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RESUMO

Varias reacBes ocorrem em toda a cadeia produtiva da cachaga, desde a
fermentacdo até o engarrafamento. Nessas reacOes, ocorrem a formacdo dos
compostos secundarios, contaminantes organicos e inorganicos. Entre o0s
organicos, o carbamato de etila é o composto que vem sendo mais pesquisado,
pelo fato de ser um composto potencialmente tdxico e suas vias de formagao nao
estarem bem elucidadas. O envelhecimento é a Ultima etapa do processo de
producdo, mas ndo é obrigatéria sua realizacdo. Nessa etapa ocorrem diversas
reacOes quimicas entre os compostos extraidos da madeira e alguns compostos
presentes na bebida. Os principais compostos extraidos da madeira pelos
destilados sdo: compostos volateis, compostos fendlicos, substancias tanicas,
acucares, glicerol e acidos organicos ndo volateis. Os objetivos desse trabalho
foram realizar um acompanhamento periddico dos parametros fisico-quimicos e
do perfil cromatografico, quanto aos teores de carbamato de etila, compostos
volateis e composicdo fendlica da cachaca no processo de producdo e no
armazenamento em tonéis recém-confeccionados de amburana, carvalho,
balsamo, jatoba e peroba. Os tonéis foram fabricados em uma tanoaria
especializada e as amostras foram produzidas em uma unidade produtora. Foram
realizadas analises fisico-quimicas e cromatograficas. As fracbes do destilado
apresentaram, fisico-quimicamente, valores distintos; as fra¢bes “cabega” e
“cauda” apresentaram valores inapropriados para os pardmetros grau alcodlico,
aldeidos e butan-1-ol, a fragdo “coragdo”, tanto no processo de destilagdo e no
envelhecimento, apresentou valores dentro do estabelecido pela legislacdo. Foi
possivel observar pelos resultados dos compostos volateis analisados por GC-
MS vérios compostos importantes para o0 aroma e sabor das cachacas, sendo 0s
alcoois, acidos, ésteres e sesquiterpenos os principais grupos encontrados. De
acordo com os resultados, foi observado um aumento progressivo e
heterogeneidade da composicdo fendlicas em todas as madeiras utilizadas para o
armazenamento. Pelo teste de correlacdo linear entre compostos fendlicos totais,
extrato seco e intensidade de cor, constatou-se uma correlacdo muito forte. A
concentracao de carbamato de etila ndo foi detectada no caldo de cana e na etapa
de fermentacdo, na destilacdo, os niveis de carbamato variaram de <LQ a 17,081
pg L. No armazenamento, contatou-se que os niveis de carbamato de etila
aumentaram e apresentaram distintos quanto ao tipo de madeira. Nas bebidas
estocadas em vidro, com presenca ou auséncia de luz, foi possivel observar que
0 material e a luminosidade ndo afetaram na sua formagé&o.

Palavras-chave: Cachaga. Perfil fisico-quimico. Compostos volateis.
Compostos fendlicos. Carbamato de etila.



ABSTRACT

Several reactions occur throughout the production chain of cachaca, from
fermentation to bottling. The formation of secondary compounds, organic and
inorganic contaminants, occur during these reactions. Among the organic
contaminants, ethyl carbamate is a compound that has been the most extensively
researched because it is a potentially toxic compound and pathways for its
formation are not well elucidated. Aging is the last step of the production
process, but its use is not mandatory. At this stage, several chemical reactions
between compounds extracted from wood and some compounds present in the
beverage occur. The main compounds extracted from wood by the distillates are
volatile compounds, phenolic compounds, tannic substances, sugars, glycerol
and nonvolatile organic acids. The objectives of this work were to conduct
regular monitoring of physical-chemical parameters and the chromatographic
profile, including the levels of ethyl carbamate, volatile compounds and the
phenolic composition of cachaca in the production process and storage casks.
The casks were recently constructed from amburana, oak, balsam, jatoba and
peroba wood. The casks were constructed in a specialized cooperage. The
samples were produced in a production unit.. Physical and chemical analysis and
chromatography was performed. The distilled fractions presented distinct
physico-chemical values, and inappropriate values were found.for the alcoholic
content, aldehydes and butan-1-ol parameters in the the "head" and "tail"
fractions., The values observed for the "heart" fraction, both in the process
distillation and aging, were within that established by the legislation. It was
possible to observe the results of volatiles analyzed by GC-MS. Several major
components responsible for the aroma and flavor of the cachaca, including
alcohols, acids, esters and sesquiterpenes, were the main groups found. A
progressive increase in heterogeneity and phenolic composition of the wood
used for storage was observed. A linear correlation between total phenolic
compounds, solids and color intensity was found. No ethyl carbamate was
detected in sugar cane juice or in the fermentation step. Carbamate levels ranged
from <LQ 17.081 pg L™ in the distillation step. The ethyl carbamate levels
increased during storage and showed differences with respect to the type of
wood. When the beverages were stored in glass in the presence or absence of
light, no effect of the material or the light on the formation of the carbamate was
observed.

Keywords: Cachaca. Physicochemical profile. Volatile compounds. Phenolic
compounds. Ethyl carbamate.
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1 INTRODUCAO

No periodo colonial, iniciou-se a producdo de cachaga pelos negros
acidentalmente. Acredita-se que essa proeza tenha ocorrido em um engenho da
Capitania de S&o Vicente, entre 1536 a 1548, sendo denominada pelos escravos
de cagaca. A cachaca se tornou um produto genuinamente brasileiro em 2001,
por meio de um decreto presidencial, devido a problemas de ordem comercial, a
fim de evitar conflitos com os paises produtores de rum (TRINDADE, 2006;
CARDOSO, 2013).

Atualmente, varias marcas circulam no comércio brasileiro e em varios
paises. A cachaca é produzida praticamente em todos os estados brasileiros;
entretanto, torna-se diferenciada pelos métodos de producdo, pelas
caracteristicas culturais e historicas que caracterizam cada regido. E a bebida
destilada mais consumida em nosso pais. Estima-se uma producdo anual de 1,4
bilhdo de litros da bebida, dos quais 90% sdo provenientes da producdo
industrial e 10% da cachaga de alambique. Para agradar e satisfazer aos paises
importadores, os produtores de cachaca no Brasil estdo buscando associar a
bebida uma imagem de qualidade. O Governo Federal vem apoiando esse
esfor¢o dos produtores, incentivando principalmente os pequenos fabricantes a
se reestruturarem para colocar seu produto com qualidade no mercado. A
instituicdo do Programa de Identidade da Cachaga, por meio da Instrucdo
Normativa n.13, de 29/06/2005, e o Regulamento de Avaliacdo de
Conformidade da Cachaga, foram contribuicbes indispensaveis ao
fortalecimento da bebida. Com isso, o Governo Federal espera aumentar a
aceitacdo e o consumo da bebida nacional e internacionalmente (CARDOSO,
2013; SEBRAE, 2014).

Apesar do apoio que tem do governo e das associacGes de cachaca, a

cadeia produtiva ainda ndo é homogénea. Portanto, para a cachaga se destacar no
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mercado mundial, sua produgdo deve superar alguns entraves. A padronizagéo
do produto, o controle de contaminantes, como o carbamato de etila, acroleina,
metais pesados e outros, bem como a resolugédo de problemas ambientais, podem
ser apontados como pontos integrantes de uma pauta minima para o crescimento
do setor.

O processo produtivo de aguardentes e cachacas € realizado
industrialmente ou artesanalmente. O termo artesanal foi instituido pela
Legislagdo brasileira, na qual ela foi renomeada como cachaga de alambique. A
renomeacdo ocorreu por causa da escala de producdo de pequenos produtores
ndo ser tdo pequena como aparentava. O processo de producdo da cachacga de
alambique pode ser dividido em quatro etapas fundamentais: obtencdo do mosto,
fermentacdo, destilagdo e envelhecimento (AQUARONE et al., 2005;
CARDOSO, 2013).

A cachaca apresenta uma grande complexidade em sua composicao.
Varias reagcBes ocorrem em toda a cadeia produtiva da cachaca, desde a
fermentacdo até o engarrafamento. Nessas reacdes ocorrem a formagdo dos
compostos secundarios, contaminantes organicos e inorganicos. Entre 0s
compostos secundarios, citam-se os alcoois, hidrocarbonetos e compostos
carbonilados com trés ou mais atomos de carbono, como aldeidos, ésteres e
acidos carboxilicos. Substancias como cetonas, compostos fendlicos, aminas e
compostos sulfurados também podem ser encontradas em pequenas proporcaes.
Esses compostos sdo formados por rotas bioquimicas ou quimicas durante e apés
a fermentacdo alcodlica. Observam-se ainda varios compostos volateis que sdo
responsaveis pelo sabor e aroma da bebida, conhecidos como majoritarios.
Diferente deles, existem os volateis presentes em pequenas quantidades, na
verdade tragos desses compostos. Para que a bebida seja de qualidade, além de
atender os parametros exigidos pela legislacdo quanto a sua composicao

guimica, deve também apresentar qualidades sensoriais capazes de satisfazer ou
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mesmo ultrapassar as expectativas de seus consumidores (DATO; PIZAURO
JUNIOR; MUTTON, 2005; CARDOSO, 2013; BENTO et al., 2015).

Entre os organicos, o carbamato de etila é 0 composto que vem sendo
mais pesquisado, pelo fato de ser um composto potencialmente toxico. Esse
contaminante ja foi encontrado em diversos alimentos e bebidas fermentadas.
Nos ultimos anos, varias pesquisas em toda cadeia produtiva de vinhos, uisques
e cachaca vém sendo desenvolvidas para elucidar as causas da formacdo do
carbamato de etila. A Legislacdo brasileira estabeleceu um limite maximo de
210,0 pg L™ para essa substancia em cachagas, baseando-se na Legislacio do
Canada, que ha algum tempo tem demonstrado preocupacao quanto a presenca
desse composto em alimentos e bebidas. Sendo assim, se faz necessario
aprofundar os estudos sobre a formacdo do carbamato de etila em cachaca e
aguardente de cana, uma vez que pesquisas nessa area ainda se encontram
insuficientes (WEBER; SHARYPOV, 2009; MACHADO, 2010; BRASIL,
2014).

O envelhecimento € a Gltima etapa do processo de produgdo, mas ndo é
obrigatéria sua realizacdo. E uma etapa importante na fabricacdo de cachaca,
pois possibilita ao produtor agregar valor a sua bebida. Nessa etapa ocorrem
diversas reacdes gquimicas entre 0s compostos extraidos da madeira e alguns
compostos presentes na bebida, os quais sdo provenientes de etapas anteriores ao
envelhecimento. Os principais compostos extraidos da madeira pelos destilados
sdo: Gleos volateis, compostos fendlicos, substancias tanicas, aglcares, glicerol e
acidos organicos ndo volateis. Entre esses, destaca-se a importancia do estudo de
compostos fendlicos em cachaga envelhecida, devido a importancia de
compostos antioxidantes para a vida e a satde humana (CARDOSO, 2013).

O carvalho (Quercus sp) é a madeira mais utilizada no envelhecimento,
pois contempla o maior nimero de propriedades desejaveis ao processo, tais

como cor, cheiro, durabilidade natural, permeabilidade, trabalhabilidade,
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densidade e resisténcia mecanica. Além dessa madeira, varias outras de origem
nativa brasileira tém sido utilizadas na confeccdo de tonéis para o
envelhecimento da cachaca, como a amburana (Amburana cearensis), jatoba
(Hymenaeae carbouril), balsamo (Myroxylon peruiferum) e peroba (Paratecoma
peroba) (AQUINO et al., 2006a; MORI; MENDES; MORI, 2013).

Para melhor avaliar a complexidade da composic¢do quimica da cachagca,
as analises estatisticas estdo sendo utilizadas como uma ferramenta de grande
utilidade. A andlise multivariada esta sendo a mais procurada e tem sido
empregada nos ultimos anos para caracterizacdo de diversos produtos
alimentares, como a cachaca e outras bebidas alcodlicas. E uma ferramenta
matematica e estatistica cujo objetivo é correlacionar os resultados analiticos
entre amostras (objetos) por meio de analises quimicas (quimiometria). Entre os
métodos empregados, destaca-se a Analise de Componentes Principais (ACP),
que permite transformar um conjunto de variaveis originais intercorrelacionadas
em um novo conjunto de varidveis ndo correlacionadas, chamadas de
componentes principais (RENCHER, 2002; NUNES et al., 2012; ANDRADE et
al., 2013).

Diante do exposto, no presente trabalho objetivou-se realizar um
acompanhamento peridédico dos parametros fisico-quimicos e do perfil
cromatogréafico, quanto aos teores de carbamato de etila, compostos volateis e
composicdo fenodlica da cachaca no processo de producdo e no armazenamento
em tonéis recém-confeccionados de amburana, béalsamo, carvalho, jatoba e

peroba.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Histdria da origem das bebidas alcdolicas e da cachaca

As bebidas alcoolicas se tornaram um habito pré-histérico pelo fato de
ser amplamente consumida. Ha relatos arqueoldgicos da sua utilizagdo em
celebracdes, ritos ou simples aglomeracfes de individuos. Com o processo
civilizatorio, o consumo de bebidas alcodlicas foi incorporado aos padrdes
sociais aceitaveis. No entanto, a associacdo do consumo de alcool com a
dependéncia, comportamentos antissociais e violéncia deixou ao longo da
histdria a percepcdo de que hd um limite ténue entre o consumo aceitavel e os
seus efeitos psicotrépicos (ACSELRAD et al., 2012).

A fermentacdo vem dos antigos egipcios, 0s quais julgavam que a
inalacdo de vapores de liquidos aromatizados e fermentados, absorvidos
diretamente do bico de uma chaleira, em um ambiente fechado, curava varias
moléstias. O nome dado ao produto fermentado era “4gua-da-vida”, acquavite
em italiano, eau-de-vie em francés, acqua ardens em grego e uisgebeatha em
gaélico (PATARO et al., 2002).

O consumo do &lcool na Antiguidade Classica relata que gregos e
romanos bebiam vinho a noite, depois das refeicdes como forma de estimulo a
sociabilidade. Na época, beber antes do final do dia era considerado uma
excentricidade. Os gregos misturavam vinho com agua para que as bebidas se
tornassem fracas para o consumo. Muitos bebiam vinho puro e eram
considerados ndo cidaddo (ACSELRAD et al., 2012). As mulheres eram
excluidas do banquete dos homens, ndo tomavam parte na embriaguez deles,
mas, de vez em quando, podiam beber em espagos proprios. Voltadas para o
trabalho doméstico, estavam proximas do celeiro onde se guardava o vinho, o

que facilitava o consumo de forma discreta. Segundo o dito popular, seria
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melhor uma mulher beber demais que ser adultera ou criminosa. Entretanto, em
Roma o consumo do vinho era proibido as mulheres pelo medo a sexualidade
desabrida. Os escravos ndo eram privados do vinho, mas eram vigiados porque
ndo sabiam se controlar. Os povos barbaros ndo se beneficiavam da educacédo
que tinham os homens livres, sendo o uso do &lcool entre os primeiros
geralmente associado a embriaguez violenta. Entre os homens livres, 0 consumo
do éalcool ndo era associado a violéncia. Tudo indica que na Antiguidade
Classica preservaram-se espagos de consumo, construiram-se limites aos
excessos tidos como excepcionais, modestos, a0 que parece numa recusa a
autodestruicdo (ACSELRAD et al., 2012).

No Brasil, o consumo de bebidas alcodlicas antecede a chegada dos
portugueses. Feita a partir da mandioca, do aipim, do milho, do caju, do abacaxi,
da jabuticaba, entre tantas outras raizes e frutas, ora alimentava cristdos, ora
conduzia ao estado de embriaguez. As jovens indias preparavam a bebida. Os
homens ndo participavam do processo de producdo. O cauim é uma bebida
fermentada, o caldo extraido da mandioca era misturado a saliva, provocando
sua fermentacdo. Esse procedimento, contrario as normas de higiene, acabou
sendo aceito pela semelhanca com o processo de producdo do vinho quando os
pés, nem sempre limpos, amassam as uvas (RAMINELLI, 2005). Com a
colonizacdo portuguesa e a disponibilidade da cana de acUcar, popularizou-se a
cachaca, que é uma bebida destilada com teor alcodlico consideravelmente alto.

Os portugueses implantaram as primeiras plantacdes de cana-de-aclcar
no Brasil em meados do século XVI, impulsionando a producédo de cachaga, que
¢ uma bebida fermento-destilada proveniente da cana. Os primeiros
colonizadores que vieram para o Brasil apreciavam a bagaceira portuguesa e 0
vinho do porto trazidos da corte. Em territério brasileiro, um vinho proveniente
da cana de acucar, a garapa-azeda, foi descoberto num dos engenhos de

Capitania de S8o Vicente, atualmente Sdo Paulo, entre 1536 a 1548. O liquido
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ficava ao relento dentro de cochos de madeira para os animais, exalando um
aroma frutado, fermentado em decorréncia de sua permanéncia acentuada nesse
recipiente, resultando, assim, em uma bebida alcodlica. Os escravos passaram a
ingerir tal bebida e, rapidamente, a noticia chegou aos senhores de engenho.
Esses, que ja conheciam as técnicas de destilacdo aplicadas ao mosto fermentado
de uva para a producdo da bagaceira, decidiram aplica-las ao mosto fermentado
de cana-de-agucar, dando origem a aguardente de cana (cachaga). No inicio, a
bebida era reservada apenas aos escravos. No entanto, com o aprimoramento das
técnicas de produgdo, passou a fazer parte também das mesas dos senhores de
engenho. Nos meados do século XVI até metade do século XVII, as “casas de
cozer méis” se multiplicaram nos engenhos ¢ a bebida tornou-se moeda corrente
para a compra de escravos na Africa (MAIA; CAMPELO, 2006; TRINDADE,
2006; CARDOSO, 2013).

Hoje, varias marcas de alta qualidade de cachaga figuram no comércio
nacional e internacional, estando presentes nos melhores restaurantes e adegas
residenciais do Brasil e do mundo. A cachaca deixou de ser bebida de pobre e
passou a ter lugar de destaque nos brindes nacionais, nas festas de requinte e
entre os estrangeiros. Ganhou nome proprio no exterior “Cachaga do Brasil” e a
ela sdo voltados varios planos e projetos do governo para a sua expansdo em
ambito nacional e internacional (CARDOSO, 2013).

2.2 Cachaca: Legislacdo e mercado

A cachaca é um produto bem consumido pelos brasileiros e por vérias
civilizagbes do mundo. Por esse motivo, tem-se a importancia de se buscar um
produto de melhor qualidade. Inlmeras pesquisas vém sendo realizadas com o

objetivo de aprimorar tanto a qualidade da matéria-prima, variedades de cana de
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acucar, quanto os cuidados durante o processo de producdo da bebida e controle
de compostos contaminantes (CARDOSO, 2013).

De acordo com a Instrucdo Normativa de n° 13, de 30/06/2005,
Aguardente de cana é a bebida com graduacéo alcodlica entre 38% e 54% v/v a
20 °C, obtida do destilado alcotlico simples de cana de aglcar ou pela destilagdo
do mosto fermentado do caldo de cana-de-aglcar, podendo ser adicionada de
acucares em até 6,0 g L, expressos em sacarose. Cachaca é a denominacéo
tipica e exclusiva da aguardente de cana produzida no Brasil, com graduacao
alcodlica entre 38% e 48% v/v a 20°C, obtida pela destilagio do mosto
fermentado do caldo de cana-de-aclcar, com caracteristicas sensoriais
peculiares, podendo ser adicionada de agticares em até 6,0 g L™, expressos em
sacarose. Visando a proteger a marca brasileira no cenario internacional, o artigo
92 dessa Lei define que cachaca é um produto genuinamente brasileiro
(BRASIL, 2003; 2005a).

De acordo com a Instrugdo Normativa de n° 13 de 2005, foram mantidos
e acrescentados limites para outros contaminantes. Entre eles, citam-se o
carbamato de etila, prop-2-enal (acroleina), butan-2-ol (alcool sec-butilico),
butan-1-ol(alcool butilico), chumbo e arsénio (BRASIL, 2005a; 2014). O
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) estabelece os
seguintes limites para os compostos secundarios e contaminantes em aguardente

de cana e cachaga (Quadro 1):
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Quadro 1 PadrBes de Identidade e Qualidade (PIQ’s) exigida pela Legislacdo

brasileira
Componente Unidade Limite
Minimo  Maximo
Graduagdo alcodlica % v/v de alcool etilico a
(aguardente) 20°C 38,0 54,0
Graduacdo alcodlica (cachaga) % viv de ;I(;:f)gl etilico a 38,0 48,0
Aqo_lez volatil, em acido mg/100 mL de &lcool anidro - 150,0
acético
Esteres, em acetato de etila mg/100 mL de &lcool anidro - 200,0
Aldeidos, em aldeido acético mg/100 mL de &lcool anidro - 30,0
Furfural mg/100 mL de alcool anidro - 5,0
Alcoois superiores* mg/100 mL de alcool anidro - 360,0
Butan-2-ol (alcool sec-butilico)  mg/100 mL de alcool anidro - 10,0
Butan-1-ol (alcool butilico) mg/100 mL de alcool anidro - 3,0
Congéneres** mg/100 mL de alcool anidro 200,0 650,0
Alcool metilico mg/100 mL de alcool anidro - 20,0
Acroleina mg/100 mL de alcool anidro - 5,0
Carbamato de etila pug Lt - 210,0
Cobre mg L? - 5,0
Arsénio pug Lt - 100,0
Chumbo pug Lt - 200,0
Extrato seco gL? - 6,0

*Alcoois superiores: isobutilico + isoamilico + propilico.**Congéneres: acidez
volatil + ésteres + aldeidos + furfural + alcoois superiores.
Fonte: Brasil (2005a; 2014).

O mercado de bebidas alcodlicas no Brasil é representado por bebidas
destiladas (como cachaca, whisky e vodca) e fermentadas (cerveja e vinho). Em
relacdo ao volume, o mercado nacional de bebidas se divide entre cerveja
(88,8%), cachaca (6,6%) e demais bebidas (4,6%); a aguardente de cana ocupa a
primeira posicdo no pais em relacdo a bebidas destiladas (em volume) com mais
de 87% do mercado. Seu consumo é quase 5 vezes maior do que o do whisky
(348 milhGes de litros) e da vodca (270 milhdes de litros). No exterior, ela é
destaque como o terceiro destilado mais consumido, e a caipirinha, como um dos
oito drinks mais vendidos (SEBRAE, 2008; 2014).
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A cachaca, largamente consumida no Brasil, € uma bebida produzida em
todas as regides do pais. Estima-se uma producdo anual de 1,4 bilhdo de litros de
cachaca. Atualmente, sdo registradas 4 mil marcas e aproximadamente 40 mil
produtores legalizados e ndo legalizados. De acordo com a legislagdo, 90% séo
de pequeno produtor. No mercado nacional, a cachaca é encontrada em mais de
960 mil pontos de vendas, entre bares, supermercados e restaurantes, gerando
cerca de 600 mil empregos diretos, além de um faturamento anual de mais de
U$600 milhdes. Estima-se um consumo médio anual de 11,5 litros por habitante.
No entanto, a exportacdo da cachaca ainda € inexpressiva, sendo exportado
apenas 1% do total produzido para paises como Alemanha, Italia, Franca, EUA e
Japdo, de forma que praticamente toda a producdo é destinada ao mercado
nacional (SEBRAE, 2008; 2014).

O processo produtivo da cachaca se estabelece em quase todos o0s
estados brasileiros, sendo os principais Estados produtores Sdo Paulo,
Pernambuco, Ceard, Rio de Janeiro, Goids e Minas Gerais. Esses Estados
respondem por cerca de 75% da producdo nacional. O Estado de Sdo Paulo é
especializado na producdo da cachaca industrial, feita em grande escala em
colunas de fracionamento de aco inox. Minas Gerais é considerado o polo da
producdo da cachaca de alambique, que é feita em pequena escala utilizando-se
alambiques de cobre. Estima-se que esse Estado represente 50% da producdo da
bebida de alambique, contendo 5.000 alambiques e produzindo 200 milhdes de
litros/ano, com destaque para as RegiGes Norte, Jequitinhonha e Rio Doce, as
quais detém cerca de 63% da producdo mineira; porém, acredita-se que apenas
0,3% do que é produzido no Estado seja exportado. Embora os processos de
producao dessas bebidas ja estejam diferenciados, estudos devem ser realizados
no intuito de diferencid-las fisico-quimicamente, de forma a gerar uma
impressdo digital que permita aos Orgdos competentes estabelecer uma

diferenciacdo oficial entre as cachagas industrial e de alambique (CANCADO
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JUNIOR; PAIVA; ESTANISLAU, 2009; OLIVEIRA; MAGALHAES;
BERGERAT, 2009).

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

para o crescimento do setor.

2.3 Etapas do processo produtivo

Embora a legislacdo ndo estabeleca distin¢do entre os produtos finais das
destilarias industriais e dos alambiques, existem, na préatica, muitas diferencas
entre cachaga de alambique e cachaca de coluna. As cachacas industriais sdo
controladas por empresas e a cana-de-aclcar é cultivada em grandes areas,
enguanto a cachaca de alambique é produzida em pequena escala por pequenos
produtores, em sua maioria utilizando mao de obra familiar.

A cachaca de coluna é destilada em colunas de a¢o inox, com producao
em larga escala, e a de alambique, destilada em alambique de cobre, e produzida
em pequena escala. Dentro de cada tipo, é construido um conceito de qualidade
proprio, atrelado a sua estrutura produtiva e organizacional. A grande vantagem
da cachaca de alambique sobre a de coluna é o aroma e o flavour caracteristicos
(AQUARONE et al., 2005; CARDOSO, 2013).

A cachaga de alambique é produzida com cuidados e, na maioria das

vezes, com muitos detalhes. Fazer cachaca é, ao mesmo tempo, ciéncia, arte,
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paixdo e sabedoria. Apesar de feita exclusivamente do caldo de cana, sem a
adicdo de produtos quimicos, cada cachaca carrega caracteristicas de seu
produtor (o alambiqueiro). Cada um tem seu segredo, que normalmente é
transmitido de pai para filno. Os detalhes especiais estdo espalhados por todo o
processo, desde a escolha da variedade de cana, passando pela época certa da
colheita, o tempo de moagem, os ingredientes, tempo de fermentagdo, forma de
destilagdo, tonéis para o envelhecimento até o engarrafamento.

O processo de producdo da cachaca de alambique pode ser dividido em
quatro etapas fundamentais: obtencdo do mosto, fermentacdo, destilacdo e
envelhecimento (AQUINO et al., 2006a). Todo o processo esta apresentado de

maneira simplificada na Figura 1.

Filtragdo, decantacdo e diluicéo o caldo
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Figura 1 Fluxograma do processo de producdo da cachaga de alambique
Fonte: Cardoso (2013).
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2.3.1 Matéria-prima e obtencé&o do caldo

A primeira etapa do processo consiste na colheita da cana. A matéria-
prima para a producdo da cachaga ¢ uma “gramineae”, pertencente a classe das
Monocotiledbneas, familia Poaceae e género Saccharum. Atualmente, todas as
variedades de cana cultivadas sdo hibridas, resultantes do cruzamento entre
diferentes espécies de cana-de-aclcar. Hoje, o nome cientifico da cana é
Saccharum spp. A cana-de-agUcar teve sua origem na Asia e Oceania, chegando
ao Brasil no século X VI, onde se adaptou muito bem ao clima e relevo. O Brasil,
considerado o maior produtor de cana de acucar do mundo, tem uma area
plantada de aproximadamente 8,95 milhdes de hectares. Para a produgdo da
cachaca, estima-se que no pais sejam produzidas mais de 15 milhes de
toneladas de cana-de-aclcar por ano, sendo o estado de Minas Gerais 0 terceiro
produtor nacional de cana (788,88 mil hectares) (GALINARO, 2006;
ANDRADE, 2013; CONAB, 2015). Com o resultado dos avangos na tecnologia
agricola, o rendimento médio dos canaviais, que era de 50 toneladas por hectare
ha alguns anos, pode ser estimado de 77 toneladas por hectare. O rendimento
industrial médio é que a cada tonelada de cana sdo produzidos 120 litros de
cachaca (AQUARONE et al., 2005; CONAB, 2015).

A cana ao ser colhida deve estar perfeitamente madura, sadia, recém-
cortada, livre de matéria estranha e néo ser queimada, para ser considerada como
uma boa matéria-prima para a producdo da cachaca (ANDRADE, 2013). O
colmo é parte essencial da cana na producdo de alcool e cachaca. Eles sdo
constituidos de duas partes: a s6lida e a liquida. A sélida é um complexo
formado por celulose, hemicelulose, lignina e pentosanas, sendo referida
habitualmente de fibra. Ja a liquida é geralmente referida como sendo o caldo e é

uma solugdo aquosa que contém uma variedade de substancias orgéanicas, sendo
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a sacarose a mais representativa, com quase 90% do total (NOGUEIRA;
VENTURINI FILHO, 2005; ANDRADE, 2013).

Na producéo de cachaga, varios fatores podem influenciar no rendimento
da cadeia produtiva, tais como o contetido de sélidos solUveis, a concentracdo de
acucares, a variedade de cana, o planejamento agricola, a produtividade, o
controle de pragas e doencgas, 0 estado de maturacdo, a colheita, o tipo de
carregamento, assim como transporte, sdo fatores que tém influéncia direta na
produtividade e na qualidade final do produto. A cana para producdo de
aguardente ndo deve ser queimada e deve ser processada no mesmo dia. Esse €
um critério a ter em conta, pois a cana quando é queimada sofre uma alteracéo
ndo s6 na fisiologia do colmo, como também existe uma perda de acglcares que
pode atingir 14,5%, devido a exsudacdo apds a queima e a consequente inversao
gradativa dos aclcares pelas enzimas hidroliticas, o que favorece a
contaminacdo microbiana pela multiplicacdo dos micro-organismos no liquido
extraido (YOKOYA, 1995; CARDOSO, 2013).

No Brasil existem duas épocas de colheita, a “primeira” comega nas
regibes do nordeste brasileiro, onde a safra se inicia nos meses de
agosto/setembro e dura até margo/abril. J& nos estados centro-sul brasileiros, a
safra inicia-se em maio e termina nos meses de novembro/dezembro. O periodo
anual da producdo de aguardente normalmente coincide com o periodo de maior
maturacdo da cana (SILVA; CESAR; SILVA; 2003; ANDRADE, 2013).

A época de colheita é importante, tendo em conta alguns fatores, pois
eles irdo inferir no produto final. Entre eles, citam-se: as folhas apresentam um
verde-amarelado, e que por vezes estdo até totalmente secas e que até se
desprendem do colmo (significa que a cana estd madura); presenga de impurezas
pode condicionar o processo fermentativo e, por sua vez, o rendimento em
aguardente e algumas dessas sdo ponteiras de cana, restos de folhas, material

vegetal de outros tipos, matérias minerais como terra e pedras; o estado sanitario
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do colmo é também importante, porque excesso de podriddo-vermelha pode
reduzir substancialmente o teor de agUcar e introduzir outros agentes
fermentativos, e por consequéncia, afetar a fermentacdo; os colmos devem ser
moidos com um prazo ndo superior a 48 horas depois do corte (ANDRADE,
2013).

Novaes (1997) e Andrade (2013) mostraram que ndo ha variedades de
cana que sejam especificas para a producdo de cachaca, pois as peguenas
diferencas na sua composicdo fisico-quimica provavelmente ndo teriam qualquer
influéncia na qualidade da bebida final. As variedades de cana devem ser
adaptadas as condicOes edafoclimaticas da regido onde se encontra instalada a
unidade produtora, com a finalidade de apresentar elevada produtividade de
acucar por area. De acordo com Maia e Nelson (1994), as diferencas existentes
de uma variedade de cana-de-agUcar para outra ndao é um fator limitante da
qualidade, pois desde gque a cana forneca o teor necessario de agucar, todos o0s
demais requisitos nutricionais das leveduras, no momento da fermentacao,
poderdo ser suplementados pelo fabricante.

Os produtores de cachacas e industrias alcooleiras fazem a colheita da
cana-de-acUcar manualmente ou mecanicamente, e 0s produtores aderem mais
ao servico bragal, que é visto economicamente com bons olhos. Em algumas
propriedades, a colheita é feita ap6s a queima prévia do canavial, sendo essa
pratica muito observada nas grandes empresas. Esse recurso é utilizado para
eliminar a palha e a ponteira da cana e facilitar a colheita manual, além de
proteger os cortadores de adversidades oriundas dos canaviais, como folhas
afiadas, insetos e animais pegonhentos (TFOUNI; VITORINO; TOLEDO, 2007;
ANDRADE, 2013).

De acordo com Masson et al. (2007) e pesquisa de Dérea et al. (2008), a
queima do palhigo da cana provoca a exsudagdo do agUcar, tornando-se um

excelente aderente ao colmo de residuos da combustdo, de particulas sélidas do
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solo, minerais e outros, além de possibilitar a contaminacdo da bebida por
compostos tdxicos, tais como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs). No processamento da cana, esses residuos sdo transferidos para o caldo
e, em suspensdo, vdo para as dornas e, posteriormente, para o alambique,
chegando ao produto final, sendo indesejaveis e reduzindo a qualidade da
bebida. Por isso, fica evidente e de grande importancia o uso de cana fresca na
producdo de cachaga, pois quando ela é queimada, ha uma modificacdo
consideravel na fisiologia e morfologia dos colmos, acarretando contaminacao
da bebida.

Apo6s a obtencdo da matéria-prima (cana-de-acucar), ela é levada para a
moagem, etapa na qual se faz a extracdo do caldo, com o auxilio das moendas. A
extracdo é feita por esmagamento direto nas moendas. O caldo obtido, chamado
por alguns de garapa, é constituido de agua (65-75%), acglcares (11-18%),
pequenas quantidades de substancias nitrogenadas, ceras, lipidios, pectinas,
materiais corantes e sais minerais. Seu pH é levemente 4cido (4,8-6,0), o que
favorece o desenvolvimento de micro-organismos (SCHWAN et al., 2013).

Posterior a moagem da cana, o caldo passa por um processo de limpeza,
com o0 uso de sistemas de filtracdo e decantacdo. Opcionalmente, a concentracdo
de acglcares pode ser ajustada para um maior controle do processo de
fermentacdo. O caldo limpo e diluido passa a ser chamado de mosto, estando
pronto para a adi¢do do fermento (CARDOSO, 2013).

2.3.2 Fermentagéo
A cachaca é produzida através da fermentacdo do caldo de cana,

diferenciando-se de outras aguardentes de cana, como 0 rum, que é produzido

pela fermentagdo do melago, subproduto da produgdo de agucar.
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Na escala de producgdo, a fermentagdo é a segunda etapa do processo,
apresentando um papel fundamental na producdo de cachaca. E um processo
relativamente rapido, se comparado com outras bebidas, como o vinho e a
cerveja. A duracdo média de um processo fermentativo é de 18-24 horas. Em
geral, a fermentacdo é conduzida pelo sistema de bateladas, com o
aproveitamento do fermento nas varias bateladas subsequentes (PATARO et al.,
2002). A fermentagdo espontanea da cachaca de alambique tem a caracteristica
de ser conduzida por uma diversidade de leveduras, com predominancia de
linhagens de Saccharomyces cerevisiae, apesar de ja terem sido isoladas outras
espécies de leveduras, diferentes da S. cerevisiae, provenientes do processo de
fermentacdo da cachaca. Durante a fermentacdo alcodlica, ocorre o
desdobramento dos acgucares do caldo de cana com formacdo de dois produtos
principais: alcool etilico e diéxido de carbono (Figura 2). Além desses, ha,
normalmente, a formacdo de pequenas quantidades de outros componentes, 0s
quais recebem a denominacao de produtos secundarios ou congéneres, tais como
acidos carboxilicos, metanol, ésteres, aldeidos e alcoois superiores, que podem
influenciar positivamente ou negativamente a qualidade da bebida. Portanto,
entre muitos fatores que podem influenciar a qualidade de bebidas alcodlicas, as
condicdes de fermentacdo sdo fundamentais na determinagéo do sabor, uma vez
gue a maioria dos compostos secundarios é formada durante essa etapa do
processo de producdo (BOGUSZ JUNIOR et al., 2006; BERNARDI et al. 2008;
GOMES et al.,, 2009; NOVA et al.,, 2009; LIMA et al., 2009a; ALCARDE;
MONTEIRO; BELLUCO, 2012; SCHWAN et al., 2013).

CioHpOq; + H,O —2¥edUaS o 4 H.OH + 4CO, + comp. secundarios
sacarose etanol

Figura 2 Equacdo simplificada da fermentacéo alcodlica
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O uso de leveduras selecionadas na produgdo de cachaca acelera o inicio
do processo fermentativo, diminui o risco de contaminagdo por outros micro-
organismos, reduz a concentracdo de acUcares residuais, aumenta a
produtividade do processo e melhora a padronizacdo da fermentacéo,
contribuindo para a qualidade da cachaca, principalmente em relacdo aos teores
de acidez e concentracdo de alcoois superiores (CAMPOS et al., 2010;
SOARES; SILVA; SCHWAN, 2011).

Vérias pesquisas vém sendo realizadas sobre as linhagens para
melhorias do processo fermentativo na producdo de cachaca. Vicente, Fietto e
Castro (2006) isolaram e caracterizaram linhagens de Saccharomyces cerevisiae
em dornas de fermentacdo e o seu potencial para fermentar, flocular e produzir
compostos aromaticos; SOUZA et al. (2012) utilizaram técnicas genéticas no
melhoramento de cepas de Saccharomyces cerevisiae, visando a sua resisténcia
aos compostos 5,5, 5”’-trifluoro-D,L-leucina (TFL) e cerulenina para producgdo
de cachaca com alta qualidade sensorial; Vidal et al. (2013) utilizaram
fertilizacdo nitrogenada com sulfato de aménio na fermentacdo do caldo de cana
de acucar e realizaram a analise do perfil aromatico no processo de producédo de
cachaca industrial; Carvalho et al. (2015) estudaram a influéncia de uma cultura
mista de S. cerevisiae e L. lactis na qualidade de cachaca e adicionalmente
avaliaram a viabilidade do uso do suco de cana-de-agUcar para obter biomassa
de leveduras e bactérias.

A composi¢cdo quimica do mosto é outro aspecto importante na
producdo de cachaca. Para Ribeiro, Lopes e Ferrari (1987) e Maia e Campelo
(2006), células de leveduras apresentam necessidades nutricionais diferenciadas
durante o processo de fermentacdo alcodlica. Assim, a disponibilidade de
nutrientes influenciard a multiplicacdo e o crescimento celular, bem como a

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

A presenca de nitrogénio no mosto pode ser associada a composi¢do do
caldo ou a suplementacdo do mosto com compostos nitrogenados. No entanto,
apesar da necessidade de nitrogénio, quando ureia ou sulfato de amdnio sdo
adicionados diretamente ao mosto, a assimilacdo pela levedura ndo é imediata.
As disponibilidades de nutrientes bem como sua assimilagéo pelo fermento sdo
importantes, pois podem favorecer a multiplicagdo de micro-organismos
contaminantes ou levar a ocorréncia de reacGes indesejadas, com a formacao de
compostos prejudiciais a qualidade da cachaca (STELLA, 2010; SCHWAN et
al., 2013). A disponibilidade de nutrientes esta diretamente associada a formacéo
de carbamato de etila. Estudos sobre a presenca de compostos nitrogenados na
producdo de bebidas destiladas, incluindo a cachagca, mostram que tais
compostos podem estar presentes até no produto final (POLASTRO et al., 2001;
ANDRADE SOBRINHO et al., 2009; MACHADO, 2010).

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

O processo de destilacdo consiste na etapa final da producéo de cachagca.
O processo de destilacdo € o responsavel por separar as substancias volateis
(&4gua, alcool etilico, aldeidos, alcoois superiores, acido acético, gas carbénico,
etc.) das ndo volateis (s6lidos em suspensdo, sais minerais ou oriundas da
decomposicdo de células de leveduras ou bactérias, etc.). Na destilacdo, ocorrem
algumas reacOes quimicas, tais como a hidrolise, a esterificacdo e a acetilacéo,
induzidas pelo calor. Portanto, a qualidade da bebida dependera também da
forma pela qual é conduzida a destilagdo. Através do aquecimento do vinho no
alambique, formam-se vapores ricos em etanol e demais substancias volateis, as
quais sdo condensadas pelo resfriamento, retornando a forma liquida. De um
vinho com 7 a 8° GL, chega-se a um destilado com 38 a 54° GL de etanol. O
produto resultante, de composicdo diferente daquela do vinho (mistura
hidroalcodlica), é a aguardente ou cachaca, cuja graduacdo alcodlica e
composicdo dependem do tipo de aparelho utilizado na destilacdo e da extracdo
das fracdes destiladas. A parte que permanece na panela do alambique, chamada
de vinhaca, que recebe diversas denominacdes regionais, tais como vinhoto,
garapdo, restilo, entre outras, é o residuo da destilagdo do vinho. Sua
porcentagem alcodlica deve ser baixa, praticamente nula, acumulando-se todas
as substancias fixas do vinho, juntamente com parte das volateis (NOGUEIRA;
VENTURINI FILHO, 2005; BRUNO et al., 2012; CARDOSO, 2013).

Os vinhos sdo constituidos de etanol, 4gua e congéneres, como &cidos,
alcodis, ésteres, compostos carbonilados, acetais, fenois, hidrocarbonetos,
compostos nitrogenados, compostos sulfurados e aglcar. Na destilagdo, esses
compostos serdo concentrados, atingindo valores que ndo s6 caracterizam a
bebida, como ainda a qualificam (SUOMALAINEN; LEHTONEN, 1979;
CARDOSO, 2013).
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Na destilacdo, empregam-se basicamente dois tipos de equipamentos,
com materiais diferentes; os aparelhos descontinuos (destilacdo simples, por
alambiques), utilizados para producdo em pequena escala, ou em aparelhos
continuos (destilacdo sistematica, por torres ou colunas de destilacdo), que sdo
usados para grandes produgbes. Os aparelhos de destilacdo simples, o0s
tradicionais alambiques, sdo constituidos principalmente de cobre, e o0s
destiladores, de colunas de aco inoxidavel. Desde o inicio da produgdo de
bebidas fermento-destiladas, o cobre tem sido o material mais utilizado nas
construcdes de alambiques, por apresentar resisténcia a corrosao e boa conducao
de calor (AQUARONE et al.,, 2005; CARDOSO, 2013). Bebidas destiladas
nesses alambiques podem apresentar niveis elevados do metal, quando esse ndo
¢ adequadamente higienizado. ~ Segundo Maia e Campelo (2006), a
contaminacdo pelo cobre em bebidas ocorre nas partes descendentes do
alambigue, com maior contaminagdo ocorrida na serpentina. Para esses, 0 uso de
serpentina de inox reduz drasticamente o teor de cobre.

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

Quando a destilacdo € realizada em alambiques, trés fragdes séo
separadas com base no seu teor alcoolico, denominadas de “cabega”, “cora¢do”

e “cauda”. O principal objetivo dessa separacdo ¢ o de assegurar que o “coracao”
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(fracdo que deve ser consumida) apresente uma baixa concentragdo de
substancias tdxicas e compostos que diminuam a qualidade sensorial da bebida,
bem como apresentar concentracdes aceitaveis de etanol e de compostos que
sejam favoraveis ao sabor e aroma da cachaca (RECHE et al., 2007; BRUNO et
al., 2012).

A fracdo “cabeca” ¢ esbranquigada ou esverdeada, ja a fracdo “cauda” é
turva e a fragdo “coragdo” (cachaca propriamente dita) ¢ incolor e também ¢ a
Unica que possui valor comercial. O melhor ponto para se fazer os cortes entre as
fraccOes é equacionar o perfil qualitativo e quantitativo dos alcoois, ésteres,
acidos graxos e aldeidos, com especial atencdo para o conteddo de metanol
(téxico) e butan-2-ol (responsavel por sabores desagradaveis). Entretanto, o
corte ainda é feito de forma totalmente empirica, baseado na experiéncia do
mestre alambiqueiro, e sobre as concentracdes de alcoois, avaliada por medidas
de densidade. O corte entre as fragdes “cabeca” e “coracdao” ¢ feito tipicamente
entre 70 e 80°GL em etanol, enquanto que o corte entre as fragdes “coracao” e
“cauda” normalmente ¢é feito entre 35 e 50°GL de etanol (SILVA; MACEDO;
MALCATA, 2000; CARDOSO, 2013).

Na destilacdo realizada em colunas de aco inoxidavel, ndo ocorre a
separacao do destilado em fracGes, pelo fato de que o sistema é continuo, ou
seja, a alimentacdo da coluna com o vinho e a saida do destilado ocorrem
simultaneamente durante todo o processo (RECHE; FRANCO, 2009).

Na literatura, alguns pesquisadores relacionam a influéncia do processo
de destilacdo e da composicdo do destilador na formagao de carbamato de etila
em aguardentes de cana de agUcar, observando-se uma dependéncia entre a
concentragdo de carbamato de etila, a geometria do destilador e o processo de
destilacdo (NASCIMENTO et al., 1998; CARDOSO; LIMA-NETO; FRANCO,
2003; BRUNO et al., 2007).
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Apos a destilacdo, a cachaca ainda ndo esta pronta para 0 consumo, pois
apresenta um bouquet irregular; por isso, ha necessidade de um periodo de
descanso de dois a trés meses para completar sua qualidade, devendo ser
guardada em recipientes apropriados, em local protegido, evitando altas
temperaturas (CARDOSO, 2013).

2.3.4 Envelhecimento

O envelhecimento é a ultima etapa do processo de produgdo, mas nao é
obrigatoria sua realizacdo. E uma etapa importante na fabricacio da cachaca que
possibilita ao produtor agregar valor em sua bebida. A bebida recém-destilada
apresenta caracteristicas sensoriais um pouco agressivas e forte sabor alcodlico,
caracteristicas que podem ser atenuadas pelo envelhecimento (BOZA;
OETTERER, 1999; CARDOSO, 2013).

Durante o processo de envelhecimento, ocorre tanto a extracdo de
componentes da madeira pela cachaga, contribuindo para o desenvolvimento de
uma cor diferenciada, como também permite o0 contato com o oxigénio
atmosférico que entra pelos poros da madeira, favorecendo, portanto, reacdes de
oxidacdo dos componentes presentes da cachaca, conferindo a bebida
caracteristicas sensoriais extremamente distintas. A incorporacdo desses
compostos a bebida depende exclusivamente da espécie de madeira utilizada
para armazenar/ envelhecer a cachaca e, também, do tempo de sua permanéncia
no interior dos tonéis. Uma maior explicacdo sobre o processo de
envelhecimento serd abordada no decorrer desse estudo (AQUINO et al.,
2006a).
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2.3.5 Engarrafamento

Apo6s seguir todas as etapas do processo de producdo da bebida de
maneira criteriosa, a cachacga deve ser engarrafada em recipientes de vidro. N&o
é aconselhavel a utilizacdo de recipientes de plastico, pois alguns componentes
da cachaca podem reagir com componentes do material, comprometendo a
qualidade sensorial do produto. Com isso, a bebida estd pronta para ser
comercializada e ser apreciada por consumidores das mais diferentes classes
sociais (TRINDADE, 2006).

2.4 Compostos secundarios e contaminantes presentes na cachaca

Varias reacfes ocorrem em todo o processo produtivo da cachaga, desde
a fermentacdo até o engarrafamento. Nessas reacOes, ocorrem a formacdo dos
compostos secundarios. Eles sdo constituidos de alcoois, hidrocarbonetos e
compostos carbonilados com trés ou mais &tomos de carbono. Substancias como
cetonas, compostos fendlicos, aminas e compostos sulfurados também podem
ser encontradas em pequenas propor¢des. Esses compostos sao formados por
rotas bioguimicas ou quimicas durante e ap6s a fermentacgéo alcodlica. (DATO;
JUNIOR; MUTTON, 2005; CARDOSO, 2013).

Os compostos secundarios devem ser formados em quantidades
aceitaveis, para obter uma bebida com qualidade, e podem ocorrer também uma
formagdo excessiva desses compostos. Essa formacdo excessiva pode estar
relacionada a fatores edafoclimaticos, tais como solo, clima e altitude ou
diferencas na metodologia empregada na elaboracdo da bebida como matéria-
prima, micro-organismos utilizados, condi¢cBes da fermentacdo (temperatura,
pH, aeracdo, entre outras), maneira de destilar e no envelhecimento, como o

tempo, tipo de madeira e volume do recipiente. Um procedimento inicial para
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diminuir o teor de componentes secundarios consiste em avaliar a eficiéncia do
refluxo na coluna do alambique e ajustar o tamanho do destilado de “cabeca”.
Algumas reacdes ocorrem, nesta etapa, como hidrolise, esterificacdo, acetilagéo,
reacbes com o cobre e producdo de furfural, entre outros (LEAUTE, 1990;
SIEBALD; CANUTO; SILVA, 2009; CARDOSO, 2013).

Os aldeidos sdo formados durante a fermentagdo. A sua formacdo tem
origem na acdo de leveduras durante estadgios preliminares do processo de
fermentacdo, tendendo a desaparecer nas etapas finais pela oxidacdo a acido
acético, formado principalmente durante a aeracdo excessiva do mosto. O
principal aldeido formado nessa etapa de producédo da bebida é o acetaldeido. Os
demais aldeidos sdo obtidos provavelmente a partir da oxidacdo de alcoois
superiores. A intoxicacdo por aldeidos pode levar a sérios problemas
relacionados com o sistema nervoso central (PEREIRA et al., 2003; CARDOSO,
2013).

Alguns aldeidos sdo contaminantes organicos, tais como o furfural,
hidroximetilfurfural e prop-2-enal. O furfural e o hidroximetilfurfural, aldeidos
cuja presenca sdo indesejaveis na bebida, resultam da decomposi¢cdo quimica de
pentoses e hexoses, respectivamente. Sdo formados, principalmente, pela
pirogenizacdo da matéria organica depositada no fundo dos alambiques. A
legislacdo define teores maximos em conjunto de 5 mg por 100 mL de alcool
anidro na bebida para esses compostos. A contaminacdo pode ser evitada
qguando o vinho a ser destilado estiver limpo e livre de matéria organica em
suspensdo. Um outro fator que ocasiona a contaminagdo por esses compostos é
a queima do palhico da cana-de-agucar no ato da colheita, que, nos dias atuais, €
proibida pela Legislacdo vigente. A queima provoca a desidratacdo parcial de
uma pequena fracdo dos agucares presentes na cana-de-acUcar, tornando-se,
assim, um excelente aderente ao colmo de residuos da combustéo, de particulas

sélidas de solo, minerais e outros. No processamento da cana, esses residuos sao
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transferidos para o caldo e, em suspensdo, vao para as dornas e, posteriormente,
para o alambique, cuja matéria organica é transformada em furfural e
hidroximetilfurfural, chegando ao produto final. Quando, nesse processo, estao
envolvidas as pentoses, ha a formacdo do 2-furfural (furfural), e quando estdo
envolvidas as hexoses, forma-se 0 5-hidroximetil-2-furfural
(hidroximetilfurfural) (PEREIRA et al.,, 2003; MASSON et al., 2007;
CARDOQSO, 2013).

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

O prop-2-enal, também conhecido como acroleina, € um composto
extremamente toxico por todas as vias de exposicdo e tem mostrado
caracteristicas mutagénicas, além de provocar irritagdo no trato respiratério de
animais e humanos. No entanto, 0 mecanismo de formacdo ainda ndo é bem
conhecido. Além disso, sabe-se que o composto causa reacdes cruzadas no
DNA, inibindo a atividade de algumas enzimas (incluindo o citocromo P450 e a
glutationa-S-transferase) in vitro, reagindo com os grupos sulfidrilo dos locais
ativos. A acroleina apresenta-se como um liquido amarelo com sabor e odor
amargo picante. Tem como propriedades fisico-quimicas, temperatura de
ebulicdo 52,5°C; temperatura de fusdo -88°C; massa molar 56,06 g/mol; pouco
soluvel em &gua. A World Health Organization (WHO), particularmente pela
International Agency for Research on Cancer (IARC), vem se mostrando

preocupada com o0s niveis desse composto e outros congéneres em bebidas,
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considerando importante a sua identificacdo e quantificacdo pelo fato de serem
carcinogénicos, mutagénicos ou téxicos. Em aguardentes e cachacas, seus niveis
foram fixados em 5 mg/100 mL de alcool anidro. (THE MERCK INDEX, 2001;
MASSON, 2009; ZACARON!I et al., 2011a).

Segundo Azevédo et al. (2007) e Cardoso (2013), a formacdo de
acroleina ocorre durante o processo de fermentacgao, por meio da desidratagdo do
glicerol associado a bactérias termofermentativas. Acredita-se que o aroma
penetrante e apimentado em bebidas destiladas novas, uisques, conhaques ou
rum € causado pela presenca de acroleina.

Zacaroni et al. (2011a) avaliaram a presenca de contaminantes organicos
em cachaca, entre eles a acroleina. Sua presenca foi detectada em apenas uma
amostra das dozes analisadas. A concentracao desse contaminante variou de ndo
detectado a 7,45 mg 100 mL™ de alcool anidro. J& Masson et al. (2012)
encontraram valores que variaram de ndo detectado a 21,97 mg 100 mL™? de
alcool anidro em 71 amostras analisadas, das quais 9,85% das amostras
apresentaram concentracdes acima do limite estabelecido. Santiago et al. (2012)
avaliaram acroleina em aguardentes de cana-de-acUcar armazenadas em
diferentes madeiras. Pelos resultados, foi possivel observar que os valores de
concentracdo de acroleina variaram de ndo detectado até 6,57 mg/ 100 mL de
alcool anidro. Das seis amostras analisadas, trés apresentaram valores de
acroleina e apenas uma apresentou valor acima do limite exigido pela
Legislaco.

Os alcoois constituem, quantitativamente, o maior grupo de substancias
volateis nas bebidas destiladas. Alcoois superiores s&o aqueles com mais de dois
atomos de carbono, que podem ser formados durante o processo oxidativo ou ser
provenientes das transformacGes dos aminoédcidos durante o processo de
fermentacdo. Segundo Cardoso (2013), esses compostos sdo formados quando a

cana é estocada, para depois ser moida. Outros fatores que contribuem para o
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aumento da concentracdo de alcoois superiores em cachaca é a temperatura
elevada durante o processo fermentativo e o pH muito &cido. Esses alcoois,
assim como os ésteres, em quantidades normais, sdo responsaveis pelo aroma e
sabor caracteristico da bebida. Os principais alcoois superiores encontrados em
aguardentes sdo os alcoois isoamilico (2-metilbutan-1-ol), amilico (pentan-1-ol),
isobutilico (2-metilpropan-1-ol) e propilico (propan-1-ol) (VILELA et al., 2007).
Alguns fatores influenciam a formacdo de alcoois superiores pelas leveduras,
como a espécie e a linhagem, temperatura e composicdo do meio. Entretanto,
alguns fatores podem reduzir sua formacdo excessiva, como ndo armazenar a
cana por longo periodo ap6s o corte, evitando a degradacdo de aminoacidos, € a
posterior formacao dos alcoois superiores; ndo utilizar cana bisada e lavar a cana
apos o corte, impedindo sua contaminacdo por bactérias, que podem interferir no
desempenho das leveduras durante a fermentagdo (CARDOSO, 2013).

A Instrucdo Normativa de n° 13, de junho de 2005, incluiu na lista dos
PIQ’s de Aguardente de Cana ¢ de Cachaga duas substincias que fazem parte
dos alcoois superiores, butan-1-ol e butan-2-ol, mas que devem ser quantificadas
separadamente e ainda estabeleceu limites permitidos para elas de 3 e 10 mg/100
mL de alcool anidro, respectivamente. (BRASIL, 2005a).

De acordo com relatos, o butan-1-ol e butan-2-ol sdo formados na
fermentagdo em decorréncia da contamina¢do pela bactéria “Clostridium
acetobutylicum” e que sua toxicidade é relativamente alta, quando comparada ao
etanol. Essa contaminacdo pode ser reduzida, ndo deixando a cana-de-aglcar
proxima a estdbulos e locais de ordenha (MAIA; CAMPELO, 2006;
CARDOSO, 2013).

Penteado e Masini (2009) analisaram 33 amostras de cachaca de
alambique e industrial produzidas em quatro Estados do Brasil e observaram
uma grande variagdo na concentracdo dos alcoois superiores dessas bebidas e

com consequente heterogeneidade das caracteristicas sensoriais. Parazzi et al.
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(2008) avaliaram os efeitos da madeira sobre a composicdo quimica e na
concentracdo de butan-1-ol da aguardente envelhecida em barris de carvalho,
encontrando para o butan-1-ol a concentracdo média de 1,05 mg/100 mL de
alcool anidro. Santiago et al. (2014a) compararam o perfil fisico-quimico de
cachagas envelhecidas em tonéis de carvalho (Quercus sp) e amburana
(Amburana Cearensis). Os autores observaram que todas as amostras
apresentaram quantidades desejaveis de alcoois superiores, reportando que 0s
teores se diferiram quanto a madeira utilizada.

Em aguardentes e cachagas, o metanol é um alcool indesejavel, devido a
sua toxicidade. Ele é formado pela degradacdo da pectina, um polissacarideo
presente na cana-de-acucar. A molécula de pectina é um composto formado pela
associacdo de centenas de moléculas de ésteres acidos galacturdnicos, que
possuem fragmentos de metoxila, as quais sdo liberadas durante o processo de
fermentacdo. Sua ingestdo, mesmo em quantidades reduzidas, por longos
periodos de consumo, pode ocasionar cegueira ou mesmo a morte
(BADOLATO; DURAN, 2000; CARDOSO, 2013). Para Cardoso (2013), a
oxidacdo do metanol origina o acido férmico, o didxido de carbono e a agua.
Tanto o &cido formico quanto o didxido de carbono apresentam caracteristicas
acidas e, assim, promovem a acidose no sangue e, como consequéncia,
disturbios no sistema respiratorio, levando até o coma. Portanto, deve-se evitar
uma fermentacdo realizada na presenca de frutas ricas em pectina, como laranja,
macd, abacaxi e também a presenca de bagacilhos no caldo da cana a ser
fermentado.

A legislacdo brasileira definiu valores maximos de 20 mg/100 mL de
alcool anidro para concentracdo de metanol em cachaga. Antes, o metanol
apresentava uma grande preocupacéo por parte dos produtores e da fiscalizag&o,
por apresentar valores expressivos nas bebidas. Pesquisas recentes mostram que

sua concentracdo ndo vém apresentando valores acima do limite permitido.



49

Zacaroni et al. (2011a) caracterizaram e quantificaram diferentes contaminantes
em aguardentes de cana e ndo foi detectada a presenca de metanol. Da mesma
forma, Santiago et al. (2014a) n&o obtiveram valores de metanol acima do limite
permitido nas cachagas utilizadas em sua pesquisa.

O bouquet desejado em cachaca € ocasionado principalmente pelos
ésteres, associados com os alcoois superiores, aldeidos e acidos. A quantidade e
a proporcédo dos diferentes ésteres influenciam a percepgao de sabores e aromas,
sendo essas caracteristicas dependentes de fatores, como o tipo e quantidade de
fermento, temperatura, aeracdo e agitacdo na fermentacdo e qualidade do caldo.
Os ésteres constituem a maior classe de compostos aromaticos (aroma) em
bebidas alcodlicas. Os ésteres mais comuns encontrados sdo: acetato de etila,
formato de etila (sabor artificial de rum), acetato de pentila (aroma de banana),
acetato de octila (laranja), butirato de etila (abacaxi) e butirato de pentila
(abricd) (STELLA, 2010; CARDOSO, 2013).

A formacdo dos ésteres ocorre no processo fermentativo, no
metabolismo secundario intracelular das leveduras. O acetato de etila é o
principal éster formado nessa etapa, normalmente ele representa
aproximadamente 80% de todos os ésteres da cachaca que, em baixas
concentracdes, proporciona um aroma agradavel de frutas; porém, em
quantidades elevadas, confere a bebida um sabor enjoativo e indesejado. Na
destilacdo e envelhecimento, também ocorre sua producédo, por meio das reacdes
de esterificacdo entre os alcoois e os acidos carboxilicos (PEREIRA et al., 2003;
MIRANDA,; HORII, J.; ALCARDE, 2006; PARAZZI et al., 2008). No processo
de envelhecimento, os ésteres aromaticos sdo gerados pela interconversdo dos
compostos fenodlicos e alcoois, como siringato de etila e vanilato de etila e os
ésteres extraidos da madeira, como o homovanilato de metila e o siringato de
metila (VICHI et al., 2007).



50

Trabalhos realizados por Miranda et al. (2008), estudando o perfil fisico-
quimico de aguardente no processo de envelhecimento por 390 dias, verificaram
que a aguardente envelhecida apresentou maior concentracdo de ésteres; tendo a
concentracdo desse composto praticamente triplicado durante o periodo.
Santiago et al. (2014a) comparam o perfil fisico-quimico de cachacas
envelhecidas em tonéis de carvalho (Quercus sp) e amburana (Amburana
Cearensis) e detectaram um aumento gradativo em relacdo a concentragdo de
ésteres ao longo do tempo de envelhecimento.

Entre os produtos secundarios formados durante a fermentagéo alcodlica,
0 acido acético tem sido quantitativamente o principal componente da fracdo
acida das cachacas, expresso em acidez volatil. Quantidades elevadas desse
acido carboxilico estdo frequentemente associadas a pratica de estocagem da
cana e contaminacdes do mosto por bactérias acéticas, decorrentes de um tempo
excessivo de descanso entre o processo de fermentacdo e a destilacdo
(CARDOSO, 2013). Santiago et al. (2014a), comparando o perfil fisico-quimico
de cachacas envelhecidas em tonéis de carvalho (Quercus sp) e amburana
(Amburana Cearensis) observaram que os valores de acidez volatil se diferiram
de madeira para madeira, justificado pelos diferentes valores de compostos
fendlicos encontrados no decorrer do processo de envelhecimento, sendo que
compostos fendlicos apresentam caréater acido.

A fracdo inorganica da cachaca é constituida, principalmente, de ions
metalicos que, possivelmente, sdo provenientes do processo de producdo da
bebida ou mesmo do solo, como o aluminio, cobre, chumbo, arsénio, cobalto,
potéssio, sddio, zinco, manganés, entre outros. A quantificagdo de metais em
cachacas é efetuada com diversas finalidades, sendo a mais importante a
verificagdo da presenca de espécies metalicas em niveis toxicos, atendendo as
especificacdes exigidas pelas leis do MAPA (CARDOSO, 2013).
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A contaminagdo da cachaca por arsénio e chumbo ocorre durante o
processo de producdo pelo contato com materiais das embalagens utilizadas,
revestimentos ceramicos, tintas e soldas de ligas metélicas nos equipamentos.
Além dessas, Caldas, Oliveira e Gomes Neto (2009) citam outras fontes de
contaminacdo da cachacga por esses metais, como por meio da matéria-prima,
utilizacdo de produtos agroquimicos (herbicidas, inseticidas e fungicidas) e pelo
solo.

Em doses orais de 3 a 30 mg/Kg de massa corpérea, o arsénio é
considerado carcinogénico. Os sintomas de contaminagdo por arsénio S&o:
irritacdo estomacal e intestinal, dor, ndusea, vomito, diarreia, diminui¢do na
producdo de células brancas e vermelhas, fadiga, alteracdo de batimentos
cardiacos e fungdes nervosas. Os efeitos carcinogénicos da intoxicagdo por
arsénio estdo associados a exposicdo crénica por varios anos. Com base em
evidéncias toxicolégicas, em 1993, a Organizacdo Mundial da Salde
estabeleceu, para a 4gua, a concentragdo maxima de arsénio de 10,0 pg L™, valor
estipulado também pela Legislacdo brasileira (BRASIL, 2001; CARDOSO,
2013).

A contaminacdo por chumbo se da por inalacdo ou por ingestdo, por
complexos orgénicos do metal por via cutanea. Uma vez absorvido, o chumbo é
distribuido para o sangue, no qual tem meia-vida de 37 dias; para os tecidos
moles, a meia-vida é de 40 dias, e nos 0ssos, a meia-vida & de 27 anos,
constituindo esse 0 maior depoésito corporal do metal, armazenando de 90% a
95% do chumbo presente no corpo (MOREIRA; MOREIRA, 2004). Sua
intoxicagdo afeta o sistema digestivo, o sistema nervoso central e o sistema
hepético, pois ele acumula-se no figado e nos rins (SIEBALD; CANUTO;
SILVA, 2009).

A Legislagdo brasileira estabelece que o metal cobre ndo deve estar em

concentragdo superior a 5 mg L™, em aguardentes e cachacas (BRASIL, 2005a).
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Esse metal é proveniente, principalmente, do material constituinte dos
alambiques. Ele contribui para a eliminacdo de certos odores desagradaveis
observados em aguardentes destiladas em alambiques confeccionados com
materiais em que ndo esta presente esse metal, tal como ago inox. Segundo Faria
et al. (2003), a aguardente destilada em alambiques de inox possui um aroma
desagradavel, em razdo da presenca de compostos sulfurados. De um modo
geral, o que se observa é que a assepsia cuidadosa dos alambiques, ap6s o
procedimento de alambicagem, tende a reduzir consideravelmente os problemas
de excesso de cobre nas aguardentes (LIMA et al., 2006).

Varios estudos sobre a presenca de cobre em cachacas tém sido
realizados com o objetivo de encontrar um bom material adsorvente para a
remocdo desse metal, quando ele se encontra em excesso. Lima et al. (2006),
simulando a utilizagdo de carvdo ativado para a remogdo de cobre em
aguardentes, verificaram que esse adsorvente mostrou-se eficiente na remocéo
desse metal na bebida. Contudo, h4 a remocéo, além do cobre, de importantes
compostos responsaveis pelo sabor e aroma da bebida, levando a uma
depreciacdo da qualidade. Posteriormente, Lima et al. (2009b), empregando
carvao ativado, resina de troca idnica e composito carvao ativado/dxido de ferro
na remoc¢ado de cobre em cachagas com excesso desse metal, constataram que a
resina de troca idnica mostrou-se melhor para o tratamento de cachaga com
excesso de cobre, por ser mais especifica na troca de ions como o cobre e
adsorver menos 0s compostos organicos essenciais a qualidade da bebida.
Duarte et al. (2014) avaliaram o uso de argilas naturais para remocéo de cobre
em cachaca. Os autores concluiram que as argilas apresentaram valores
significativos de remocao de cobre e diferentes argilas apresentaram diferentes
resultados na remogdo. Zacaroni et al. (2015a) compararam 0 uso de argila
natural e carvdo ativado comercial para remocdo de cobre. Pelos resultados,

observaram eficiéncias de remocgdo do cobre por carvao ativado e argila de
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98,3% e 68,7%, respectivamente. Concluiram que a argila € um adsorvente
adequado para a remocdo de cobre, uma vez que esse material é abundante,
barato e tem propriedades fisicas e quimicas adequadas.

A cachaca apresenta uma grande complexidade em sua composicao.
Observam-se varios compostos volateis que sao responsaveis pelo sabor e aroma
da bebida, sendo esses 0s compostos volateis considerados majoritarios.
Diferente desses, existem o0s volateis presentes em pequenas quantidades
(tracos).

Para que a bebida seja de qualidade, além de atender os parametros
exigidos pela legislagdo quanto a sua composicdo quimica, deve também
apresentar qualidades sensoriais capazes de satisfazer ou mesmo ultrapassar as
expectativas de seus consumidores. A aguardente de cana e a cachaga sdo muito
apreciadas por possuirem aroma e sabor caracteristicos, muitas vezes
modificados pela sua estocagem em recipientes de madeira, através de reacdes
que transferem compostos existentes em sua estrutura a bebida, melhorando sua
qualidade sensorial. Trabalhos vém sendo realizados com intuito de caracterizar
e identificar compostos volateis (tragos) que apresentam grande impacto no
aroma da cachaca. Trabalhos ja realizados sobre a composi¢cdo da cachaca
referem-se apenas aos componentes volateis majoritarios, determinados por
injecdo direta da amostra e descritos na Legislacdo, sem procurar estabelecer o
papel que esses outros compostos exercem no aroma da bebida (MIRANDA et
al., 2006; MORES, 2009; PINHEIRO, 2010; BENTO, et al., 2015).

O monitoramento desses compostos na bebida pode indicar diferentes
praticas durante o processo de produgdo. A formagdo excessiva desses
compostos volateis pode estar relacionada a diversos fatores na cadeia produtiva.
No entanto, devido a baixa concentragdo encontrada, sua detec¢do se torna
dificil, exigindo técnicas cada vez mais sensiveis. Uma técnica eficiente para

7

deteccdo desses compostos € a cromatografia em fase gasosa acoplada a
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espectrometria de massas (GC-MS) junto com a microextragdo em fase sélida
(SPME) (NONATO et al., 2001; CARDEAL; MARRIOTT, 2009; MORES,
2009).

Na &rea de bebidas, varios trabalhos vém sendo desenvolvidos por GC-
FID ou GC-MS para identificacdo desses compostos tragos. NONATO et al.
(2001) extrairam compostos volateis do headspace da cachaca por SPME com
fibra PA, analisaram por GC-MS e foram capazes de detectar um grande nimero
de compostos. Dos 38 compostos identificados, 11 eram ésteres. NOBREGA
(2003) identificou compostos volateis relevantes ao aroma da cachaca. Usou um
método de extracdo de volateis nunca antes testado para cachaca, a saber: a
concentracdo dinamica dos compostos volateis presentes no "headspace" da
cachaca em armadilha, contendo o adsorvente Tenax-TA e a identificacdo e
quantificacdo, foram realizadas por meio GC-MS. Pelos resultados, 0 método
analitico empregado permitiu a identificacdo de importantes compostos volateis
na aguardente de cana, particularmente ésteres. No entanto, 0 método se mostrou
pouco eficiente para reter compostos volateis de baixo peso molecular,
particularmente aqueles com nimero de carbonos menor do que 5. Castro et al.
(2004) analisaram os compostos do headspace de vinho, por SPME e GC-FID,
determinaram 36 compostos, dos quais 13 eram ésteres. Demyttenaere et al.
(2003) determinou 21 compostos volateis em uisque, utilizando a mesma
técnica. Morés (2009) pré-concentrou compostos volateis por SPME e
identificou por GC-FID. Por meio das técnicas, foi possivel identificar a grande
maioria dos analitos que compdem as amostras das cachacas analisadas. Cerca
de 70 compostos foram encontrados com maior frequéncia e maiores
concentragdes; desses 15 sdo ésteres, que sdo 0s maiores responsaveis pelo
aroma. O numero de trabalhos vem aumentando, pois existe um grande interesse
na identificagdo e também na quantificacdo desses compostos, para que seja

possivel uma padronizacdo e, assim, evitar adulteracBes, além de que o
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conhecimento dos volateis presentes em bebidas e alimentos pode auxiliar na

identificagdo daqueles que favorecem ou prejudicam a sua qualidade.

2.5 Carbamato de etila

Entre os componentes secundarios, o carbamato de etila (CE) vem sendo
largamente estudado. Esse € um composto carcinogénico encontrado
naturalmente em baixas concentraces em diferentes bebidas alcodlicas e em
alguns alimentos fermentados (ANDRADE-SOBRINHO et al., 2002). Porém,
devido a sua natureza toxica e a sua presenca constante em bebidas alcodlicas,
tornou-se importante a sua caracterizacdo e quantificacdo; por isso, faz-se
necessario o conhecimento dos niveis de sua ocorréncia, pois além dos aspectos
ligados a saude publica, sua presenca em concentracdes elevadas constitui
também uma barreira para exportacdo (LIMA-NETO, 1994; CARDOSO, 2013).

O CE, também conhecido como uretana ou etiluretana (CAS n° 51-79-6),
é um éster etilico do acido carbamico, massa molar de 89,09 g mol?, cuja
estrutura quimica esta representada na Figura 3. Apresenta alta solubilidade em
agua, etanol, éter, cetonas, ésteres e solventes clorados, temperatura de ebuli¢do
e fusdo que variam de 182 a 184°C e de 48 a 50°C, respectivamente. Encontra-se
na forma de cristal incolor, inodoro, de sabor salino refrescante e levemente
amargo. Essas propriedades conferem ao CE alta polaridade e baixa volatilidade,
além de se decompor a baixa temperatura (THE MERCK INDEX, 2001).

Figura 3 Férmula estrutural do carbamato de etila
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2.5.1 Aspectos gerais e aplicacGes

Célculos quéanticos para o CE demonstraram a existéncia de dois
isbmeros conformacionais na fase gasosa (Figura 4). Foi estimado que o
conférmero | é ligeiramente mais estavel que o Il em cerca de +0,33kJ/mol
(GOUBET et al., 2009).

v s S¢° 4
9
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Figura 4 Estruturas conformacionais para o CE
Fonte: Machado (2010)

Na década de 40, o CE era usado como hipnético em seres humanos e
como anestésico em animais. Em 1943, descobriu que ele era carcinogénico em
animais. Trés anos depois, foi descrita a sua atividade contra leucemia em
humanos. Em 1948, ja se conhecia sua mutagenicidade em Drosophila
melanogaster (ZIMMERLI; SCHLATTER, 1991; BELAND et al. 2005).

Ja na década de 70, foi utilizado como agente antineoplasico para o
tratamento de varicoses, leucemia crénica e mieloma maltiplo. Na &rea
medicinal atual, a utilizacdo de CE vem sendo limitada, em razdo dos efeitos

poés-operatdrios adversos observados em animais e suspeita de risco a salde em
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seres humanos. Na quimica, o CE tem sido empregado como intermediario em
sintese organica, na producdo de amino-resinas, como co-solvente na preparacao
de pesticidas, cosméticos e como substancia intermediéria na preparacdo de um
produto utilizado na lavagem e desgaste de tecidos (BELAND et al., 2005;
WEBER; SHARYPOV, 2009).

O CE ¢é genotdxico e cancerigeno em varias espécies animais, incluindo
ratos, ratazanas, hamsters e macacos (BELAND et al., 2005). O CE ¢é absorvido
rapidamente e quase completamente a partir do trato gastro-intestinal e da pele e
0 seu metabolismo envolve trés vias principais: hidrélise, N-hidroxilacdo ou C-
hidroxilacdo e oxidacdo da cadeia lateral. (CHA et al., 2000; EFSA, 2007;
WEBER; SHARYPOV, 2009).

De acordo com dados epidemiologicos, o CE foi classificado
inicialmente como um possivel carcinégeno humano (Grupo 2B) pela
International Agency for Research on Cancer (IARC) e como um provavel
carcindgeno humano pela United States Envaironmental Agency Protection (US
EPA). Em 2007, a IARC, reclassificou o0 CE como pertencente ao Grupo 2A
(provavel cancerigeno para seres humanos) (ZIMMERLI; SCHLATTER, 1991;
BELAND et al., 2005; BAAN et al., 2007).

Nenhum problema a satde humana foi atribuido a exposicdo direta ao
CE. A dose limite (Benchmark Dose Lower Limit - BMDL 10) estabelecida
durante o enconto da FAO/WHO Food Standards Programme (Food and
Agriculture Organization World Health Organization) para a uretana é de 0,3
mg/kg de massa corporal por dia. Ja o consumo médio do CE, quando presente
em alimentos, deve ser aproximadamente de 15 ng/kg de massa corporal por dia.
Esses valores foram baseados em alimentos fermentados, incluindo paes,
produtos lacteos e molho de soja. Para bebidas alcodlicas, o consumo médio

estimado é de, no maximo, 80 ng/kg de massa corporal por dia
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(LACHENMEIER; NERLICH; KUBALLA, 2006; EFSA, 2007; WEBER,;
SHARYPOV, 2009).

2.5.2 Legislagdo do CE em bebidas

Em 1986, o Canada foi o primeiro pais a introduzir limites maximos para
a presenca do CE em bebidas alcodlicas. Os limites maximos estabelecidos em
bebidas foram de 30 pg L™ para vinho, 100 pg L™ para vinho fortificado, 150 ug
L* para conhaque e uisque e 400 pg L™ para aguardentes de fruta e licor. Esses
limites estabelecidos pela legislacdo canadense tém sido utilizados como
referéncia em outros paises. Paises como os Estados Unidos, Republica Tcheca,
Franca, Alemanha e a Suica resolveram controlar a presenca de CE. Assim,,
cada pais passou a estabelecer seus proprios regulamentos, estabelecendo limites
para esse contaminante, quando da producdo e importacdo de bebidas alcodlicas
(EFSA, 2007; WEBER; SHARYPOQV, 2009). O Quadro 2 apresenta os limites
para CE estabelecidos por alguns paises para cada tipo de destilado.

A comparacdo entre os teores de CE em bebidas alcodlicas brasileiras
com aqueles limites estabelecidos pelo Canada € inevitavel, em funcdo de esse
pais possuir legislacdo sobre o assunto e ser considerado como referéncia. Com
isso, 0 MAPA estipulou por meio da Instru¢cdo Normativa n. 13, de 29/06/2005,
que o limite maximo permitido para este composto em aguardente e cachaca foi
de 150 para 210 pg L™ (BRASIL, 2005a; 2014).
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QUADRO 2 Teores do carbamato de etila (ug/L) estabelecidos por diferentes

paises para cada tipo de bebida.

i . *Vinho i Aguardente/
Pais Vinho . Uisque | Saque | Brandy
fortificado Cachaca
Canada 30 100 150 200 400 )
EUA 15 60 - - - )
Republica -
30 100 150 200 400
Tcheca
Franca 150 . 1000 .
Alemanha B B 800 -
Suica . . 1000 .
Brasil ) ) - 210

*Vinho que teve seu teor alcodlico aumentado por meio da adi¢do de etanol.

Fonte: Weber; Sharypov (2009); Brasil (2014).

2.5.3 Mecanismos de formacado em alimentos e bebidas

As vias de formacdo e os precursores de CE em alimentos e bebidas

dependem do tipo e do seu respectivo processamento. Ele é produzido em niveis

baixos (ng L™ ou ng kg* até mg L™) em alimentos fermentados, alimentos

assados e bebidas alcodlicas por meio de varios precursores, tais como acido

cianidrico, ureia, citrulina e aminoacidos N-carbamil (incluindo fosfato de
carbamila por reacdo com etanol). (DENNIS et al., 1986; VAHL, 1993;
BELAND et al., 2005; BRUNO et al., 2007).

Na literatura, os primeiros relatos sobre a presenca de CE iniciaram-se

na década de 70, quando o pirocarbonato de dietila (DEP) ou carbonato de
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dietila foi identificado, como o precursor do CE, ao reagir com amonia em pH
neutro ou alcalino, conforme equagdo 1. Com isso, a utilizagdo do DEP como
antimicrobiano em alimentos e principalmente na fabricagdo de vinhos foi
proibida (JAGERDEO et al., 2002).

(CH3CH,0),CO + NH3 — CH3CH,OCONH, + CH3CH,OH (1)

De acordo com Labanca, Gloria e Afonso (2008), a formacéo de CE em
destilados ocorre antes e ap6s o processo de destilagdo. Em algumas bebidas
alcodlicas, as vias de formacdo de CE ndo estdo bem esclarecidas. Entretanto,
para o vinho, a sua via de formacao ja estd bem consolidada, e ela se tornou um
parametro para estudos em cachaca.

No processo fermentativo do vinho, a via metab6lica proposta passa
pelos aminoacidos arginina, ornitina, citrulina e fosfato de carbamila; porém, a
ureia e seus derivados sdo 0s compostos principais na reacdo com etanol para
formar o CE. A rota mais comum de producdo de CE na fermentacéo é a reacédo
da ureia com etanol, em meio 4cido, que é acelerada exponencialmente em
temperaturas elevadas, conforme equacdo 2 (JAGERDEO et al, 2002;
SCHABER et al., 2004; WANG et al., 2007).

NH,CONH, + CH3CH,OH — CH3CH,OCONH, + NHs
ureia etanol 2

Aresta, Boscolo e Franco (2001) correlacionaram a concentragdo de
ureia e aumento de temperatura, mostrando que a produgdo de CE a partir de
ureia e etanol é moderada a temperatura ambiente. A ureia produzida no vinho

vem da degradacéo de arginina via atividade catabolica da arginase que, por sua
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vez, produz compostos intermediérios que também reagem com etanol, levando
a formacdo de CE.

Uma outra via relacionando a ureia na formacao de CE ocorre pelo fato
de a ureia decompor termicamente em aménia (NHs) e &cido isocianico
(HCNO), e esse reage com o etanol, levando a formacdo de CE. A
decomposicdo da ureia em isocianato e cianato em solucdo de etanol/agua, a
temperaturas entre 60 e 100 °C, também pode produzir CE (Equacdes 3, 4 e 5).
(ARESTA; BOSCOLO; FRANCO, 2001; SCHABER et al., 2004; BRUNO et
al., 2007; LACHENMEIER et al., 2009).

NH,CONH,  _80-100°C L inco + HocN
ureia etanol isocianato  cianato (3)

NH,CONH, — NH;"NCO"—» NH3 + HCNO
ureia acido cianico ()

HCNO + CH3CH20H + HY — CH3CH20CONH2 (5)

Polastro et al. (2001) e Bruno et al. (2007) descrevem sobre o
mecanismo principal de formacdo do CE, que provavelmente ocorre por meio do
metabolismo das leveduras durante o processo fermentativo, em que ha a
degradacdo enzimatica da arginina em ureia e outros compostos nitrogenados,

como citrulina, ornitina e fosfato de carbamila (FC) (FIGURA 5).
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Figura 5 Esquema geral dos precursores envolvidos no ciclo da ureia

A etandlise desses precursores leva a producdo de CE, na qual o FC
reage com etanol para formar o CE (equacdo 6). Da mesma forma, a citrulina
reage espontaneamente com o etanol para formar o CE (TONON; LONVAUD-
FUNEL, 2002; UTHURRY et al., 2006). Essa reacdo de formacdo do
contaminante pode ser favorecida pela presenca de compostos nitrogenados
durante a destilacdo, altas temperaturas sob condi¢des &cidas e longo periodo de
armazenamento do produto (POLASTRO et al., 2001; JAGEDEO et al., 2002;
IIDA et al., 2006; BRUNO et al., 2007; MACHADO, 2010).
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o
- )k +  CHgCH;0H —— = CH;CH,OCONH, + HsPO,
~o NH,

fosfato de carbamila (6)

A influéncia do tempo e da temperatura na concentragdo de CE, em
vinho, foi demonstrada por Hasnip et al. (2004), que monitoraram a variacao da
concentragdo de CE, etanol, ureia e de citrulina, observando diminui¢do na
concentragdo de ureia e de citrulina e aumento na concentragdo de CE. Uthurry
et al. (2004) em trabalho similar, observaram a influéncia do tempo na
concentragdo de CE em vinhos. Nesse estudo, constataram-se que 0s vinhos
mais velhos apresentaram concentracdes de CE superiores aos mais novos. Ja
Machado (2010) quantificou o CE em amostras de cachaga procedentes de cana
adubada com ureia e nitrato de amonio. Pelos resultados encontrados, o autor
concluiu que a adubacéo realizada ndo interferiu na formacéao de CE.

Outra fonte natural de formacdo de CE ocorre via ion cianeto (CNY)
(RIFFKIN, et al., 1989; ZIMMERLI; SCHLATTER, 1991; EFSA, 2007;
BELAND et al., 2005; UTHURRY et al., 2004; WEBER; SHARYPOV, 2009).
Existem mais de 2000 espécies vegetais que produzem glicosideos cianogénicos,
presentes na cevada, arroz, macd, manga, malte, mandioca e cana-de-agucar.
Esses glicosideos sdo degradados enzimaticamente, gerando agucar e cianoidrina
[R2C(OH)CN], que se decompde rapidamente a ions CN". Os ions cianeto
podem ser oxidados a ions cianato (OCN") e esses reagem com o etanol para
formar o CE. Embora até o presente momento ndo esteja descrito na literatura
qual o glicosideo cianogénico presente na cana-de-agucar; € bem razoavel
admitir a sua existéncia nesse vegetal.

Segundo Galinaro e Franco (2011), para bebidas destiladas como
uisque, rum e destilados de frutas com carogo, apenas uma peguena

concentragdo de CE presente no mosto fermentado é incorporado ao destilado
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final, sendo o ion cianeto relatado como o principal precursor de CE. Aresta,
Boscolo e Franco (2001) mencionam que a cana-de-agucar é classificada como
uma cultura cianogénica, mas a sua fonte de cianeto ainda € desconhecida.

Por apresentar temperatura de ebulicdo elevada (182 - 184°C), acredita-
se que apenas uma pequena parte de CE em solucgdo (fase liquida) é arrastada
durante um processo de destilacdo, em que a temperatura ndo ultrapassa a 92°C.
O CE pode ser transportado em uma nuvem de aerossol através do condensador
e estima-se que cerca de 80% do CE encontrado nos destilados seja formado
durante o processo de destilagcdo (RIFFIKIN et al., 1989; ARESTA, BOSCOLO;
FRANCO, 2001; BRUNO et al., 2007; FOX; STACHOWIAK, 2007; WEBER;
SHARYPOV, 2009). No ultimo caso, o papel de precursores do CE em fase
gasosa é crucial. Na destilacdo, HCN, HNCO e/ou HOCN presentes ou
formados durante o processo sao possiveis precursores da CE. Devido a sua
baixa temperatura de ebuligdo (< 30° C), esses acidos sdo vaporizados e podem
produzir CE em fase gasosa e/ou por reacBes heterogéneas (gas/solido),
principalemte por acdo catalitica do cobre, que é o material utilizado na
confeccdo dos alambiques (CARLEY; CHINN; PARKINSON, 2003). Esses
autores demonstraram a oxidacdo de HCN para HNCO (ou HOCN) sobre a

superficie de cobre a 300 K (equacéo 7).

HCN +1,0, <Ys HNCO=HOCN

300K (7)

Andrade-Sobrinho et al. (2009) avaliaram a estabilidade do CE em 15
aguardentes de cana no periodo de 36 meses e sem incidéncia de luz. De acordo
com o0s resultados, o0s autores observaram uma pequena variagdo na
concentragdo do CE com o tempo, sugerindo que esse composto é estavel apos a

sua formacao. Logo em seguida, Anjos et al. (2011a) avaliaram teores de CE em
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cachaca envelhecida em tonel de carvalho e em vidros, com e sem incidéncia de
luz. Os autores observaram um aumento considerdvel na concentracdo de CE
tanto no tonel como nos recipientes de vidro.

Os precursores, HNCO e/ou HOCN sendo adsorvidos ou ndo, reagem
com etanol em fase gasosa, produzindo intermediarios (equagdes 8-12) como o
acido carbamico (equacéo 8) ou cianato de etila (equagédo 10), que formam o CE
em destilados (WEBER; SHARIPOV, 2009).

HNCO + H,O0 —> H,NCOOH (8)
HNCO + CH3CHOH ———>  CH3CH,0OCONH, (9)
HNCO + CH3CH,OH ——»  CH3CH,NCO (10)
CH3CH,NCO +H,O0 ———>  CH3CH,OCONH, (11)
HNCO + CH3CH,OH ———  CH3CH,OCONH, (12)

Dijkstra et al. (2007) propuseram uma nova rota para a formacdo do
acido carbamico e do CE envolvendo a reacdo do CO, com aminas. Essa
proposta requer mais estudos; no entanto, € uma rota possivel para a formagéo
de CE em alimentos e bebidas, nos quais sdo encontrados CO-, proveniente da
fermentacdo e aminas oriundas ou presentes nas matérias-primas.

Os mecanismos que operam via cianeto ou cianato para a formacdo de
CE ocorrem durante a destilacdo da bebida. Provavelmente, esses ocorrem na
presenca de catalisadores. Assim, duas rotas sintéticas foram propostas para a
formagdo do carbamato de etila a partir do cianeto. A primeira baseia-se na
complexacdo do cianeto com o cobre (1), metal proveniente do alambique
(equagdo 13) e, em seguida, a sua oxidacdo para cianogénio (equagdo 14). O
cianogénio em meio bésico sofre uma reacdo de desproprocionamento a cianato

e cianeto (equagdo 15). O cianato pode reagir com etanol, em meio 4cido, para
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formar carbamato de etila (equagdo 16) (BRUNO et al., 2007; MACHADO,
2010; GALINARO et al., 2015).

2Cu"? + 4CN" - 2Cu(CN); (13)
2Cu(CN), — 2CUCN + C,N; (14)
C:N2+ OHF — NCO + CN + HO (15)
NCO + CHsCH:0H + H* — CHs;CH,OCONH, (16)

A segunda rota é baseada na auto-oxidacdo induzida por radiagdo
ultravioleta de compostos insaturados presentes nas bebidas alcodlicas, os quais
produzem radicais livres que catalisam a oxidacdo do cianeto a cianato, como
descrito nas equacbes 17 a 25 (ARESTA; BOSCOLO; FRANCO, 2001;
MACHADO, 2010).

Iniciacao

-CH2-CH= CH- + O; — °*CH-CH=CH- + H-0-O° (17)
Propagacao

*CH-CH=CH- + O, — -(0-0")CH-CH=CH- (18)

Auto-oxidacao
-(0-0*)CH-CH=CH- + -CH,-CH=CH- — -(0-OH)CH-CH=CH- + *CH-H=CH  (19)

-(0-OH)CH-CH=CH- — -(0*)CH-CH=CH- + *OH (20)
Formacao de carbamato de etila

HC=N + *OH — *C=N + H,O (21)
H-C=N + H-O-O* — °*C=N + H-O-O-H (22)
H-0-O-H — 2HO® (23)
*C=N + *OH — HOC=N «> O=C=NH (24)

0=C=NH + EtOH —> EtOCONH, (25)
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As variaveis pH, luz, concentracdo de etanol, temperatura, natureza dos
grupos carbonilas nas moléculas organicas e a concentragdo dos ions metalicos
(Cu (11) ou Fe (II1)) séo fatores que influenciam a formacdo de CE a partir do
cianeto em bebidas. Além disso, um efeito sinergistico entre a concentragdo do
fon metalico e a irradiacdo ja foi observado. Esses mecanismos ndo sao
restritamente fotoquimicos e ndo s6 ocorrem apo6s a destilacdo, podendo ocorrer
também em diferentes etapas do processo de producdo. Admite-se também que
mecanismos radicalares possam ocorrer na fase gasosa durante a destilagéo,
produzindo precursores do CE (BATTAGLIA; CONACHER; PAGE, 1990;
TAKY et al., 1992; ARESTA; BOSCOLO; FRANCO, 2001; WEBER;
SHARYPOV, 2009).

Investigando fatores que influenciam na formacdo de CE, Aresta,
Boscolo e Franco (2001) estudaram o efeito do oxigénio dissolvido na bebida
para a formacdo de CE e o papel dos ions Cu®* como catalisador para a
conversdo de cianeto a CE, independente de sua forma (orgéanico ou inorganico).
Os autores observaram que o oxigénio ndo participa diretamente da oxidacdo do
cianeto a cianato; porém, é provavel que ele esteja envolvido na oxidacdo do
Cu* a Cu?, uma reagdo bastante conhecida por ocorrer em processos industriais,

conforme apresentado na equacao 26.

+Cu’ - 2+
02 Cu —_— 02 + Cu (26)

E proposto que a reagdo envolvendo o fon cianeto possa ocorrer
principalmente na presenca dos ions cobre (Cu Il) e/ou ferro (Fe Il), que
atuariam como catalisadores. Em solugéo, os ions de cobre (1) complexam-se

com os ions cianeto, podendo ocorrer a oxidacdo a cianogénio, e uma reacéo de
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desproporcionamento de cianogénio a cianato e a cianeto. O cianato, em meio

acido, pode reagir com o etanol, formando o CE (equag@es 27 a 31).

CN +20H +2Cu®* —»  "OCN+2Cu"+H,0

(27)
ACN +2CU%" — >  2CU(CN); (28)
2Cu(CN); ———>  2Cu(CN) + C3N; (29)
CoNp s 20H ——>  "OCN+CN +H,0 (30)
CN'+20H ——» "OCN+H,0 (31)

Segundo o0s autores, o cianato complexa-se com o cobre (II) e a
coordenacdo com o metal se faz pelo nitrogénio, tornando o 4&tomo de carbono
mais positivo e facilitando o ataque nucleofilico do etanol ou da &gua; portanto,
duas rotas foram propostas. Na primeira envolveria o ataque do ciano complexo
de cobre ao etanol, formando uma unidade carbamica (Equacgdes 32 e 33) que

posteriormente sofreria o ataque de uma molécula de agua para formar o CE.

Cu(NCO),+ CHsCH,0OH —— >  (OCN)CuNHCOOCH,CHs (32)

(OCN)CUNHCOOCH,CHy + HO > (OCN)CU(OH) + CHiCH0CONH; (33

A outra via seria a formacdo de um ciano complexo de cobre (I1) em
solucdo aquosa, por meio da coordenacdo do &nion cianato com o centro
metalico e 0 4&tomo de nitrogénio. Uma vez que o &tomo de carbono encontra-se
mais eletropositivo, devido a coordenagdo ao centro metalico, esse favoreceria o

ataque nucleofilico do etanol, levando a formagéo do CE (Equagdes 34, 35 e 36).
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Cu(NCO), + 2H,0 ——> Cu(OCONH,),

(34)
CU(OCONH,), + 2CHsCH,0H —— >  CH3CH,OCONH, + Cu(OH), -
CU(OCONH)3 + 2H,0 —— >  Cu(OH), + 2CO, + 2NHs (36)

A presenca de cianeto durante a destilagcdo foi comprovada em estudos
de Mackenzie, Clyne e Macdonald (1990), que aplicando técnicas como
cromatografia i6nica, difracdo de raios X e espectrometria de massa aos sélidos
formados naturalmente dentro dos destiladores, identificaram espécies tais como
CuCN, CuCNO, Cuz0, CusS, CuS e Cu-NC", cluster idnicos, como CuCN,
Cu(CN)? ", Cuz(CN)® -, and Cus(CN)* e uma mistura de espécies Cu(CN).S,
CuSCN, e CuCNO", demonstrando que reacdes cataliticas de complexos de
superficie ocorrem durante a destilacdo. Segundo os autores, quando cobre é
empregado na parte ascendente do fluxo, como ocorre nos alambiques, é
esperado que ocorra uma fixacdo de cianeto, diminuindo a concentracdo desse
no destilado, reduzindo, consequentemente o teor de CE. Taky et al. (1992),
estudaram a adicdo de sais de cianeto [KCN, Ni(CN)2.2KCN, CuCN], cianato
(KCNO) e tiocianato (KCNS) em saqué, licor e solugdes modelo de etanol. Os
autores observaram que os sais conduziram para formacdo de CE, sendo a
concentracdo dependente do teor alcodlico e da quantidade (dosagem) do sal
adicionado. J4 em 2014, Mendonca (2014) avaliou os niveis de CE no processo
produtivo de uma cachaca, usando diferentes tipos de fermentacdo, em que
alguns fermentos apresentavam nitrogénio em sua composicao. O autor concluiu
que a cana utilizada ndo influenciou a formacdo de CE e que os valores
encontrados estdo de acordo com a Legislagdo vigente. Entretanto, os maiores
niveis de CE encontrado no estudo foram caracterizados pelas cachagas

produzidas com fermento rico em nitrogénio em sua composicao.
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2.5.4 Técnicas aplicadas para a detecgdo, quantificacdo e ocorréncia de CE
em bebidas alcodlicas e alimentos

Diversas técnicas tém sido descritas na literatura para analise de CE em
bebidas alcodlicas. Instrumentalmente, a determinacdo de CE em bebidas e
alimentos ¢ limitada em funcdo dos baixos teores desse analito e também pelos
possiveis interferentes presentes na matriz. Assim, o CE pode ser determinado
diretamente ou apds pré-tratamento (clean up e/ou concentracdo) via extracdo
com solvente, extracdo em fase solida (solid phase extraction — SPE) ou por
microextracdo em fase solida (solid phase micro-extration — SPME)
(LACHENMEIER, et al., 2005; WEBER; SHARYPOV, 2009; ANDRADE-
SOBRINHO et al., 2009; ANJOS et al., 2011a; MACHADO, et al., 2012).

A cromatografia em fase gasosa € a técnica mais empregada, utilizando-
se colunas capilares e sistemas seletivos de deteccdo (NAGATO; NOVAES;
PENTEADO, 2003; ANJOS et al., 2011a). Todas envolvem, de alguma forma,
0 tratamento de extracdo e de concentracdo da amostra, pelo fato de que tal
composto apresenta-se em baixas concentracBes em bebidas alcodlicas e da
baixa sensibilidade de alguns detectores, seguido pela separagdo
cromatogréafica, tanto por detec¢do por ionizacdo em chama (FID), ionizagdo
alcalina de chama (AFID), como pelos métodos eletroliticos de deteccdo de
condutividade (HECD) ou por deteccdo seletiva ou algum tipo de técnica de
deteccdo espectrométrica de massas (MS). Também sdo utilizadas
espectrometria de massas tandem e as técnicas hifenadas, como a cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS) ou ainda a espectrometria
de massas tandem (GC/MS/MS). Enfim, todas empregam a cromatografia
gasosa com diferentes dispositivos de deteccdo (ANDRADE-SOBRINHO et
al., 2002; 2009; MACHADO, et al., 2012).
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Na GC/MS, a quantificacdo do CE é relizada fazendo o monitoramento
seletivo dos ions (modo SIM), caracteristicos do espectro de massa para esse
composto. Sdo selecionados os seguintes ions de razdo massa carga: m/z 89, 74,
62 e 44 e outros ions de alguns is6topos quando esses sdo utilizados como
padrdo interno (NAGATO; NOVAES; PENTEADO, 2003). Os padrdes internos
mais utilizados na quantificagio de CE em alimentos e bebidas sdo os
carbamatos de metila, propila, isopropila, butila e o de etila deuterado, **C ou
>N, sendo os dois Gltimos mais indicados por proporcionarem recuperagio mais
precisa e por evitar coeluicdo (HASNIP et al., 2007).

Apesar de as técnicas citadas anteriormente serem as mais utilizadas,
alguns autores tém utilizado a cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de fluorescéncia (HPLC- FLD) para a determinagdo de CE em
diferentes matrizes. Esse método tem se apresentado como uma alternativa, pois
apresenta niveis de deteccdo similares, além de proporcionar maior rapidez na
etapa de preparacdo das amostras, ja que ndo necessita de etapas prévias de
extracdo e concentracdo do analito. Esse método envolve, como preparacdo da
amostra, apenas a derivacdo prévia do carbamato de etila (Figura 6),
permitindo, assim, sua deteccdo, utilizando o detector de fluorescéncia
(ABREU-LIMA; MAIA; OLIVEIRA, 2005; MADRERA; VALLES, 2009;
ANJOS et al., 2011a; MACHADO et al., 2013; SANTIAGO, et al., 2014b).
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9-xantidrol carbamato de etila carbamato de etil xantil

Figura 6 Formagdo do carbamato de etil xantil por meio da reacéo entre 9-
xantidrol e carbamato de etila sob condi¢des acidas
Fonte: Anjos (2011a).

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

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

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

em tonel de carvalho (Quercus sp) e recipiente de vidro. Pelos resultados,
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observou-se que o0s parametros analiticos analisados apresentaram valores
significativos, quando comparados com outras técnicas para determinacdo do
carbamato de etila.

As andlises cromatograficas sdo essenciais para determinagdo e
quantificacdo de CE em bebidas e alimentos. Entretanto, metodologias de
extracdo tém sido de grande valia para realizagdo de pesquisas envolvendo o CE,
tanto em bebidas como em alimentos. Diferentes metodologias de extracdo tém
sido testadas, tais como extracdo liquido-liquido (FAUHL; WITTKOWSKI,
1992), extracdo em fase sélida (BUMLEY et al., 1988; JAGERDEO et al., 2002;
HASNIP et al., 2007), combinada com cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS). Outra técnica que vem sendo empregada
sem o uso de solventes é a microextracdo em fase sélida (SPME) (WHITON;
ZOECKLEIN, 2002; LACHENMEIER; NERLICH; KUBALLA, 2006;
ZHANG; ZHANG, 2008; MACHADO et al., 2012). Essa metodologia apresenta
varias vantagens quando comparada com os procedimentos convencionais de
extracdo por solvente. A SPME ¢ rapida, facil de manusear, isenta de solventes,
sensivel e ndo requer qualquer procedimento de concentragdo prévia do analito,
evitando, assim, a producdo de subprodutos. No entanto, é uma técnica
relativamente onerosa. Além da& importancia da extragcdo, outras técnicas
sofisticadas estdo sendo utilizadas para determinacdo de CE. Perestrelo et al.
(2010) utilizaram a cromatografia em fase gasosa bidimensional com a
espectrometria de massas em tempo de voo para a quantificacdo de CE em
amostras de vinhos fortificados e previamente tratadas por microextragdo em
fase s6lida combinada ao headspace.

No Brasil, a grande preocupacéo é com a cachaca e a aguardente de cana
que, mediante alguns estudos, evidenciaram teores de carbamato de etila acima
do limite estabelecido pela Legislacdo vigente. Esse fato pode representar uma

barreira para as exportacfes do produto para varios paises, principalmente os
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localizados na Europa e América do Norte. Sendo assim, se faz necessario
aprofundar os estudos sobre a formacdo do carbamato de etila em cachaga e
aguardente de cana, uma vez que essas pesquisas ainda se encontram
insuficientes. A qualidade dessas bebidas deve sempre ser monitorada, tendo em
vista que a Legislacdo e os consumidores estdo cada vez mais exigentes (LIMA-
NETO; FRANCO, 1994; ANDRADE-SOBRINHO et al., 2002; CARDOSO,
2013).

O carbamato de etila se tornou notério em estudos com cachaca no ano
de 2002, quando uma concentragdo média de 770 ug L™ foi reportada com base
em uma ampla pesquisa em cachacas brasileiras (ANDRADE SOBRINHO et
al., 2002). Outros autores, estudando a sua ocorréncia em cachacas produzidas
em Minas Gerais, também registraram teores médios elevados: 1.206 ug L™
(BAFFA JUNIOR et al., 2007), 243 pg L't (BARCELOS et al., 2007) e 893 pug
L (LABANCA; GLORIA; AFONSO, 2008).

Barcelos et al. (2007), investigando os teores de CE em cachacas
produzidas nas regides norte e sul de Minas Gerais, observaram concentracdes
que variaram de nio detectado a 643,00 ug L. Os resultados mostraram que as
amostras pertencentes ao Vale do Jequitinhonha apresentaram concentracoes
acima do limite estabelecido pela Legislagdo, mostrando a necessidade de
identificacdo e controle desse composto na bebida.

Nobrega et al. (2009) detectaram concentracfes de carbamato de etila
variando entre 55 a 700 ug L™, com média de 220 ug L™, em 25 marcas de
cachacas de alambique produzidas na Paraiba. Posteriormente, Nobrega et al.
(2011) quantificaram carbamato de etila em 13 marcas de cachaca de alambique
e 20 de coluna. Os valores variaram de 40 ug L™ a 532,5 ug L™, com média de
64 ng L, excedendo o limite brasileiro de 150 pg L™ Assim, em 18 das 33
marcas estudadas, os valores que excediam o limite maximo permitido eram

oriundos das cachagas destiladas em coluna.
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O risco de céncer da populacdo brasileira diante da exposicdo do
carbamato de etila presente na dieta, principalmente com relagdo a contaminacgao
presente em cachaca e tiquira (aguardente de mandioca), foi avaliado por
Lachenmeier et al. (2010). Foram encontrados valores médios de carbamato de
etila de 380 pg L™ para cachacas produzidas em alambique e 490 pg L™ para
cachacas de coluna. A faixa de exposicdo didria ao carbamato de etila pela
populacdo foi estimada em 0,1-0,2 pg por kg de massa corporal (mc), sendo a
cachaca o principal fator contribuinte (0,06-0,07 pg/kg mc). Em relagdo a
margem de exposi¢do (MOE), a média calculada foi de 1300, fato considerado
preocupante, visto que o valor de baixo risco foi estimado em MOEs maiores ou
iguais a dez mil, indicando um risco significativo de céncer da populacdo
brasileira consumidora de bebidas alcodlicas, em especial de cachaca. Em
conclusdo, os autores ressaltaram que se o nivel médio de carbamato de etila nas
cachacas estivesse em 150 pg L™ (nivel maximo tolerado pelo MAPA), haveria
aumentos da MOE para patamares seguros.

Em 2007, Bruno e colaboradores reportaram em seus estudos fatores do
processo de destilacdo que podem ter influéncia na formacdo de CE em
aguardentes de cana, tais como material e construcdo do destilador, tipo de
destilacdo (alambique ou coluna), temperatura e fluxo de destilacdo, presenca de
cobre no destilado recém-obtido, presenca de precursores nitrogenados no
destilado, entre outros. Os autores observaram uma grande dependéncia da
configuracdo do destilador e do préprio processo de destilacdo na formacgéo do
CE em cachagas.

Galinaro e Franco (2011) avaliaram os efeitos de uma redestilacdo
simples na reducdo da concentracdo de carbamato de etila em aguardentes. Os
autores concluiram que carbamato de etila ndo foi completamente eliminado
pelo processo de redestilagdo, que apresentou uma reducgdo de até 92,5% da sua

concentragao original.
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Baffa Junior et al. (2011) investigaram a presenca de CE durante o
processo de fermentacdo e nas fragbes durante o processo de destilagdo, bem
como na vinhaga. A concetragdo de CE foi crescente durante a fermentagdo com
teor médio de 122 mg L™ Na fracdo cabeca o teor médio encontrado foi de
59,70 mg L™; para a fragdo coragdo, 52,00 ug L™; e para a fragio cauda, 1,57 mg
L. Para a vinhaga o teor encontrado foi de 53,17 mg L™. Os autores atribuem a
formagdo de CE na fermentacdo durante o metabolismo das leveduras, uma vez
gue nenhum nutriente foi adicionado ao tanque de fermentacdo. Quanto ao
processo de destilacdo, o autores atribuem a possibilidade de ele ser arrastado
durante todo o processo e pode estar presente na fracdo cabeca devido a
interaces moleculares entre o etanol e outros compostos quimicos presentes no
meio.

Machado et al. (2012) validaram um método analitico por cromatografia
gasosa / espectrometria de massas (GC / MS) com o tratamento de amostra por
microextracdo em fase solida (SPME). O método se mostrou bastante eficaz para
determinacdo desse composto, no qual se observaram valores expressivos dos
parametros analiticos avaliados e as amostras analisadas apresentaram valores
bem abaixo dos limites estabelecidos pela Legislacdo. Posteriormente, Machado
e colaboradores (2013) determinaram e validaram um método analitico para
carbamato de etila em cachagas produzidas em alambiques de cobre por HPLC.
Os resultados do método analitico mostraram-se precisos e reprodutiveis. Assim
como Machado et al. (2013), usando HPLC-FLD, Anjos et al. (2011a)
identificaram e quantificaram o carbamato de etila em diferentes periodos de
armazenamento da cachaca em tonel de carvalho (Quercus sp) e recipiente de
vidro. Pelos resultados, observaram que os parametros analiticos analisados
apresentaram valores significativos, quando comparados com outras técnicas

para determinacdo do carbamato de etila.



77

Utilizando-se ainda cromatografia liquida, Santiago et al (2014b)
avaliaram carbamato de etila por HPLC-FLD no processo de produgédo e no
envelhecimento de cachagas armazenadas em tonéis de Carvalho (Quercus sp) e
amburana (Amburana Cearensis), no periodo de 12 meses. De acordo com 0s
resultados obtidos, a cana utilizada para producdo da cachaga, assim como o
processo de obtengdo do caldo, ndo interferiram para a formagdo de CE, pois 0
mesmo ndo foi detectado. Ja nas etapas de fermentacdo, destilacdo e
envelhecimento, o carbamato, mesmo em quantidades baixas, foi detectado, mas
ndo quantificado. Zacaroni et al. (2015b) estudaram a influéncia da luz natural
na concentragdo de carbamato de etila em cachagas envelhecidas em barris de
madeira e armazenadas em garrafas de vidro por um periodo de 6 meses. Todas
as amostras apresentaram uma concentracdo CE abaixo do limite estabelecido
pela legislago brasileira. A maior concentragio encontrada foi de 79,70 ug L™ e
70% das amostras exibiram uma influéncia da luz ou da auséncia de luz na
concentracdo desse composto. Com isso, inferiram que a luz pode influenciar a
formacdo desse composto.

Diferente de Santiago et al. (2014b) e Zacaroni et al. (2015b), Masson et
al. (2014) avaliaram aguardentes de cana da regido norte e sul do estado de
Minas Gerais por cromatografia gasosa acoplada a espectrométrica de massas
(CG-MS). De acordo com os resultados, a concentracdo encontrada de
carbamato de etila para as cachacas estudadas variaram de 22,60 a 980 pg L™ e
63,63% das amostras do Norte de Minas gerais obtiveram valores acima do
permitido pela Legislacéo.

Lelis et al. (2014) verificaram a ocorréncia de CE, em cachagas e
aguardentes de cana produzidas por produtores dos estados de Sdo Paulo, Minas
Gerais, Rio de Janeiro, Espirito Santo e Ceara. Atentaram também pelo sistema
de producéo (destilador de cobre ou coluna de aco inoxidavel) e se os produtores

sdo registrados ou ndo. Os valores obtidos das 75 amostras para o carbamato de
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etila variaram de 20 a 948 pg/L, apresentando um teor médio de 378, 25 pg/L.
Somente 10 das 75 bebidas apresentaram teores de carbamato de etila abaixo do
limite estabelecido. Em relacdo ao material do destilador, os autores concluiram
qgue as bebidas obtidas em alambique de cobre e coluna de ago inox
apresentaram valores médios de 400,94 e 295,79 ug L™ de CE, respectivamente.
Por esses resultados, Minas Gerais e 0s produtores ndo registrados apresentaram

maior média na concentragdo de carbamato de etila.

2.5.5 Propostas para eliminagdo de carbamato de etila em bebidas e

alimentos

Como mencionado, em fungdo dos varios precursores (ureia, arginina,
citrulina e n-carbamil fosfatos, cianeto, cianato e glicosideos cianogénicos), dos
diferentes e complexos mecanismos envolvidos na sua formacdo e de fatores
(temperatura, pH e iluminacdo) que podem influenciar a sua formacgdo, nao
existe uma metodologia adotada universalmente para prevenir e/ou reduzir os
teores de CE em alimentos e bebidas (ZIMMERLI; SCHLATTER, 1991;
WEBER; SHARYPQV, 2009).

Apesar da ndo existéncia oficial para reducdo de CE, algumas acdes
preventivas tém sido propostas para evitar a formacao de carbamato de etila em
bebidas alcodlicas, tais como: medidas de boas praticas de fabricacdo (uso de
matérias-primas de boa qualidade, higienizacdo adequada durante a fermentacao
e 0 armazenamento e controle das condi¢cBes de destilacdo), controle da
irradiacdo da luz e reducdo do tempo de armazenamento, buscando evitar a
liberag&o de cianeto (LACHENMEIER, 2005; CARDOSO, 2013).

Em alimentos fermentados, uma solugdo para a redugdo nos teores de
CE encontrada foi diminuir a concentracdo dos seus possiveis precursores

(citrulina, arginina, entre outros), por meio da utilizacdo de cepas de leveduras
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selecionadas que produziriam baixas concentragdes de ureia durante a
fermentacdo (SCHEHL et al., 2005; WEBER; SHARYPQV, 2009).

Outra estratégia € a utilizacdo enzimas que sdo empregadas para
diminuir a concentracéo de carbamato de etila. A enzima urease é utilizada para
reduzir concentracdes de ureia, que é um dos precursores na formacgdo de
carbamato de etila. Sabe-se, entretanto, que a maioria das ureases sao inativas
em meio acido, mas atualmente existe no mercado ureases de Lactobacillus
fermentum que sdo resistentes ao meio acido e que sao utilizadas na producao de
bebidas fermentadas (MIYAGAWA et al., 1999; FIDALEO; ESTI; MORESI,
2006; weber; SHARYPOV, 2009). Taky et al. (1992) adicionaram urease acida
em extrato bruto de saque japonés (20% v/v de etanol), que continha
inicialmente cerca de 35 mg/L de ureia. Os autores observaram uma reducao
significativa de 95% da concentracéo inicial de ureia. Entretanto, nos dias atuais,
a utilizacdo da enzima urease &cida tem se mostrado desfavoravel, em funcdo
dos custos envolvidos na sua obtencéo.

A eliminacdo de ions cianeto presentes na matéria-prima e no processo
de destilagdo é uma das propostas para reducdo de CE em aguardentes, assim
como a eliminagdo e/ou diminui¢do de cobre do mesmo processo. A eliminacdo
dos ions cianeto pode ocorrer utilizando a enzima rodanase (tiossulfatocianeto
sulfotransferase). Nesse caso, pode ser utilizada para a detoxificacdo de ions
cianeto, originando compostos menos téxicos, como sulfito e o tiocianato
(TAKY et al., 1992; CIPOLLONE et al., 2006; WEBER; SHARYPQV, 2009;).
Dados da literatura apontam que a utilizagdo da enzima rodonase em solugdes
modelo (= 30% v/v de etanol) fortificadas com o ion cianeto apresentaram uma
reducdo de 80% do teor de CE formado ap6s o tratamento dessas solu¢fes com a
enzima (TAKY et al., 1992).

A remocdo de cobre & uma préatica comum entre os produtores de

cachaca. Como o cobre (I1) é considerado um possivel catalisador na formacéo
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do carbamato de etila, existem diversas propostas para a sua remo¢do em
bebidas apos a destilacdo. A utilizacdo de procedimentos, como a percolagdo do
destilado por resinas de troca idnica (NEVES et al., 2007; IMA et al., 2009;
LIMA et al., 2009b), carvao ativado (LIMA et al., 2009b; SOUZA et al., 2009),
carvao vegetal (PARK et al., 2009), argilas naturais (DUARTE et al., 2014;
ZACARONI et al, 2015a), quitosana (JANEGITZ et al., 2010), pela
bidestilagdo (BIZELLI; RIBEIRO; NOVAES, 2000) ou por meio do tratamento
com CaCOs ou MgCOs (NEVES et al., 2007). A bidestilacdo também tem sido
um procedimento muito comum para remover carbamato de etila de bebidas
alcodlicas destiladas, em virtude de sua baixa volatilidade em solucdes
alcoodlicas (RIFFKIN et al., 1989; GALINARO; FRANCO, 2011). No entanto,
esses procedimentos, como os utilizados para remocao de cobre, levam a perdas

no rendimento em etanol e no aroma.

2.6 O envelhecimento da cachaca

O habito de envelhecimento estd se tornando uma pratica comum entre
os produtores, que buscam agregar valores ao seu produto, tornando-o mais
competitivo no mercado (ANJOS et al., 2011b; SANTIAGO et al., 2014c). Dias,
Maia e Nelson (2009) mostraram que, apds estocagem em barris de madeira,
praticamente ndo se detectam diferencas significativas entre cachacas destiladas
em alambiques de cobre e de aco inoxidavel.

O envelhecimento € responsavel por melhorias nas caracteristicas
organolépticas da cachaga, tornando seu sabor mais agradavel e suave. Durante
o envelhecimento, sdo incorporadas a bebida substancias oriundas da madeira,
observando-se também uma redugdo no seu teor alcodlico (ABREU-LIMA,;
MAIA, OLIVEIRA, 2005; ANJOS et al., 2011b; CARDOSO, 2013).
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2.6.1 Legislacéo para cachagas envelhecidas

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

Cachagcas envelhecidas podem receber varias denominagdes em relacao
ao tempo de envelhecimento. Aguardente de cana / cachaga 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 / cachaca
envelhecida em recipiente de madeira apropriado, com capacidade maxima de

700 L, por um periodo ndo inferior a trés anos (BRASIL, 2005a).

2.6.2 Tratamentos, madeiras e recipientes de armazenamento

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 &4gua, que ocorre em funcdo 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, tais como dilatacéo e

contracdo da aguardente de cana dentro do tonel, vazamentos e expulsdo de
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aguardente por frestas e consequente aspiracdo de ar por contracdo no
resfriamento em ocorréncias sucessivas, devido a inadequacdo de instalacdes e
de ambientes, além do modo de armazenamento (ANJOS et al., 2011b). Assim,
para se obter um produto de qualidade, parametros, como a espécie da madeira,
o tamanho, pré-tratamento dos barris, condicGes ambientais e tempo de
envelhecimento, devem ser observados, pois irdo influenciar as interacGes entre
a bebida e a madeira. Quando a bebida é envelhecida em temperaturas mais
elevadas e em recipientes menores, ha uma maior extracdo e, consequentemente,
uma maior concentracdo de componentes da madeira. A bebida terd um aroma
mais fino e agradavel, se for envelhecida em ambientes cuja temperatura varie
de 9 a 15°C e a umidade relativa a 73% (CARDOSO, 2013).

Maia e Campelo (2006) mostraram que essas perdas de etanol podem ser
reduzidas durante o envelhecimento, mantendo a temperatura da adega abaixo
de 20°C e a umidade relativa do ar em torno de 85%. Entretanto, mesmo assim,
pode ainda ocorrer uma perda de 1% ao ano. No Brasil, sdo comuns perdas de
alcool em torno de 3 a 4% ao ano, seja pela qualidade dos tonéis utilizados, seja
pela idade das madeiras em uso.

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

apesar de afetar sua coloracao.



83

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

Além das alteracBes de cor, sabor, aroma e teor alcodlico durante o
envelhecimento, o teor de extrato seco sofre aumento significativo, devido a
extracdo dos compostos ndo volateis da madeira. A acidez volatil e a
concentracdo de aldeidos também sdo acrescidas devido a oxidacdo do
acetaldeido e do etanol (MIRANDA; HORII; ALCARDE, 2006). Santiago et al.
(2014c) correlacionaram extrato seco total, composicdo fendlica total e
intensidade de cor de cachagas envelhecidas em tonéis de carvalho (Quercus sp)
e amburana (Amburana cearensis) em um periodo de 12 meses e observaram um
aumento significativo desses pardmetros analisados. Nesse trabalho, 0s autores
concluiram que o aumento de um pardmetro acarretou 0 aumento do outro.

No Brasil, a maior parte dos produtores de cachaca é de pequeno porte,
implicando assim em uma variedade de madeiras gque possam estar sendo
utilizadas para o envelhecimento de aguardente de cana. Por isso, a necessidade
de estudos sistematicos na caracterizacdo de compostos extraidos de diferentes
madeiras durante o processo de envelhecimento da bebida (AQUINO et al.,
2006a; CARDOSO, 2013).

A madeira tradicionalmente usada para o envelhecimento da cachaca e
outras bebidas destiladas no Brasil é o carvalho (Quercus sp). De acordo com
Corréa (1984), o carvalho é uma dicotiledbnea pertencente a classe das

Angiospermas, familia Fagacea e género Quercus. Sua utilizacéo e escolha estdo
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relacionadas a sua disponibilidade em vérias partes do mundo, especialmente na
Europa. Além das caracteristicas fisicas benéficas dessa madeira (tais como
densidade, cor, permeabilidade, resisténcia mecénica e durabilidade, e da
facilidade no manuseio), ela é capaz de modificar favoravelmente as
caracteristicas organolépticas de vinhos e aguardentes submetidos sob maturacédo
(LEAO, 2006; DIAS; MAIA; NELSON, 2009; CARDOSO, 2013).

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

A ampla composicdo quimica da madeira do carvalho (Figura 7) pode
ser classificada em razdo de sua capacidade de liberagdo de compostos, como 0s
compostos sollveis (cumarinas, acidos fendlicos, aldeidos fendlicos,
elagitaninos e cations e anios), substancias extrativas (polissacarideos e as
ligninas) e substancias fixas (formas oxidadas e condensadas dos elagitaninos,

dos polissacarideos e das ligninas).
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= Casca

Figura 7 Aspectos macroscopicos da madeira
Fonte: Ledo (2006); Mori, Mendes e Mori (2013).

Embora a madeira tradicionalmente utilizada para o envelhecimento de
bebidas alcodlicas seja o carvalho (Quercus sp.), varias madeiras de origem
brasileira tém sido utilizadas na confeccdo de barris e tonéis para o
envelhecimento da aguardente, como amendoim (Plerogyne nitens), cerejeira
(Amburana cearensis), cedro (Cedrela fissilis), jatoba (Hymenaeae carbouril),
ipé (Tabebuia sp), freijé (Cordia goeldiana), garapa (Apuleia leiocarpa),
balsamo (Myroxylon peruiferum), vinhatico-amarelo (Plathynemia foliosa),
peroba (Paratecoma peroba) e jequitibd (Carinian legalis) (ANJOS et al.,
2011b; MORI; MENDES; MORI, 2013). Esse fato tem sido observado devido
ao alto custo do carvalho, que é uma madeira tipica do Hemisfério Norte. Porém,
ainda ha grande caréncia de estudos sistematicos para caracterizacdo dos
compostos extraidos de cada tipo de madeira durante o envelhecimento da
bebida (DIAS; MAIA; NELSON, 1998; AQUINO et al., 20063; b).
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Alcarde, Souza e Belluco (2010), estudando o envelhecimento de
bebidas em barris de madeira brasileira em comparagdo com o carvalho,
verificaram similaridade na composi¢do fisico-quimica global das aguardentes
envelhecidas nos barris das diferentes madeiras. A aguardente envelhecida na
madeira de carvalho foi a que apresentou a melhor aceitagdo sensorial. Entre as
madeiras nacionais, ipé-roxo (Tabebuia heptaphylla), amendoim (Pterogyne
nitens), cabretva (Mycrocarpus frondosus), amburana (Amburana cearensis) e
pereira (Platycyamus regnelli) foram aquelas que propiciaram as melhores
qualidades sensoriais a aguardente.

Entre as varias madeiras de origem brasileira, as espécies que vém sendo
estudadas quanto ao envelhecimento de cachaca sdo a amburana (Amburana
cearensis) e balsamo (Myroxylon peruiferum) (CASTRO, 2012). A amburana
pertencente a familia Leguminoseae Papilonoideae (Fabaceae) é popularmente
conhecida como amburana, imburana-de-cheiro e cumaru (MAIA, 2004).
Embora considerada nativa do sertdo nordestino, a ocorréncia de A. cearensis
pode ser observada em praticamente toda a América do Sul (do Peru a
Argentina), apresentando-se como uma arvore frondosa, podendo atingir até
15m de altura, com flores brancas, vagem achatada e casca do caule vermelho-
pardacenta, cujo odor agradavel é conferido pelas cumarinas presentes. Suas
sementes sdo pretas, aladas e exalam forte cheiro de cumarina (semelhante a
baunilha). No Nordeste, o periodo de floracdo ocorre no inicio da estacdo seca,
entre maio e julho, e a frutificagdo se da de agosto a outubro (CANUTO;
SILVEIRA, 2006). O balsamo também pertence a familia Fabaceae,
popularmente é conhecida como balsamo-da-américa, balsamo-de-cartagena,
balsamo-de-cheiro-eterno, balsamo-de-tolu, balsamo-do-peru, coroiba, 64leo-
balsamo, 6leo-vermelho, pau-béalsamo e outros. E uma planta decidua, helicfita,
de 10 a 20 metros de altura, com folhas compostas pinadas de ocorréncia em

quase todo o territdrio brasileiro, inclusive no Espirito Santo. O balsamo é usado
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ha séculos como fragrancia em perfumaria, balas e gomas de mascar. Hoje,
continua sendo usado em preparacdes farmacéuticas, como xarope, expectorante
e veiculo para outros compostos. O balsamo faz parte da Farmacopeia
Americana desde 1820, com uso documentado em bronquite, laringite,
dismenorreia, diarreia, disenteria e leucorreia. Hoje é muito usado em produtos
para tratamento de feridas, Ulceras, escabiose, tonicos capilares, anticaspas,
desodorantes intimos e fragrancia em sabonetes, detergentes, cremes, locGes e
perfumes (LORENZI, 2014).

Em estudos de Santiago et al (2014d), nos quais se comparou e
quantificou compostos fendlicos em aguardentes armazenadas em tonéis de
Carvalho (Quercus sp) e amburana (Amburana Cearensis) foi constatado que ao
passar do tempo de armazenamento, os teores dos 12 compostos fenolicos
analisados aumentaram expressivamente, tendo as madeiras analisadas
apresentado compostos majoritarios diferentes.

Outras duas madeiras que Vvém ganhando significAncia no
envelhecimento de cachaca sdo as madeiras jatoba e peroba. O jatoba pertence a
familia Leguminosae - Caesalpinioideae e popularmente tem os nomes vulgares
de jutai, jutai-acu, jutai-bravo, jutai-grande, jatai, jatai-acu, jatalba, jatioba,
copal, entre outros. A madeira apresenta alta densidade basica, cerne vermelho a
castanho-avermelhado, alburno brancoacinzentado, gra-regular a irregular e
textura média a grossa, sendo empregada em construcao civil, marcenaria, pe¢as
torneadas, instrumentos musicais, laminados e é utilizada na area alimenticia.
Sua ocorréncia vai desde o sul do México até grande parte da América do Sul,
incluindo o Brasil, Guiana Francesa, Suriname, Guiana, Venezuela, Colémbia,
Peru e Bolivia; no Brasil, ocorre do norte até o sudeste. E encontrada em
altitudes de até 900 metros acima do nivel do mar, em solos arenosos e argilosos

bem drenados de terra firme e em varzeas altas, mas raramente em campos
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abertos. Cresce bem em zonas Umidas com precipitacdo anual entre 1.500 e
3.000mm (FERREIRA; SAMPAIO, 2000; LORENZI, 2014).

Faria et al. (2003) estudaram o efeito de oito madeiras brasileiras (ipé-
amarelo, amendoim, balsamo, jatoba, louro, pau-d’arco, pau-d’oleo e pereiro) e
compararam com o carvalho no envelhecimento da cachaga. Os resultados
demonstraram que amendoim, pereiro e jatoba sdo madeiras muito boas para
substituir o carvalho. Testes sensoriais sugeriram que o amendoim pode
substituir o carvalho nos barris, sem mudancas significativas na aceitabilidade
do consumidor.

Zacaroni et al. (2011b) determinaram a concentragdo de compostos
fenolicos em cachagas armazenadas em diferentes barris de madeira. Os autores
observaram que as concentragdes dos principais compostos extraidos variaram
de acordo com as espécies de madeira analisada. Analisando-se os resultados das
bebidas em tonel de jatoba, ao se comparar com carvalho, os autores concluiram
que as concentracdes de compostos fenolicos totais variaram de 0,08 mg L™ para
uma amostra armazenada em barril de jatoba de 4000 litros em um periodo de
seis meses para 40,9 mg L™ de uma amostra envelhecida em um barril de
carvalho 50000 litros por um periodo de 48 meses.

A peroba (Paratecoma peroba), pertence a familia das Bignoniaceae -
Bignonieae. A peroba tem diferentes nomeag6es populares, sendo que em
diferentes estados brasileiros ela recebe uma nomeacdo. Ela é conhecida como
peroba de campos, peroba-amarela (ES), ipé (BA), peroba-tremida, ipé-claro,
peroba-branca (ES), perobinha (MG), peroba-manchada, peroba-tigrina, ipé-
proba, ipé-rajado (MG). A Paratecoma peroba (Bignoniaceae) é uma espécie
arborea nativa de grande interesse econdmico e ecoldgico, estando em risco de
extincdo pela exploracéo seletiva e ilegal de &rvores com didmetro com casca a
altura do peito (DAP) > 20 cm. Tem como caracteristicas principais: a altura de

20-40m, tronco de 40-80 cm de diametro; folhas compostas 5-digitadas e é
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anemocoérica. Sua madeira é dura e apresenta boa resisténcia, muito explorada
comercialmente. As arvores sdo tipicas no sul da Bahia, Minas Gerais e Espirito
Santo (vale do Rio Doce) e norte do estado do Rio de Janeiro, na floresta pluvial
atlantica (LINS; NASCIMENTO, 2007; LORENZI, 2014).

2.6.3 CondigOes ambientais para o envelhecimento

De acordo com Cardoso (2013), a qualidade da bebida envelhecida
depende do tipo de madeira empregada, tempo de envelhecimento, qualidade
inicial e teor alcodlico do destilado, bem como a temperatura e a umidade
relativa do ambiente de envelhecimento.

A temperatura do local influencia a taxa de variacdo dos componentes da
bebida. Cardoso (2013) relatou que as reagBes ocorridas durante a maturacdo
aumentam com a temperatura, existindo um ponto 6timo para a producao.

Considera-se que, para conseguir o ambiente ideal para o
envelhecimento da aguardente, devem-se observar as seguintes condi¢des: ndo
deve haver vibracdes; umidade relativa deve ser alta e constante; temperatura do
ambiente devera ser constante, em torno de 22°C, para evitar grandes perdas por
evaporacao; baixa luminosidade; auséncia de ventilacdo e uma boa vedacdo dos

tonéis.

2.6.4 Reacgbes, incorporacdo de compostos da madeira e pesquisas em

cachagas envelhecidas

As principais reacdes que ocorrem no processo de envelhecimento de
cachaca sdo as reacGes entre 0s compostos secundarios provenientes da
destilagdo, as extracOes diretas dos componentes da madeira, as decomposicdes

de macromoléculas da madeira (celulose, hemicelulose e lignina) e a
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subsequente incorporacdo desses compostos a bebida. Além dessas, podem
ocorrer reacdes entre 0s compostos da madeira e 0s compostos originais do
destilado (SHEREV; BRINK, 1980; CARDOSO, 2013).

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

De acordo com Angelo e Jorge (2007), os compostos fendlicos sdo
estruturas quimicas que apresentam um ou mais anel aromatico com uma ou
mais hidroxilas, nas formas simples ou de polimeros, que confere a eles o poder
antioxidante. Esses compostos podem ser naturais ou sintéticos. Quando
presentes em vegetais, podem estar em formas livres ou complexadas a aglcares
e proteinas.

Ribéreau-Gayon (1968) classificou esses compostos em trés categorias:
pouco distribuidos na natureza, polimeros e largamente distribuidos na natureza.
Na familia dos compostos fendlicos pouco distribuidos na natureza, encontra-se
um namero bem reduzido, embora com certa frequéncia. Nesse grupo, estdo 0s
fendis simples, o pirocatecol, a hidroquinona e o resorcinol. Pertencem ainda a
essa familia os aldeidos derivados dos &cidos benzoicos, que sdo constituintes
dos oleos essenciais, como a vanilina. Os polimeros sdo alguns fendlicos que
ndo se apresentam na forma livre nos tecidos vegetais; essa familia engloba os
taninos e as ligninas. Na familia dos compostos largamente distribuidos na
natureza, estdo os fenolicos encontrados geralmente em todo o reino vegetal.
Esse grupo pode se dividir em flavonoides (antocianinas, flavondis e seus

derivados) e &cidos fendlicos (&cidos benzdico, cindmico e seus derivados) e
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cumarinas (KING; YOUNG, 1999; SOARES, 2002; CARVALHO;
GOSMANN; SCHENKEL, 2007).

Os taninos e os derivados da lignina sdo considerados os mais
importantes. A lignina, que é formada por monémeros aromaticos (Figura 8),
tem estreita relagdo com o desenvolvimento de aroma e sabor nos destilados
envelhecidos, pois libera para a bebida aldeidos aromaticos durante o periodo de
maturagdo (DIAS; MAIA; NELSON, 2009). Os taninos sdo compostos de alto
peso molecular, que conferem ao alimento a sensacdo de adstringéncia, e
classificam-se em dois grupos, baseados em seu tipo estrutural, taninos
hidrolisaveis e taninos condensados. As ligninas sdo polimeros complexos de
grande rigidez e resisténcia mecanica, constituidas basicamente de unidades
fenilpropano. Sua hidrélise alcalina libera uma grande variedade de derivados do
acido benzoico e do acido cindmico, apresentando estreita relacdo com o
desenvolvimento de aroma e sabor nos destilados envelhecidos (MIRANDA;
HORII; ALCARDE, 2006).
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Figura 8 Estrutura quimica da lignina

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

incorporados a bebida (Figura 9).
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Lignina esterificada por acidos fendlicos

Siringaldeido 9% , Acido siringico
Sinapaldeido  .--------- > Acido sinapico
LIGNINA O? :
etandlise
. 0, - o
Vanilina — Acido vanilico
Coniferaldeido  ----------- > Acido ferdlico

Figura 9 Conversdo de alguns fendis derivados da lignina

Baseado nessas substancias, diversos estudos tém surgido com o
objetivo de avaliar a qualidade quimica e sensorial das bebidas envelhecidas. Ja
foram identificados em destilados alcodlicos envelhecidos em tonéis de carvalho
numerosos aldeidos e &cidos fendlicos, tais como a vanilina, siringaldeido,
coniferaldeido e sinapaldeido, os quais sdo aparentemente provenientes da
alcodlise acida, a temperatura ambiente da lignina. Outros acidos fendlicos
identificados sdo o &cido galico, &cido p-hidroxibenzoico, acido p-cumarico,
acido cinamico, acido siringico e acido vanilico (FIRME, 2003; ZACARONI et
al., 2011b).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada a detectores
de UV-Vis é extensamente citada na literatura para a deteccdo de compostos
fendlicos em bebidas (GOLDEBERG et al., 1999; FARIA et al., 2003;
MORALES; BENITIZ; TRONCOSO, 2004; ZACARONI et al., 2011b; ANJOS
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et al., 2011b; SANTIAGO et al., 2012; SANTIAGO et al., 2014d). Além da
HPLC, outras técnicas sdo usadas, como a cromatografia em fase gasosa (GC),
eletroforese capilar (CE), deteccdo ultravioleta, eletroquimica, fluorescente e
espectrométrica de massas (MS) (GRUZ; NOVAK; STRNAD, 2008).

Os principais compostos fendélicos ja estudados incorporados a cachaca

no processo de envelhecimento estdo apresentados na Figura 10.

HaCO OCH;
OH oH
©/‘3CH3 H3CO OCH;
COOH

COCH COOH . COCH
Acido p cumarico \mdom-cumanm Acido o-cumarico Acido sinapico  Acido vanilico Acido siringico
OH OH
H3CO. OCH
OH OCHs ? ? OH OH
JT: LOCH; H3O0 ocH;HO oH
CHO
cHo CHO eHo - cooH
Vanilina Coniferaldeido Sinapaldeido Siringaldeido Acido galico

mo
Q Q m 4-metilumbeliferona
1,2-benzopirona (:unlmm
. HO 0 )

Umbeliferona
Acido elagico Fenol Eugenol

Figura 10 Principais compostos fenolicos incorporados a cachaga

Dias, Maia e Nelson (1998; 2009) avaliaram a presenca de compostos

fendlicos em aguardente de cana envelhecida em tonéis de diferentes tipos de
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madeiras (amburana, balsamo, jequitiba, jatoba, ipé e carvalho- europeu) e
constataram a predominancia de diferentes compostos fenolicos para cada tipo
de madeira utilizada no envelhecimento da bebida, indicando a possibilidade de
se ter um perfil quimico diferenciado para a bebida envelhecida em cada uma
das madeiras estudadas.

Zacaroni et al. (2011b), em estudos com relacdo a composicdo fendlica
de cachacas envelhecidas em diferentes barris de madeira encontraram e
quantificaram 16 diferentes compostos fendlicos por HPLC. Entre estes, citam-
se acido galico, &cido siringico, acido vanilico, siringaldeido, vanilina, cumarina,
entre outros.

Anjos et al. (2011b), analisando cachaga armazenada em barril de
carvalho durante o periodo de um ano, encontraram o &cido galico e
siringaldeido como compostos majoritarios. Os mesmos autores observaram
também alterac6es em relagdo ao cheiro e a cor, devido ao armazenamento.

Santiago et al. (2012) avaliaram 13 compostos fendlicos em aguardentes
de cana envelhecidas em carvalho (Quercus sp), louro-canela (Aniba parviflora),
balsamo (Myroxylon peruiferum), castanheira (Bertholletia excelsa) e amburana
(Amburana cearensis). Pelos resultados, verificou uma heterogeneidade em
relacdo aos compostos fendlicos extraidos para cada madeira em estudo.
Posteriormente, Santiago et al. (2014d), compararam e quantificaram compostos
fendlicos em aguardentes armazenadas em tonéis de carvalho (Quercus sp) e
amburana (Amburana Cearensis). Os autores constataram que ao passar do
tempo de envelhecimento, os teores dos 12 compostos fendlicos analisados
aumentaram expressivamente, tendo as madeiras analisadas apresentaram
compostos majoritarios diferentes.

Zacaroni et al. (2014), utilizaram a analise das componentes principais
(ACP) para avaliar a composicdo fenodlica de cachagas envelhecidas em

diferentes barris de madeira. Os resultados indicaram que a cachaca envelhecida
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em castanheira (36 meses), carvalho (48 meses) e louro-canela diferiram das
demais, por possuirem um elevado teor de acido galico, acido elagico e eugenol,
respectivamente. As amostras envelhecidas em amburana (48 meses), balsamo
(36 e 48 meses), jequitiba, carvalho (24 e 36 meses) e jatobd apresentaram
caracteristicas semelhantes entre si, destacando a importancia da ACP para
mostrar o efeito do tipo de madeira sobre a composicdo fendlica de cachaca

envelhecida.

2.7 Analise multivariada

A analise multivariada tem sido empregada nos ultimos anos para
caracterizacdo de diversos produtos alimentares, como a cachaca e outras
bebidas alcodlicas. E uma ferramenta matematica e estatistica cujo objetivo é
correlacionar os resultados analiticos entre amostras (objetos) por meio de
analises quimicas (quimiometria). Entre os métodos empregados, destaca-se a
Andlise de Componentes Principais (ACP), que permite transformar um
conjunto de variaveis originais intercorrelacionadas em um novo conjunto de
varidveis nao correlacionadas, chamadas de componentes principais. O objetivo
principal da ACP é a obtencdo de um pequeno nimero de combinacgdes lineares
(componentes principais) de um conjunto de variaveis que retenham o maximo
possivel da informacdo contida nas variaveis originais (LAVINE, 2000;
RENCHER, 2002).

A ACP é considerada um método fatorial, pois a redu¢do do nimero de
variaveis ndo se faz por uma simples selecdo de algumas variaveis, mas pela
construgdo de novas variaveis sintéticas, obtidas pela combinacdo linear das
varidveis inicias, por meio dos fatores. Os componentes principais descrevem,
por ordem decrescente, a maior parte da variacdo entre objetos e séo calculados

de forma que sejam ortogonais entre si. Por isso, cada componente principal
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pode ser interpretado independentemente. Esse fato permite uma visdo geral da
estrutura dos dados nomeadamente, eventuais relacionamentos entre objetos e
deteccdo de objetos andmalos (BOUROCHE; SAPORTA, 1982; MOITA-
NETO; MOITA, 1998; LAVINE, 2000; RENCHER, 2002; NIEUWOUDT et
al., 2004; ANDRADE et al., 2008; ANDRADE et al., 2013).

O uso da analise multivariada pode ser reportada em diferentes estudos.
Com essa ideia, Nunes et al. (2012) desenvolveram um software (Chemoface)
com o objetivo de oferecer uma ferramenta computacional livre com interface
gréafica amigével para pesquisadores, professores e estudantes com interesse em
quimiometria. Em seu trabalho, as principais funcionalidades do Chemoface séo
exploradas usando estudos de caso reportados na literatura, tais como otimizagédo
de adsorcdo de corante indigo em quitosana usando planejamento fatorial
completo, analise exploratéria de amostras de prépolis caracterizadas por ESI-
MS (espectrometria de massas com ionizacdo electrospray) usando PCA (analise
de componentes principais) e HCA (analise hierarquica de agrupamentos),
modelagem MIA-QSAR (analise multivariada de imagem aplicada a relacdes
quantitativas  estrutura-atividade) para predicdo de parametro cinético
relacionado a atividade de peptideos contra dengue usando PLS (método de
guadrados minimos parciais), e classificacdo de amostras de vinho de diferentes
variedades usando PLS-DA (PLS para analise discriminante). A partir desses
resultados, pode-se observar a grande importancia dessa ferramenta no uso
cientifico.

Anteriormente, Reche e Franco (2009) avaliaram a distincdo entre
cachacas produzidas em alambique de cobre e em colunas inox usando a
qguimiometria. Pelos resultados, observaram que, entre os 35 compostos
analisados, alguns apresentam faixas de concentracdo diferentes para as
amostras destiladas em alambiques e colunas. Os que apresentaram diferencas

mais acentuadas foram carbamato de etila, benzaldeido, acido acético e cobre.
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Silva e colaboradores (2012) usaram a analise multivariada e espectro eletrénico
de absorcdo para identificar extratos etandlicos de madeira. Tais autores
concluiram que os dados cromatograficos explorados por ACP, embora
apresentando uma menor eficiéncia na explicacdo dos dados de variancia,
permitem através do tratamento quimiométrico identificar quais compostos sdo
0s mais provaveis candidatos a marcadores quimicos, fato esse relevante para o
conhecimento da quimica de bebidas envelhecidas.

Posteriormente, Zacaroni et al. (2014) utilizaram a analise multivariada
na composicdo fendlica de cachacas envelhecidas em diferentes barris de
madeira. De acordo com os resultados apresentados, pode-se inferir que a ACP
permitiu evidenciar o efeito da madeira na composicao fendlica das cachacas
envelhecidas, diferindo daquelas envelhecidas em castanheira (36 meses),
carvalho (48 meses) e louro-canela, pela presenca de acido galico, acido elagico
e eugenol, respectivamente, das demais amostras analisadas. Ressalta-se que
essa é uma técnica relevante para o conhecimento da quimica de bebidas
envelhecidas juntamente com as técnicas cromatogréaficas, buscando identificar
compostos denominados como marcadores quimicos.

Santiago et al. (2015) utilizaram a ACP para avaliar e tracar um perfil
fisico-quimico de cachacas produzidas em alambique de cobre provenientes de
diferentes cidades do Estado de Minas Gerais/Brasil, nos anos de 2006 a 2011.
Neste trabalho foram avaliadas 396 amostras coletadas em diferentes cidades do
Estado de Minas Gerais. Pelos resultados da ACP, pode-se inferir que a cadeia
produtiva das cachacas de alambique produzidas em Minas Gerais, entre 0s anos
de 2006 a 2011 apresentou uma possivel homogeneidade.

Serafim, Pereira-Filho e Franco (2015) tentaram classificar a cachaca de
acordo com sua regido geogréafica de origem. Foram avaliados 24 analitos em 50
cachacas por regides, Sdo Paulo (15), Minas Gerais (11), Rio de Janeiro (11),

Paraiba (9) e Ceara (4). A analise multivariada foi aplicada aos resultados
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analiticos, e os recursos preditivos de diferentes métodos de classificagdo foram
avaliados. A ACP identificou cinco grupos, e foram observadas semelhancas
quimicas entre amostras de MG e SP e entre as amostras RJ e PB. Com esses
resultados, os autores concluiram que a abordagem proposta com base em dados

quimicos previu satisfatoriamente origens geograficas das Cachacas.
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ARTIGO 1

Perfil fisico-quimico e determinacéo de compostos volateis por SPME-GC-
MS de cachacas armazenadas em tonéis recém-confeccionados de carvalho
(Quercus sp.), amburana (Amburana cearensis), jatoba (Hymenaeae
carbouril), balsamo (Myroxylon peruiferum) e peroba (Paratecoma peroba)
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Resumo

O conhecimento da composicdo quimica de cachagas € extremamente
importante, visto que os estudos dos compostos potencialmente toxicos tém sido
um fator determinante no controle de qualidade. O habito do envelhecimento
esta se tornando uma pratica comum entre os produtores que buscam agregar
valores ao seu produto. Madeiras nativas vém sendo usadas para o
envelhecimento, substituindo a tradicional madeira de carvalho. Os objetivos
deste trabalho foram realizar um acompanhamento periédico da qualidade
fisico-quimica quanto aos teores de grau alcodlico, acidez volatil, ésteres,
aldeidos, alcoois superiores, furfural, metanol, extrato seco, cobre e compostos
volateis por SPME-GC-MS da cachaca no processo de producdo (fracdes da
destilagdo) e no armazenamento em tonéis recém-confeccionados de carvalho
(Quercus sp.), amburana (Amburana cearensis), jatoba (Hymenaeae carbouril),
balsamo (Myroxylon peruiferum) e peroba (Paratecoma peroba). Os tonéis
foram fabricados em uma tanoaria especializada e as cachagas obtidas de uma
unidade produtora na regido sul de Minas Gerais. As fragdes do destilado
apresentaram, fisico-quimicamente, valores distintos, tendo as fragdes “cabega”
e “cauda” apresentado valores inapropriados para os parametros grau alcodlico,
aldeidos e butan-1-ol; a fragdo “cora¢do”, tanto no processo de destilagdo e no
envelhecimento, apresentou valores dentro do estabelecido pela Legislacéo,
sendo, portanto, apropriada para o consumo. Pelos resultados dos compostos
volateis analisados por GC-MS, foi possivel observar varios compostos
importantes para o aroma e sabor das cachacas, sendo os alcoois, acidos, ésteres
e sesquiterpenos os principais grupos encontrados. Por meio das analises de
varidncia e das componentes principais, foram observadas importantes
alteracBes quimicas nas bebidas.

Palavras-chave: compostos secundarios, contaminantes organicos, bebida

alcoolica.
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Abstract

Knowledge of the chemical composition of cachaca is extremely important,
because the studies of potentially toxic compounds have been a determining
factor in quality control. The practice of aging is becoming a common practice
among producers seeking to increase the value of their products.. Native woods
have been used for aging, replacing the traditional oak wood. The objective of
this work was to conduct a periodic monitoring of the physical and chemical
quality as the alcohol content levels, volatile acidity, esters, aldehydes, higher
alcohols, furfural, methanol, dry extract, copper and volatile compounds by
SPME-GC-MS in the cachaca during the production process (distillation
fractions) and storage in newly made oak (Quercus sp.), amburana (Amburana
cearensis), jatoba (Hymenaeae carbouril), balsam (Myroxylon peruiferum) and
mahogany (Paratecoma peroba) casks. The casks were made in a specialized
cooperage, and cachaca was obtained from a production unit in the southern
region of Minas Gerais. Distillate fractions presented distinct physico-chemical
values, and "head" and "tail" fractions had inappropriate values for the alcohol,
aldehyde and butan-1-ol concentrations. The "heart" fraction, both during the
distillation process and aging, contained concentrations within those established
by law and is, therefore, suitable for consumption. Several important
contributors for the aroma and flavor of the cachaca, principally alcohols, acids,
esters and sesquiterpenes, were found. Through analysis of variance and
principal component analysis, important chemical changes were observed in the
beverages.

Keywords: secondary compounds, organic contaminants, alcohol.
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1 Introducéo

A cachaca é um produto bem consumido pelos brasileiros e por varias
civilizagbes do mundo. Por esse motivo, tem-se a importancia de se buscar um
produto de melhor qualidade. Inimeras pesquisas vém sendo realizadas com o
objetivo de aprimorar tanto a qualidade da matéria-prima, variedades de cana de
acucar, quanto os cuidados durante o processo de producdo da bebida, assim
como o controle de compostos contaminantes (CARDOSO, 2013).

De acordo com a Instrugcdo Normativa n° 13, de 30/06/2005, aguardente
de cana é a bebida com graduacdo alcoolica entre 38% e 54% v/v a 20 °C, obtida
do destilado alcodlico simples de cana-de-actcar ou pela destilagdo do mosto
fermentado do caldo de cana de agUcar, podendo ser adicionada de agtcares em
até 6,0 g L™, expressos em sacarose. Cachaca é a denominacio tipica e exclusiva
da aguardente de cana produzida no Brasil, com graduacdo alcodlica entre 38%
e 48% v/v a 20°C, obtida pela destilacdo do mosto fermentado do caldo-de-cana
de acucar, com caracteristicas sensoriais peculiares, podendo ser adicionada de
acucares em até 6,0 g L™, expressos em sacarose. Visando a proteger a marca
brasileira no cenario internacional, o artigo 92 dessa Lei define que cachaca é
um produto genuinamente brasileiro (BRASIL, 2005a).

No cenario econdmico nacional, estima-se uma producdo anual de 1,4
bilhdo de litros de cachaca. Sao registradas 4 mil marcas e aproximadamente 40
mil produtores legalizados e ndo legalizados. De acordo com a legislacdo, 90%
sdo de pequeno produtor. No mercado, a cachaga é encontrada em mais de 960
mil pontos de vendas, entre bares, supermercados e restaurantes, gerando cerca
de 600 mil empregos diretos, além de um faturamento anual de mais de U$600
milhGes. Estima-se um consumo médio anual de 11,5 litros por habitante. No
entanto, a exportagdo da cachaga ainda é inexpressiva, sendo exportado apenas

1% do total produzido para paises como Alemanha, Italia, Franca, EUA e Japao,
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de forma que praticamente toda a producdo é destinada ao mercado nacional
(SEBRAE, 2008; 2014). Portanto, para a cachaga se destacar no mercado
mundial, sua producdo deve superar alguns entraves. A padronizacdo do
produto, como o controle de contaminantes organicos e 0s metais pesados, bem
como a resolugdo de problemas ambientais, podem ser apontados como pontos
integrantes de uma pauta minima para o crescimento do setor (RECHE;
FRANCO, 2009).

No processo de fermentacdo do mosto de cana-de-agucar, sao formados
diversos compostos, entre os quais, 0 produto majoritario é o alcool etilico.
Nesse mesmo processo, ocorre a formacdo de outros compostos, em menores
quantidades, denominados de compostos secundarios, tais como aldeidos,
alcoois superiores, ésteres e acidos organicos (CARDOSO, 2013).
Diferentemente desses, existem os volateis, presentes em pequenas quantidades
gue, na maioria das vezes, sdo 0s responsaveis pelo aroma e sabor da bebida.
Trabalhos vém sendo realizados com o intuito de caracterizar e identificar
compostos volateis (tragos) que apresentam grande impacto no aroma da
cachaca. Alguns trabalhos referentes a composicdo da cachaca abordam apenas
0s componentes volateis majoritarios, por injecdo direta da amostra e descritos
na Legislacdo, sem procurar estabelecer o papel que esses compostos exercem
no aroma da bebida (MIRANDA; HORII; ALCARDE, 2006; ANJOS et al.,
2011; SANTIAGO et al., 2012; 2015).

O habito de envelhecimento esta se tornando uma pratica comum entre
os produtores, que buscam agregar valores ao seu produto, tornando-o mais
competitivo no mercado. O envelhecimento é responsavel por melhorias nas
caracteristicas organolépticas da cachaga, tornando seu sabor mais agradavel e
suave. Durante o envelhecimento, sdo incorporadas a bebida substancias
oriundas da madeira (ABREU-LIMA; MAIA; OLIVEIRA, 2005; ANJOS et al.,

2011). Dias, Maia e Nelson (2009) mostraram que, ap6s estocagem em barris de
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madeira, praticamente ndo se detectam diferengas significativas entre cachacas
destiladas em alambiques de cobre e de ago inoxidavel.

De acordo com a Legislacdo vigente, para que a bebida seja considerada
envelhecida, ela deve se enquadrar na denominagdo proposta. A aguardente de
cana / cachaca envelhecida refere-se a bebida que contiver, no minimo, 50% de
aguardente de cana / cachaga envelhecida em recipiente de madeira apropriado,
com capacidade maxima de 700 L, por um periodo ndo inferior a um ano
(BRASIL, 2005a).

Os recipientes utilizados para o envelhecimento sdo os barris e tonéis de
madeira, que atuam como uma membrana semipermeavel, permitindo a
passagem de vapores de alcool e agua, que ocorre dependendo das condicGes de
umidade relativa e da temperatura do local de envelhecimento (SANTIAGO et
al., 2012; ANJOS et al., 2011).

A madeira tradicionalmente usada para o envelhecimento da cachaca e
outras bebidas destiladas no Brasil é o carvalho (Quercus sp). Entretanto, varias
madeiras de origem nativa brasileira tém sido utilizadas na confeccdo de barris e
tonéis para o envelhecimento de cachaca. Entre essas, citam-se a amburana
(Amburana cearensis), jatoba (Hymenaeae carbouril), balsamo (Myroxylon
peruiferum) e peroba (Paratecoma peroba). (AQUINO et al., 2006a; 2006b;
ANJOS et al., 2011; CARDOSO, 2013; SANTIAGO et al., 2014a).

No presente trabalho, objetivou-se realizar um acompanhamento
periddico da qualidade fisico-quimica, guanto aos teores de grau alcoodlico,
acidez volatil, ésteres, aldeidos, alcoois superiores, furfural, metanol, extrato
seco, cobre e compostos volateis por SPME-GC-MS, da cachaca no processo
producdo (fracbes do destilado) e no armazenamento em tonéis recém-
confeccionados de carvalho (Quercus sp.), amburana (Amburana cearensis),
jatobd (Hymenaeae carbouril), balsamo (Myroxylon peruiferum) e peroba

(Paratecoma peroba).
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2 Material e métodos

Confeccédo dos tonéis

Os tonéis foram confeccionados no municipio de Ponte Nova-MG,
situado na regido Zona da Mata Mineira. As madeiras amburana, balsamo,
carvalho, jatoba, e peroba foram adquiridas pela tanoaria encarregada na
fabricacdo dos tonéis. A confeccao foi realizada com madeira nova ou virgem,
exceto a de carvalho. A madeira de carvalho foi obtida de um tonel de carvalho
europeu de 200 litros, o qual foi desmontado e lixado para sua obtengdo. Esse
procedimento foi realizado por ndo ser uma madeira nativa brasileira, ja as
demais foram adquiridas de madeireiras especializadas.

Todos os tonéis utilizados no estudo apresentavam um volume final de
20 litros cada um. Eles foram confeccionados nas seguintes dimensdes: 40 cm
de comprimento, 30 cm de altura, 102 cm de raio central e 1,8 cm de espessura
da madeira.

Apo0s a confeccdo, os tonéis foram curtidos com agua destilada, a qual

foi trocada a cada 5 dias até completar 30 dias.

Producao e obtencdo das amostras

As amostras utilizadas foram produzidas no alambigque da empresa
Cachaca Artesanal Jodo Mendes (JM), situada no municipio de Perddes/MG, no
periodo da safra de 2014. A variedade de cana empregada foi a RB86-7515, 0
processo de fermentacdo foi realizado com fuba e, como micro-organismo, a
levedura Saccharomyces cerevisiae. O preparo do fermento foi realizado por 5
dias e a fermentacdo do mosto de cana teve duracdo de 18 horas, em que 0 grau
Brix inicial era 20°. Apo6s o Brix zerar, o vinho foi destilado em alambique de
cobre de 1000 litros. Na destilacdo obtiveram 15 litros para fragdo “cabega”, 180

litros para “coracao” e 144 litros para “cauda”.
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A fragdo “coragdo” foi transferida para os tonéis de carvalho, amburana,
balsamo, jatoba e peroba, nos quais foram estocados 20 litros da bebida em cada
tonel. Os tonéis foram mantidos em galpdo fechado com temperatura e umidade
do ar ndo controladas, colocados na posi¢do horizontal para possibilitar o maior
contato da bebida com a madeira e distanciados de outros tonéis para possibilitar
as trocas gasosas.

A cada dois meses, por um periodo de 12 meses, foram coletadas
amostras de 2 litros e encaminhadas para a realizacdo das analises fisico-
quimicas e analises cromatograficas. As analises foram realizadas no
Laboratério de Analises de Qualidade de Aguardentes e na Central de Analise e
Prospeccdo Quimica (CAPQ) do Departamento de Quimica (DQI) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Analises fisico-quimicas e cromatograficas

As andlises fisico-quimicas foram realizadas periodicamente, em
triplicata, de acordo com as especificagbes estabelecidas pela Instrucdo
Normativa n® 24, de 08/09/2005, do Ministério Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2005b). Os parametros analisados foram
grau alcoodlico, acidez volatil, ésteres, aldeidos, alcoois superiores, furfural
metanol, cobre e extrato seco.

A determinacdo dos alcoois superiores foi realizada utilizando a técnica
de cromatografia em fase gasosa (GC-FID). O equipamento utilizado foi um
cromatégrafo gasoso (GC-2010) Shimadzu com injetor automatico modelo
AOC-20i. Utilizou-se a metodologia proposta por Vilela et al. (2007), com
modificagbes. A separacdo foi realizada em uma coluna DB Wax
(30mx0,25mm,0,25um), Split 1:10. A temperatura do injetor e detector foram de
150°C e 170°C, respectivamente. A rampa de aquecimento empregada foi de

1°C min de 55°C até 70°C, totalizando 17 min. Utilizou-se como gas de arraste
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Hélio (5.0) com fluxo de 1,4 mL min™. A identificacdo dos compostos foi
realizada por comparagdo do tempo de retencdo das amostras em relagdo aos
padrdes e a quantificacdo foi realizada por padronizacdo externa.

As analises dos compostos volateis das fragdes do destilado e das
bebidas armazenadas apdés 12 meses em diferentes madeiras foram realizadas
por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-
MS). Utilizou-se um cromatografo gasoso acoplado a um espectrbmetro de
massas GC-MS QP2010 Plus (Shimadzu, Japan) equipado com injetor
automatico para liquidos e gases AOC-5000 (Shimadzu, Japan), injetor
split/splitless e coluna SLB™ (5% fenil- 95% dimetilsiloxano) 30 m x 0.25 mm
x 0.25 um. A programacéo da temperatura do forno foi de 35°C até 240°C, com
uma rampa de aquecimento de 4°C min™. O gas de arraste utilizado foi He 5.0,
com um fluxo de 1,78 mL min™. A temperatura do injetor foi mantida a 270°C e
operado no modo split 1:4. Os compostos foram detectados por espectrometria
de massas por impacto de elétrons a 70 eV, no modo scan (29 a 600 Da). A
temperatura da interface do detector e da fonte de ions permaneceram a 240°C e
200°C, respectivamente. O filamento foi ligado em 1,75 min.

As extragbes dos volateis foram realizadas utilizando a técnica de
microextracdo em fase sélida (SPME) por headspace. As amostras foram
diluidas a uma concentracdo de 10%. Apoés a diluicdo, aliquotas de 4 mL das
amostras foram adicionadas em vial de 20 mL, com temperatura de extracdo de
45°C, tempo de extracdo de 50 minutos e tempo de dessorcdo de 3 minutos. A
extracdo foi realizada utilizando a fibora DVB/CAR/PDMS (Divinylbenzene,
Carboxen, and Polydimethylsiloxane) com 50-30um de espessura de filme da
marca Supelco. Essa fibra foi previamente condicionada por 1h a 270°C,
conforme especificagdes.

Os compostos foram identificados por comparagdo do espectro de
massas obtidos com a biblioteca espectral do GC-MS (Wiley 8 e FFNSC 1.2).
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Foram calculados os indices de retencdo experimentais, os quais foram
comparados com indices relatados na literatura (ADAMS, 2007; NATIONAL
INSTITUTE OF STANDARDS AND TECHNOLOGY, NIST, 2013). Para a
comparagdo, foram consideradas similaridades acima de 70% e os indices

experimentais foram calculados utilizando uma série homologa de alcanos.

Delineamento estatistico

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema
de parcelas subdivididas no espaco. Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de Schott Knott ao
nivel de 95% de confianca, usando 0 programa estatistico SISVAR
(FERREIRA, 2011). Aplicou-se também, a analise das componentes principais
(ACP) para averiguar e compreender a similaridade entre as amostras quanto aos
parametros analisados ao longo do processo de destilagcdo e envelhecimento da
bebida. A ACP dos compostos volateis foi realizada utilizando as &reas dos
picos cromatograficos. Os resultados foram centrados em médias, para posterior
analise. A analise foi realizada utilizando o programa CHEMOFACE (NUNES
et al., 2012).

3 Resultados e discussao

Na Tabela 1, estdo representados os resultados obtidos para as
avaliacdes fisico-quimicas das fragdes do destilado (“cabeca”, “cora¢do” e

“cauda”).
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Tabela 1 Avaliagbes fisico-quimicas das fraces ‘“cabega”, “cora¢do” e

“cauda™*.
Limites
Andlises “Cabeca” “Coracio” “Cauda” permiticlos™
38,0-48,0
Grau alcodlicot 57,000 £ 0,020 (a) 46,530 = 0,110 (b) 19,555 + 0,405 (c) 38.0 54,0
Acidez volatil? 21,578 +0,008 (c) 29,738+0,070 (b) 62,926 + 1,303 (a) 150,0
Esteres? 80,232+0,028 ()  9,635+0,023(b)  9,175+0,190 (c) 200,0
Aldeidos? 69,422 £ 0,066 (a) 15,608 + 0,278 (b) 2,051 + 0,001 (c) 30,0
Butan-1-ol? 3,071 + 0,026 (b) 2,617 £ 0,008 (c) 3,386 £ 0,164 (a) 3,0
Butan-2-0l2 1,113 + 0,001 (a) ND (b) ND (b) 10,0
Alcoois superiores? 275,267 + 2,538 (a) 155,407 1,126 (b) 52,912 + 1,282 (c) 360,0
Propan-1-ol 54,447 +0,487 () 44,149 +0,064 (b) 29,856 + 0,861 (C) -
2-metilpropan-1-ol 56,339+ 0,540 (3) 28,809 +0,228 (b) 7,951 + 0,004 (c) -
3-metilbutan-1-ol 164,478 + 1510 (a) 82,448 +1,289 (b) 15,103 + 0,418 (c) -
Cobre? 0,686 +0,003 (a) 0,253 + 0,001 (b) ND (c) 5,0
Metanol? 2,597 +0,018 () 0,124 +0,022 (c) 2,491 + 0,142 (b) 20,0
Furfural? 0,040 + 0,002 (c) 0,586 +0,004 (b) 2,808 +0,133 (a) 5,0
Extrato seco’ 0,036 + 0,004 (a) 0,016 0,005 (b) 0,014 + 0,002 (b) 6,0

*Média + desvio-padrdo; Médias seguidas de mesma letra nas linhas sdo consideradas
iguais pelo teste de Scott-Knott (a = 5%); * % v/v; 2 mg 100 mL  &lcool anidro (a.a.); ®
mg L; 4 g LY, ND = ndo detectado; ** Brasil, 2005a.

De acordo com os resultados expressos na Tabela 1, pode-se observar

que as frages do destilado apresentaram diferenciacdo na composi¢do quimica;

0s compostos volateis com uma afinidade maior com alcool/agua tendem a estar

presentes nas fragdes “cabeca” e “cora¢do”, como o0s alcoois superiores, esteres

e aldeidos.

A fracao “cabeca” e “cauda” apresentaram valores inadequados e fora

dos

limites estabelecidos pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
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Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2005a). Para a fracdo “cabeca”,
constataram-se valores elevados na graduacgdo alcodlica, aldeidos e butan-1-ol,
enquanto a “cauda” apresentou valores elevados de butan-1-ol e baixos valores
para graduacdo alcodlica, ndo sendo, portanto, recomendado o seu consumo.
Avaliando esses resultados, observa-se a grande importancia no momento de se
fazer os cortes das fracOes para evitar contaminacdo da fracdo “coracdo” por
excesso de alguns compostos e contaminantes organicos que sdo maléficos a
salde humana. Segundo Cardoso (2013), o processo de destilagcdo é importante
para separar os componentes volateis (agua, etanol, metanol, alcoois superiores,
acido acético, ésteres, aldeidos, gas carbénico, etc.) dos componentes fixos ou
ndo volateis, que sdo solidos do mosto, células de leveduras, minerais, acidos
organicos e inorganicos. Esses compostos se destilam pela temperatura de
ebulicdo, afinidade com alcool/agua e teor alcodlico no vapor da destilagdo, os
quais favorecem a diferenciacdo da composi¢do quimica de cada fracdo coletada
durante a destilacdo da bebida.

De acordo com Aquarone et al. (2005) e Cardoso (2013), uma boa
pratica para se obter uma bebida com qualidade e fazer os cortes da seguinte
maneira: a fragio “cabeca” é separada quando o alcodmetro marcar 80 a 85° GL;
em seguida, destila o “cora¢do” de 80 a 85° GL a 45° GL, originando um
produto com uma riqueza alcodlica média de 55 a 65° GL e, finalmente, a
“cauda”, sendo os produtos extremos adicionados na destilagdo posterior.
Portanto, neste trabalho pode-se observar uma preocupacdo guanto aos cortes
das fracOes, pois a fragdo “coragdo” apresentou todos os parametros dentro da
normalidade.

Anjos (2010) e Santiago et al. (2014b) avaliaram fisico-quimicamente as
fragbes do destilado da cachaga em suas pesquisas. Anjos (2011) observou
valores elevados dos compostos, como aldeidos, alcoois superiores e cobre para

fracdo “cabeca” e, na fracdo “cauda”, valores inadequados de acidez volatil e
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graduacdo alcodlica. Posteriormente, Santiago et al. (2014b), encontraram
valores inadequados para a fracdo “cabega”, quanto aos teores de grau alcodlico,
aldeidos e alcoois superiores e, na fracdo cauda, apenas a graduacdo alcodlica.
Comparando esses resultados com os dessa pesquisa, apenas a graduacédo
alcodlica e aldeidos apresentaram valores semelhantes, visto que o butan-1-ol
ndo foi avaliado pelos autores.

O metanol e aldeidos sdo compostos caracteristicos da fracdo cabeca,
pois sdo substancias que apresentam volatilidade significativa alta (ALCARDE;
SOUZA,; BELLUCO, 2010; CARDOSO, 2013). Esse fato foi constatado neste
estudo, visto que as maiores concentragbes desses compostos apareceram na
fracio cabeca, estando a concentragdo de aldeido (69,422 mg 100ml™ a.a.) acima
do limite estabelecido pela Legislacao.

Apesar de estar no limite permitido pela legislacdo, os alcoois
superiores, na fragao “cabega” (275,267 mg 100 mL™ a.a.) apresentaram valores
expressivos. Sua formacdo pode ser explicada pelo seu arraste por vapores
hidroalcodlicos durante o processo de destilacdo. A quantidade de éalcoois
superiores em cachacas € influenciada pela composicdo do meio, temperatura,
nivel de aeracdo e, também, pela linhagem da levedura, sendo a sintese de
alcoois superiores estimulada pelo oxigénio e diretamente relacionada com a
taxa de crescimento da levedura. Isso explica a alta concentracdo de butan-1-ol
encontrada, este um alcool superior, mas classificado como um contaminante
organico e é formado por bactérias acetobutilicas (MAIA; CAMPELO, 2006;
CARDOSO, 2013). Além disso, Cardoso, Lima-Neto e Franco (2003),
verificando a influéncia do material do destilador na composicdo quimica das
cachacas, comprovaram que o teor de alcoois superiores diminui na seguinte
ordem, dependendo da composi¢cdo do material empregado na destilagdo:

porcelana > ago inox > cobre > aluminio.
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De acordo com Bizelli, Ribeiro e Novaes (2000), Alcarde; Souza,;
Belluco (2010) e Cardoso (2013), a acidez é maior nas primeiras porcdes do
destilado, diminuindo na parte intermediaria e voltando a se elevar na metade
final do “cora¢do” e na “cauda”. Ja para Reche e Franco (2009), o 4cido acético
encontra-se em maior quantidade nas fracGes finais da destilagdo, pois sua
destilacdo inicia durante a destilagdo da fragdo “coracdo”, em razdo de sua
solubilidade em &gua e por sua temperatura de ebuli¢do ser maior que a da agua.
Esse fato corrobora os resultados obtidos para a avaliacdo fisico-quimica dessa
fracdo, ja que as maiores concentragdes dessa substancia foram encontradas para
o destilado da “cauda” (62,926 mg 100 mL™ a.a.).

A expressdo agua fraca € um sinbnimo muito utilizado pelos produtores
para fragdo “cauda”, por apresentar baixo teor alcodlico. Tal sindnimo pode ser
justificado pelo resultado, 19,555 % (v/v), encontrado para graduacgdo alcodlica
dessa fracdo. Segundo Cardoso (2013) e Santiago et al. (2014b), além da baixa
graduacdo alcodlica, essa fracdo € rica em compostos indesejaveis, como é o
caso da maior concentracdo de furfural encontrada.

Para averiguar e comparar os resultados da avaliacdo fisico-quimica das
fracBes do destilado, aplicou-se a ACP. Na Figura 1 mostra-se o grafico biplot
PC1 x PC2 dos loadings e scores, em que se relacionam os parametros fisico-

quimicos de cada fracdo do destilado em estudo.
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Figura 1 Grafico biplot PC1 x PC2 dos loadings e scores das fragdes “cabeca”,

“cora¢do” e “cauda”, quanto aos seus parametros fisico-quimicos

A ACP mostrou que, com a primeira componente e a segunda
componente principal, foi possivel descrever 99,6% dos dados, sendo 96,42% da
variancia total descrita pela primeira componente principal. Observando-se a
Figura 1, pode-se constatar que a fracdo “cabecga” diferiu da fragdo “cora¢do”
nos parametros alcoois superiores, aldeidos e 3-metilbutan-1-ol. A fracdo
“cauda” diferiu da fragdo “coragdo” no parametro acidez volatil. Esses
resultados corroboram com a analise de variancia aplicada anteriormente
(Tabela 1), pois tais parametros apresentaram valores superiores, quando
comparados com a fragdo “coragdo”. Santiago et al. (2014b) usaram a ACP nos

resultados das analises fisico-quimicas das fragdes do destilado em seu trabalho.
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Os autores concluiram que a ACP descreveu 99,6% dos dados e que as fragdes
“cabeca” e “cauda” diferiram da fragdo “cora¢do” nos pardmetros alcoois
superiores e acidez volatil, respectivamente, corroborando os resultados
encontrados neste trabalho.

Concordando com Cardoso (2013), os destilados de “cabega” e “cauda”
podem prejudicar o sabor e aroma da cachaca, podendo ser prejudicial a saude
do consumidor quando incorporadas a bebida, devido a presenca de substancias
em concentragdes indesejaveis.

Os resultados das analises fisico-quimicas e &lcoois superiores
analisados por GC-FID, obtidos para as amostras de cachaca durante o periodo
de armazenamento nos tonéis de amburana, balsamo, carvalho, jatoba e peroba

estdo apresentados nas Tabelas 2 a 7.
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Tabela 2 Avaliacdo da graduacdo alcodlica e acidez volatil em fungdo do tempo

de armazenamento da cachaca dos tonéis em estudo.

Grau alcodlico (% viv)
Coracao (tempo zero): 46,530+0,110

Tonel
Tempo de armazenamento (meses)
2 4 6 8 10 12
A 44,745aA 43,815aC 44,145aB 43,335aD 43,110aE 42,880 aF
B 44,335 bA  42,990cB 42,700eC 41,190dD 40,250eE 39,745 eF
C 44,245 bA 43,160 bC 43,300dB 42,380cD 41,650cE 41,490 cF
J 44,775aA 43,120bC 43,470cB  42,355¢D 41,420dE 41,315 dF
P 44,670 aA 43,730aB  43,675bB 42,780 bC 42,180 bE 42,305 bD
Acidez volatil (mg 100 mL alcool anidro)
Coracéo (tempo zero): 29,738+0,070
Tonel
Tempo de armazenamento (meses)
2 4 6 8 10 12
A 27,194cF 31,581eE 37,713dC 38,417dB 34,899eD 38,594 eA
B 24,014eF 32,187dD 31,900eE 33,069eC 37,378dB 41,638 dA
C 34,376 aF 39,185aD 38,448aE 42,855aC 46,959aB 50,766 aA
J 27,175dF 35,656 cE 38,298 bD 39,307 bC 39,955cB 43,698 bA
P 34,049bF 38,674bD 38,119cE 38,916 cC 42,802bA 42,675cB

As médias seguidas pela mesma letra minuscula nas colunas e da mesma letra maidscula
nas linhas (em relacéo a cada pardmetro), ndo diferem entre si pelo Teste Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade. (A= amburana, B= balsamo, C= carvalho, J= jatob4, P=

peroba).

De acordo com os resultados, todas as amostras apresentaram valores

dentro do limite méximo permitido pela Legislacdo brasileira. Sabe-se que a

diminuicdo da graduacdo alcodlica de cachagas, ao longo do armazenamento,

ocorre por fatores, como a perda de alcool pelos poros da madeira do tonel e

pela reacdo do etanol com outras substancias caracteristicas da bebida. Varios

parametros fisico-quimicos das cachacas tém suas concentracdes modificadas

durante o armazenamento, devido & evaporagdo parcial do etanol e da &gua,
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sendo comuns perdas de alcool em torno de 3 a 4% ao ano (MIRANDA; HORII;
ALCARDE, 2006; PARAZZI et al., 2008; SANTIAGO et al., 2014b). Pelos
resultados apresentados na Tabela 2, é possivel observar que, apés 12 meses, as
cachacas armazenadas nas diferentes madeiras apresentaram valores distintos
quanto a sua graduacdo alcodlica.

Pode-se observar que, ao longo do armazenamento, ocorreu uma
diminuicdo significativa da graduacdo alcodlica nas cachacas em estudo. No
armazenamento, é comum a diminuicdo de 3 a 4% na graduacdo alcoodlica;
porém, neste estudo, a perda chegou aproximadamente a 7% na cachaca
armazenada em balsamo, 5% em carvalho e jatoba, 4% em amburana e peroba.
Tais resultados podem estar relacionados com as condi¢BGes do galpdo, fatores
climaticos e fisicos, além disso, os tonéis confeccionados podem estar com
frestas inadequadas. Segundo Miranda, Horii e Alcarde (2006), as perdas
durante o ano dependem, além das variacGes climaticas, de outros fatores, como
a dilatacdo e contracdo da cachaca dentro do tonel, vazamentos e expulsdo de
cachaca por frestas e consequente aspiracdo de ar por contracdo no resfriamento
em ocorréncias sucessivas, e também pelo modo de armazenamento. Miranda et
al. (2008) estudaram o perfil fisico-quimico de aguardente durante
envelhecimento em tonéis de carvalho por um periodo de 390 dias de
envelhecimento e ndo detectaram diferencas estatisticas significativas quanto a
graduacdo alcoolica. No entanto, observaram que ha uma tendéncia de aumento
do grau alcodlico, indicando que a evaporacdo de dgua do destilado foi maior
que a de etanol durante esse periodo. Santiago et al. (2014b) avaliaram fisico-
quimicamente cachacas armazenadas em carvalho e amburana por um periodo
de 12 meses. Os autores observaram qua a graduagdo alcodlica ndo diminuiu ao
longo dos 12 meses de armazenamento. Para Nicol (2003), adegas cuja umidade
é muito alta favorecem a reducdo no teor alcodlico da bebida; j& adegas nas

guais a umidade é muito baixa favorecem a perda de 4gua do produto.



140

De acordo com os dados descritos na Tabela 2, a acidez volatil
apresentou diferencas significativas quanto ao tipo de madeira e o tempo de
armazenamento. Pode-se observar que a cachaca envelhecida em carvalho
apresentou maior acidez (50,766 mg 100 mL™ a.a.), seguida das madeiras jatoba,
peroba, balsamo e amburana. A cachaca com acidez elevada € sensorialmente
desagradavel; porém, a presenca desses compostos acidos em pequena
quantidade é de grande importancia para a qualidade da bebida, uma vez que,
durante sua producdo, os acidos reagem com os alcoois presentes, aumentando a
formacdo de ésteres. A acidez ocorre pela reacdo de oxidagdo do etanol e por
alguns compostos extraidos da madeira, os quais contribuem para a formacao de
acetaldeido que, por sua vez, leva a formacdo de acido acético (CARDOSO,
2013). De acordo com Parazzi et al. (2008), a incorporacao de alguns compostos
da madeira, tais como &cidos organicos ndo volateis, componentes secundarios,
taninos e compostos fenolicos favorecem o aumento da acidez em cachacas
submetidas ao processo de envelhecimento. A diferenca do teor de acidez volatil
nas bebidas pode estar relacionada com os compostos extraidos de cada tipo de
madeira.

Alguns compostos secundarios podem ter sua concentra¢do aumentada
no processo de envelhecimento. Entre eles, destacam-se o0s ésteres, que sdo
formados por meio da reacdo entre os alcoois e 0s acidos organicos presentes na
bebida. Tais compostos, juntamente com os alcoois superiores, aldeidos e
acidos, sdo responsaveis pela formacdo do sabor e do aroma, compondo, assim,
o chamado “flavour” ou “bouquet” da cachaga (PEREIRA et al., 2003;
ALCARDE; SOUZA; BELLUCO, 2010; CARDOSO, 2013). De acordo com
Cardoso (2013) e Miranda et al. (2008), além das reacOes de esterificacdo entre
os alcoois e 4cidos da bebida, os ésteres sdo um dos principais compostos

extraidos da madeira pelos destilados. O acetato de etila é o componente
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majoritario desse grupo de substancias, sendo responsavel pelo odor agradavel
das bebidas envelhecidas (FARIA et al., 2003; PARAZZI et al., 2008).

Pelos resultados apresentados na Tabela 3, foi constatada uma
significativa variacdo na concentracdo de ésteres ao longo do tempo de
armazenamento e da madeira utilizada. A cachaca armazenada em amburana
teve um aumento de 65% na concentracdo de ésteres, 59% (balsamo), 53%
(carvalho), 46% (jatoba) e 52% (peroba). Anjos (2010) avaliou teores de ésteres
em cachacas envelhecidas em carvalho no periodo de 12 meses e observou um
aumento expressivo, principalmente a partir do sétimo més. Santiago et al.
(2014b) avaliaram concentracdes de ésteres em cachagas armazenadas em
amburana e carvalho. Os autores constataram uma significativa variacdo em sua
concentracdo ao longo do tempo de armazenamento da cachaca no tonel de
amburana, ocorrendo um aumento expressivo de 51,241 a 101,031 mg 100 mL™
alcool anidro e, no tonel de carvalho, aumento significativo variado de 34,828 a
42,269 mg 100 mL* a.a., dados que corroboram com os encontrados neste

estudo.
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Tabela 3 Avaliacdo de aldeidos e ésteres em funcgdo do tempo de armazenamento
da cachaca dos tonéis em estudo.

Aldeidos (mg 100 mL* alcool anidro)
Coracao (tempo zero): 15,608+0,278
Tonel
Tempo de armazenamento (meses)
2 4 6 8 10 12
A 15,089 cF 15,627 bE 16,011cD 16,180cC 16,346dB 16,434 dA
B 15,228 bF 15,413 cE 15,518eD 15,959eC 16,413cB 17,176 bA
C 15,259 bF  15,864aE 16,833aD 17,579aC 17,976 aB 18,576 aA
J 15581aF 15,879aD 15,751dE 16,037dC 16,481bB 16,523 cA
P 15,114cE 15,657bD 16,183bB 16,390 bA 16,184eB 16,136 eC
Esteres (mg 100 mLL alcool anidro)
Coracéo (tempo zero): 9,635+0,023
Tonel
Tempo de armazenamento (meses)
2 4 6 8 10 12
A 7,937dF 12,158dE 14,079eD 16,391eC 18,536eB 22,777 cA
B 10,013bF 12,392cE 14,555¢cD 17,245bC 19,853aB 24,574 bA
C 10,033 bF 14,400aE 16,404aD 18,856 aC 19,186cB 21,400 dA
J 11,898 aF 14,414aD 14,297dE 16,770cC  19,293bB 25,789 aA
P 9,938cF  14,213bE 16,264bD 16,604 dC 18,945dB 20,988 eA

As médias seguidas pela mesma letra mintscula nas colunas e da mesma letra maidscula
nas linhas (em relacdo a cada pardmetro) ndo diferem entre si pelo Teste Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade. (A= amburana, B= balsamo, C= carvalho, J= jatob4, P=
peroba).

As concentragBes de aldeidos, encontradas neste trabalho, estdo de
acordo com a legislagdo vigente, que é de 30 mg 100 mL™ alcool anidro
(BRASIL, 2005a). De maneira geral, a concentracdo de aldeidos apresentou
pequena variacdo durante o periodo de armazenamento. As reacdes quimicas
mais importantes durante a maturacdo/armazenamento/envelhecimento de
bebidas sdo a oxidagdo (que, a partir dos aldeidos, leva a formacdo dos &cidos

organicos) e & formacdo de acetal. Os equilibrios entre acetal e aldeidos sdo



143

particularmente importantes para um aroma especifico, pois aldeidos
frequentemente tém odor desagradavel e pungente, enquanto os acetais sao
agradaveis e frutados (PIGGOT; CONNER, 2003; MIRANDA et al., 2008).

Os valores de furfural estdo apresentados na Tabela 4. O furfural é um
contaminante organico dispensavel em cachagas e bebidas alcodlicas. Esse
composto é resultante da decomposicdo quimica de carboidratos e pode ser
formado em diferentes etapas do processo de producdo da cachaga, como a
pirogenizagdo da matéria organica depositada no fundo dos alambiques ou
mesmo durante o envelhecimento da bebida por meio da acdo de acidos sobre
pentoses e seus polimeros (hemiceluloses), que podem estar presentes nos
recipientes de madeira utilizados no armazenamento (MASSON et al., 2007;
AZEVEDO et al., 2007; ZACARONI et al., 2011). Pelos resultados da Tabela 4,
todas as amostras apresentaram valores aceitaveis pela legislacdo para esse
composto, em que o limite maximo é de 5 mg 100 mL™ alcool anidro.
Estatisticamente, as amostras armazenadas nas diferentes madeiras ao longo dos
12 meses, apresentaram valores distintos, sendo as bebidas em carvalho e peroba

julgadas semelhantes.
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Tabela 4 Avaliacdo de furfural e alcoois superiores em funcdo do tempo de

armazenamento da cachaca dos tonéis em estudo.

Furfural (mg 100 mL* alcool anidro)
- Coracao (tempo zero): 0,586+0,004
Tempo de armazenamento (meses)
2 4 6 8 10 12
A 0,534 cC 0,792 bA 0,761 bB 0,810 cA 0,815 cA 0,752 dB
B 0,475 dD 0,525 dC 0,536 cC 0,555 eC 0,723 dB 0,879 cA
C 0,308 eD 0,638 cC 0,751 bB 0,747 dB 0,953 bA 0,937 bA
J 1,132 aE 1,642 aD 1,989 aC 2,194 aB 2,643 aA 2,216 aB
P 0,639 bC 0,773bB 0,764 bB 0,910 bA 0,943 bA 0,919 bA
Alcoois superiores totais (mg 100 mL ™ alcool anidro)
Coracéo (tempo zero): 155,407+1,126
Tonel
Tempo de armazenamento (meses)
2 4 6 8 10 12
A 155,330 cA 154,557 cA 163,645aB 155,111cC 159,990bD 167,213 aC
B 155,273 dA 157,785dA 173513cA 172551cB 179,857 bA 185,197 aA
C 153,062 dA 157,718cA 166,961 bB 158,027cC 171,731aC 172,769 aB
J 157,704 cA  158,173cA 171,238 bA 157,999cC 170,933bC 176,057 aB
P 155,088 cA 157,602 cA 167,457bB 166,001 bB 176,515aB 174,721 aB

As médias seguidas pela mesma letra minuscula nas colunas e da mesma letra maidscula
nas linhas (em relacdo a cada pardmetro) ndo diferem entre si pelo Teste Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade. (A= amburana, B= balsamo, C= carvalho, J= jatob4, P=
peroba).

Miranda, Horii e Alcarde (2006) avaliaram cachacas armazenadas em
tonéis de madeira submetidos ao tratamento de irradiagcdo por periodo de 390
dias e ndo observou influéncia do processo de envelhecimento na formagao de
furfural. Barcelos et al. (2007), analisando cachagas produzidas a partir de cana
ndo queimada proveniente de trés regides do Estado de Minas Gerais,
verificaram concentracGes de furfural dentro do limite estabelecido pelo MAPA.

Os autores atribuiram a formacdo do furfural a falhas durante o processo
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fermentativo. Masson et al. (2007) quantificaram furfural em amostras de
cachacgas produzidas com cana queimada e ndo queimada e verificaram que a
queima do palhigo da cana-de-aglcar proporcionou um aumento significativo na
concentragdo de furfural nas amostras analisadas. Zacaroni et al. (2011)
avaliaram a presencga de contaminantes organicos, entre eles furfural, de cachaga
produzidas em Minas Gerais. Os autores encontraram teores de furfural que
variaram de 4,28 a 39,78 mg 100 mL de a.a, sendo atribuido sua contaminag&o
ao processo de producao.

Os alcoois superiores totais e 0 mesmo fracionado (butan-1-ol, propan-
1-ol, 2-metilpropan-1-ol e 3-metilbutan-1-ol) estdo representados nas Tabelas 4
a 6. Ap6s 12 meses de armazenamento, todas as amostras apresentaram
similaridade quanto aos teores de alcoois superiores totais e ndo ultrapassaram
do limite exigido pela Legislagdo. Em relagdo aos fracionados, eles
apresentaram semelhancas com os resultados dos alcoois superiores totais, sendo
semelhantes as amostras ao longo dos 12 meses de armazenamento. Sabe-se que
esses compostos, juntamente com os esteres, sdo 0s responsaveis pelo aroma da
bebida; sdo compostos formados durante o processo oxidativo ou sdo
provenientes das transformacbGes dos aminoédcidos durante o processo de
fermentacdo, devido a baixa atividade das leveduras, as altas temperaturas e ao
baixo pH do mosto. A baixa concentracdo de alcoois superiores encontrados
neste estudo pode estar relacionada com os cuidados no corte da cana, assim

como no tempo de espera para a moagem e fermentacdo (CARDOSO, 2013).
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Tabela 5 Avaliacdo de butan-1-ol e propan-1-ol em funcdo do tempo de

armazenamento da cachaca dos tonéis em estudo.

Butan-1-ol (mg 100 mL* &lcool anidro)

Coracao (tempo zero): 2,617+0,008

Tonel
Tempo de armazenamento (meses)
2 4 6 8 10 12
A 2,678aA  2,434bB 2,103dC 2,086 dC 2,040 bD 1,979 cE
B 2,698 aA 2,513 aB 2,218 aD 2,287 aC 2,164 aE 2,165 aE
C 2,721 aA 2,495 aB 1,897 eE 2,156 cC 2,071 bD 2,077 bD
J 2,707 aA 2,477 bB 2,178 bC 2,134 cD 2,179 aC 2,078 bE
P 2,697aA 2,467 bB 2,150 cD 2,213bC 2,070 bE 2,076 bE
Propan-1-ol (mg 100 mL alcool anidro)
Coracéo (tempo zero): 44,149+0,064
Tonel
Tempo de armazenamento (meses)
2 4 6 8 10 12
A 49,732aB  51,112aB 51,713aA 50,547bB 51,869 cA 52,879 cA
B 49,904 aE 51,524aD 53,450aC 54,797aB 55,968 aA 57,098 aA
C 49,285aD 51,938aB  52,177aB 50,811 bC 54,300 bA 54,404 bA
J 50,142aC 51,396aC 52,578aB 50,479 bC 54,188 bA 54,248 bA
P 49,772aD 51,524aC 52,549aB 53,734aA 54,461 bA 54,800 bA

As médias seguidas pela mesma letra minuscula nas colunas e da mesma letra maidscula
nas linhas (em relacdo a cada pardmetro) ndo diferem entre si pelo Teste Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade. (A= amburana, B= balsamo, C= carvalho, J= jatob4, P=

peroba).
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Tabela 6 Avaliacdo de 2-metilpropan-1-ol e 3-metilbutan-1-ol em fungdo do
tempo de armazenamento da cachaga dos tonéis em estudo.

2-metilpropan-1-ol (mg 100 mL* alcool anidro)

Coracao (tempo zero): 28,809+0,228
Tonel

Tempo de armazenamento (meses)

2 4 6 8 10 12
29,208aC 28,981aC 30,788bB 29,057eC 30,231dB 31,556 cA
29,100aD 29,808aD 32,546aC 32,786aC 34,354bB 35,706 aA
28,948aD 29,635aD 31,551bB 30,448cC 33,025cA 33,348 bA
29,751aC 29,535aC 32,021aB 30,045dC 32,456cB 33,684 bA
29,596 aD 29,361aD 32,045aC 31,424bC 35,212aA 33,519bB

T <« O W >

3-metilbutan-1-ol (mg 100 mL* &lcool anidro)

Coracéo (tempo zero): 82,448+1,289
Tonel

Tempo de armazenamento (meses)

2 4 6 8 10 12

76,388 aB  74,462aC 81,143bA 75504cC 77,888dB 82,776 dA
76,266 aE 76,451 aE 87,515aC 84,966aD 89,533aB 92,392 aA
74,828aB 76,143aB  83,232bA 76,768cB 84,404 cA 85,015cA
77,810aC 77,241aC 86,638aA 77,474cC 84,287cB 88,127 bA
P 75,718aD 76,717aD 82,862bB 80,841 bC 86,840 bA 86,401 bA

« O m >

As médias seguidas pela mesma letra mintscula nas colunas e da mesma letra maidscula
nas linhas (em relacdo a cada pardmetro) ndo diferem entre si pelo Teste Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade. (A= amburana, B= balsamo, C= carvalho, J= jatob4, P=
peroba).

Diferentemente dos propan-1-ol, 2-metilpropan-1-ol e 3-metilbutan-1-ol,
que sdo alcoois superiores responsaveis pelo aroma e sabor de bebidas
alcodlicas, o butan-1-ol é um alcool superior caracterizado como contaminante
organico em bebidas. Pelos resultados da Tabela 5, pode-se observar que sua
concentragdo diminuiu em todas as amostras ao longo do armazenamento e ndo
ultrapassou o limite maximo imposto pela Legislagdo (3 mg 100 mL™ a.a.). Essa

diminuicdo pode estar relacionada a uma possivel esterificacdo; segundo Parazzi
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et al. (2008), durante o envelhecimento de bebidas, os principais ésteres
encontrados sao ésteres de alcoois superiores.
Na Tabela 7, estdo respresentados os valores obtidos para o extrato seco

total das amostras envelhecidas nos diferentes tonéis de madeiras.

Tabela 7 Avaliacdo de extrato seco em funcdo do tempo de armazenamento da

cachaca dos tonéis em estudo.

Extrato seco (g L™)
Coracéo (tempo zero): 0,016+0,005
Tonel Tempo de armazenamento (meses)
2 4 6 8 10 12

A 0,507aF 0,892aE 1,266aD 1,463aC 1516aB 1570aA
B 0,482bF 0,830bE 1,092bD 1,276 bC 1,320bB 1,378 bA
C 0,358 cF 0,522cE 0,704cD 0,776 cC 0,798cB 0,923 cA
J 0,160dE 0,242dD 0,364dC 0,419dB 0,420dB 0,481 dA
P 0,110eE 0,170eD 0,181eD 0,222eC 0,250eB 0,302 eA

As médias seguidas pela mesma letra minuscula nas colunas e da mesma letra maidscula
nas linhas, ndo diferem entre si pelo Teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
(A= amburana, B= balsamo, C= carvalho, J= jatoba, P= peroba).

O limite estabelecido na Legislacio para extrato seco total é de 6 g L™
Pelos resultados descritos na Tabela 7, pode-se observar um aumento gradativo
em todo o processo de armazenamento e as amostras ndo apresentaram
similaridade. De acordo com Dias, Maia e Neslon (1998), Mori et al. (2003) e
Santiago et al. (2014c), quanto maior o tempo de estocagem, maior a extracao
direta dos componentes da madeira, aumentando, consequentemente, o teor de
extrato seco. Esse fato pode ser observado neste estudo, pois a concentragao de
extrato seco aumentou com o aumento do tempo de envelhecimento. Miranda et

al. (2008) explicam que esse aumento ocorre pela degradacdo da lignina pelo
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etanol em compostos aromaticos, levando a incorporacdo deles a bebida.
Acredita-se que esses compostos aromaticos sdo 0s taninos e 0S compostos
fendlicos, que representam até 40% (MENDES; MORI; TRUGILHO, 2009).
Assim, espera-se que a evolugdo do extrato seco na bebida seja proporcional a
extracdo de compostos fenolicos e, consequentemente, a intensidade da sua cor.

Vale ressaltar que cobre, metanol e butan-2-ol ndo foram detectados ao
longo do tempo de armazenamento. A contaminagdo por cobre é uma
preocupacdo comum de produtores de cachaca de alambique, pois o0s
destiladores sdo confeccionados por cobre e se eles ndo apresentarem boas
condicBes e correta higienizacdo, a bebida pode vir a ser contaminada pelo
metal. A presenca desse metal se deve principalmente a dissolucdo do carbonato
basico de cobre [Cuz(OH).COs] presente nas paredes internas do alambique,
pelos vapores acidos da bebida. A contaminacdo pode ser evitada fazendo uma
cuidadosa higienizacdo dos alambiques nas safras e entressafras, utilizando agua
e limdo na primeira destilacdo ou utilizando filtros com adsorventes, como 0
carvdo ativado, resinas de troca ionica e argilas naturais (CANTANHEDE et
al., 2005; LIMA et al., 2006; NEVES et al., 2007; LIMA et al., 2009; CANTAO
et al., 2010; DUARTE et al., 2014; ZACARONI et al., 2015). No presente
estudo, a ndo contaminacao por cobre se da pela boa higienizacao e boas praticas
de fabricacdo proposta pela empresa onde o experimento foi realizado.

A auséncia de contaminacgdo por butan-2-ol pode ser decorrente do fato
de que ap0s o corte da cana, a moagem foi realizada e consequentemente o caldo
filtrado encaminhado para as dornas de fermentacdo. Segundo Souza et al.
(2010) e Cardoso (2013), a contaminagao por butan-1-ol e butan-2-ol ocorre por
bactérias acetobutilicas quando a cana fica estocada para depois, se moida.

O metanol presente em cachaca origina-se do metabolismo secundario
das leveduras. Os fatores que propiciam sua formacdo sdo a queima da cana-de-

acucar no momento da colheita, o acréscimo de frutas ao caldo de cana durante a
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fermentacéo e a presenca de bagacilhos ndo filtrados apds a moagem da cana. Os
bagacilhos sdo ricos em substancias pécticas, polimeros de acido galacturénico
com grau variavel de metoxilacdo. A atuacdo de enzimas pécticas das leveduras
libera 0 metanol. No organismo, o metanol é oxidado a acido formico e,
posteriormente, a CO,, provocando acidose (diminuicdo do pH sanguineo) e
afetando o sistema respiratério, podendo levar ao coma e até mesmo a morte
(MAIA; CAMPELO, 2006; ALCARDE; SOUZA; BELLUCO, 2010;
CARDOSO, 2013). Neste experimento, ndo houve contaminagdo das bebidas
por metanol, devido a filtragem correta realizada apés a moagem da cana.

Nos resultados das analises fisico-quimicas das cachagas armazenadas
nos tonéis de amburana, balsamo, carvalho, jatoba e peroba, foram aplicados a
ACP, pois eles ndo apresentaram valores significativos para esse tipo de analise.

Na Tabela 8, estdo representados os compostos volateis identificados por
SPME-GC-MS e seus respectivos tempos de retencdo. Pelos resultados, pode-se
observar uma heterogeneidade nas amostras analisadas referente as fracGes do

destilado e ao tipo de madeira utilizado para o armazenamento.
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Tabela 8 Identificagdo dos compostos organicos volateis das fracdes da

destilacdo e das cachacas armazenadas nos diferentes tonéis de madeira.
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Tr IR IR
(min) Compostos Experimental Literatura % WLwW2ws ABCJP
2,021 Ethyl acetate - 606 %B X X X X X X X X
2,144 1- propanol, 2-methy - - 94 X X X X X X X X
3,142  Ethane, 1,1-diethoxy- - 711 82 X X X X X X X X
3,330  1-Butanol, 3-methyl- 723 723 %B X X X X X X X X
3,385  1-Butanol, 2-methyl- 724 724 99 X X X X X X X X
4,461 Ethyl butanoate 801 802 86 X X X X
1-Butanol, 3-methyl-,
6,390 oot 874 867 9% X X X X X
7,218 2-heptanol 904 894 93 X
Furan, 2,5-
SR diethyltetrahydro- 2 ) & 2
10,041 Octanol 988 988 90 X X X
10,401 Octanal 999 998 82 X X X X X X
Hexanoic acid, 5-
11,579 methyl 1031 1033 86 X X
14,237  Phenylethyl Alcohol 1104 1106 91 X X X X X X
14,802 Fenchol <exo> 1120 1118 86 X X X X
16,414 Menthone <iso> 1164 1158 92 X X
16,766 Menthol 1174 1167 84 X X
16,933 Menthol <iso> 1178 1179 93 X X
17,137 Diethyl succinate 1184 1176 2 X X X
17,559 Ethyl octanoate 1196 1196 93 X X X X X X X
17,917 Decanal 1206 1201 95 X X X
Trimethyl-
el tetrahydronapzthalene 1219 ) = XN X
1-cyclohexanon, 3-
19,520 bl)J/tyI-s-methyI- 1252 - 88 X
20,568 decane-1,10-diol 1282 - 85 X
20,977 Nonanoic acid, ethyl 1294 ) 2 X X X
ester
2-Buten-1-one, 1-
g (CIESIITEN D e 1378 . ® X X X X X
cyclohexadien-1-yl)-,
(E)-
24,001 Ethyl 9-decanoate 1385 - 922 X X X X X
24,299 Ethyl decanoate 1394 1395 94 X X X X X X X X
3-(1-
25311 ethoxyethyl()[Z]staffane 1426 ) & X X X
26,127 Geranylacetone 1452 1453 84 X
26,306 Farnesene<(3> 1458 1454 94 X
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32
33

34
35
36

37
38
39
40
41
42
43

44
45
46
47

48

49
50
51

26,600

27,000
27,296

27,444
27,719
27,839

28,522
28,811
29,398
29,795
30,350
31,324
31,777

33,045
33,109
33,853
35,829

36,051

36,882
40,099
40,827

1-(hydroxymethyl)-
2,5,5,8a-
tetramethyldecahydro-
2-naphthalenol
Curcumene<y>
Bergamotene <alpha-
trans->
Nerolidol, acetate
Farnesene
a-Bisabolene
Nerolidol A (cis or
trans)
a-Caryophyllene
Nerolidol
1,6,10-Dodecatrien-3-
ol, 3,7,11-trimethyl-,
[S-(2)]-

Ethyl dodecanoate
Cubenol
Pentadecanoic acid, 3-
methylbutyl ester
a-bisabolol
Farnesol <2Z,6Z>
Farnesol <2E,6Z>
Ethyl tetradecanoate
6,10-Dodecadien-1-ol,
3,7,11-trimethyl-, (E)-
(+-)-
Farnesyl acetate (E,Z)
Naphthalene, 2,6-
bis(1,1-dimethylethyl)-
Ethyl hexadecanoate

1467

1480
1490

1495
1504
1508

1531
1541
1560
1574
1593
1627
1643

1689
1691
1718
1794

1801

1833
1963
1993

1481

1505
1506

1531

1561

1593
1627

1685
1698
1714
1795

1821

1992

82

94
94

82
91
95

80
88
96
88
89
83
87

93
90
90
93

86

94
75
93

152

X
X
X
X
X
X
X
X
X X X
X
X X X X X X
X
X
X
X
X X X X X
X X X X X
X
X
X X X X X X X

X

(W1= “cabeca”, W2= “coragdo”, W3= “cauda”, A= amburana, B= balsamo, C=carvalho, J=
jatoba, P= peroba).

Foi possivel constatar a presenca de varios compostos volateis

importantes para o aroma das cachagas. Ao todo, foram identificados 51

compostos distintos, sendo identificados 24 na fragdo ‘“cabega”, 24 no

“cora¢do”, 19 na “cauda”, 20 em amburana, 14 em balsamo, 21 em carvalho, 28

em jatoba e 22 em peroba. Os alcoois, acidos, ésteres e sesquiterpenos foram os

principais grupos encontrados neste estudo, sendo 0s compostos acetato de etila
(1); 2-metilpropan-1-ol (2); 1,1-dietoxietano (3); 3-metilbutan-1-ol (4); 2-
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metilbutan-1-ol (5), decanoato de etila (27) e hexadecanoato de etila (51)
identificados em todas as amostras.

Nonato et al. (2001) extrairam compostos volateis do headspace da
cachaca por SPME com fibra PA e identificaram por GC-MS. Os autores
detectaram 38 compostos, dos quais 11 eram ésteres. Nobrega (2003) identificou
compostos Vvolateis relevantes ao aroma da cachaga. Utilizou um método de
extracdo de volateis nunca antes testado para cachaca, com a finalidade de se
obter a concentracdo dinamica dos compostos volateis presentes no "headspace"
da cachaga em armadilha, contendo o adsorvente Tenax-TA e a identificacdo e
quantificacdo foram realizadas por meio GC-MS. Neste estudo, foram
identificados cerca de 100 compostos, mas o0s autores acharam de suma
importancia apenas 22 compostos (ésteres e alcoois), pois eles sdo responsaveis
pelo sabor e aroma das bebidas. Cardeal e Marriott (2009) avaliaram compostos
volateis em cachacas brasileiras utilizando a técnica GC-GC-MS bidimensional.
Por ser uma técnica mais refinada, os autores conseguiram identificar cerca de
200 compostos nas bebidas. Bento et al. (2015) determinaram compostos
volateis utilizando a estratégia de headspace dinamico a vacuo e identificacao
por GC-MS de cachacas produzidas no estado de Pernambuco. Os autores
identificaram cerca de 30 compostos volateis, sendo a maioria ésteres; também
identificaram compostos que sdo tdxicos e carcirnogénicos (tolueno e o-xileno),
0s guais podem ser originarios da madeira utilizada na confeccao do barril.

A ACP foi aplicada nos compostos volateis (SPME-GC-MS) das fracdes
da destilagdo e nas cachacas armazenadas nos respectivos tonéis em estudo. A
Figura 2 representa o grafico biplot PC1 x PC2 dos loadings e scores dos

compostos volateis analisados das cachagas armazenadas nos diferentes tonéis.
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Figura 2 Grafico biplot PC1 x PC2 dos loadings e scores dos compostos volateis
analisados por SPME-GC-MS das cachacas

Pelos resultados da Figura 2, a ACP mostrou que, com a primeira e a
segunda componente principal, foi possivel descrever 98,52% dos dados, sendo
94,04% da variancia total descrita pela primeira componente principal. Foi
possivel observar 3 agrupamentos; a cachaga envelhecida em jatoba foi
diferenciada das demais pelo composto 40 (1,6,10-Dodecatrien-3-ol, 3,7,11-
trimethyl-, [S-(Z)]-) , a fracdo “cabega” pelos compostos 4 (1-Butanol, 3-
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methyl-), 19 (Ethyl octanoate) e 27 (Ethyl decanoate) e as demais amostras
apresentaram similaridade pelos demais compostos.

4 Concluséo

Pelos resultados das andlises fisico-quimicas, as fracdes do destilado
apresentaram valores distintos, tendo a fracdo “cabega” e “cauda” apresentado
valores inapropriados quanto aos parametros grau alcoodlico, aldeidos e butan-1-
ol. A fragdo “coragdo” apresentou todos os pardmetros analisados dentro dos
limites estabelecidos pela Legislacdo, sendo, portanto, apropriada para o
consumo. A fragdo nobre, “corag¢do”, durante o processo de armazenamento,
apresentou valores dentro do limite maximo permitido pela Legislacdo, sendo os
perfis fisico-quimicos se comportado diferentemente em relacdo a cada tipo de
madeira utilizada, durante o periodo analisado de 12 meses.

Pela SPME-GC-MS, foi possivel observar varios compostos volateis
importantes para o aroma das cachacas, sendo os alcoois, acidos, ésteres e
sesquiterpenos 0s principais compostos encontrados neste estudo, identificados
ao todo 51 compostos. Pela ACP, a amostra envelhecida em jatobé se diferiu das
demais pelo composto 40 (1,6,10-Dodecatrien-3-ol, 3,7,11-trimethyl-, [S-(2)]-),
a fracdo “cabega” pelos compostos 4 (1-Butanol, 3-methyl-), 20 (Ethyl
octanoate) e 28 (Ethyl decanoate), enquanto as demais amostras apresentaram

similaridade com relacdo aos demais compostos.
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ARTIGO 2

Cachacas armazenadas em tonéis recém-confeccionados de carvalho
(Quercus sp.), amburana (Amburana cearensis), jatoba (Hymenaeae
carbouril), balsamo (Myroxylon peruiferum) e peroba (Paratecoma peroba):
composicdo fenolica, intensidade de cor, extrato seco e graduagéo alcodlica
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Resumo

O envelhecimento € a Ultima etapa do processo de produgdo de cachaga. Os
recipientes utilizados para o envelhecimento sdo os barris e tonéis de madeira,
que atuam como uma membrana semipermeéavel, permitindo a passagem de
vapores de alcool e &gua, que ocorre em funcdo das condi¢cbes de umidade
relativa e da temperatura do local de armazenamento. A madeira
tradicionalmente usada no Brasil é o carvalho. Embora o carvalho seja 0 mais
utilizado, varias madeiras de origem nativa brasileira tém sido utilizadas na
confeccdo de tonéis. Os principais compostos extraidos da madeira pelos
destilados sdo: compostos volateis, compostos fendlicos, substancias tanicas,
acucares, glicerol e acidos organicos nao volateis. Os objetivos deste trabalho
foram avaliar e comparar o desenvolvimento fendlico em cachagas armazenadas
em tonéis recém-confeccionados de carvalho, amburana, jatoba, balsamo, peroba
e, paralelo a isso, foram avaliados alguns parametros fisico-quimicos que sdo
alterados ao longo do processo de armazenamento. Ap6s 0s 12 meses de
armazenamento, foi possivel observar uma diminuicdo na graduacéao alcoodlica e
um aumento no extrato seco. Pelos resultados dos compostos fendlicos totais e
intensidade de cor, foi constatado um aumento em ambos 0s parametros, e pelo
teste de correlacdo linear entre compostos fenodlicos totais, extrato seco e
intensidade de cor, constatou-se uma correlacdo linear muito forte. De acordo
com os resultados dos compostos fendlicos analisados por HPLC, foi possivel
observar um aumento progressivo em todos os compostos analisados e uma
heterogeneidade em todas as madeiras utilizadas para o armazenamento das
bebidas.

Palavras-chave: bebida alcoolica, armazenamento, compostos organicos,
HPLC.
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Abstract

Aging is the last stage of the cachaga production process. Containers used for
aging are the wooden barrels and casks, which act as a semi-permeable
membrane, allowing the passage of alcohol vapor and water vapor. This passage
is a function of the relative humidity and the temperature of the storage location.
The wood traditionally used in Brazil is oak. However, various native woods of
Brazilian origin have been used in the manufacture of barrels. The principal
compounds extracted from wood by the distillates are volatile compounds,
phenolic compounds, tannic substances, sugars, glycerol and nonvolatile organic
acids. The objectives of this study were to evaluate and compare the phenolic
substances found in cachaca stored in recently constructed oak, amburana,
Jatoba, balsam, and peroba casks. We evaluated some physicochemical
parameters that changed during the storage process. After 12 months of storage,
we observed a decrease in alcohol content and an increase in dry extract. An
increase in total phenolic compounds and color intensity was observed, and there
was a strong linear correlation between total phenolic compounds, solids and
color intensity,. According to the results for the phenols analyzed by HPLC, a
progressive increase in all the compounds and a heterogeneity in all woods used
for the storage of beverages were observed.

Keywords: alcoholic beverage, storage, organic compounds, HPLC.
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1 Introducéo

A cachaca, largamente consumida no Brasil, € uma bebida produzida em
todas as regides do pais. Estima-se uma produc¢do anual de 1,4 bilhdo de litros de
cachaca. Sao registradas 4 mil marcas e aproximadamente 40 mil produtores
legalizados e ndo legalizados. De acordo com a Legislagdo, 90% sao de pequeno
produtor. No mercado, a cachaca é encontrada em mais de 960 mil pontos de
vendas, entre bares, supermercados e restaurantes, gerando cerca de 600 mil
empregos diretos, além de um faturamento anual de mais de U$600 milhdes.
Estima-se um consumo médio anual de 11,5 litros por habitante. No entanto, a
exportacdo da cachaca ainda é inexpressiva, sendo exportado apenas 1% do total
produzido para paises como Alemanha, Italia, Franca, EUA e Japdo, de forma
que praticamente toda a producdo é destinada ao mercado nacional (SEBRAE,
2008; 2014).

O processo de producdo da cachaca de alambique pode ser dividido em
quatro etapas fundamentais: obtencdo do mosto, fermentacdo, destilacdo e
envelhecimento (AQUINO et al., 2006a). O envelhecimento é a Gltima etapa do
processo de produgdo, mas ndo € obrigatoria sua realizacdo. E uma etapa
importante na fabricacdo da cachaca que possibilita ao produtor agregar valor
em sua bebida. A bebida recém-destilada apresenta caracteristicas sensoriais um
pouco agressivas e forte sabor alcodlico, caracteristicas que podem ser atenuadas
pelo envelhecimento (CARDOSO, 2013).

De acordo com a legislacdo, para que a bhebida seja considerada
envelhecida, ela deve se enquadrar na denominagdo proposta, em que a
aguardente de cana / cachaca 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 nao
inferior a um ano (BRASIL, 2005a). Além de ser considerada envelhecida, com

o decorrer dos anos de armazenamento, as cachacas envelhecidas recebem
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algumas denominagdes. 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, 2005a).

Os recipientes utilizados para o envelhecimento séo os barris e tonéis de
madeira, que atuam como uma membrana semipermeavel, permitindo a
passagem de vapores de alcool e agua, que ocorrem em funcdo das condicdes de
umidade relativa e da temperatura do local de armazenamento. No entanto, as
perdas ao longo do ano dependem de varios outros fatores, tais como dilatacéo e
contracdo da aguardente de cana dentro do tonel, vazamentos e expulsdo de
aguardente por frestas e consequente aspiracdo de ar por contracdo no
resfriamento em ocorréncias sucessivas, devido a inadequacdo de instalacbes e
de ambientes, além do modo de armazenamento (ANJOS et al., 2011).

O carvalho (Quercus sp) € a madeira tradicionalmente usada para o
envelhecimento de cachaga e outras bebidas destiladas no Brasil. Mas varias
madeiras nativas brasileiras estdo sendo utilizdas na confec¢do de barris e tonéis
para o envelhecimento de cachaca, como amendoim (Plerogyne nitens),
cerejeira (Amburana cearensis), cedro (Cedrela fissilis), jatobd (Hymenaeae
carbouril), ipé (Tabebuia sp), freij6 (Cordia goeldiana), garapa (Apuleia
leiocarpa), balsamo (Myroxylon peruiferum), vinhatico-amarelo (Plathynemia
foliosa), peroba (Paratecoma peroba) e jequitiba (Carinian legalis) (ANJOS et
al., 2011; MORI; MENDES; MORI, 2013). Esse fato tem sido observado devido
ao alto custo do carvalho, que é uma madeira tipica do Hemisfério Norte. Porém,

ainda ha grande caréncia de estudos sistematicos para caracterizacdo dos
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compostos extraidos de cada tipo de madeira durante o envelhecimento da
bebida (DIAS; MAIA; NELSON, 1998; AQUINO et al., 2006a; 2006b).

As principais reagdes que ocorrem no processo de envelhecimento de
cachaca sdo as reacGes entre 0s compostos secundarios provenientes da
destilacdo, as extracdes diretas dos componentes da madeira, as decomposi¢oes
de macromoléculas da madeira (celulose, hemicelulose e lignina) e a
subsequente incorporacdo desses compostos a bebida. Além dessas, podem
ocorrer reacdes entre 0s compostos da madeira e 0s compostos originais do
destilado (SHEREV; BRINK, 1980; AQUINO et al., 2006a; CARDOSO, 2013).

Os principais compostos extraidos da madeira pelos destilados sdo: éleos
volateis, compostos fendlicos, substancias tanicas, acucares, glicerol e acidos
organicos ndo volateis. Entre eles, destaca-se a importancia do estudo de
compostos fendlicos em cachaca envelhecida, devido a importancia de
compostos antioxidantes para a vida e a saide humana (CARDELLO; FARIA,
2000; RAKIC et al., 2007).

Baseado nessas substancias, diversos estudos tém surgido com o objetivo
de avaliar a qualidade quimica e sensorial das bebidas envelhecidas. Ja foram
identificados em destilados alcodlicos envelhecidos em tonéis de carvalho
numerosos aldeidos e &cidos fendlicos, tais como a vanilina, siringaldeido,
coniferaldeido e sinapaldeido, os quais sdo aparentemente provenientes da
alcodlise acida, a temperatura ambiente da lignina. Outros acidos fendlicos
identificados sdo o &cido galico, &cido p-hidroxibenzoico, acido p-cumarico,
acido cindmico, acido siringico e acido vanilico (ZACARONI et al., 2011;
SANTIAGO et al., 2014a).

Os objetivos deste trabalho foram avaliar e comparar o desenvolvimento
fendlico em cachacgas armazenadas em tonéis recém-confeccionados de carvalho
(Quercus sp.), amburana (Amburana cearensis), jatoba (Hymenaeae carbouril),

balsamo (Myroxylon peruiferum) e peroba (Paratecoma peroba) e, paralelo a
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isso, foram avaliados alguns parametros fisico-quimicos que sdo alterados ao

longo do processo de envelhecimento.

2 Material e métodos

Confeccédo dos tonéis

Os tonéis foram confeccionados no municipio de Ponte Nova-MG,
situado na regido Zona da Mata Mineira. As madeiras amburana, balsamo,
carvalho, jatoba e peroba foram adquiridas pela tanoaria encarregada na
fabricacdo dos tonéis. A confeccdo foi realizada com madeira nova ou virgem,
exceto a de carvalho. A madeira de carvalho foi obtida de um tonel de carvalho
europeu de 200 litros, o qual foi desmontado e lixado para sua obtencdo. Esse
procedimento foi realizado por ndo ser uma madeira nativa brasileira, ja as
demais foram adquiridas de madeireiras especializadas.

Todos os tonéis utilizados no estudo apresentavam um volume final de
20 litros cada um. Eles foram confeccionados nas seguintes dimensées: 40 cm
de comprimento, 30 cm de altura, 102 cm de raio central e 1,8 cm de espessura
da madeira.

Apos a confeccdo, os tonéis foram curtidos com agua destilada, a qual

foi trocada a cada 5 dias até completar 30 dias.

Producdo e obtencdo das amostras

As amostras utilizadas foram produzidas no alambique da empresa
Cachaga Artesanal Jodo Mendes (JM), situada no municipio de Perdées/MG, no
periodo da safra de 2014. A variedade de cana empregada foi a RB86-7515, 0
processo de fermentacdo foi realizado com fuba e, como micro-organismo, a
levedura Saccharomyces cerevisiae. O preparo do fermento foi realizado por 5
dias e a fermentacdo do mosto de cana teve duracdo de 18 horas, em que o0 grau

Brix inicial era 20°. Ap6s o Brix zerar, o vinho foi destilado em alambique de
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cobre de 1000 litros. Na destilagdo obtiveram 15 litros para fracdo “cabega”, 180
litros para “coragdo” e 144 litros para “cauda”.

A fragdo “coragdo” foi transferida para os tonéis de carvalho, amburana,
balsamo, jatoba e peroba, onde foram estocados 20 litros da bebida em cada
tonel. Os tonéis foram mantidos em galpdo fechado com temperatura e umidade
do ar ndo controladas, colocados na posi¢do horizontal para possibilitar o maior
contato da bebida com a madeira e distanciados de outros tonéis para possibilitar
as trocas gasosas.

A cada dois meses, por um periodo de 12 meses, foram coletadas
amostras de 2 litros e encaminhadas para a realizacdo das analises fisico-
quimicas e analises cromatograficas, que foram realizadas no Laboratério de
Analises de Qualidade de Aguardentes do Departamento de Quimica (DQI) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Analises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas e cromatograficas foram realizadas
periodicamente, em triplicata. As analises de grau alcodlico e extrato seco foram
realizadas de acordo com as especificacBes estabelecidas pela Instrucdo
Normativa n° 24, de 08/09/2005, do Ministério Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2005b).

Intensidade da cor

A determinacdo da intensidade de cor das cachagas foi feita por meio de
leituras espectrofotométricas a 420 nm (comprimento com maior resposta na
varredura), utilizando-se cubetas de quartzo, em um espectrofotdmetro
Shimadzu UV-1601 PC (FARIA et al., 2003; MIRANDA; HORII; ALCARDE,
2006; ANJOS et al., 2011).
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Compostos fendlicos totais

A analise foi determinada utilizando o método de Folin-Ciocalteu
modificado (SINGLETON; ROSSI, 1965; LIN et al., 2005; ANJOS et al., 2011;
SANTIAGO et al., 2014c).

Compostos fendlicos por HPLC

Os compostos fenolicos foram avaliados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC). As analises foram realizadas em um HPLC Shimadzu,
equipado com duas bombas de alta pressdo modelo SPD-M20A, degaseificador
modelo DGU-20A3, interface modelo CBM-20A, injetor automatico modelo
SIL-10AF e detector de arranjo de diodos (PDA). A coluna empregada foi uma
Agilent - Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 250 mm, 5 um) conectada a uma pré-
coluna Agilent — Zorbax Eclipse XDB-C18 4-Pack (4,6 x 12,5 mm, 5 pm).

A metodologia utilizada para a analise dos 12 compostos fendlicos nas
cachacas armazenadas em tonéis de amburana, balsamo, carvalho, jatoba e
peroba foi realizada de acordo com a metodologia proposta por Anjos et al.
(2011) e Santiago et al. (2014a).

Os compostos fenolicos analisados foram o acido géalico, catequina,
acido vanilico, fenol, &cido siringico, vanilina, siringaldeido, acido p-cumarico,
acido sinapico, cumarina, 4-metilumbeliferona e acido o-cumarico. Os padrdes
desses compostos foram adquiridos da Sigma-Aldrich ou da Acros Organics. Os
compostos referentes a fase movel foram de grau analitico para HPLC: metanol
(Merck) e acido acético glacial (J.T.Baker) e &gua tipo | obtida de um sistema
Milli-Q.

O método utilizado para a quantificacdo foi o da padronizacdo externa.
Para a construgdo das curvas analiticas, foram realizadas diluigdes de uma
solucdo intermedidria, contendo uma mistura de todos os padr@es, sendo essa

obtida por meio da diluigdo das solucbes-estoque previamente preparadas. Nesta
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solucdo intermediaria, os padrdes encontravam-se nas seguintes concentracdes:
acido galico (6,80 mg L™), catequina (11,61 mg L), acido vanilico (6,73 mg L
Y, fenol (3,76 mg L™), acido siringico (7,93 mg L), vanilina (6,08 mg L™),
siringaldeido (7,29 mg L™), 4cido p-cumarico (6,56 mg L™), 4cido sinapico
(8,97 mg L™), cumarina (5,85 mg L™), 4-metilumbeliferona (7,05 mg L) e
acido o-cumarico (6,56 mg L™).

Foram utilizados como fase movel para a eluicdo dos compostos
analisados a solugdo de &cido acético a 2% em agua (Solvente A) e metanol:
agua: acido acético (70: 28: 2% v/v) (Solvente B). As amostras e os padrdes
foram eluidos de acordo com o gradiente de 0 a 25 min (00-40% B); 25-40 min
(40-55% B); 40-50 min (55-100% B); 50-60 min (100-00% B). O comprimento
de onda utilizado foi de 280 nm, fluxo de 0,8 mL min™e volume de injecio de
20 puL.

As amostras e os padrdes foram filtrados em membrana de polietileno de
0,45 um (Milipore) e injetados diretamente no sistema cromatografico. As
injecOes dos padrdes e das amostras foram realizadas em triplicata, sendo a
identidade dos analitos confirmada pelo tempo de retencdo, e o perfil dos picos
da amostra, comparados aos dos padroes.

Para garantir a qualidade analitica dos resultados, foram realizados
procedimentos para validacdo do método utilizado, sendo avaliados os seguintes
parametros: linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo e exatiddo
(ANJOS et al., 2011; SANTIAGO et al. 2014a).

Anélise estatistica

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema
de parcelas subdivididas no espaco. Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de Schott Knott ao

nivel de 95% de confianca, usando o programa estatistico SISVAR
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(FERREIRA, 2011). Aplicou-se a analise das componentes principais (ACP),
para averiguar possiveis similaridades entre as madeiras em estudo frente aos
compostos fendlicos. Os resultados foram centrados em médias, para posterior
analise. A anélise foi realizada utilizando o programa CHEMOFACE (NUNES
etal., 2012).

3 Resultados e discussao

Na Tabela 1 estdo representados os resultados obtidos para as avalia¢oes
fisico-quimicas (Grau alcodlico e extrato seco total) da fracdo “coragdo” e das
bebidas armazenadas nos diferentes tipos de tonéis.

Pelos resultados apresentados na Tabela 1, é possivel observar que, ap6s
12 meses de armazenamento, as cachacas armazenadas nas diferentes madeiras
apresentaram valores distintos quanto a sua graduacéo alcodlica; em todos tonéis
ocorreram diminuicdo significativa quando se comparado com o valor da fracdo
“cora¢do”. De acordo com Miranda, Horii e Alcarde (2006), Anjos et al. (2011)
e Santiago et al. (2014a), a diminuicdo da graduacédo alcoolica de cachacas, ao
longo do envelhecimento, ocorre pela decorrente perda de alcool pelos poros da
madeira do tonel e pela reacdo do etanol com outras substancias caracteristicas
da bebida. Vérios parametros fisico-quimicos das cachacas tém suas
concentracdes modificadas durante o envelhecimento, devido a evaporacdo
parcial do etanol e da gua, sendo comuns perdas de alcool em torno de 3 a 4%

ao ano.
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Tabela 1 Avaliagdo do grau alcodlico e extrato seco total da fragdo “coragdo” e

das bebidas armazenadas nos diferentes tonéis.

Grau alcodlico (% viv)
Coracao (tempo zero): 46,530 £ 0,110
Tonel Tempo de armazenamento (meses)
2 4 6 8 10 12
A 44,745aA 43,815aC 44,145aB 43,335aD 43,110aE 42,880 aF
B 44,335 b A 42,990cB  42,700eC 41,190dD 40,250eE 39,745 eF
C 44,245 bA 43,160 bC 43,300dB 42,380cD 41,650cE 41,490 cF
J 44775aA 43,120bC 43,470cB  42,355¢cD 41,420dE 41,315 dF
P 44,670 aA 43,730aB  43,675bB 42,780bC 42,180 bE 42,305 bD
Extrato seco (g L™)
Coracéo (tempo zero): 0,016 + 0,005
Tonel Tempo de armazenamento (meses)
2 4 6 8 10 12
A 0,507 aF 0,892 aE 1,266 aD 1,463 aC 1,516 aB 1,570 aA
B 0,482 bF 0,830bE  1,092bD 1,276 bC  1,320bB 1,378 bA
C 0,358 cF 0,522 cE 0,704 cD 0,776 cC 0,798 cB 0,923 cA
J 0,160dE  0,242dD 0,364dC 0,419dB 0,420dB 0,481 dA
p 0,110 eE 0,170eD 0,181 eD 0,222 eC 0,250 eB 0,302 eA

(As médias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas e da mesma letra
maiuscula nas linhas (em relagdo a cada pardmetro) ndo diferem entre si pelo
Teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. (A= amburana, B= balsamo,

C= carvalho, J= jatoba, P= peroba).

Pelos resultados, pode-se observar um aumento gradativo em todo o

jprocesso de armazenamento, em gue as amostras se comportaram distintas

quanto & incorporagdo de compostos extraidos das madeiras. De acordo com
Dias, Maia e Neslon (1998), Mori et al. (2003) e Santiago et al. (2014b), quanto

maior o tempo de estocagem, maior a extracdo direta dos componentes da

madeira, aumentando, consequentemente, o teor de extrato seco. Esse fato pode
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ser observado neste estudo, pois a concentracao de extrato seco aumentou com o
aumento do tempo de envelhecimento em todos os tonéis em estudo. Miranda et
al. (2008) explicam que esse aumento ocorre pela degradagdo da lignina pelo
etanol em compostos aromaticos, levando a incorporacdo deles a bebida.
Acredita-se que esses compostos aromaticos sdo 0s taninos e 0S compostos
fendlicos, que representam até 40% (MENDES; MORI; TRUGILHO, 2009).
Assim, espera-se que a evolucdo do extrato seco na bebida seja proporcional a
extracdo de compostos fendlicos e, consequentemente, a intensidade da sua cor.

Os resultados obtidos para 0 acompanhamento da composicao fendlica
total das cachagas armazenadas nos respectivos tonéis em estudos estdo
representados na Figura 1.
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Figura 1 Evolucdo da composigéo fenolica total durante o periodo de

armazenamento das cachagas
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De acordo com os resultados, foi possivel constatar um aumento
progressivo, em todas as madeiras, na composicdo fenodlica total ao longo do
periodo de armazenamento das cachacas, ndo ocorrendo similaridade das
madeiras quanto a composicdo fenolica. As composicdes fendlicas totais nas
madeiras variaram de 167,96 a 288,60 mg L™ em amburana; 46,27 a 107,48 mg
L™ em balsamo; 64,69 a 169,57 mg L™ em carvalho; 281,85 a 876,98 mg L™ em
jatoba e 18,86 a 59,92 mg L™* em peroba. Para Cardoso (2013) e Santiago et al.
(2014b), alguns fatores podem ser determinantes na extragdo de compostos da
madeira ao longo do periodo de envelhecimento da bebida, como tamanho e pré-
tratamento do barril, condicbes ambientais, tempo de envelhecimento e teor
alcodlico da bebida, tornando diferenciadas a quantidade e a composi¢cdo de
compostos fenolicos extraidos da madeira durante o processo de envelhecimento
da bebida. Mas, pelos resultados, essas hip6teses de extracdo ndo sdo muito
validas, pois todos os parametros citados foram semelhantes; portanto essa
diferenciacdo na composicdo fenolica pode ser explicada pelas caracteristicas
quimicas de cada madeira.

Os valores da intensidade da cor estdo representados na Figura 2. Assim
como na avaliagdo da composicdo fendlica total, verificou-se um aumento
progressivo durante o periodo de armazenamento da bebida nos respectivos
tonéis de madeira, sendo possivel observar a evolugéo da coloracdo amarela para
amburana, carvalho, jatobd e peroba e uma coloracdo avermelhada para
balsamo, ao longo do periodo de envelhecimento. De acordo com Miranda et al.
(2008), os principais responsaveis pelo progressivo escurecimento ou
intensificacdo da cor amarelo-alaranjada em bebidas sob matura¢do em madeiras

580 os taninos e seus produtos de oxidacao.
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Figura 2 Evolucdo da intensidade da cor em funcdo do tempo de armazenamento

das cachacas nos diferentes tonéis em estudo

Pelos resultados de extrato seco, compostos fendlicos totais e
intensidade de cor, foi aplicado o teste de correlacdo linear (p) para avaliar
alguma relacdo entre eles nas amostras armazenadas em cada tipo de madeira em
estudo. Segundo Callegari-Jacques (2003), o coeficiente de correlacdo pode ser
avaliado gualitativamente da seguinte forma: se 0 < p <0,3 (ha fraca correlacéo);
se 0,3 < p <0,6 (h& moderada correlagéo); se 0,6 < p <0,9 (ha forte correlagdo) e
se 0,90 < p <1,0 (h& correlagdo muito forte). Pelo teste, foi possivel constatar
uma correlagdo linear positiva muito forte entre os pardmetros compostos
fenodlicos totais, extrato seco e a intensidade da cor nas amostras envelhecidas
em todos os tonéis em estudo, onde os coeficientes variaram de 0,997 a 1,000
em amburana; 0,947 a 1,000 em béalsamo; 0,929 a 1,000 em carvalho; 0,983 a
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1,000 em jatoba e 0,936 a 1,000 em peroba. Verifica-se, pelos dados obtidos,
que as variagGes ocorridas no aumento de um dos parametros acarretam um
aumento em outro, ao longo do envelhecimento da bebida.

O cromatograma da solugdo-padrdo dos 12 compostos fendlicos
analisados por HPLC-DAD esta reprsentado na Figura 3. Pode-se observar que

0s compostos em analise foram bem separados nas condi¢Ges cromatograficas

empregadas.
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Figura 3 Cromatograma da solucdo-padrao de compostos fendélicos, com

deteccio espectrofotométrica. Concentracéo de cada padrdo: 1,161 x 10° mol L™

Os tempos médios de retencdo obtidos para cada composto analisado
foram: (1) acido galico (9,320 + 0,275 min), (2) catequina (23,791 = 0,172 min),
(3) acido vanilico (29,034 + 0,419 min), (4) fenol (29,537 + 0,398 min), (5)
acido siringico (31,510 = 0,298 min), (6) vanilina (32,557 + 0,164 min), (7)
siringaldeido (34,549 + 0,401 min), (8) acido p-cumarico (38,005 + 0,442 min),
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(9) acido sinapico (40,495 + 0,129 min), (10) cumarina (42,815 * 0,882 min),
(11) 4-metilumbeliferona (46,439 + 0,187 min) e (12) 4cido o-cumarico (49,241
+ 0,528 min), valores que corroboram com aqueles encontrados por Anjos et al.
(2011) e Santiago et al. (2014c). No final da corrida, constatou-se uma elevagéo
da linha base, que pode ser explicada pela presenca de oligbmeros e polimeros.
Na literatura, trabalhos que correlacionam teor de fen6is com a utilizacdo de
cromatografia liquida de fase reversa relatam que a presenca de muitos dos
oligbmeros e polimeros da flavan-3-ol implicam somente alteracfes na linha
base dos cromatogramas (KAMEYAMA et al., 1997; QUIDEAU et al., 2005).

A linearidade foi avaliada pelos coeficientes de correlagdo (r?). Foram
obtidos coeficientes que variaram de 0,9998 a 0,9999. Tais valores demostram a
forte correlacdo linear entre a concentracdo dos compostos analisados e as areas
dos picos, e que valores acima de 0,99 é o recomendado pela literatura
(SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997; HARRIS, 2008).

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram estimados utilizando-se
0s parametros da curva analitica. Os valores encontrados para limite de
deteccdo e quantificacdo dos compostos fendlicos variaram de 0,022 a 0,046 mg
L? e de 0,073 a 0,154 mg L?, respectivamente. Os limites de deteccdo e
quantificacdo dos 12 compostos fenolicos estdo representados a seguir: acido
galico (0,035 e 0,119 mg L™), catequina (0,046 e 0,154 mg L™), 4cido vanilico
(0,038 e 0,127 mg L™), fenol (0,029 e 0,098 mg L™), &cido siringico (0,041 e
0,139 mg L™), vanilina (0,028 e 0,095 mg L™), siringaldeido (0,035 e 0,118 mg
L™), acido p-cumarico (0,027 e 0,093 mg L™), 4cido sinapico (0,032 e 0,109 mg
L™), cumarina (0,025 e 0,084 mg L™), 4-metilumbeliferona (0,034 € 0,114 mg L
! e &cido o-cumarico (0,022 e 0,073 mg L™). Os valores encontrados sio
inferiores aos encontrados por Aquino et al. (2006b) e Santiago et al. (2012).
Entretanto, sdo préximos aqueles encontrados por Anjos et al. (2011), Zacaroni

et al. (2011) e Santiago et al. (2014a). Santiago et al. (2012) encontraram para 0s
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limites de deteccdo e quantificagio valores que variaram 0,031 2 0,168 mg L™ e
0,104 a 0,677 mg L™, respectivamente. Anjos et al. (2011) encontraram valores
que variaram 0,016 a 0,131 mg L™ e de 0,055 a 0,437 mg L™ para limite de
deteccdo e quantificacdo, respectivamente. Sanatiago et al. (2014a) encontraram
valores de 0,025 a 0,057 mg L™ e 0, 084 a 0,190 mg L™ para os limtes de
deteccdo e quanficacdo, respectivamente. Pelos resultados, pode-se observar
uma boa sensibilidade do método empregado e de acordo com relatos literarios;
as diferencas encontradas nesses pardmetros podem ser provenientes das
distintas condi¢des cromatograficas (aparelhagem e/ou metodologias adotadas
para a quantificacdo dos compostos) (RIBANI et al., 2004; COLLINS; BRAGA;
BONATO, 2007).

Outro pardmetro analisado foi a exatiddo, sendo ela expressa em ensaios
de recuperacdo. Os resultados médios referentes a porcentagem de recuperacao
foram de 90% para acido galico, 86% para catequina, 101% para &cido vanilico,
82% para fenol, 93% para acido siringico, 99% para vanilina, 90% para
siringaldeido, 98% para acido p-cumarico, 81% para acido sinapico, 104% para
cumarina, 91% para 4-metilumbeliferona e 82% para acido o-cumarico. Tais
valores sdo aceitaveis (RIBANI et al., 2004; COLLINS; BRAGA; BONATO,
2007) e préximos dos encontrados por Aquino et al. (2006b), Anjos et al.
(2011), Zacaroni et al. (2011) e Santiago et al. (2014a).

Os resultados obtidos para a quantificacdo dos 12 compostos fendlicos
por HPLC-DAD, ao longo do periodo de armazenamento da cachaca em tonéis
de amburana, balsamo, carvalho, jatoba e peroba, estdo apresentados nas Tabelas

2 a 6, respectivamente.
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Tabela 2 Concentragéo dos 12 compostos fenolicos (mg L™) ao longo do periodo
de armazenamento da cachaga em tonel de amburana.

Tempo de
armazenamento Evolugéo
“Coragio” 2 4 6 8 10 12
(meses) (Vezes)
Compostos
Acido galico ND <LD <LD <LD <LD <LD <LD -
Catequina ND <LD <LD <LD <LD <LD <LD -
Acido vanilico ND 6,884 12427 16944 20,726 22,597 23,841 3463
+0,053* +0,078* +0,115* +0,130* +0,041* +0,048*
Fenol ND <LD <LD <LD <LD <LD <LD -
Acido siringico ND <LD <LD <LD <LD <LD <LD -
Vanilina ND <LD <LD <LD <LD <LD <LD -
Siringaldeido ND 0,118 0,198 0,309 0,373 0,408 0,415 3516
+0,002 0,001  #0,003  +0,001  +0,008 0,001
Acido p-cumarico ND 0,122 0,203 0,279 0,324 0,360 0,358 2.934
40,012 0,005 0,001  +0,004  +0,003 0,020
Acido sinapico ND 0,191 0,287 0,325 0,429 0,564 0,665 3.481
0,005 +0,001 0,018  #0,024  +0,005 0,047
Cumarina ND 16,094 27,584 36,839 44,086 47,244 49448 3,027
+0,034*  +0,039* +0,071* +0,095* +0,371* +0,247*
4-metilumbeliferona ND 6,990 5904 10,640 10,208 12,891 13,933 1,093
) +0,041* +0,080* +0,012* +0,029* +0,016* +0,037*
Acido O-cumarico ND <LD <LD <LD <LD <LD <LD -
Somatério dos
compostos § 30,402 46,605 65336 76,146 84,044 88,660 2,916
fendlicos

ND = ndo detectado, <LD = menor que limite de deteccdo, <LQ = menor que limite de quantificacéo;

*Amostra diluida (10 vezes) em éalcool etilico 40% para quantificagdo.
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Tabela 3 Concentragdo dos 12 compostos fenolicos (mg L™) ao longo do periodo

de armazenamento da cachaca em tonel de balsamo.

Tempo de
armazenamento Evolugéo
“Coragio” 2 4 6 8 10 12
(meses) (Vezes)
Compostos
Acido galico ND 1324 1,392 1,690 1997 2319 2422 1,829
+0,015  £0,027 +0,018 +0,031 +0,014 +0,021
Catequina ND <LD <LD <LD <LD <LD <LD -
Acido vanilico ND 0147 0304 0470 0661 0830 0,863 5,871
+0,004  £0,003 +0,003 +0,018 +0,002 +0,004
Fenol ND 0920 1672 2308 2545 2874 2959 3216
+0,018 +0,011 +0,009 +0,061 +0,064 +0,075
Acido siringico ND 1,106 2,343 2,757 3,465 4,444 5,475 4,950
+0,009 £0,023 +0,015 +0,008 +0,016 +0,065
Vanilina ND 0,968 1,078 1,122 1,242 1,457 1,715 1,771
+0,014  £0,012 +0,007 +0,020 +0,009 +0,007
Siringaldeido ND 5,273 8,616 11,260 13,028 13,584 15,175 2,877
+0,034 +0,019* +0,001* +0,056* +0,139* +0,217*
Acido p-cumérico ND <LD <LD <LD <LD <LD <LD -
Acido sinapico ND <LD <LD <LD <LD <LD <LD -
Cumarina ND 0,504 0,919 1,173 1,225 1,570 1,743 3,458
+0,004  £0,008 +0,007 +0,010 +0,011 +0,019
4-metilumbeliferona ND <LD <LD <LD <LD <LD <LD =
Acido O-cumarico ND <LD <LD <LD <LD <LD <LD -
Somatorio dos
compostos & 10242 16,323 20,779 24,162 27,078 30,351 2,963
fendlicos

ND = ndo detectado, <LD = menor que limite de deteccdo, <LQ = menor que limite de quantificacéo;

*Amostra diluida (10 vezes) em éalcool etilico 40% para quantificagéo.
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Tabela 4 Concentragdo dos 12 compostos fenolicos (mg L™) ao longo do periodo

de armazenamento da cachaga em tonel de carvalho.

Tempo de
armazenamento Evolugéo
“Coragio” 2 4 6 8 10 12
(meses) (Vezes)
Compostos
Acido galico ND 4,090 6,848 8,815 10,774 11,366 11,496 2,810
+0,091 +0,133* +0,025* +0,022* +0,016* +0,042*
Catequina ND <LD <LD <LD <LD <LD <LD -
Acido vanilico ND 7,535 15,280 20,074 23,410 23,910 23,853 3,165
+0,291* +0,052* +0,161* +0,074* +0,085* +0,071*
Fenol ND <LD <LD <LD <LD <LD <LD -
Acido siringico ND 0,855 1,097 1,210 1,319 1,372 1,406 1,644
+0,006 +0,015 0,029  +0,005 0,011  +0,003
Vanilina ND <LQ 0,100 0,107 0,129 0,127 0,144 1,440
+0,001  +0,002 0,001 0,001 0,002
Siringaldeido ND 1,672 2,513 3,042 3,487 3,547 3,811 2,279
+0,011  +0,012  +0,005 +0,011 0,043  +0,043
Acido p-cumérico ND <LD <LD <LD <LD <LQ <LQ -
Acido sinapico ND 0,602 1,155 1,269 1,440 1,500 1,621 2,692
+0,005  +0,003 0,025  +0,007 0,011  +0,004
Cumarina ND <LD <LD <LD <LD <LD <LD -
4-metilumbeliferona ND <LD <LD <LD <LD <LD <LD =
Acido O-cumarico ND 0,158 0,246 0,286 0,311 0,331 0,343 2,171
+0,001  +0,001  +0,004  +0,001 +0,006  +0,006
Somatorio dos
compostos § 14,913 27,240 34,804 40,869 42,155 42,674 2,861
fendlicos

ND = ndo detectado, <LD = menor que limite de deteccdo, <LQ = menor que limite de quantificacéo;

*Amostra diluida (10 vezes) em éalcool etilico 40% para quantificacéo.
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Tabela 5 Concentragéo dos 12 compostos fenolicos (mg L™) ao longo do periodo
de armazenamento da cachaca em tonel de jatoba.

Tempo de
armazenamento Evolugéo
“Coragio” 2 4 6 8 10 12
(meses) (Vezes)
Compostos
Acido galico ND 1,131 1,779 2,306 2,675 2,904 2,943 2,602
+0,004 +0,002 +0,006 +0,032 0,036 +0,016
Catequina ND <LD <LD <LD <LD <LD <LD -
Acido vanilico ND 0095 0102 0258 0328 0350 0,340 3,579
+0,001 0,006 +0,015 +0,014 0,001 +0,012
Fenol ND <LD <LD <LD <LD <LD <LD -
Acido siringico ND 0188 0306 038 0437 0476 0,483 2,569
+0,003 +0,001 +0,003 +0,001 0,003 +0,010
Vanilina ND <LD <D  <LD  <LD <LD <LD -
Siringaldeido ND 2121 3,650 4,743 5,416 5,722 6,082 2,867
+0,006 +0,009 #0,026 +0,003 +0,013* +0,006*
Acido p-cumarico ND <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 496100032 1,000
Acido sindpico ND 0157 0361 0480 0605 0705 0,860 5,477
+0,006 0,007 £0,009 #0,007 0,001 +0,067
Cumarina ND <LD <LD <LD <LD <LD <LD -
4-metilumbeliferona ND <LD <LD <LD <LD <LD <LD -
Acido O-cumarico ND 0,078 0,079 0,109 0,126 0,131 0,129 1,653
+0,002 +0,001 +0,004 +0,001 0,008 +0,003
Somatorio dos
Compostos & 3770 6278 8283 9587 10288 10,939 2,901
fendlicos

ND = ndo detectado, <LD = menor que limite de deteccdo, <LQ = menor que limite de quantificacéo;
*Amostra diluida (10 vezes) em alcool etilico 40% para quantificagéo.
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Tabela 6 Concentracdo dos 12 compostos fenolicos (mg L™) ao longo do periodo

de armazenamento da cachaga em tonel de peroba.

Tempo de
armazenamento Evolugéo
“Coragio” 2 4 6 8 10 12
(meses) (Vezes)
Compostos
Acido galico ND <LD <LD <LD <LD <LD <LD -
Catequina ND <LD <LD <LD <LD <LD <LD -
Acidovanilico ND 19835 35253 35381 55205 55241 55343 | 5799
+0,001* +0,011* +0,101* +0,011* +0,093* +0,139*
Fenol ND <LD <LD <LD <LD <LD <LD -
Acido siringico ND 0909 1573 1,593 2536 3,094 3,005 3,305
+0,005 +0,002 +0,017 +0,024 +0,008 +0,007
Vanilina ND <LD <LD <LD <LD <LD <LD -
Siringaldefdo ND 0166 0256 0365 0407 0446 0530 3192
+0,002 +0,002 +0,006 +0,025 +0,008 +0,002
Acido p-cumarico ND <0 0129 0135 0209 0228 0255 1,976
+0,006 +0,006 +0,002 +0,001 +0,008
Acido sindpico ND 0105 0173 0225 0267 0355 0449 4,276
+0,001 +0,004 +0,007 +0,020 +0,006 +0,017
Cumarina ND <LD <LD <LD <LD <LD <LD -
4-metilumbeliferona ND <LD <LD <LD <LD <LD <LD =
Acido O-cumarico ND <LD <LD <LD <LD <LD <LD -
Somatorio dos
Compostos - 21,015 37,384 37,699 58624 59,363 59,582 2,835
fendlicos

ND = ndo detectado, <LD = menor que limite de detec¢do, <LQ = menor que limite de quantificacéo;

*Amostra diluida (10 vezes) em éalcool etilico 40% para quantificagdo.

De acordo com os resultados apresentados nas Tabelas 2 a 6, foi

observado um aumento progressivo da composicdo fendlicas em todas as

madeiras utilizadas para o armazenamento das bebidas. Esse aumento pode ser

observado por meio do somatorio da concentracdo dos compostos fendlicos,
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apos os 12 meses de envelhecimento, que apresentou valores que variaram de
30,402 a 88,660 mg L™ (para tonel de amburana); 10,242 a 30,351 mg L™ (para
tonel de balsamo); 14,913 a 42,674 mg L™ (para tonel de carvalho); 3,770 a
10,939 mg L (para tonel de jatobd) e 21,015 a 59,582 mg L™ (para tonel de
peroba). Observou-se que a cachaga armazenada em tonel de amburana
apresentou uma maior concentracdo fenodlica. Esse fato ndo é condizente com o
resultado da analise da composicdo fendlica total, em que as bebidas
armazenadas em jatoba apresentaram a maior concentragdo; essa diferenca €
explicada pelas diferentes técnicas utilizadas (espectrofotométrica e
cromatografica). Na analise espectrofotométrica, usou o teste de Folin-
Ciocaulteau, popularmente conhecido como o teste para medir o contetdo total
de fenois, medindo a capacidade redutora das amostras; sendo assim, ndo é
expresso apenas em fendis. Outro ponto fraco do método € que ocorre
superestimacdo do conteddo fendlico, em larga extensdo; portanto, varios
interferentes ndo fenolicos sdo conhecidos, entre eles a vitamina C, compostos
com grupo hidroxila, agucares, proteinas e outros (ESCARPAS; GONZALEZ,
2001; OLIVEIRA et al., 2009a; 2009b). Apesar de demonstrar valores distintos
na concentracdo fenolica, as madeiras se comportaram de maneira semelhante na
extracdo dos compostos fendlicos, quando se compara em vezes do 2° més ao
12° més de armazenamento. No tonel de amburana, houve um aumento na
composicdo fenolica, em vezes, de 2,916; em balsamo de 2,963; em carvalho de
2,861; em jatoba de 2,901 e em peroba de 2,835.

Em relacdo a predominédncia dos compostos fendlicos em cada tipo de
madeira, foi possivel observar, nas bebidas armazenadas, uma predominancia de
acido vanilico, cumarina e 4-metilumbeliferona no tonel de amburana; acido
galico, fenol, acido siringico e siringaldeido no tonel de balsamo; &cido galico,
acido vanilico e siringaldeido no tonel de carvalho; acido galico e siringaldeido

no tonel de jatoba e, no tonel de peroba, a predominancia dos acidos vanilico e
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siringico. Essas predominancias corroboram e ndo corroboram com alguns
estudos encontrados na literatura (DIAS; MAIA; NELSON, 1998; ANJOS et al.,
2011; SANTIAGO et al., 2012; 2014a; ZACARONI et al., 2011; 2014). Dias et
al. (1998) demonstraram a predomindncia, ao longo de 6 meses de
envelhecimento, de acido elagico e &cido vanilico em barris de carvalho;
vanilina e &cido elagico em barril de balsamo; acido vanilico e sinapaldeido em
barril de amburana e coniferaldeido em barril de jatoba, resultados esses
diferentes daqueles encontrados neste trabalho. Anjos et al. (2011) avaliaram a
evolucdo da composigdo fendlica em cachaga armazenada em tonel de carvalho
ao longo de 12 meses de envelhecimento, e neste estudo, foram encontrados 0s
compostos siringaldeido e acido galico como predominantes. Ja Zacaroni et al.
(2011) avaliaram cachagas envelhecidas em diferentes madeiras e encontraram
predominancia de cumarina e eugenol em tonel de amburana; cumarina em tonel
de jatoba; siringaldeido, acido elagico, acido p-cumarico em tonel de carvalho e
acidos siringicos, elagico e eugenol em tonel de balsamo. Santiago et al. (2014a)
avaliaram a composicdo fendlica em cachagas envelhecidas em tonéis de
amburana e carvalho e obtiveram como compostos majoritarios acido galico,
acido vanilico, siringaldeido e acido sinapico para amburana e acido galico,
acido siringico e siringaldeido para carvalho. Foi possivel observar uma
similaridade quanto a presenca de alguns compostos majoritarios encontrados
nesses estudos, ao passo que uma diferenca na composicao pode ser explicada
pelo fato de terem sido utilizados tonéis novos no presente trabalho.

Os compostos &cido galico e siringaldeido foram predominates na
maioria dos tonéis. O acido galico € um composto fendlico oriundo da
degradagdo dos taninos condensados que perfazem, aproximadamente, a metade
da matéria seca da casca de muitas arvores (BRUNETON, 1991). Segundo
Queiroz, Morais e Nascimento (2002), estes taninos constituem a segunda fonte

de polifendis e sdo responsaveis pela adstringéncia e amargor nas bebidas, sendo
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extraidos dos tonéis e gradativamente hidrolisados durante o processo de
maturacdo. O siringaldeido € um dos principais marcadores de envelhecimento e
é oriundo da lignina (DIAS; MAIA; NELSON, 1998; AYLOTT; MACKENZIE,
2010). Composta por uma estrutura de blocos guaiacil e siringil, a lignina gera
dois diferentes grupos de compostos, sendo um deles o sinapaldeido, o
siringaldeido e o &cido siringico, originados da estrutura siringil. Os mecanismos
que envolvem a extracdo de congéneres de envelhecimento a partir da lignina
sd0 propostos em duas possiveis vias, uma delas é a simples extracdo de
compostos fendlicos presentes na madeira que sdo incorporados na bebida, outro
é a partir da extracdo da lignina da madeira mediante acdo do etanol (PUECH,
1981; MASSON et al., 1995).

Outro composto com destaque encontrado neste estudo foi a cumarina
presente no tonel de amburana em concentracdes elevadas. Ressalta-se que a
presenca desse composto ndo é desejada, devido ao grau de toxicidade
observado em humanos, sendo proibida sua utilizacdo como aromatizante na
indistria de alimentos. Na Europa, a concentragdo maxima de cumarinas
permitida em bebidas alcodlicas e em certos caramelos confeccionados € de
10mg/Kg (BRASIL, 1965; ZACARONI et al., 2011).

De modo geral, o tempo de estocagem acarreta elevagdo progressiva das
concentracdes de compostos fendlicos nas cachacas estocadas em diferentes
barris; apesar de complexo, 0 mecanismo do aumento gradativo nos teores de
acidos e aldeidos parece seguir o seguinte esquema: aldeidos cindmicos
(coniferaldeido e sinapaldeido), aldeidos benzoicos (vanilina e siringaldeido) e
acidos benzoicos (acido vanilico e acido siringico) (DIAS; MAIA; NELSON,
1998; ANJOS et al., 2011; CARDOSO, 2013).

A Figura 4 representa o grafico biplot PC1 x PC2 dos loadings e scores,
na qual se relacionam os compostos fendlicos das cachagas armazenadas nos

diferentes tonéis em estudo.
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Figura 4 Grafico biplot PC1 x PC2 dos loadings e scores dos compostos
fendlicos das cachacas armazenadas em tonéis de amburana, balsamo, carvalho,

jatobéa e peroba

Pela ACP, foi possivel descrever 93,82% dos dados, com a primeira e a
segunda componente principal, sendo 67,55% da variancia total descrita pela
primeira componente principal. Na analise aplicada, pode-se constatar que o
composto cumarina diferenciou as bebidas armazenadas em amburana e o
composto &cido vanilico mostrou uma certa similaridade das amostras
armazenadas em carvalho e peroba. As amostras armazenadas em jatoba e

balsamo apresentaram semelhanga nos demais compostos.
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4 Concluséo

Apds 12 meses de armazenamento nas diferentes madeiras, as cachagas
apresentaram valores distintos quanto a graduacéo alcodlica e o extrato seco. Em
todos, os toneis ocorreram diminuic&o significativa da graduacdo alcodlica e um
aumento do extrato seco.

A composicdo fendlica total e intensidade de cor apresentaram aumento
progressivo, em todas as madeiras, ao longo do periodo de armazenamento das
cachacas. Pelo teste de correlagdo linear, constatou-se que extrato seco,
intensidade de cor e compostos fendlicos totais apresentaram correlacdo muito
forte e que variagdes ocorridas no aumento de um dos parametros acarretam um
aumento em outro, ao longo do envelhecimento das bebidas.

Pelos resultados dos compostos fenolicos analisados por HPLC, foi
possivel observar um aumento progressivo em todas as madeiras utilizadas para
0 armazenamento das bebidas. O somatério da concentracdo dos compostos
fenolicos apresentou valores que variaram de 30,402 a 88,660 mg L™ (para tonel
de amburana); 10,242 a 30,351 mg L™ (para tonel de balsamo); 14,913 a 42,674
mg L™ (para tonel de carvalho); 3,770 a 10,939 mg L™ (para tonel de jatobd) e
21,015 a 59,582 mg L™ (para tonel de peroba). Apesar de demonstrar valores
distintos na concentracdo fendlica, as madeiras se comportaram de maneira
semelhante na extracdo dos compostos fendlicos, quando se compara em vezes

do 2° més ao 12° més de armazenamento.
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ARTIGO 3

Determinacgéo de carbamato de etila em cachacas armazenadas em tonéis
recém-confeccionados de carvalho (Quercus sp.), amburana (Amburana
cearensis), jatoba (Hymenaeae carbouril), balsamo (Myroxylon peruiferum),
peroba (Paratecoma peroba) e recipiente de vidro
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Resumo

O conhecimento da composi¢do quimica da cachaca é importante, visto que 0s
estudos dos compostos potencialmente toxicos tém sido um fator determinante
no controle de qualidade. Entre varios compostos, destaca-se o carbamato de
etila, por ser considerado um carcinégeno humano, sendo encontrado em muitos
alimentos fermentados, especialmente em bebidas alcodlicas. As vias de
formagdo e os precursores de carbamato de etila em alimentos e bebidas
dependem do tipo e do seu respectivo processamento. Por ndo ser bem elucidada
sua via de formacdo, alguns autores acreditam que ele venha do processo de
fermentacdo, outros que sejam formados durante a destilagdo. No entanto,
alguns estudos apontam possivel formacdo de carbamato etila durante o
envelhecimento em tonéis de madeira. Os objetivos deste trabalho foram
identificar e quantificar o carbamato de etila em cachagas utilizando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia (HPLC-
FLD), nas etapas do processo de producdo, no armazenamento em diferentes
tonéis de madeira e recipiente de vidro, sem e com auséncia de luz. Nas analises
fisico-quimicas, apenas as fragdes “cabeca” e “cauda” estdo inadequadas a
Legislacdo. A concentracdo de carbamato de etila ndo foi detectada no caldo de
cana e na etapa de fermentacdo. Na destilacdo, os niveis de carbamato variaram
de <LQ a 17,081 pg L™ e, no armazenamento em tonéis de madeira, contatou-se
gue o0s niveis de carbamato de etila aumentaram e apresentaram distintos. Nas
bebidas estocadas em vidro, com presenca ou auséncia de luz, foi possivel
observar que o material e a luminosidade ndo afetaram a sua formacao.

Palavras-chave: bebida alcodlica, contaminante organico, cromatografia.
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Abstract

Knowledge of the chemical composition of cachaca is important because the
studies of potentially toxic compounds have been a determining factor in quality
control. Among various compounds, ethyl carbamate stands out because it is
considered to be a human carcinogen and it is found in many fermented foods,
especially in alcoholic beverages. The process of formation of ethyl carbamate
precursors in foods and beverages depends on the type and the respective
processing. The route of formation has not been well elucidated. Some authors
believe that it is formed during the fermentation process; others think it is
formed during distillation. However, some studies indicate possible formation of
ethyl carbamate during aging in wooden casks. The objectives of this study were
to identify and quantify the ethyl carbamate in cachaga using high-performance
liquid chromatography with fluorescence detection (HPLC-FLD) in the various
stages of the production process and storage in different types of wooden casks
and glass containers, with and without the presence of light. According to the
physicochemical analysis, only the "head" and "tail" fractions are inadequate..
The concentration of ethyl carbamate was detected in sugarcane juice and in the
fermentation step. During distillation, carbamate levels ranged from <LOQ to
17.081 g L™*, and the ethyl carbamate levels increased during storage in wooden
casks and distinct levels were observed. The presence or absence of light did not
affect the formation of the ethyl carbamate in cachaca stored in glass containers.

Keywords: alcohol, organic contaminant, chromatography.
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1 Introducéo

A cachaga, tradicional e popular bebida brasileira, é o destilado mais
consumido em nosso pais. O conhecimento de sua composi¢cdo quimica é
importante, visto que os estudos dos compostos potencialmente toxicos tém sido
um fator determinante no controle de qualidade. Entre esses compostos, destaca-
se o carbamato de etila (CE), por ser considerado um carcinégeno humano e esta
sendo encontrado em muitos alimentos fermentados, especialmente em bebidas
alcodlicas. (LACHENMEIER, 2005; EFSA, 2007; CARDOSO, 2013).

Entre as bebidas, a cachaca vem apresentando niveis elevados quanto
aos teores de CE. Desde o inicio do século foram encontrados teores
relativamente altos, acarretando uma preocupacdo no Ministério da Salde
Brasileira. Esses resultados foram agravados por um estudo de avaliacdo de
risco, mostrando que CE representa um risco significativo de cancer para a
populacdo brasileira que consome bebidas alcodlicas, com maior exposicao
resultante da cachaca (ANDRADE-SOBRINHO et al.,, 2002; LABANCA,
GLORIA, E AFONSO, 2008; WEBER; SHARYPOV, 2009; LACHENMEIER
et al., 2010; ZACARONI et al., 2011).

Em 1986, o Canada foi o primeiro pais a introduzir limites maximos para
a presenca do CE em bebidas alcodlicas. Os limites maximos estabelecidos em
bebidas foram de 30,00 pg L™ para vinho, 100,00 pg L™ para vinho fortificado,
150,00 pg L™ para conhaque e uisque e 400,00 pg L™ para aguardentes de fruta
e licor. Esses limites estabelecidos pela Legislacdo canadense tém sido
utilizados como referéncia em outros paises, como os Estados Unidos,
Republica Tcheca, Franga, Alemanha e Suica. Assim, cada pais passou a
estabelecer seus proprios regulamentos, estabelecendo limites para este
contaminante em relacdo & produgéo e importacdo de bebidas alcodlicas (EFSA,
2007; WEBER; SHARYPOV, 2009). A comparacédo entre os teores de CE em
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bebidas alcodlicas brasileiras com aqueles limites estabelecidos pelo Canada foi
inevitavel, em funcdo de esse pais possuir legislacdo sobre o assunto e ser
considerado como referéncia. Com isso, 0 MAPA estipulou por meio da
Instrucdo Normativa n. 13, de 29/06/2005, que o limite maximo permitido para
esse composto em aguardente e cachaca foi de 210 pg L™ (BRASIL, 2005a;
BRASIL, 2005c).

As vias de formacdo e os precursores de CE em alimentos e bebidas
dependem do tipo e do seu respectivo processamento. Ele é produzido em niveis
baixos (ng L™ ou ng kg'até mg L) em alimentos fermentados, alimentos
assados e bebidas alcodlicas por meio de varios precursores, tais como acido
cianidrico, cianeto, ureia, citrulina e aminoacidos N-carbamil (incluindo fosfato
de carbamila por reacdo com etanol). (DENNIS et al., 1986; VAHL, 1993;
BELAND et al.,, 2005; BRUNO et al., 2007; EFSA, 2007; WEBER;
SHARYPOQOV, 2009; GALINARO et al., 2015).

Por ndo ser bem elucidada sua via de formagéo alguns autores acreditam
que ele venha do processo de fermentacdo, outros que sejam formados durante a
destilacdo, atribuindo a esse processo forte evidéncias da relacdo entre o tipo de
destilador (continuo ou descontinuo), constituicdo de partes ascendentes e
descendentes (cobre ou aco inoxidavel), tipo de aquecimento (direto ou
indireto), corte das fracdes (“‘cabega”, “coragdo” e “cauda”) e taxa de refluxo
durante o processo, aos hiveis de CE encontrados. No entanto, alguns estudos
apontam possivel formacdo de CE durante o envelhecimento em tonéis de
madeira (NOBREGA et al., 2009; 2011). Anjos et al. (2011) identificaram e
quantificaram o carbamato de etila em diferentes periodos de armazenamento da
cachaca em tonel de carvalho (Quercus sp) e recipiente de vidro. Pelos
resultados, observaram que CE apresentaram valores ascendente significativos

ao longo do processo de envelhecimento e armazenamento em vidro.
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Diversas técnicas tém sido descritas na literatura para analise de CE em
bebidas alcodlicas. Instrumentalmente, a determinacdo de CE em bebidas e
alimentos é limitada em funcdo dos baixos teores desse analito e também pelos
possiveis interferentes presentes na matriz. Assim, o CE pode ser determinado
diretamente ou apds pré-tratamento (clean up e/ou concentracdo) via extracdo
com solvente, extracdo em fase solida (solid phase extraction — SPE) ou por
microextracdo em fase solida (solid phase micro-extration — SPME)
(LACHENMEIER, 2005; WEBER; SHARYPOV, 2009; ANDRADE-
SOBRINHO et al., 2009; ANJOS et al., 2011; MACHADO et al., 2012).

Apesar das inimeras técnicas utilizadas para determinacgdo de CE, varios
autores tém utilizado a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
fluorescéncia (HPLC- FLD) para a sua determinacdo do mesmo em diferentes
matrizes. Esse método tem se apresentado como uma alternativa, pois apresenta
niveis de deteccdo baixos e maior rapidez na etapa de preparacdo das amostras,
ja que ndo necessita de etapas prévias de extracdo e concentracdo do analito.
Esse método envolve, como preparacdo da amostra, apenas a derivacdo préevia
do CE, permitindo, assim, sua detec¢do utilizando o detector de fluorescéncia
(ABREU; ALVES; OLIVEIRA, 2005; MADRERA; VALLES, 2009; ANJOS
etal., 2011; MACHADO et al., 2013; SANTIAGO et al., 2014a).

Os objetivos deste trabalhou foram identificar e quantificar o CE,
utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
fluorescéncia (HPLC-FLD), nas etapas do processo de producdo e no
armazenamento da cachaca em tonéis de carvalho (Quercus sp.), amburana
(Amburana cearensis), jatoba (Hymenaeae carbouril), balsamo (Myroxylon
peruiferum), peroba (Paratecoma peroba) e recipiente de vidro, sem e com

auséncia de luz.
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2 Material e métodos

Confeccédo dos tonéis

Os tonéis foram confeccionados no municipio de Ponte Nova-MG,
situado na regido Zona da Mata Mineira. As madeiras amburana, balsamo,
carvalho, jatoba e peroba foram adquiridas pela tanoaria encarregada na
fabricacdo dos tonéis. A confeccdo foi realizada com madeira nova ou virgem,
exceto a de carvalho. A madeira de carvalho foi obtida de um tonel de carvalho
europeu de 200 litros, o qual foi desmontado e lixado para sua obtencdo. Esse
procedimento foi realizado por ndo ser uma madeira nativa brasileira, ja as
demais foram adquiridas de madeireiras especializadas.

Todos os tonéis utilizados no estudo apresentavam um volume final de
20 litros cada um. Eles foram confeccionados nas seguintes dimensdes: 40 cm
de comprimento, 30 cm de altura, 102 cm de raio central e 1,8 cm de espessura
da madeira.

Apos a confeccdo, os tonéis foram curtidos com agua destilada, sendo

essa trocada a cada 5 dias até completar 30 dias.

Producao e obtencdo das amostras

As amostras utilizadas foram produzidas no alambigque da empresa
Cachaca Artesanal Jodo Mendes (JM), situada no municipio de Perdes/MG, no
periodo da safra de 2014. A variedade de cana empregada foi a RB86-7515, 0
processo de fermentacdo foi realizado com fuba e, como micro-organismo, a
levedura Saccharomyces cerevisiae. O preparo do fermento foi realizado por 5
dias e a fermentacdo do mosto de cana teve duracdo de 18 horas, em que o0 grau
Brix inicial era 20°. Apo6s o Brix zerar, o vinho foi destilado em alambique de
cobre de 1000 litros. Na destilacdo, obtiveram 15 litros para fragdo “cabega”,

180 litros para “cora¢do” e 144 litros para “cauda”. Inicialmente foram
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coletadas fragbes do caldo de cana, do mosto fermentado (Grau °Brix zerado)
para analise de CE.

Apos a destilagdo, a fragdo “coragdo” foi transferida para os tonéis de
carvalho, amburana, balsamo, jatoba, peroba e recipiente de vidro incolor, sendo
exposto em prateleira na presenca de luz (claro) e envolto com papel aluminio
(escuro). Nos tonéis foram estocados 20 litros e, nos vidros, 2 litros da bebida.
Os tonéis foram mantidos em galpdo fechado com temperatura e umidade do ar
ndo controladas, colocados na posicdo horizontal para possibilitar o maior
contato da bebida com a madeira e distanciados de outros tonéis para possibilitar
as trocas gasosas.

A cada dois meses, por um periodo de 12 meses, foram coletadas
amostras de 2 litros e encaminhadas para a realizacdo das analises fisico-
quimicas e analises cromatograficas, que foram realizadas no Laboratério de
Andlises de Qualidade de Aguardentes do Departamento de Quimica (DQI) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Analises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas e cromatograficas foram realizadas
periodicamente, em triplicata. O grau alcodlico e cobre foram realizadas de
acordo com as especificacdes estabelecidas pela Instrucdo Normativa n° 24, de
08/09/2005, do Ministério Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA)
(BRASIL, 2005b).

Determinacéao de carbamato de etila por HPLC-FLD

A metodologia utilizada para a analise do CE foi realizada de acordo
com a metodologia proposta por Anjos et al. (2011), Machado et al. (2013) e
Santiago et al. (2014a), que consiste na derivacdo prévia da amostra para a

analise dessa substancia. Os reagentes empregados para analise foram padréo de
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CE (Acros Organics), etanol, propan-1-ol, hexano, &cido cloridrico (HCI),
acetato de etila, acetato de sodio, acetonitrila grau HPLC (Merck), agua tipo | e
9-xantidrol (Acros Organics). Portanto, para garantir a qualidade analitica dos
resultados, foram realizados procedimentos para validagdo do método utilizado,
sendo avaliados os parametros linearidade, limite de deteccdo, limite de
quantificacdo e exatiddo. Os parametros foram realizados de acordo com Ribani
et al. (2004) e Santiago et al. (2014a).

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

A quantificacdo do CE foi realizada utilizando o método de
padronizacdo externa. Os comprimentos de onda de excitacdo e emissdo
empregados foram 233 e 600 nm, respectivamente. O fluxo utilizado em toda a
analise foi de 0,75 mL min™ e o volume injetado das amostras e do padréo foi de
20 pL. A eluicdo foi realizada em sistema do tipo gradiente: 0 a 5 min (40-60%
B); 5 a 10 min (60-70% B); 10 a 18 min (70-80% B); 18 a 19,5 min (80-90% B);
19,5 a 25 min (90-40% B); 25 a 30 min (40% B). A fase mével foi composta por
solugdo de acetato de sodio 20 mmol L™ (Solvente A) e acetonitrila (Solvente
B).

Para garantir a qualidade analitica dos resultados, foram realizados
procedimentos para validacdo do método utilizado, sendo avaliados os seguintes
parametros: linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo e exatiddo
(ANJOS et al., 2011; SANTIAGO et al., 2014a).
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Anélise estatistica

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema
de parcelas subdivididas no espaco. Os dados obtidos foram submetidos a
andlise de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de Schott Knott ao
nivel de 95% de confianca, usando o programa estatistico SISVAR
(FERREIRA, 2011).

3 Resultados e discusséo
Na Tabela 1, estdo representados os valores das analises fisico-quimicas,

grau alcodlico e cobre, no processo de producdo (destilacdo) e do

armazenamento das amostras.
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Tabela 1 Avaliacdo da graduacédo alcodlica e cobre no processo de destilagdo e

no armazenamento da cachaga nos tonéis em estudo.

Grau alcodlico (% viv)
Fragdo “Cabeca” = 57,000 £ 0,020a
Fragio “Coracdo” = 46,530 + 0,110b
1 Fragio “Cauda” = 19,555 + 0,405¢
Tempo de armazenamento (meses)
2 4 6 8 10 12
A 44,745aA 43,815aC 44,145aB 43,335aD 43,110aE 42,880 aF
B 44,335 b A 42,990cB  42,700eC 41,190dD 40,250eE 39,745 eF
C 44,245 bA 43,160 bC 43,300dB 42,380cD 41,650cE 41,490 cF
J 44,775aA 43,120bC  43,470cB  42,355cD 41,420dE 41,315 dF
P 44,670 aA 43,730aB 43,675bB 42,780bC 42,180 bE 42,305 bD
Cobre (mg L?)
Fragdo “Cabega” = 0,686 + 0,003a
Fragio “Coracdo” = 0,253 + 0,001b
el Fragdo “Cauda” = ND
Tempo de armazenamento (meses)
2 4 6 8 10 12
A ND ND ND ND ND ND
B ND ND ND ND ND ND
C ND ND ND ND ND ND
J ND ND ND ND ND ND
P ND ND ND ND ND ND

As médias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas e da mesma letra
maiuscula nas linhas (em relagdo a cada pardmetro) ndo diferem entre si pelo
Teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. (A= amburana, B= balsamo,
C= carvalho, J= jatoba, P= peroba). ND= ndo detectado.

Pela Legislacdo vigente, a graduacdo alcodlica para cachaca é de 38 a
48% v/v (BRASIL, 2005a). Observando os resultados descritos na Tabela 1, as
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fragdes “cabeca” e “cauda” estdo inadequadas, resultado ja esperado, visto que
ambas as fracbes ndo sdo adequadas para consumo. Apdés 12 meses de
armazenamento nos tonéis em estudo, foi possivel observar valores distintos
quanto a sua graduacdo alcoolica e em todos tonéis ocorreram diminuicao
significativa quando comparado com o valor da fragdo “coragdo”. De acordo
com Miranda, Horii e Alcarde (2006), Anjos et al. (2011) e Santiago et al.
(2014b), a diminuicdo da graduacdo alcodlica de cachagas, ao longo do
envelhecimento, ocorre por fator decorrente da perda de alcool pelos poros da
madeira do tonel e pela reagdo do etanol com outras substancias caracteristicas
da bebida. Varios parametros fisico-quimicos das cachacas tém suas
concentracdes modificadas durante o envelhecimento, devido a evaporacao
parcial do etanol e da dgua, sendo comuns perdas de alcool em torno de 3 a 4%
ao ano.

A contaminacdo por cobre é uma preocupagdo comum de produtores de
cachaca de alambique, pois os destiladores sdo confeccionados por cobre e se
eles ndo apresentarem boas condicGes e correta higienizacdo, a bebida pode vir a
ser contaminada pelo metal. A presenca desse metal se deve principalmente a
dissolucdo do carbonato basico de cobre [Cuz(OH).COs] presente nas paredes
internas do alambique pelos vapores acidos da bebida. A contaminagdo pode ser
evitada fazendo uma cuidadosa higienizacdo dos alambiques nas safras e
entressafras, utilizando &gua e limdo na primeira destilagdo ou utilizando filtros
com adsorventes, como o carvdo ativado, resinas de troca idnica e argilas
naturais (LIMA et al., 2006; NEVES et al., 2007; LIMA et al., 2009; IMA et al.,
2009; PARK et al., 2009; CANTAO et al., 2010; JANEGITZ et al., 2010;
CARDOSO, 2013; DUARTE et al., 2014; ZACARONI et al., 2015a). No
presente estudo, a contaminag@o por cobre se deu apenas nas fracdes “cabeca” e
“cora¢do”, mas elas apresentaram valores dentro do limite exigido pela

Legislacdo, que é de 5 mg L™
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Na Figura 1, esta representado o cromatograma obtido do padrdo de
carbamato de etila ap6s a injecao de 20 pL e deteccdo de fluorescéncia.

100000

CE

80000 —

60000 —

mAU

40000

20000 —

Figura 1 Cromatograma da solucdo padrdo de carbamato de etila (CE), com

deteccio de fluorescéncia. Concentragdo do padrio injetado: 100,0 pg L™

De acordo com a Figura 1, o tempo de retencdo médio obtido para o CE
foi de 13,026 + 0,193 minutos, valor préximo aquele encontrado por Anjos et al.
(2011), Zacaroni et al. (2011), Machado et al. (2013); Santiago et al. (2014a) e
Zacaroni et al. (2015b). A quantificacdo do CE nas amostras de cachaga foi
realizada por meio da constru¢do de uma curva analitica obtida por regresséo
linear (y = 11914,69x - 47197,63), sendo o coeficiente de determinacio (r?
obtido de 0,99996. Portanto, esse valor demostra a forte correlacdo linear entre a

concentragdo de CE e a &rea do pico obtida, e que de acordo com a literatura,
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valores acima de 0,99 sdo aceitaveis (SNYDER; KIRKLAND; GLAICH,
1997; HARRIS, 2008).

Os limites de detecgdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram estimados por
meio dos pardmetros obtidos para a curva analitica construida, sendo calculados
pelas respectivas relacbes matematicas: LD = 3DP/m e LQ = 10DP/m (em que,
DP = estimativa do desvio-padrdo da linha de regressdo e m = coeficiente
angular da linha de calibragdo). Para esses limites, foram encontrados os valores
de 1,86 e 6,23 pg L™, respectivamente. Sendo esses valores de LD e LQ
inferiores aos encontrados por Herbert et al. (2002) (4,2 ug L™ para LD); Park et
al. (2007) (20,0 pug L para LD); Anjos et al. (2011) (3,93 ug L e 13,09 ug LY,
Zacaroni et al. (2011) (15,7 ug L™ e 52,5 ug L), Machado et al. (2013) (6,39
ug Lt e 21,32 pug LY); Santiago et al. (2014a) (3,24 pg L™ e 10,83 pg LY,
Zacaroni et al. (2015b) (3,81 pug L™ e 11,53 pg L™) e préximo ao encontrado por
Madrera e Valles (2009) (1,64 e 3,56 ug L™).

Outro parametro avaliado foi a exatiddo, que foi feita por ensaios de
recuperacdo. A recuperacdo é a mais utilizada entre os processos de avaliar a
exatiddo, sendo definida como a propor¢do da quantidade da substdncia de
interesse, presente ou adicionada na porcdo analitica do material-teste, que é
extraida e passivel de ser quantificada (RIBANI et al., 2004; HARRIS, 2008). A
concentracdo do CE foi calculada pelo aumento das areas dos picos, obtida ap6s
a adicdo de uma quantidade conhecida dos padrdes (3 niveis de concentracao) a
3 amostras escolhidas aleatoriamente. Os valores de recuperacdo encontrados
neste estudo foram de 91% a 102%, sendo aceitaveis para esse tipo de analise
(RIBANI et al., 2004). Esses resultados estdo proximos aos encontrados por
Herbert et al. (2002), que propuseram uma metodologia nova para determinagédo
de CE por HPLC em diferentes tipos de vinho e obtiveram 96% de recuperacéo;
Abreu et al. (2005), comparando diferentes métodos na determinacdo de CE,

encontraram para técnica HPLC uma recuperacdo de 110%; Madrera e Valles
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(2009), que determinaram CE em cidras por HPLC e encontraram uma faixa de
recuperacgdo entre 94 a 98%; Machado et al. (2013) encontraram valores médios
de 94,88%, na validacdo de um método analitico para determinacdo de CE em
cachacas armazenadas em vidro e recipiente de polietileno; Santiago et al.
(2014a) determinaram CE nas etapas do processo de produgdo e no
envelhecimento de cachaca em tonéis de carvalho (Quercus sp) e amburana
(Amburana cearensis) e obtiveram valores de recuperacdo nas faixas de 87 a
108%. Além de préximos dos trabalhos citados, os valores estdo proximos de
outras pesquisas utilizando outra técnica, a GC-MS (HASNIP et al., 2007;
JAGERDEO et al.,, 2002; LACHENMEIER, 2005; LABANCA; GLORIA,;
AFONSO, 2008; NOBREGA et al., 2009; MACHADO et al., 2012; BORGES et
al., 2014).

Os resultados obtidos para a quantificacdo do CE nas amostras caldo de

cana, mosto fermentado ¢ nas fracdes “cabeca”, “coracao” e “cauda” estdo

representados na Tabela 2.

Tabela 2 Concentracdo de carbamato de etila do caldo de cana, na fermentacdo e

9 ¢

das fragOes “cabeca”, “coragdo” e “cauda”.

Amostras Carbamato de etila (ug L™)
Caldo de cana ND
Mosto fermentado <LQ
“Cabeca” 17,081a
“Coragdo” 6,319b
“Cauda” <LQ

<LQ = menor que o limite de quantificagdo. As médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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Por meio dos resultados obtidos, pode-se observar que a concentracao de
CE no processo de produgio variou de nio detectado até 17,081 pug L™, e ele
apresentou abaixo do limite permitido pela Legislagdo. Na literatura, varias
referéncias estabelecem relacdo entre os niveis de CE e seus sistemas de
producdo, e para alguns autores, o processo de destilacio € o de maior
importancia (ARESTA; BOSCOLO; FRANCO, 2001; CARDOSO, 2013;
ANJOS et al., 2011; SANTIAGO et al., 2014a).

A cana utilizada para producdo da cachacga, assim como o processo de
obtencdo do caldo e fermentacdo, ndo interferiu para a formacao de CE, pois ele
ndo foi detectado e quantificado. De acordo com Andrade-Sobrinho et al.
(2009), os niveis de CE segue a seguinte ordem, fragdo “cabega” > “coragdo” >
“cauda”, pelo fato de o carbamato ser mais soluvel em etanol (1,2 g mL™) que
em agua (0,10 g mL™). Por esse fato, torna-se previsivel que a “cabeca”
apresente uma maior concentracdo de CE, jd que ela apresentou uma maior
graduacdo alcodlica (57% v/v), tendendo o teor alcodlico da bebida a reduzir-se
ao longo do processo de destilacdo; portanto, a separacdo eficiente das fracdes
durante a destilacdo da cachaca de alambique pode ser uma alternativa na
reducdo dos niveis de carbamato. Baffa Junior et al. (2011) quantificaram a
formacdo do CE no processo de fermentacdo do caldo de cana (mosto
fermentado), nas fracBes do destilado e na vinhaca, durante a producdo de
cachaga. Os resultados médios encontrados pelos autores foram de 122 mg L™
no mosto fermentado; 59,7 mg L™ na fragdo cabeca; 52 pg L™ na fragdo coracéo;
1,57 mg L™ na fracdo cauda e 53,1 mg L™ na vinhaga. Os resultados indicaram
que o CE é formado durante a fermentagdo e sua concentracdo é aumentada
durante a destilagdo, dados que corroboram com aqueles encontrados no
presente trabalho, no qual foi possivel observar que a formacao do carbamato de

etila provavelmente ocorre no processo de fermentacéo.
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Esses resultados também corroboram aos encontrados por Santiago et al.
(2014a), Borges et al. (2014) e Mendonca et al. (2016). Santiago et al. (2014a)
avaliaram niveis de CE no caldo de cana, mosto fermentado e nas fracdes da
destilacdo. Os autores encontraram valores de ndo detectado para caldo de cana
e valores abaixo do limite de quantificacdo no mosto fermentado e nas fracGes
do destilado. Borges et al. (2014) avaliaram niveis de CE, em diferentes mostos
fermentados e destilados, de cachacas produzidas com diferentes leveduras
(espontanea e selecionada). Os autores concluiram que os niveis de CE foram
reduzidos no processo fermentativo e na destilagio quando se procede de
maneira correta. Nas fra¢des “cabeca”, foram constatados os maiores niveis de
CE. Posteriormente, Mendonca et al. (2016) determinaram os niveis de CE em
cachacas produzidas por diferentes tipos de fermentacdo e seguiram sua
formacdo durante as etapas de producdo. Os autores chegaram a conclusédo de
que as cachacas que continham farelo de arroz como nutriente durante a fase de
fermentacdo apresentaram os maiores niveis de CE, tanto no processo
fermentativo quanto no armazenamento, decorrente do fato de o farelo de arroz
conter compostos nitrogenados.

Para alguns autores, o cobre proveniente do alambique pode contribuir
para a formacdo do CE, ja que ha a possibilidade de esse metal atuar como
catalisador nas reac6es de formacéo desse contaminante (ARESTA; BOSCOLO;
FRANCO, 2001; ANDRADE-SOBRINHO et al., 2002; CARDOSO; LIMA-
NETO; FRANCO, 2003; BAFFA- JUNIOR et al., 2011; LELIS et al., 2014).
Baffa-Junior et al. (2011) mostraram correlagdes existentes entre a concentracéo
desse contaminante e parametros envolvidos durante o processo de destilagao,
tais como constituicdo de partes ascendentes e descendentes (cobre ou aco
inoxidavel), tipo de aquecimento (direto ou indireto), corte das fragdes (cabega,
coracgdo e cauda) e taxa de refluxo durante o processo. Ainda considerando esse

processo, acredita-se que os principais precursores sejam cianeto (CNY). Aresta,
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Boscolo e Franco (2001) estudaram o efeito do oxigénio dissolvido na bebida
para a formacdo de CE e o papel dos ions Cu* como catalisador para a
conversdo de cianeto a carbamato. Os autores observaram que 0 oxigénio nédo
participa diretamente da oxidacdo do cianeto a cianato; porém, é provavel que
ele esteja envolvido na oxidagdo do Cu* a Cu?*, uma reagdo bastante conhecida
por ocorrer em processos industriais.

Estudos realizados por Barcelos et al. (2007), Andrade-Sobrinho et al.
(2009), Zacaroni et al. (2011), Anjos et al. (2011) e Masson et al. (2014)
demonstraram que ndo ha correlacdo entre as concentracdes de cobre e CE em
cachaca. Portanto, devem ser investigados outros fatores e etapas do processo de
producdo que possam influenciar a formagdo do CE em bebidas, ja que a
presenca de cobre ndo se mostrou relevante para a formacgdo neste estudo.
Machado et al. (2012), com intuito de esclarecer sobre a formacdo de CE,
trabalharam com adubac&o nitrogenada na cana, na expectativa de o nitrogénio
fornecido para a cultura da cana influenciar a composicdo dos compostos
nitrogenados. Os autores concluiram que as diferentes doses de ureia e nitrato de
amdnio ndo proporcionaram um aumento na concentracdo de CE, mostrando que
durante a plantacéo e crescimento da cana ndo ocorreu a formacao do mesmo.

Os valores de CE no processo de armazenamento nos toneis de
amburana, balsamo, carvalho, jatoba e peroba e no armazenamento em vidro

estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 Concentracdo de carbamato de etila durante o processo de
armazenamento da cachaca em tonéis de amburana, balsamo, carvalho, jatoba,

peroba e em vidro.

Tempo de Carbamato de etila (ug L™)
envelhecimento
m - -
(meses) Amburana  Balsamo Carvalho Jatoba Peroba Vidro Vidro
(com luz) (sem luz)

2 <LQ <LQ <LQ 8,190eA  7,520fB <LQ <LQ
4 <LQ <LQ 7,339 dB 9222dA  9,275eA <LQ <LQ
6 6,489 cC <LQ 8,186 cB 9,599 bA 9,574 dA <LQ <LQ
8 6,652 bD <LQ 9,199 bC 9,458¢cB 10,126 cA <LQ <LQ
10 9,540 aD <LQ 9,940 aC 10,317aB 10,775 bA <LQ <LQ
12 9,501 aD <LQ 9,815aC 10,299aB 11,763 aA <LQ <LQ

<LQ = menor que o limite de quantificacdo. As médias seguidas pela mesma letra
mindscula nas colunas e da mesma letra maidscula nas linhas ndo diferem entre si pelo
Teste Scott-Knott ao nivel de 5% de robabilidade.

Pelos resultados obtidos, pode-se constatar que a concentracdo de CE
nas amostras de cachaca analisadas variaram de <LQ a 11,763 pg L, para o
acompanhamento realizado com as cachacas armazenadas nos tonéis de
madeiras, e menor gque o limte de quantificacdo para a cachaca armazenada em
recipiente de vidro, tanto na presenga quanto na auséncia de luz.
Estatisticamente, a concentracdo de CE, em todas as madeiras, apresentaram
aumento em sua concentra¢do com o passar do tempo de armazenamento; apos
12 meses, os niveis de CE demostraram valores distintos para cada tipo de
madeira utilizada. Nota-se que, mesmo havendo um aumento na concentracéo de
CE ao longo do periodo de armazenamento, a concentragao desse contaminante
esteve muito inferior ao limite maximo estabelecido pelo MAPA (210 pg L™).
Diversos trabalhos com cachagas tém demonstrado a presenca de CE acima do
limite maximo estabelecido pela Legislacio (BARCELOS et al., 2007;
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LABANCA; GLORIA; AFONSO, 2008; BAFFA-JUNIOR et al., 2007;
ZACARONI et al., 2011; MASSON et al., 2014; LELIS et al., 2014).

Apesar da baixa concentracdo encontrada ao longo dos 12 meses, nota-
se uma tendéncia de estabilizacdo na concentracdo do CE para as cachagas
armazenadas nos tonéis de amburana, carvalho e jatoba. Esses resultados ndo
corroboram aos obtidos por Anjos et al. (2011), que avaliaram a concentracdo de
CE durante o0 armazenamento da cachaga em tonel de carvalho (Quercus sp) e
recipiente de vidro. Os autores observaram uma diferenca significativa na
concentracdo de CE para ambos os procedimentos, percebendo-se um aumento
mais expressivo na concentragao desse composto para a cachaga armazenada em
recipiente de vidro. Anteriormente, Madrera e Valles (2009), avaliando CE em
outra matriz, apontaram um aumento progressivo na concentracdo desse em
cidras submetidas a diferentes niveis de maturacdo. Santiago et al. (2014a),
avaliaram CE em cachacas armazenadas em tonéis de amburana e carvalho por
um periodo de 12 meses, e 0s autores constataram que a concentracao de CE se
manteve estabilizada e menor que o limite maximo permitido pela Legislacdo
desde 0 1° més de envelhecimento.

A formacdo de CE em cachacas durante o envelhecimento em tonel de
madeira ocorre de maneira gradativa, por meio da reagdo entre o etanol e a ureia
formada pela degradacdo de precursores nitrogenados, intrinsecos do processo
de producdo da bebida, sendo os principais deles os aminoacidos arginina,
ornitina e citrulina. Além desses, outros compostos nitrogenados tém sido
estudados como possiveis precursores para a formacdo do CE antes e ap6s o
processo de destilagdo, como € o caso do fosfato de carbamila e do ion cianeto
(POLASTRO et al., 2001; BRUNO et al., 2007; WEBER; SHARYPOV, 2009).

Analisando os resultados das cachagas armazenadas em vidro, pode-se
dizer que ndo sofreram a influéncia do material e da luminosidade na formacéo

de CE. Esses resultados corroboram com os encontrados por Andrade-Sobrinho
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et al. (2009), Galinaro e Franco (2011) e ndo corroboram com 0s encontrados
por Zacaroni et al. (2015b). Andrade-Sobrinho et al. (2009) simularam o tempo
de “descanso” da cachaga, como também o tempo de permanéncia da bebida na
prateleira, antes de seu consumo, e constataram que a concentracdo de CE ap0ds
36 meses de estocagem da cachaga variou de -5,3 a 6,7%, sugerindo a
estabilidade na concentracdo desse composto apds a sua formacdo. Galinaro e
Franco (2011) analisaram o CE em 15 amostras de aguardentes coletadas in loco
em diferentes destilarias, avaliando pardmetros como presenca e auséncia de luz,
temperatura e bidestilacdo da bebida. De acordo com os resultados, 0s autores
ndo encontraram diferencas significativas na concentracdo de carbamato entre as
amostras irradiadas e ndo irradiadas com luz solar, descartando a hipdtese de
haver um provavel precursor ativado fotoquimicamente. Posteriormente,
Zacaroni et al. (2015b) estudaram a influéncia da luz natural na concentragdo de
CE em cachagas envelhecidas em barris de madeira e armazenadas em garrafas
de vidro por um periodo de 6 meses. Todas as amostras apresentaram uma
concentracdo CE abaixo do limite estabelecido pela Legislacdo brasileira. A
maior concentracdo encontrada foi de 79,70 pg L™ e 70% das amostras exibiram
uma influéncia da luz ou da auséncia de luz na analise desse composto. Com

isso, inferiram que a luz pode influenciar na formacdo desse composto.

4 Concluséo

Nas analises fisico-quimicas, as fragdes “cabega” e “cauda” estdo
inadequadas & Legislagdo, quanto aos teores de grau alcodlico e, no presente
trabalho, ndo ocorreu contaminagdo por cobre. Ap6s 12 meses de
armazenamento nos tonéis de madeira, as cachagas apresentaram valores

distintos e uma diminuig¢do quanto & sua graduacdo alcoolica.
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A concentracdo de CE néao foi detectada no caldo de cana, mostrando
gue a variedade da cana e a moagem nao influenciaram na sua formacdo. Na
etapa de fermentacdo e destilacdo, os niveis de carbamato variaram de <LQ a
17,081 pg L™. No armazenamento em tonéis, contatou-se, que ao longo dos 12
meses, 0s niveis de CE aumentaram e seb apresentaram distintos quanto ao tipo
de madeira. As bebidas estocadas no vidro, com presenca ou auséncia de luz,
apresentaram valores abaixo do limite de quantificagdo, demonstrando que o
material e a luminosidade ndo afetaram a formacéo de carbamato de etila.

De modo geral, tanto nas analises fisico-quimicas como nas
cromatogréaficas, todos os parametros avaliados demonstraram ser favoraveis
para que as bebidas produzidas fossem aceitaveis ao consumo. Apesar dos bons
resultados encontrados neste trabalho, varios estudos ainda sao necessarios para
elucidar o caminho de formacdo do CE em alimentos fermentados e bebidas

como cachaca.
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