillus carbonarius.

CMI (ug mL™
Bactéria Balsamo DMSO HP
Aspergillus NI NI 100
flavus
Aspergiluus NI NI 100
Niger
Aspergillus NI NI 100

Carbonarius
*NI: ndo ocorreu inibicdo, HP: Hipoclorito 2%, DMSO: dimetilsulféxido

Tabela 21 Concentragdo minima inibitdria do extrato de cachaga envelhecida em
barril de jequitiba encontrada para os fungos Aspergillus flavos,
Aspergillus niger e Aspergillus carbonarius.

CMI (ug mL™)
Bactéria Jequitiba DMSO HP
Aspergillus NI NI 100
flavus
Aspergiluus NI NI 100
Niger
Aspergillus NI NI 100

Carbonarius
*NI: ndo ocorreu inibigdo, HP: Hipoclorito 2%, DMSO: dimetilsulféxido

Atualmente, os compostos fenolicos sdo considerados substincias de
grande interesse nutricional, por sua contribuicdo na manutencdo da saude
humana e também do ponto de vista tecnologico, possuindo fungdes como
antioxidantes e antimicrobiana. Segundo Cerezo et al. (2010), em varias
espécies de plantas sdo encontrados os acidos fendlicos que também atuam

como antibidticos, e promovem a atividade antifungica.
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O ergosterol ¢ um esteroide que esta presente na membrana dos fungos.
Ele se apresenta como modulador de fluidez da membrana fingica, e qualquer
acao de alguns elementos quimicos desencadeia um desequilibrio na fluidez da
membrana plasmatica dos fungos, promovendo alteracdes na homeostase
intracelular. De forma geral, qualquer alteracdo que interfira na composicao da
membrana plasmatica celular microbiana estara tornando-a desprovida de uma
organela essencial ao equilibrio homeostatico, condigdo fundamental para o seu
otimo funcionamento fisioldgico. Assim, uma alteracdo nessa estrutura celular
pode vir a tornar o ambiente microbiano intracelular incompativel com a sua
sobrevivéncia (SOUZA et al., 2003).

Tassou et al. (2007), quantificaram extratos fendlicos de plantas e
verificaram a presenga de compostos, fendlicos como o acido vanilico, vanilina,
acido gélico e cumarinas. Observaram, pelo método de difusdo em discos, que
esses compostos possuem efeito inibitorio sobre o crescimento de fungos, como
os Rhyzopus oryzae, Aspergillus flavus, Aspergillus carbonarius ¢ Aspergillus
fumigatus; no entanto a atividade antifingica vem sendo atribuida a compostos
fendlicos usualmente presentes em tecidos vegetais. A catequina e o fenol
apresentam relativa toxicidade para micro-organismo como fungos e bactérias.
Em diversos tecidos vegetais, encontram-se uma variedade de fenois, polifenois
e outros compostos, muitos deles mostraram-se TUteis na descoberta
conservantes, € possuem um grande potencial antifungico (JOHANN et al.,
2009).

Segundo Rodrigues et al. (2007), a presenca de compostos aromaticos
como o fenol dificulta a reproducdo de fungos filamentosos. O autor utilizou o
composto fenol, com uma concentragdo de (1 mg/L) para inibir a proliferacdo
de Aspegillus niger em aguas residuarias, utilizando uma concentragdo de 2 x
10° esporos/mL, verificou que a presenca desse composto promoveu uma

inibigdo total de Aspergillus niger durante o tratamento.
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Verifica-se que os resultados apresentados neste estudo ndo corroboram
com os dados mencionados, pois ndo houve efeito inibitorio sobre os fungos
testados nas concentragdes de extratos fenolicos, houve inibi¢do apenas para o
hipoclorito 2% utilizado como controle positivo, apds o periodo de incubagdo
por 72 horas.

Segundo Perrone et al. (2009) a classe de Aspergillus apresenta algumas
caracteristicas morfologicas, como a presenga de conidios pretos ou marrons e
escuros, e também possui paredes celulares rugosas e rigidas, estipes longas e

largas, podendo ser resistente sobre a alguns compostos fenolicos utilizados.
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5 CONCLUSAO

Os compostos majoritarios encontrados nas cachagas envelhecidas
foram; siringaldeido (9,69 mg/L carvalho), 4cido vanilico (4,71 mg/L
amburana), 4cido vanilico (8,74mg/L balsamo) e siringaldeido (2,11 mg/L
jequitiba).

A atividade antioxidante foi evidenciada pelo teste DPPH para as
cachacas testadas, sendo a cachaga envelhecida em tonel de carvalho a que
apresentou maior atividade, seguida das cachagas envelhecidas em tonéis de
jequitiba, amburana e balsamo.

Os extratos fendlicos apresentaram uma consideravel atividade bioldgica
sobre as bactérias Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia
coli, e Salmonella choleraesuis; porém, ndo foi eficiente no controle de
Pseudomonas aeruginosa, e ndo apresentou nenhuma inibigdo sobre os fungos

Aspergillus flavus, Aspergillus carbonarius, e Aspegillus niger.
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APENDICE

APENDICE - A curva analitica de compostos fenélicos totais
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Figura 1A Curva analitica obtida por regressdo linear das concentragdes do
padrdo de acido galico, Por meio da construgdo da curva analitica, foi
possivel avaliar a linearidade do método pela estimativa do
coeficiente de determinagdo referente & equagdo da curva que foi
igual a y = 0,008x - 0,012, obtida por regressao linear. Foi obtido um
coeficiente de determinagdo de 0,999 mostrando a precisdo da curva
analitica
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APENDICE - B Mecanismo de reagio proposto para o0 método DPPH

Figura 2B Mecanismo de reagdo proposto para o método DPPH
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APENDICE - C Efeito inibitorio dos extratos de cachagas envelhecidas em

bactérias
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Grafico 1C Efeito inibitério dos extratos de cachaga envelhecidas em tonel de
carvalho frente as bactérias testadas
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Sample line plot: Carvalho
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Grafico 2C Efeito inibitorio dos extratos de cachaga envelhecidas em tonel de
amburana frente as bactérias testadas



118

Sample line plot: Balsamo

3.0

Conc. 31,25 pg mL-!
Conc. 62,50 pgmL"!
2.5 = Conc.125pugmL-"!
Conc. 250 pygmL-!
= Conc.500pugmL-"
2.0 1 Conc. 1000 pg mL-!

1

1.5

®
g 1.0
w
o.sf
0.0 =S R 2 S=RE] SIS
05
1.0 . e -
o\ < BN ne
e© AN av¢ e 109°
0.0° c

Grafico 3C Efeito inibitério dos extratos de cachaga envelhecidas em tonel de
balsamo frente as bactérias testadas
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Sample line plot: Jequitiba
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Figura 4C Efeito inibitdrio dos extratos de cachaga envelhecidas em tonel de

jequitiba frente as bactérias testadas




APENDICE - D Efeito

fungos filamentosos
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Figura 1D Efeito inibitério do extrato de cachaga envelhecidas em tonel de
carvalho frente aos fungos testados
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Figura 2D Efeito inibitorio dos extratos de cachaca envelhecidas em tonel de
amburana frente aos fungos testados
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Sample line plot: Balsamo
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Figura 3D Efeito inibitério dos extratos de cachaca envelhecidas em tonel de
balsamo frente aos fungos testados
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Figura 4D Efeito inibitorio dos extratos de cachaca envelhecidas em tonel de
jequitiba frente aos fungos testados



