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RESUMO

No presente trabalho objetivou-se caracterizar e quantificar quatro
contaminantes (carbamato de etila, 2,3-butanodiona, furfural e 5-
hidroximetilfurfural) presentes em cachaga de alambique e industrial. Foram
coletadas quarenta e quatro amostras de cachagas nas regides do sul, centro-
oeste, sudeste de Minas Gerais e no estado de Sao Paulo, sendo posteriormente
submetidas as analises fisico-quimicas e cromatograficas. As andlises fisico-
quimicas foram realizadas conforme metodologia descrita pelo Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA). O carbamato de etila, 2,3-
butanodiona, furfuaral e S5-hidroximetilfurfural foram caracterizados e
quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Pelos
resultados das analises de carbamato de etila, verificou-se que duas amostras de
cachacas de colunaapresentaram fora dos padrdes exigidos pela legislagdo, com
valores de 245,31 a 235,53 ug L' e nenhuma das amostras de cachaga de
alambique apresentaram concentragdo superior a 210,0 pug L, sendo que o
método utilizado é muito sensivel com baixos limites de deteccdo e
quantificagdo. Na determinacao de 2,3-butanodiona, foi possivel perceber que
as cachagas de coluna apresentaram niveis mais elevados do contaminante
quando comparadas com as cachacas de alambique. Na quantificagdo do furfural
e do 5-hidroximetilfurfural foi desenvolvido e validado um método analitico. As
amostras de cachacas de coluna apresentaram valores superiores ao limite
estabelecido pela legisla¢do brasileira que variaram e 7,00 a 5,63 mg/100 mL de
alcool anidrico em relagdo as cachagas de alambique.

Palavras-chave: Aguardente de cana, Carbamato de etila. Furfural, 5-
hidroximetilfurfural, 2,3-butanodiona.



ABSTRACT

In the present study aimed to characterize and quantify four contaminants (ethyl
carbamate, 2,3-butanedione, furfural and 5-hydroxymethylfurfural) present in
alembic cachaga and industrial. Were collected forty-four samples of cachaga in
the southern regions, the Midwest, southeast of Minas Gerais and Sao Paulo
state, and subsequently subjected to physical, chemical and chromatographic
analyzes. The physicochemical analyzes were performed according to the
methodology described by the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply
(MAPA). The ethyl carbamate, 2,3-butanedione, furfuaral and 5
hydroxymethylfurfural were characterized and quantified by high-performance
liquid chromatography (HPLC). The results of the ethyl carbamate analysis, it
was found that both samples showed column cachagas outside the standards
required by law, with the values 245.31 235.53 L ug and none of the liquor
samples alembic showed concentration greater than 210.0 ug L™, and the method
is very sensitive to low limits of detection and quantification. In determining
2,3-butanedione, it was revealed that the column cachacas showed higher levels
of contaminants when compared to cachaca alembic. In the quantification of
furfural and 5-hydroxymethylfurfural was developed and validated analytical
methods employed to high-performance liquid chromatography (HPLC) with
DAD detector. Samples column cachagas showed higher values than the limit
established by Brazilian legislation and ranged from 7.00 to 5.63 mg / 100 ml of
anhydrous alcohol over the alembic cachaga.

Keywords: Brandy cane, ethyl carbamate. Furfural, 5-hydroxymethylfurfural,
2,3-butanedione
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1. INTRODUCAO

A cachaga ¢ um dos destilados mais consumidos em nosso pais, € obtida
do caldo de cana fermentado e suas denominagdes variam de acordo com a
regido do pais. Sua produgdo anual ¢ de aproximadamente 1,6 bilhdes de litros
dos quais 90% sao provenientes da producdo industrial e 10% da cachaga de
alambique (SEBRAE, 2014). O estado de Minas Gerais destaca-se como o maior
produtor de cachaca de alambique do pais, representando 44% da produgéo
nacional. Atualmente pesquisas e projetos estdo sendo desenvolvidos visando a
qualidade do produto, aprimoramento das praticas de fabricacdo que resultem
em produtos padronizados e com qualidade comprovada nos aspectos fisico-
quimicos e sensoriais. No entanto, a produ¢ao de cachaca com qualidade requer
um aprimoramento técnico e cientifico das etapas de produgdo, com estudos e
pesquisas nas areas de desenvolvimento genético de mudas de cana, corte e
manejo, fermentacdo, destilagao e envelhecimento (SEBRAE, 2014).

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

Os dois processos de destilagdo do vinho (mosto fermentado)
mais utilizados para a produg@o de cachaga sdo a destilacdo em alambique de
cobre (destilacdo em batelada) e a destilacdo em coluna (destilagdo continua)
(SERAFIM et al.,2012).

Na destilagdo em alambique, o destilado é dividido em trés fragdes:
cabeca, coracdo e cauda; na destilacdo realizada em coluna de ago inoxidavel

ndo ocorre a separa¢do do destilado em fragoes, pelo fato de que este sistema ¢
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continuo, ou seja, a alimentagdo da coluna com vinho e a saida do destilado
acontecem simultaneamente e durante todo o processo. Outro fator importante
na destilagdo em coluna ¢ a quantidade de pratos teéricos que esta possui. Um
alambique simples possui apenas um prato. Quando se analisa cachaca industrial
e de alambique nota-se grandes diferengas de perfis quimicos entre as mesmas
podendo ser atribuidas também aos diferentes procedimentos da etapa
fermentativa, nos quais os caldos de cana foram submetidos € ndo somente ao
processo de destilagao.

E conhecido que o processo de produgdo de cachagas em alambique e
em colunas pode influenciar a composi¢do quimica e, consequentemente, afetar
a qualidade sensorial do produto final. Entretanto, poucos sdo os exemplos
encontrados na literatura para o caso da aguardente de cana. Em alguns estudos
relacionam algumas influéncias nas formagdo de carbamato de etila, furfural,
acetaldeido e outros contaminantes devido ao processo de destilagdo, separacdes
das fracdes e também a geometria do destilador. O presente trabalho teve
como objetivos analisar amostras de cachacgas/aguardentes de cana de coluna e
de alambique produzidas nas regides sul, centro-oeste, sudeste de Minas Gerias
e no estado de Sdo Paulo quanto a presenca de contaminastes como o carbamato
de etila, furfural, 5-hidroximetilfurfural e 2,3-butanodiona, validar o método
analitico para a quantificagdo do furfural ¢ do HMF que sdo compostos que
possivelmente sdo transferidos ou formados em alguma etapa do processo de

produgao.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Histéria da cachaca
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A cachaca surgiu no século XVI, juntamente com a historia do Brasil
com a vinda dos portugueses e as primeiras plantagdes de cana-de-agucar. Os
primeiros relatos sobre a fermentagdo vém dos antigos egipcios, os quais
julgavam que a inala¢do de vapores de liquidos aromatizados e fermentados,
absorvidos diretamente do bico de uma chaleira, num ambiente fechado, curava
varias moléstias. Os escravos que trabalhavam nos engenhos perceberam que os
restos de caldos deixados nos tachos que eram utilizados para a fabricagdo de
agtcares fermentavam, produzindo um liquido, que quando ingerido, os
alegravam e animavam, fazendo-os esquecer dos maus tratos sofridos pelos
senhores de engenho (CARDOSO, 2013).

A aguardente foi para a Europa e para o Oriente Médio, pela forca da
expansdo do Império Romano. Foram os &rabes que descobriram os
equipamentos para a destilacdo, semelhantes aos que conhecemos hoje. A
tecnologia de produgdo espalhou-se pelo velho ¢ novo mundo. Na Italia, o
destilado de uva ficou conhecido como Grappa. Em terras germanicas, destilou-
se, a partir da cereja, o kirsch. Na Escocia, ficou popular o whisky, destilado da
cevada sacarificada. Na Russia, a vodka foi produzida do centeio. Na China e
Japdo, o saké foi feito do arroz; Portugal também absorveu a tecnologia dos
arabes e destilou a partir do bagaco de uva, a bagaceira.

No século XIX e inicio do século XX, a elite e a classe média, buscando
demonstrar sua identificagdo com a cultura europeia, desenvolveram um forte
preconceito contra os habitos ¢ costumes brasileiros. A aguardente de cana
passou a ser considerada uma bebida de baixa qualidade, destinada ao consumo
dos menos favorecidos, tanto financeiramente quanto intelectualmente. Contudo,
esse panorama comegou a se alterar com a Semana da Arte, em 1922, quando
ocorreu um resgate da brasilidade, ou seja, da valorizagdo da cultura brasileira

(SEBRAE, 2014).
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Atualmente a cachaga ¢ uma bebida brasileira que atinge todo o mercado
nacional e internacional, recebendo o nome proprio “Cachaca do Brasil” e a ela
sdo voltados varios planos e projetos do governo, contribuindo, assim, com a

economia do pais (CARDOSO, 2013)

2.2 Aspectos gerais da cachaca

No Brasil, o mercado de bebidas alcoolicas é dividido em bebidas
fermentadas (cerveja e vinho) e bebidas fermento-destiladas (cachaga, uisque e
vodca). Entre o volume total de producdo de 14,9 bilhdes de litros, a maior
participagdo ¢ da cerveja (88,9%), seguida pelos destilados (7,5%), ficando o
restante do mercado para as demais bebidas (3,6%). Entre as bebidas destiladas,
a cachaca ocupa a primeira posi¢ao no Brasil (SEBRAE, 2014).

A cachaca ¢ a segunda bebida alcodlica mais consumida em territorio
nacional, sendo superada apenas pelo consumo de cerveja. A producao nacional
¢ contabilizada em cerca de 1,6 bilhdo de litros por ano, entretanto estima-se que
a produgdo real seria de aproximadamente 2,0 bilhdes litros/ano, quando se
considera o mercado informal do destilado. Tais niumeros estdo representados
por mais de quatro mil marcas diferentes de aguardentes e de aproximadamente
40 mil produtores, majoritariamente distribuidos por nove estados com 4.000
marcas (IBRAC, 2014).

A cadeia produtiva da bebida gera mais de 600 mil empregos diretos e
indiretos. Entre os estados brasileiros, Sao Paulo ¢ o maior produtor, seguido por
Pernambuco, Ceara, Minas Gerais e Paraiba, sendo Minas Gerais o maior
produtor da bebida de alambique. Menos de 1% da produgdo é exportada, a
cachaca ¢ comercializada para mais de 60 paises. Em 2014, a base de empresas

exportadoras foi composta por mais de 90 empresas, que exportaram um total
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8,06 milhdes de litros, gerando uma receita de US$ 14,99 milhdes. Os principais
mercados de destino da bebida foram: Alemanha, Portugal, Estados Unidos,
Franga e Paraguai (IBRAC, 2014).

Na produgdo de aguardente industrial, a bebida é destilada em colunas
de aco inox conhecidos como aparelhos continuos; ¢ uma destilacdo sistematica,
por torres ou colunas de destilagdo, sendo as empresas produtoras de médio e
grande porte, com capacidade de producao entre 10.000 e 100.000 litros/ dia. As
cachagas de alambique sdo destiladas em alambiques de cobre, em baixa escala
de produgdo, com uma média entre 100 e 1.000 litros/dia, podendo chegar a um
maximo de até 2.400 litros. Essa destilagao pode ser efetuada em alambiques de
um dois ou trés corpos (RECHE e FRANCO, 2009; DIAS, 2013).

Com base no volume produzido de cachaga, destacam-se também os
estados produtores de Sdo Paulo, Pernambuco e Ceara, que sdo responsaveis por
cerca de 70% de toda produ¢do de cachaga industrial (Quadro 1). Os Estados de
Minas Gerais, Rio de Janeiro, Bahia concentram a producdo de aguardente de
“alambique”. O estado mineiro e o fluminense contribuem com mais de 50% de
toda a producdo de cachaca de alambique em todo territdorio nacional
aproximadamente 300 milhoes de litros (IBRAC, 2014).

Dados do Instituto Brasileiro da Cachaga (IBRAC), mostram que no
ano de 2014, a cachaca foi exportada para 60 paises, por aproximadamente 90
empresas, gerando uma receita de US 14.99 milhdes. Tal valor corresponde a
um aumento de 10% em volume exportado a mais quando comparado ao ano de
2013. A Alemanha, Portugal, Estados Unidos, Franca e Paraguai sdo os
principais importadores (IBRAC, 2014).

A produgdo nacional de cachaga ¢ fruto de uma tradicdo centenaria,
caracterizada por pequenas empresas familiares, destilarias de médio e grande

porte, além de distribuidores independentes. Como ndo existe um controle
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oficial das diversas etapas da producdo, diferentes métodos de produzir a
aguardente tém sido aplicados, propiciando a producdo de uma bebida com
caracteristicas quimicas ¢ sensoriais diversificadas (MUTTON ¢ MUTTON,
2010; e LIMA, 1999).

Estado Produtores Produc¢ao Nacional (%)

Sdo Paulo 45
Pernambuco 12
Ceara 11

Rio de Janeiro 8

Goias 8

Minas Gerais 8
Parana 4

Bahia 2
Paraiba 2,0

Quadro 1 Porcentual de Producdo de Aguardente industrial dos Principais Estados
sBrasileiros Produtores de Aguardente (IBRAC, 2014)

2.3 Cachaca X Aguardente de cana

De acordo com o Decreto Federal 4.851 de 2003, baseado na portaria
371 do Decreto original n° 2314, de 04/09/1997, dispde sobre a padronizagio,
classificagdo, registro, inspe¢do, producdo e a fiscalizacdo de bebidas. Nesse
decreto, complementado pela Instru¢do Normativa de n° 13, de 30 de junho de
2005, tem-se a aprovacdo do Regulamento técnico para fixagdo dos Padroes de
Identidade e Qualidade (PIQ’s) para Aguardente de Cana e para Cachaga, ¢ suas

definigoes.
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De acordo com essa instru¢do normativa, Aguardente de cana ¢ a
bebida com graduagdo alcodlica entre 38% e 54% v/v a 20°C, obtida do
destilado alcodlico simples de cana-de-agucar ou pela destilagio do mosto
fermentado do caldo de cana-de-acticar, podendo ser adicionada de agucares em
até 6,0 g L', expressos em sacarose. Cachaca é a denominagdo tipica e
exclusiva da aguardente de cana produzida no Brasil, com graduagédo alcoodlica
entre 38% e 48% v/v a 20°C, obtida pela destilacdo do mosto fermentado do
caldo de cana-de-agucar, com caracteristicas sensoriais peculiares, podendo ser
adicionada de aglicares em até 6,0 g L™, expressos em sacarose (BRASIL,

2005).

2.4 Processo produtivo da cachaca de alambique

A cachaca de alambique corresponde a um produto que é produzido em
menor volume em relagdo a aguardente industrial, sendo obtida em alambiques
de cobre a partir da destilagdo do mosto fermentado de cana-de-agticar, sem
adicdo de aglcar, corante ou qualquer outro ingrediente (OLIVEIRA et al.,
2004).

A cachaca produzida nos alambiques utiliza cana cortada, moida,
geralmente, inteira em um ou dois conjuntos de moenda, sendo o caldo puro
resultante colocado a fermentar em dornas, fermentagdo essa conseguida na
maioria das vezes, através do fermento natural que acompanha a cana vinda da
lavoura. O vinho (mosto fermentado) ¢ finalmente destilado em alambiques de
cobre resultando no destilado, a cachaga. (OLIVEIRA et al., 2004).

No processo de fabricac¢do da cachaga de alambique, t€ém-se as seguintes
etapas: plantio da cana de agucar, colheita da matéria-prima, moagem,

preparagdo do mosto, fermentacio do mosto, destilacdo, descanso,
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armazenamento/envelhecimento, engarrafamento e comercializagdo
(CARDOSO, 2013). O fluxograma representado na Figura 1 ilustra a cadeia

produtiva de cachaga de alambique.



Cana-de-acicar

v

Corte, despalha e
transporte

Moagem

Bagaco

Agua para diluicio ¢ Leveduras

¢ Filtragem

Caldo bruto

Mosto

\ 4

Pé de cuba

Fermentacao do
mosto

¢ Vinho

Sedimentacio

Pé de cuba

¢ Vinho decantado

Destilaciao

Vinhoto

Cabeca

v

Coracao

\ 4

Cauda

Descanso

Armazenamento/
Envelhecimento

v

Engarrafamento

v

Comercializagao

Figura 1 Fluxograma do processo produtivo da cachaga de alambique. Fonte: Cardoso, 2013
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2.5 Matéria-Prima

A qualidade na produgdo da cachaga comega na escolha da variedade de
cana-de-agucar, visto que, ¢ uma tecnologia importante no processamento da
bebida. Corresponde a um fator capaz de proporcionar aumentos significativos
na produtividade agricola e industrial, sem aumento de custos de produgdo
(ANDRADE, 2013).

A variedade de cana-de-agucar ¢ a base que sustenta todas as demais
tecnologias de produgdo e processamento da matéria-prima, por isso, sua escolha
deve ser preferencialmente orientada por especialista da area, haja vista as
inimeras particularidades relativas ao manejo delas. No Brasil, o cultivo das
primeiras mudas de cana ocorreu em 1532 na ilha da Madeira, Capitania de Sao
Vicente, proximo a cidade de Santos, no estado de Sao Paulo, onde foi fundado
o primeiro engenho para produzir agucar, com o nome de S@o Jorge dos Erasmos
(ANDRADE, 2013).

A cana-de-agicar ¢ uma planta pertencente a classe das
monocotiledoneas, familia Poaceae (Gramineae), género Saccharum e espécie
Saccharum spp. O nome atual da espécie € relacionado ao fato de que todas as
variedades de cana atualmente cultivadas no mundo sdo para producdo na area
alimenticia (ac¢ucar, melado, rapadura e a cachaga), na alimentacdo animal
(forragem), e na producao de combustivel (etanol) (ANDRADE, 2013).

A composi¢ao quimica da cana-de-agicar ¢ muito variavel; porém,
qualitativamente ela se assemelha em todas as variedades. Os colmos sdo
constituidos basicamente por agua (74,5%), matéria organica (25%) e matéria
mineral (0,5%); além disso, esses constituintes ndo se encontram nas mesmas
propor¢des nas diferentes partes do colmo. Os solidos soltveis (°Brix) podem

ser caracterizados como aglicares ¢ ndo agUcares (organicos € inorganicos).
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Entre os aglicares, a sacarose ¢ 0 componente mais importante, com um teor
médio no caldo em torno de 18%, seguida da glicose (0,4%) e frutose (0,2%),
(ANDRADE, 2013).

A obtencdo de caldo de cana ¢ realizada por trituragdo da matéria-prima
com auxilio de moendas, seguido de filtragdo e decantacdo para a retirada de
material particulado como impurezas. A garapa, como também ¢é chamado o
caldo de cana, apresenta em sua composicdo dgua (65%-75%), agticares (11-
18%), ¢ em menores quantidades, substancias nitrogenadas, ceras, lipidios,
pectinas, materiais corantes (clorofila, antocianinas, compostos polifénolicos) e
sais minerais. Seu pH ¢ ligeiramente &cido (4,8-6,0) e a alta concentragdo de
nutrientes favorece o desenvolvimento de micro-organismos. Antes de ser
levado para a proxima etapa (fermentacgdo), o caldo de cana precisa ser diluido
com agua potavel, abaixando a concentragdo de acucares para 15 ou 16 °Brix,
visto que, em concentracdes elevadas, pode inibir o metabolismo das leveduras.
Por fim, o caldo limpo e diluido passa a ser chamado de mosto, estando pronto
para a adicdo do fermento (MARTINI et al., 2011; SCHWAN, DIAS, DIAS,
2013).

Quando ocorre a queima do canavial ocorre danos ndo s6 na
produtividade da bebida, mas também nas quantidades e na preservacdo dos
nutrientes do solo, podendo afetar ao longo do tempo a propria cultura. Com a
finalidade de reduzir essa agdo, o Decreto-lei Estadual n® 47.700, de 11 de margo
de 2003, do estado de Sao Paulo, regulamenta a Lei Estadual n® 11.241, de 19 de
setembro de 2002, na qual foram determinados prazos para a eliminagdo
gradativa do emprego do fogo para despalha da cana-de-a¢ticar nos canaviais
paulistas, estabelecendo prazos, procedimentos, regras e proibi¢des, a fim de

regulamentar as queimas em praticas agricolas (SEBRAE, 2014).
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Deve considerar também que o intervalo entre o corte e a moagem, este
ndo deve ser superior a 24 horas. O correto ¢ que a cana colhida seja usada no
mesmo dia, pois a matéria-prima pode sofrer uma deterioragdo fisioldgica,
resultante da respiragdo, causando depreciacdo do produto e favorecendo a agédo
de micro-organismo de pode desqualificar o produto final. E importante os
colmos estarem limpos (sugere-se a retirada dos ponteiros da cana, em func¢do do
seu baixo teor de aglcar, e alta quantidade de resinas e gomas), além do cuidado
com a graxa de lubrificacdo das moendas, para que ela ndo contamine o caldo

durante o processo de moagem (SEBRAE, 2014; CARDOSO, 2013).

2.6 Fermentacao

A diversidade de micro-organismos envolvidos no processo de
fermentag@o espontinea para a producgdo da cachaga pode ocasionar oscilagdes
na qualidade e com isso acarretar a falta de padronizagao na qualidade da bebida
produzida ao longo da safra. O uso de levedura selecionada, tanto para a
produgdo de cachaca de alambique ou de coluna tendo o indculo inicial na etapa
de fermentagdo da bebida, apresenta inumeras vantagens, como também permite
minimizar as contaminagOes indesejaveis, reduz o tempo de fermentagio,
aumenta o rendimento alcodlico e o produto final serd uniforme e de melhor
qualidade.

Existem, dois tipos de processos de fermentagdo alcoolica utilizados
pelas industrias de cachagas: descontinuo (cortes, Melle-Boinot ¢ Melle-Boinot-
Almeida) ¢ semicontinuo (decantag¢do). Todavia, de maneira geral leveduras
Saccharomyces cerevisiae de diferentes tipos de cepas sdo capazes de coexistir
em diferentes areas, mesmo as mais remotas, ¢ metabolizar a glicose, obtida

através da atividade catalitica da invertase sobre a sacarose presente na cana. As
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leveduras descarboxilam o acido piruvico a CO2 e acetaldeido pela agdo da
enzima piruvato descarboxilase. Sequencialmente, ocorre rea¢do de redugdo do

acetaldeido a etanol catalisado pela alcool-desidrogenase, enquanto o NADH ¢

oxidado a NAD" formando principalmente etanol e gas carbonico representado

nas figuras 2 e 3. (MENDES et al., 2013; BADOTTI et al., 2013).

CpH»,0q + Hzom 4C,HsOH + 4CO, + comp. secundarios
sacarose etanol

Figura 2 Equagao simplificada do processo fermentativo.

2 NAD 2ADP + 2P
2NADH> ‘) 2ATP

Figura 3 Sintese da via de fermentacdo alcoolica.
Fonte: Adaptado de Bortoletto, 2013.

As leveduras além de liberar etanol em maior quantidade (SILVA et al.,
2009; DUARTE, AMORIM, SCHWAN, 2012) também convertem parte dos

agticares do mosto em compostos secundarios, que sdo responsaveis pelas
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caracteristicas sensoriais da bebida. Dentre estes ¢ possivel identificar mais de
200 analitos distribuidos em: acidos organicos, alcodis superiores, aldeidos,
ésteres, entre outros (DUARTE et al., 2011). A fermentagdo alcodlica deve ser
conduzida em condi¢des adequadas de concentragdo de aglicares e temperatura
aproximada de 26°C a 32°C. Além disso, deve se controlar o pH bem como a
higiene do processo, circunstancias essenciais para garantir os melhores
rendimentos fermentativos e evitar proliferagdo bacteriana, com formagao de
acidos butirico e acético e dextranas (GALINARO, FRANCO, 2011).

Estudos apontam que a utilizagdo de linhagens selecionadas de S.
cerevisiae como iniciadoras do processo de fermentacdo possibilitard a
indicagdo de leveduras apropriadas ao processo de producgdo de cachaga com
caracteristicas quimicas desejaveis a bebida e com potencial para serem
utilizadas em escala de alambique ou industrial. Além de permitir a manutengao
e padronizacdo da qualidade da bebida produzida, bem como possibilitar o
desenvolvimento biotecnologico do processo produtivo da bebida e,
consequentemente, agregar valor a cachaga e proporcionar um maior incremento
financeiro ao produtor.

A levedura a ser utilizada no processo de fermentacdo devera ter
caracteristicas especificas bem definidas, como alta velocidade de fermentacao,
osmotolerancia, tolerancia a etanol, habilidade para produzir altas concentragdes
de etanol, alta viabilidade celular para reciclagens repetidas, resisténcia a altas
temperaturas e capacidade de produgdo de compostos aromaticos (ALENCAR et
al., 2009). Portanto a escolha de parAmetros que levem a escolha de cepas que se
adaptem as condi¢Ges de producdo e que contribuam para manter ¢ melhorar a
qualidade da cachaga é um tema ainda pouco explorado ¢ merecedor de muitos
estudos.

Observa-se a finalizacdo do processo de fermentacdo quando a glicose,
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substrato das leveduras, apresenta esgotamento identificado através de analise do
°Brix do vinho, denominagdo do fermentado alcodlico do mosto. Nesta situagao,
a superficie do mosto ndo apresenta espuma pela diminui¢do do desprendimento
de CO2, além de reducdo da temperatura e aumento de acidez (VENTURINO
FILHO, 2010).

2.7 Destilacao

A destilagdo ¢ um processo de purificacdo do vinho. Sua principal
finalidade ¢ a separacdo dos componentes volateis presentes por meio de um
aquecimento do liquido e posterior condensacao dos vapores formados. Durante
a destilagdo, ocorrem varias reagdes quimicas, tais como hidrolise, esterificacao
e acetilagdo, que sdo induzidas pelo calor. Dependendo de como a destilagdo ¢
conduzida diversos compostos serdo carregados pelo vapor para a bebida,
influenciando diretamente a qualidade da cachaga produzida (CARDOSO,
2013).

O vinho produzido ¢ constituido majoritariamente por agua (com
concentragdo entre 89 e 94% v/v), etanol (5 a 8% v/v) e demais compostos
secundarios (menos de 1 % v/v) em sua fracdo volatil. Ja sua fracdo nao volatil
ou fixa ¢ composta pelos extratos do mosto, sélidos em suspensao oriundos da
decomposicdo de leveduras e bactérias, e substancias ndo soliveis presentes no
préprio mosto como o bagacilho, pequenos fragmentos do bagago obtidos no
processo de moagem (NOGUEIRA, VENTURINO FILHO, 2005; VOLPE,
2013). A retirada do vinho ocorre normalmente por gravidade das dornas de
fermentacgdo e levado diretamente para destilagdo em alambique (cobre, ago inox
ou misto) de forma descontinua ou em colunas de ago inox ou com ago inox e

partes de cobre (alto ou baixo grau) de forma continua (GALINARO, 2011).
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Em média ¢ possivel produzir um destilado de aguardente de cana (38%
a 54 % v/v) a partir de um vinho com 7% a 8 % (v/v). Isto ocorre devido ao
aquecimento do vinho nos destiladores, formando vapores ricos em etanol e
compostos secundarios, com posterior condensagdo por resfriamento retornando
a fase liquida do combinado mais concentrado. Este produto manufaturado
compreende a aguardente de cana, ou seja, uma bebida com abundancia de
compostos volateis. A parte quantitativa em agua e em substancias fixas do
vinho ¢ conhecida como vinhaga vinhoto ou garapdo, que permanece na panela
do alambique (SORATTO, VARVAKISII, HORII, 2007; BRUNO, 2012). O
processo de destilagdo além de concentrar os constituintes volateis da
fermentacdo do mosto, também ¢ capaz de formar novos compostos
principalmente por desidratagdo, esterificacdo e acetilagdo. Os congéneres
derivados da reagdo de Maillard, tais como alguns heterociclicos: pirazinas, e
compostos furdnicos produzidos da degradagcdo de aglcares residuais, estdo
também relacionados com aromas, como o cacau e caramelo, respectivamente.
Os teores de tais substincias sdo muito mais elevados em aguardentes de
alambiques que sdo expostos ao calor intenso por periodos mais prolongados
(CANUTO, 2013).

O material presente na fabricacdo dos alambiques artesanais ¢ o cobre.
Esse metal ¢ utilizado por apresentar algumas caracteristicas vantajosas, como
maleabilidade (consegue trabalhar facilmente com esse metal); boa condugao
térmica (o calor recebido em um ponto se dissipa rapidamente por toda a
superficie); resisténcia a corrosdo (ocasionada pelo fogo e pelo vinho) e
melhoria sensorial da bebida (reagdes favoraveis no componente do vinho sio
catalisadas) (CARDOSO, 2013). Quando ndo ocorre assepsia de forma
adequada, as bebidas produzidas por alambique de cobre podem apresentar

niveis elevados do metal, a contaminagdo por cobre ocorre nas partes
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descendentes do alambique, sendo a serpentina a responsavel pela maior
contaminagao; assim, o uso de serpentina de inox reduz significativamente os
niveis de cobre presentes na cachaca (MAIA, CAMPELO, 2006).

O aparato de utilizagdo para destilagdo tem influéncia direta nas
caracteristicas sensoriais e¢ quimicas da bebida (RECHE et al.,, 2007).
Adicionalmente, a forma na qual estes equipamentos sdo operados ¢ capaz de
alterar o produto final. Assim, a destilacdo do vinho apresenta trés principais
objetivos: realizar extragdo de compostos volateis; promover concentracdo
seletiva dos compostos organicos volateis desejaveis e eliminagdo seletiva dos
compostos menos volateis que podem representar maleficios a saude ou serem
prejudiciais para as caracteristicas sensoriais da bebida; e propiciar reacdes
quimicas interessantes para origem de compostos que tenham a capacidade de
influenciar o aroma da aguardente (RECHE et al., 2007; CANUTO, 2013). O
Quadro 2 sintetiza estas variaveis relacionadas a qualidade da bebida produzida
em alambiques e colunas.

Os dois principais processos de destilagdo do mosto fermentado mais
utilizados para a producdo de aguardentes compreendem a destilagio em
alambique de cobre (destilacdo em batelada) e a destilagdo em coluna de ago
inoxidavel. Outros sistemas de destilagdo ja foram testados, mas nao
apresentaram melhorias significativas na qualidade da cachaga em relagdo aos

processos ja estabelecidos (RECHE, FRANCO, 2009).
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Alambiques Colunas
Referentes ao projeto Referentes a Referentesao projeto Referentes a
operacio operaciao
Mateflal de Intensidade de Tipo de colgna. Vazdes de
constru¢do: cobre, . Alto ou baixo .
. . calor aplicado vinho
aco inox ou mistos grau
Formas de
. Teor , ~
aquecimento: 1 Numero de Vazoes de
. alcoodlico do .
Fogo direto, . bandejas vapor
vinho
vapor
Arranjo: Capacidade Material totalmente
. versus . Teor
Alambiques em ago inox ou com 1
. . volume de alcoolico
simples ou de trés . presenca de partes .
corpos vinho de cobre do vinho
adicionado
Correta
~ Condensadores: ~
. separacdo da . . Pressdo de
Formato do capitel horizontais e
cabega, cauda e . trabalho
~ verticais
coragdo

Quadro 2 Variaveis no processo de destilagdo que podem influenciar na
qualidade da aguardente produzida em alambique de colunas.
Fonte: Adaptado de Aquino et al., 2004.

2.8 Destilacido em Alambique

Ao aquecer o fermentado em alambiques ¢ possivel separar o destilado
em trés subfragdes sequenciais: cabega, coracdo e cauda. Do ponto de vista
comercial, a fragdo coragdo ¢ a de maior (ou unico) interesse mercadoldgico por

apresentar menor quantidade de compostos indesejaveis bem como aspecto
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limpido e incolor, ¢ constituida de 16% do volume total do vinho ou 80% do
destilado. (BIZELLI, RIBEIRO, NOVAES, 2000; SOUZA et al., 2009). A
determinagdo do melhor ponto de corte entre as trés fragdes de destilado, ¢
realizada por meio do acerto do perfil qualitativo e quantitativo dos alcodis,
ésteres, acidos graxos e aldeidos, com especial atengdo para o conteido de CE,
metanol, acroleina, alcool butilico e alcool sec-butilico (BIZELLI; RIBEIRO;
NOVAES, 2000).

Os compostos mais volateis ¢ com menor temperatura de ebulicdo do
que o alcool etilico podem ser recolhidos na primeira fragdo do destilado
(cabeca). Essa possui um teor alcodlico alto (50 — 70% v/v) que corresponde
aos primeiros vapores ¢ ¢ separada recolhendo-se 1 a 5% do volume total do
vinho ou 5 a 8% do total do destilado, dependendo da geometria do aparelho. Os
compostos menos volateis e com temperatura de ebulicdo superior ao alcool
etilico sdo coletados na fracdo final (cauda), que é caracterizada por baixo teor
alcoolico (10 — 38% v/v) e, é chamada de agua fraca e corresponde a 3% do
volume total do vinho ou 15% do destilado. As fra¢des da cabega e da cauda nao
devem ser aproveitadas para fins alimenticios por conterem substincias toxicas,
como o metanol (DIAS, 2013, SOUZA et al., 2009).

As porgdes medianas volateis compdem a fracdo coragdo.
Adicionalmente, o comportamento de compostos secundarios ¢ dependente de
suas propriedades termodindmicas, podendo ser distribuidos em categorias de
compostos mais volateis que o alcool (representados por ésteres e¢ aldeidos),
compostos menos volateis que o alcool (compostos fenolicos e acidos organicos)
e compostos que sdo mais volateis que o alcool nas solugdes alcoolicas de baixa
concentragdo ¢ menos volateis que o alcool nas solu¢des alcoolicas mais

concentradas (BIZELLI, RIBEIRO, NOVAES, 2000).
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O residuo decorrente da destilagdo conhecido como vinhoto ou vinhaga
com baixo teor de etanol e alto teor de agua, pode ser reutilizado como repositor
de minerais e agua na fertilizacdo do solo e também na alimentacdo animal
(SERAFIM et al., 2012; DIAS, 2013).

Apos destilagdo, a bebida ndo se encontra na forma ideal de ser
previamente consumida, porque ela apresenta um bouquet irregular, sendo
necessario um periodo de descanso de aproximadamente trés meses para
completar sua qualidade, devendo ser armazenada em dornas de ago inoxidavel,
madeira ou em recipientes de vidro, em local protegido ¢ arejado, evitando altas

temperaturas (CARDOSO, 2013).

2.9 Destilacao em Coluna

Na destilagdo em coluna de aco, ndo ha estratificagdo do destilado em
fragoes, devido ao sistema ser continuo, ou seja, a alimentagdo da coluna com
vinho ¢ a saida do destilado acontecerem simultaneamente e durante todo o
processo. Outro fator importante na destilacdo em coluna ¢ a quantidade de
pratos teéricos que esta possui. Um alambique simples possui apenas um prato,
enquanto que em colunas de baixo grau, utilizadas na produ¢@o de cachaga, o
numero varia de 15 a 20 pratos (RECHE, FRANCO, 2009).

A coluna de destilagdo empregada em processos industriais de producao
de cachaga é constituida por um cilindro de aco inox, com variagdes de didmetro
e altura em funcdo da sua produtividade hordria, provida internamente com
bandejas que contém chaminés, calotas e sifoes. O vinho ¢ introduzido
continuamente na parte superior da coluna, de onde vai descendo de bandeja em
bandeja e, simultaneamente, a vaporizagao do alcool ¢ dos demais compostos

volateis ocorre em virtude do aquecimento do sistema pelo vapor de agua. O
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vinhoto se instala na base da coluna, enquanto que no topo os vapores contendo
alcool e as demais substincias volateis, ¢ que sdo separadas através de um
condensador, ou podem sofrer ainda uma condensag¢do parcial e retornar ao
interior da coluna. O sistema pode dispor ainda de um condensador auxiliar para
liquefazer os vapores que ndo se condensaram anteriormente. Os destilados
alcodlicos provenientes dos dois condensadores passam juntos pela resfriadeira e
sdo coletados. Apos armazenado, o destilado assim obtido pode ser diluido em
agua, adogado e filtrado, antes de ser engarrafado (NOVAES, 2000; MORETTI,
2011).

As cachacas produzidas em colunas possuem caracteristicas sensoriais
diferenciadas, devido a presenga de compostos sulfurados que também estdo
presentes em diversos tipos de alimentos e bebidas. Faria et al., (2003) ja
haviam sugerido uma possivel relacdo entre os teores de enxofre e o defeito
sensorial das cachacas destiladas na auséncia de cobre e relacionaram a presenga
de sulfeto de metila (DMS), com o defeito sensorial das cachagas destiladas na
auséncia de cobre. O controle dos teores de DMS ¢ portanto muito importante
nao soO para evitar o defeito caracteristico das cachacgas destiladas na auséncia de
cobre mas também como importante fator no controle da aceitagdo dessa bebida.

(FARIA et al, 2003).

2.10 Armazennamento /envelhecimento

Apos a destilacdo da cachaga o envelhecimento vem se tornando uma
pratica muito comum entre os produtores, que tem como principal objetivo
agregar valore ao seu produto, tornando-o mais competitivo no mercado
(ANJOS et al., 2011). A cachaca pode ser armazenada ou envelhecida em tonéis

de madeira. Portanto o envelhecimento ndo é uma etapa obrigatéria do processo;
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porém, apresenta uma importante etapa na producdo de bebidas destiladas,
agregando valor economico e influenciando na qualidade, pois altera
acentuadamente a composi¢do quimica, aroma, sabor e cor. (CATAO et al.,
2011).

De acordo com o0 MAPA, a aguardente de cana envelhecida refere-se a
bebida que contiver, no minimo, 50% de aguardente de cana envelhecida em
recipiente de madeira apropriado, com capacidade maxima de 700 L, por um
periodo ndo inferior a um ano. Aguardente de cana premium ¢ o destilado 100%
envelhecido em recipiente de madeira apropriado, com capacidade maxima de
700 L, por um periodo minimo de um ano. Aguardente de cana extra-premium ¢
aquela 100% envelhecida em recipiente de madeira apropriado, com capacidade
maxima de 700 L, por um periodo minimo de trés anos (BRASIL, 2005).

No envelhecimento ocorrem diversas reagdes quimicas que geram
alguns acidos e aldeidos aromaticos, mudanga leve de cor e um decréscimo do
teor alcodlico durante o periodo prolongado do envelhecimento, incluindo as
interagdes quimicas dos componentes secundarios entre si com o etanol e o
oxigénio da atmosfera. Outro fator relevante ¢ que durante o envelhecimento
varias substancias sdo extraidas da madeira para a bebida, ou seja, as extracdes
dos componentes soluveis como os flavondides e taninos resultantes da
decomposicdo parcial de macromoléculas da madeira (lignina, celulose,
hemicelulose) em mondmeros soltveis, principalmente aldeidos e os compostos
fenolicos, assim como 6leos volateis, agucares, glicerol, acidos organicos nao
volateis e substdncias tanicas. Outros compostos importantes resultam da
oxidac¢do de aldeidos fendlicos que se convertem em acidos fenolicos, assim
como a interacdo entre os acidos fendlicos e alcoois da cachacga, gerando ésteres
fendlicos, componentes oleosos € com aromas peculiares ¢ agradaveis (MAIA,

CAMPELO, 2006; SOUZA et al., 2009; ANJOS et al., 2011).
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Entretanto isso pode ser variado de acordo com o tipo de madeira e com
as substancias quimicas que estdo presentes, podendo tornar uma cachaca mais
suave ¢ agradavel sensorialmente, diferenciando significamente de uma bebida
recém destilada, que apresenta um gosto ardente ¢ seco (ALCARDE, SOUZA E
BLLUCO 2010).

Pode-se reconhecer que a etapa de envelhecimento dentro da cadeia
produtiva de cachaga ¢é sem duvida uma etapa muito importante para melhorar
os atributos sensoriais da bebida, resultando um produto com qualidade
diferenciada, ndo s6 compativel com as exigéncias do mercado externo, como
também necessario para ampliar o mercado interno, pois ja estd evidente o
aumento do consumo de cachagas envelhecidas, com qualidades diferenciadas

(FARIA, et al., 2003).

2.11 Compostos secundiarios e contaminantes presentes nas

cachacas

Durante a fermentagdo alcodlica, ocorre o desdobramento dos agucares
do caldo de cana com formacdo de dois produtos principais: alcool etilico e
dioxido de carbono. Além desses, ha, normalmente a formagdo de pequenas
quantidades de outros componentes, os quais recebem a denominagdo de
compostos secundarios ou congéneres, tais como acidos carboxilicos, metanol,
ésteres, aldeidos e alcoois superiores, que podem influenciar positivamente ou
negativamente a qualidade da bebida. Os componentes quimicos secundarios sdo
compostos organicos volateis que conferem caracteristicas sensoriais peculiares
a cachaga, como o aroma ¢ o sabor, onde a quantidade e a natureza quimica
desses componentes dependem da matéria-prima, da fermentagdo, da destilacdo

e do envelhecimento (LIMA et al., 2009; CARDOSO, 2013).
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A cachaca ¢ dividida em duas fragdes, a orgadnica que ¢ constituida
basicamente de alcoodis, aldeidos, ésteres, acidos carboxilicos, cetonas,
carbamato de etila e compostos sulfurados, e a fracdo inorganica, que ¢
constituida principalmente por ions metalicos, tais como cobre, aluminio, calcio,
chumbo, ferro, entre outros.

Os componentes secundarios formados durante o processo de
fermentacdo do mosto mudam de cardter quimico e propor¢ao durante a
destilacdo, havendo uma posterior maturagdo do produto. Contudo, alguns
compostos sdo indesejaveis a bebida devido, principalmente, as suas
propriedades toxicas que depreciam a qualidade do produto final (SIEBALD,
CANUTO, SILVA, 2009; ZACARONI et al., 2011 ).

De acordo com Franga, Sa e Fiorini (2011), uma boa Cachaga nao deve
possuir em sua composicao teores nao permitidos de substincias que possam ser
nocivas ao consumidor mesmo quando estas nao prejudiquem as propriedades
sensoriais da bebida (cor, aroma, sabor). Assim, a cachaca deve ser submetida a
controles de qualidade fisico-quimica e sensorial.

Com o grande aumento da producdo de cachaca no pais e também no
mercado externo, cada vez mais tem-se exigido que o processo de fabricacdo de
cachaca seja com qualidade comprovada nos aspectos fisico-quimicos e
sensoriais. A legislacdo estabelecida pelo MAPA determina os Padrdes de
Identidade e Qualidade (PIQs) (Quadro 3) para a aguardente de cana-de-agucar e
cachaga, com os seguintes limites para os compostos secundarios e

contaminantes presentes em aguardentes de cana/ cachaca:



Componente Unidade Limite
Minimo Méximo
Graduacdo alcoolica % v/v de alcool etilico 38,0 54,0
(aguardente) a20°C
Graduacdo alcoolica % v/v de alcool etilico 38,0 48,0
(cachaca) a20°C
Acidez volatil, em mg/100 mL de alcool - 150,0
acido acético anidro
Esteres, em acetato ~ mg/100 mL de alcool - 200,0
de etila anidro
Aldeidos, em mg/100 mL de alcool - 30,0
aldeido acético anidro
Furfural mg/100 mL de alcool - 5,0
anidro
Alcool sec - butilico  mg/100 mL de 4lcool 10,0
(butanol- 2) anidro
Alcool butilico mg/100 mL de alcool 3,0
(butanol -1) anidro
Alcoois superiores*  mg/100 mL de alcool - 360,0
anidro
Congéneres** mg/100 mL de alcool 200,0 650,0
anidro
Alcool metilico mg/100 mL de alcool - 20,0
anidro
Acroleina mg/100 mL de alcool - 5,0
anidro
Carbamato de etila g L - 210,0
Cobre mg L' - 5,0
Arsénio ug L - 100,0
Chumbo ug L - 200,0

*Alcoois superiores: isobutilico + isoamilico + propilico **Congéneres

aldeidos + furfural + alcoois superiores

Quadro 3 Padroes de Identidade e Qualidade (PIQs) da aguardente de cana-de-agtcar e

da cachaca (BRASIL, 2005).

: acidez volatil + ésteres +
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2.12 Acidos Carboxilicos

Os 4cidos sd3o compostos normalmente produzidos durante a
fermentagdo, sendo produzidos por leveduras ou bactérias provenientes de
contaminagdo. O acido acético pode ser formado por meio da conversdo do
aclicar na presenca de oxigénio e do levedo Saccharomyces cerevisae.
Quantidades elevadas de acidos estdo, frequentemente, associadas a pratica de
estocagem da cana e contaminagdes do mosto por bactérias acéticas, decorrentes
de um tempo excessivo de descanso entre o processo de fermentacdo e a
destilacao (PEREIRA et al., 2003; CARDOSO, 2013).

De acordo com Franca, Sa e Fiorini (2011), durante o processo
fermentativo ocorre a formagao de varios acidos, sendo o acido acético, expresso
em acidez volatil, o principal componente da fracao acida da cachaca.

Uma acidez elevada na cachaga é sensorialmente desagradavel promove
um sabor indesejavel e agressivo prejudicando a qualidade da bebida. Essa alta
acidez pode ser causada por fatores relacionados a contaminagdo do mosto por
bactérias acéticas, que podem ocorrer desde a obtencdo da matéria-prima,
durante a estocagem da cana e apds a moagem, ¢ mesmo apos a fermentacao,
quando a destilacdo do vinho ndo ¢ realizada logo apds o final do processo
fermentativo. Além disso, durante o processo fermentativo, deve-se evitar a
areacdo do mosto, uma vez que o aumento de oxigénio faz com que o Iévedo
transforme o aglicar em acido acético, em vez de etanol. A presenga de 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 (MOSER, 2012; CARDOSO, 2013;
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BORTOLETTO, 2013).

2.13 Esteres

Os ¢ésteres sdo formados pela reacdo de esterificagdo entre pequenas
quantidades de etanol e acidos carboxilicos, provenientes do processo de
fermentagdo, outra rota para a formagao dos ésteres ocorre por meio das reagdes
de esterificag¢do entre os alcoois e os acidos carboxilicos durante o processo de
destilacdo e envelhecimento Normalmente, o acetato de etila representa
aproximadamente 80% de todos os ésteres da cachaca. (MIRANDA et al., 2008;
CARDOSO, 2013). Esse composto, em baixas concentragdes incorpora um
aroma agradavel de frutas a bebida, porém, em grandes quantidades confere a
cachaga um sabor indesejavel e enjoativo (MOSER, 2012). Os ésteres
constituem a maior classe de compostos aromaticos nas bebidas alcodlicas e sua
origem estd no metabolismo secundario intracelular das leveduras durante a
fermentagdo alcodlica. Juntamente com os ésteres, os alcoois superiores,
aldeidos e acidos orgénicos sdo responsaveis pelo aroma e sabor tipicos de
bebidas e desempenham um importante papel na formagdo do perfil sensorial
dos destilados (MOREIRA, NETTO, MARIA, 2012).

Os ésteres propanoato de etila, butanoato de etila, pentanoato de etila,
heptanoato de ectila e acetato de hexila sdo minoritdrios em cachaca e
potencialmente importantes ao aroma da bebida (NOBREGA et al., 2003).

Durante o processo de envelhecimento, alguns ésteres sdo formados pela
interconversdao dos compostos fenolicos, tais como siringato de etila ¢ vanilato
de etila, e outros sdo extraidos da madeira, como o homovanilato de metila € o

siringato de metila (VICHI et al., 2007).
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2.14 Aldeidos

Os aldeidos podem ser formados durante o processo de fermentagdo pela
acdo das leveduras em estagios preliminares no processo fermentativo. O
principal aldeido € o acetaldeido, que pode ser formado principalmente durante a
fermentagdo, bem como pela oxidac¢do do alcool etilico, tendendo a desaparecer
no final, pela oxidagao a 4cido acético. Aldeidos com até oito atomos de carbono
tem aromas penectrantes e enjoativos considerados indesejaveis em bebidas
destiladas. Ja os aldeidos com mais de dez atomos de carbono apresentam um
aroma agradavel (MOSER, 2012; CARDOSO, 2013).

Os aldeidos s3o compostos muito volateis, de odor penetrante, que
afetam o aroma das bebidas alcoolicas; durante a destilagdo, encontram-se
presentes em maiores concentragdes na fragdo “cabega”, e apenas pequenas
concentragdes compdem a bebida na fragdo “coragdo” A intoxicagdo por
aldeidos pode levar a sérios problemas relacionados com o sistema nervoso
central, como sintomas de “ressaca”, nausea, vOmitos, inquietacdo, sudorese,
confusdo, queda da pressdo sanguinea, aceleragdo dos batimentos cardiacos e
dores de cabeca; geralmente estdo associados a intoxicagdo por aldeidos

(ALCARDE et al., 2009; CARDOSO, 2013).

2.15 Alcoois superiores

Os alcoois superiores sdo aqueles que possuem mais de dois atomos de
carbono, sdo formados durante o processo de fermentagdo, provenientes das
reacdes de degradagdo de aminoacidos. Os alcodis superiores, com até cinco
atomos de carbono, apresentam odores caracteristicos (buqué), tradicionalmente

associados com bebidas destiladas. Além disso, o aroma modifica-se
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substancialmente e os alcodis tornam-se oleosos e alguns lembram fortemente o
aroma de flores. Esse excesso ¢ chamado de 6leo fusel, que em teor elevado
desvaloriza a cachaca e prejudica a qualidade da bebida. A formacgédo de alcodis
superiores depende da cepa de levedura empregada e da ocorréncia de micro-
organismos contaminantes (CARDOSO, 2013).

Os principais alcoois superiores encontrados nas aguardentes sdo 0s
alcoois isoamilico (3-metilbutanol-1), amilico (pentanol-1), isobutilico (2-
metilpropanol-1), propilico (propanol-1), butilico (butanol-1) e sec-butilico
(butanol-2) (PENTEADO, MASINI, 2009; CARDOSO, 2013). De acordo com a
legislagdo vigente, os dois alcodis butilico (butanol-1) e sec-butilico (butanol-2)
devem ser quantificados separadamente ¢ possuem limites permitidos de 3 ¢ 10
mg 100 mL de alcool anidro, respectivamente (BRASIL, 2005).

Para evitar a formagdo dos alcoois superiores em excesso algumas
medidas devem ser tomadas durante a producdo de cachaca. Uma delas é que a
cana-de-acucar ndo deva ser armazenada por um longo periodo apés o corte
excedido de 24 horas, evitando, assim, a degradacdo de aminoacidos e a
posterior formagao dos alcoois superiores; nao utilizar cana bisada e lavar a cana
apos o corte, impedindo sua contaminacao por bactérias, que podem interferir no
desempenho das leveduras durante a fermentagdo. Além disso, no processo
fermentativo, alguns fatores influenciam a formagao de alcoois superiores, como
a espécie e a linhagem da levedura, temperatura e composicdo do meio
(CARDOSO, 2013).

2.16 Metanol

O metanol, alcool com um carbono apenas, ¢ totalmente indesejavel na

bebida, devido a sua alta toxidez. Ele origina-se da degradagdo da pectina, um
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polissacarideo presente na cana-de-acucar, durante o processo de fermentagdo
(ZACARONI et al., 2011). A molécula de pectina corresponde a um polimero
formado pela associagdo de centenas de moléculas de acido galacturénico, que
possuem fragmentos de moléculas de metanol, as quais s3o liberadas durante a
fermentagdo, através das reagdes de hidrdlise acida ou enzimatica (ZACARONI
etal., 2011).

A ocorréncia de metanol no mosto pode estar associada a queima da
cana no momento da colheita e a degradacdo de substincias pécticas,
especialmente quando o caldo de cana ¢ acrescido de bagagos ou suco de frutas
(CARDOSO, 2013). De acordo com Bortoletto (2013), na cachaca o metanol ¢
formado pela degradacdo de bagacilhos da cana-de-agucar, fibra que contém
pectina, quando inicialmente ndo ¢ separado do caldo por filtragdo. O referido
autor ressalta também que normalmente o teor de alcool metilico em destilados
de cana-de-actcar ¢ baixo devido ao contetido de pectina na cana ser baixo
quando comparado ao de outras matérias-primas empregadas para a produgao de
bebidas destiladas.

Dependendo da quantidade ingerida, o metanol pode causar intoxicagdo
que se configura inicialmente por dor de cabega, nausea, cegueira. No
organismo, o metanol é oxidado a acido formico e, posteriormente, a CO,,
provocando uma acidose grave (diminuicdo do pH sanguineo), afetando o
sistema respiratdrio, podendo levar ao coma e até mesmo a morte. Sua ingestao,
mesmo em quantidades reduzidas, por longos periodos de consumo, pode
ocasionar cegueira e morte (CARUSO, FARAH-NAGATO, ALABURDA, 2010
e CARDOSO, 2013).

2.17 Furfural



49

O furfural e o hidroximetilfurfural sdo contaminantes organicos
indesejaveis na bebida, sendo resultados da decomposi¢do quimica de
carboidratos. A alta temperatura associada ao baixo pH do mosto acarreta
desidratacdo dos acucares ¢ hidréolise de polissacarideos dos bagacilhos
(celulose, hemicelulose, pectina e outros) formando 2-furfural (furfural) e 5-
hidroximetil-2-furfural (hidroximetilfurfural). As pentoses formam furfural
como principal produto de degradagdo, enquanto as hexoses formam
hidroximetilfurfural. Outros fatores, como o envelhecimento da bebida sob
condi¢des irregulares, a adi¢do de caramelo e pirogenizagdo da matéria organica
depositada no fundo dos alambiques também podem contribuir para o aumento
no teor destes componentes (MASSON et al., 2007, ZACARONI et al., 2011;
CARDOSO, 2013).

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

O furfural também denominado, 2-furaldeido, 2-furancarboxaldeido, 2-
furanocarboxialdeido, furaldeido, 2-furanaldeido, fural e furfuraldeido é um

aldeido furanico, de férmula molecular CsH,O,, massa molecular de 96,08 g

mol™! , cuja estrutura quimica é apresenta na figura 4
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Figura 4 Estrutura quimica do furfural.
(Arquivo pessoal)
Esse aldeido furdnico apresenta-se, a temperatura ambiente, sob a
forma de um liquido oleoso incolor, com um odor peculiar, passando para
amarelo ou castanho, mediante exposi¢do ao ar e¢ a luz, devendo ser

conservado em recipiente escuro. E solivel em etanol, éter, acetona e

cloroférmio apresentando 83 g L-! de solubilidade em agua, sendo o
principal produto da hidrélise de pentoses. Esse composto ¢ considerado um
indicador da degradacdo de alimentos e bebidas quando encontrado em
concentragdes acima do limite permitido estando, assim, relacionado as
mudancas no aroma do alimento (AZEVEDO et al., 2007; FICHA DE
DADOS DE SEGURANCA, 2012).

O contato prolongado ou repetitivo com o furfural pode afetar o
sistema nervoso central, além de produzir dermatites, irritacdo da mucosa e
trato respiratorio. Pode, ainda, causar dor de cabeca, convulsdes, paralisia,
danos no figado e rins, possibilidade de efeitos cancerigenos, vertigens,
garganta seca/dolorida e hemorragia nasal. Se ingerido, causa nauseas,
vOmitos, dores abdominais, diarreia, perturbagdes de coordenagdo,
caimbras/contragdes musculares incontrolaveis (FICHA DE DADOS DE
SEGURANCA, 2012).

O 5-hidroximetilfurfural (HMF) ¢ um aldeido furanico que também pode
estar presente nas bebidas alcoodlicas sendo designado, também, por

hidroximetilfurfuraldeido, hidroximetilfurfural ou 5-hidroxi-2-

furanocarboxaldeido. Sua massa molecular de 126,1 ngl_1 corresponde a

formula C6H60O3 e a estrutura quimica ¢é representada na Figura 5.



51

HO H

Figura 5 Estrutura quimica do HMF.

(Arquivo pessoal)

A temperatura ambiente, esse composto apresenta-se sob a forma de
um liquido viscoso de cor amarela e odor caracteristico. O HMF ¢ soluvel
em agua, metanol, etanol, acetona, acetato de etila, dimetilformamida, éter,
benzeno, cloroférmio. Tem sido reconhecido como o produto principal da
decomposi¢do da frutose, da glicose e de outros agticares em meio acido.
Assim como o furfural, o HMF ¢ fotossensivel, devendo ser conservado ao
abrigo da luz. O aumento da concentracio do HMF estad relacionado,
principalmente, com mudangas na cor, em espécies que sofrem reagdo de
Maillard ou carameliza¢do. Nas cachacas, é resultante da acdo dos mesmos
fatores que provocam a formacdo do furfural, porém, para formagao do
HMF, esses fatores agem sobre as frutoses e glicoses.

A exposigdo ao HMF pode prejudicar rins e figado, provocar
irritacdo ocular, inflamagdo da pele além de acentuar dermatites pré-
existentes. Sua ingestdo produz nauseas e vomitos. Se inalado, pode causar
irritagdo das vias respiratorias, alteracdbes na fun¢do pulmonar
(pneumoconiose) e tem ainda, potencial cancerigeno (SANTA CRUZ

BIOTECHNOLOGY, 2012).

2.18 Formacio do Furfural e HMF na producio de bebidas
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O furfural e o HMF formam-se a partir das pentoses e hexoses. Esses
agucares encontram- se no bagaco e no caldo extraido do cana- de- agticar. A
celulose ¢ um homopolissacarideo linear que consiste em unidades de
glicose unidas por ligacdes glicosidicas, enquanto que, a hemicelulose ¢ um
heteropolissarideo formado por pentoses, hexoses e acidos urdnicos. As
maiores fragdes de hemicelulose sdo de xilose, acido acético e furfural. Ja
para a celulose, a glicose e o hidroximetilfurfural constituem a maior fragao.
A temperatura elevada associada ao baixo pH do mosto acarrcta
desidratacdo dos acucares e hidrolise de polissacarideos dos bagacilhos

(celulose, hemicelulose) formando furfural e HMF. (GOUVEIA et al., 2001).
2.19 Métodos para determinacio de furfural em bebidas

Os métodos de referéncia para determinacdo de furfural, expresso
como a soma de furfural e HMF, adotados pelo MAPA, para essas bebidas,
baseiam-se no método de Hewitt’s (BRASIL, 2012) e na técnica de
cromatografia em fase gasosa com deteccdo por ionizacdo em chama (GC-
FID)(BRASIL,2012; BRASIL,2007).

O método de Hewitt’s, consiste no desenvolvimento de coloragdo
rosa, pela reacdo do furfural e anilina em meio 4cido, formando uma imina

(Figura 6)

0
@—C/ + HJ\IQ = @CHzﬁHQ +H,0
o’ N\, 0

Figura 6 Esquema reacional proposto para o método de Hewitt’s (ZAREI, 2009)
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O método apresenta varias etapas a serem realizadas e controladas
como destilagdo das amostras, corre¢do do grau alcodlico para 50% (v/v) de
alcool etilico e controle da temperatura, estando, pois, mais susceptivel a erros
durante os procedimentos metodoldgicos.

A cromatografia em fase gasosa, com detec¢do por ionizagdo em
chama, é o método oficial para analise de furfural em bebidas destiladas
(BRASIL, 2012; BRASIL, 2007). A separagdo dos componentes da mistura
ocorre pela passagem de um gas inerte (fase movel) por uma coluna
cromatografica (fase estacionaria). A quantificacdo ¢ realizada por
comparacao com padrdes analiticos. O detector de ionizagdo de chama (FID)
possui uma chama onde as substancias organicas provenientes da amostra
sdo queimadas ou ionizadas. A quantificacdo € realizada pela padronizacio
interna, utilizando 1-pentanol e a partir das curvas de calibragdo, a
concentracdo é obtida. (DEL GRANDE, 2013).

Varios outros métodos espectrofotométricos e cromatograficos tém
sido propostos na literatura para a determinagdo de furfural ¢ HMF em
bebidas. Os métodos espectrofotométricos oferecem caracteristicas muito
atraentes que incluem a instrumentagao simples, o rapido tempo de resposta e
a facil operagdo que determinam furfural, expresso como a soma de furfural e
HMF, em bebidas destiladas pelo método de Hewitt’s (ZAREI, 2009;
DOBRINAS, STANCIU,SOCEANU, 2009).

O método de Winkler foi utilizado para analise de bebidas destiladas.
O método consiste na preparacdo de um reagente de derivacdo que reagira
com a amostra a 18° C por 5 minutos requerendo, deste modo, um rigoroso
controle de temperatura e tempo. O reagente de derivagdo consiste em

quantidades conhecidas de p-toluidina, acido barbitarico, acido acético
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glacial, etanol e agua deionizada. O produto de cor violeta apresenta
absor¢do maxima em 585 nm, tem eclevada taxa de formagdo, porém, ¢
instavel mostrando que para tempos maiores que 100 s, a absorbancia
diminui rapidamente. Esse método exige um controle rigoroso da
temperatura reacional, da concentracdo de p-toluidina e do &cido barbiturico,
da acidez do meio, da proporg¢ao de etanol, visto que, o produto ¢ instavel em
solugdo aquosa (WINKLER, 1995; MANSILLA, SALINAS, NEVADO,
1992).

Outro procedimento baseia-se na reac¢do de furfural com acetato de
mercurio (II) com &cido sulftrico por 30 minutos, sob aquecimento em banho-
maria em ebuli¢do sendo esse, 0 tempo Otimo para a reagdo fotométrica. As
concentragdes ¢ volumes de acetato de mercurio (II) e acido sulfurico
afetam substancialmente a banda de absor¢cdo devendo ser também,
controlados rigorosamente. O produto reacional origina uma banda muito
intensa de absor¢do em 238 nm podendo ser quantificado através da curva
analitica construida nas condigdes ideais estabelecidas (KHABAROV et al.,
2006).

E descrito também, a determinagio de furfural em nivel de ultra-
tracos em agua por extragao da fenilhidrazona, produto da reagéo do furfural
com a fenilidrazina em meio acido. Neste método, a fenilidrazona é
concentrada num pequeno volume de fase rica em surfactante. A separacao e
pré-concentracdo do furfural ocorrem a partir da mistura de micelas num
sistema misto de surfactantes idnico e¢ ndo id6nico (Triton X- 100 /
dodecilsulfato de sodio- SDS). A reagdo entre a amostra contendo o analito,
a fenilhidrazina em meio acido e o SDS ocorre imersa num banho de agua a
70° C durante 10 min, seguido de arrefecimento para posterior adi¢do do

Triton X-100. A separagdo da fase aquosa e da fase rica em surfactante dar-
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se-4 por centrifugagdo durante 5 min a 3500 rpm. A mistura ¢ entdo,
arrefecida num banho de gelo-sal para aumentar a viscosidade da fase
surfactante que sera dissolvida e diluida em etanol para medigdo
espectrofotométrica a 446 nm (ZAREIL, 2009).

O procedimento consiste na determinagdo de componente volateis

majoritarios (concentragdo maior ou igual que 10 mg L'l) e minoritarios
dependendo dos seus niveis de concentragdo em amostras. No entanto, o
estudo de compostos minoritarios tem certos inconvenientes resultantes das
suas baixas concentragdes e o grande nimero de compostos presentes. Por
esta razdo, a quantificagdo dos compostos minoritdrios, pode requer uma
extragdo liquido-liquido classica. O método pode necessitar também de uma
diluicdo prévia, o que poderia causar a insolubilidade de alguns dos
componentes que sdo soluveis em altas propor¢des de alcool ou modificar o
equilibrio entre o etanol e compostos reativos alterando, assim, a composicao
original do destilado (MADRERA,VALLES, 2007).

Alves et al., (2011), realizou a analise de furfural por GC-FID, no
destilado alcodlico da cajarana, por meio da utilizagdo da coluna do tipo
carbowax 20m. O principio foi baseado na adi¢cdo de uma mesma quantidade
do padrao interno (pentanol) a bebida destilada e a uma solucdo padrdo de
furfural. Tanto a amostra quanto a solugdo de concentragdo conhecida foram
injetadas diretamente no cromatografo e os picos correspondentes foram

comparados. O teor encontrado para soma de furfural e HMF foi de 1,5 mg

100 mL™1.

Para determinar, se o teor de furfural encontra-se dentro do
estabelecido pelo MAPA para cachagas, Vilela et al., (2007) destilou 100
mL de cada amostra de cachaga e, do destilado, recolheu 20 mL num baldo

volumétrico de 100 mL, o qual foi completado com &agua destilada e em
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seguida homogeneizado. Deste baldo foram retiradas aliquotas, para as
determinagoes por GC-FID tendo como fase estacionaria, a coluna DB-WAX.

Madrera, Valles (2007), determinaram furfural em bebidas destiladas

utilizando uma coluna meta. wax, encontrando teores entre 1 ¢ 80,8 mg L'l,
através de injegdo direta das amostras e preparo das solugdes a 40% de etanol
em Aagua.

Masson et al., (2007) analisaram amostras de cachaca fabricadas a
partir da matéria- prima colhida sem a queima e apds a queima da mesma.
Utilizaram uma coluna DB-WAX e o furfural como reagente para
comparacdo das areas de picos das amostras. Os resultados mostraram que a
queima do palhico da cana influenciou, significativamente, na concentragdo
do furfural. Das amostras analisadas, apenas uma encontrava-se com o teor
acima do limite maximo fixado pelo MAPA.

O uso da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para
quantificagdo de furfural em bebidas é reportado na literatura como um
método viavel de determinagdo. Neste, variaveis podem estar presentes e
serem controladas para aumentar a resolu¢do das medidas ¢ também a
sensibilidade. Dentre as variaveis encontram-se o tipo e tamanho de coluna
cromatografica e particulas da mesma, constituicdo e proporcdo da fase
movel, temperatura, loop de injegao, tipo de detectores.

De acordo com Yuan, Chen (1999) o uso da coluna Bio-Rad Aminex
HPX-87H de troca de cations de hidrogénio baseada em resina
divinilbenzenosulfonado-copolimero de estireno com uma particula de9 mm,
temperatura da coluna mantida a 25°C e fase movel constituida por
acetonitrila e solugdo aquosa de acido sulftirico, loop de 20 mL e detectores
de fotodiodo e indice de refracdo, permitiu a quantificacdo de furfural e

HMF em sucos de frutas baseado no tempo de retengdo dos analitos.
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Meétodos de derivatizagdo para a obtencdo de compostos do tipo 2,4-
dinitrofenilidrazonas (2,4-DNPH) também té€m sido recorrentes. Neste caso,
para a quantificacdo de aldeidos e acetonas emprega-se o método de
padronizacdo externa e detec¢do a 365nm. Os derivados carbonilicos da 2,4-
DNPH sao obtidos conforme descrito na literatura: a 2,4-DNPH ¢ dissolvida
em acido sulfurico concentrado ¢ 4gua destilada. A esta solugdo, os aldeidos
padrées, dissolvidos em etanol sdo adicionados. Os correspondentes
derivados sdo entdo, filtrados e por recristalizagdo com etanol absoluto. A
pureza das hidrazonas pode ser confirmada por determinagdo da temperatura
de fusdo e analise elementar (C, H, N). As solugdes padroes dos derivados
carbonilicos das 2,4-DNPHs podem enfim, ser obtidas para construgdo das
curvas de calibracdo. Para analise das amostras, uma soluc¢do 0,4% de 2.4-
DNPH em acetonitrila ¢ posta para reagir com a amostra € com o acido
perclorico. A solucdo resultante ¢ agitada e mantida a temperatura ambiente
por 40 minutos, aliquotas desta solugcdo s3o injetadas no cromatdgrafo
liquido usando metanol-agua como fase movel e empregando uma coluna C-
18 (NASCIMENTO, 1998).

Aquino et al., (2004) quantificaram furfural e HMF em xarope de
guarana e cajuina. Para as analises cromatograficas foram utilizadas as
colunas CLC-SIL e CI18. As determinagdes de HMF e furfural foram
realizadas empregando-se o método do padrio externo. Foram usadas
aliquotas de 25uL, de cada amostra filtrada. A fase moével, acetonitrila: agua
20:80 v/v e deteccdo a 285nm. Observou-se que, a concentracdo média do
HMF, nas amostras de cajuinas de cor escura ¢ muito maior que nas cajuinas
claras, fato atribuido, segundo os autores, ao eclevado e/ou prolongado
tempo de aquecimento destas bebidas, indicando a degradacdo térmica das

hexoses, visto que, esse € um dos processos que mais contribui para formagao
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do HMF.

Souza et al,. (2009) quantificaram furfural e HMF em vinhos de 10 e
30 anos por HPLC, com inje¢do direta sem pré-tratamento das amostras,
utilizando uma coluna C18, fase mdvel, constituido por metanol contendo
2% de acido férmico em agua e detecgdo em 280nm. Os picos foram
identificados por comparagdo, com os correspondentes, das solu¢des padrao.
As analises mostraram que, os vinhos mais envelhecidos, apresentavam

maior teor desses analitos.
2.20 Carbamato de etila

A quase uma década o carbamato de etila ¢ objeto de estudo de bebidas
alcoolicas no Brasil. Na época, foram apresentados dados alarmantes das

quantidades presentes principalmente em cachagas comum na concentracao

média de 770 pg Ll registrada em uma ampla pesquisa em bebidas comerciais
no Brasil. Tendo isto em evidéncia, varios autores observaram a ocorréncia de

CE em cachagas produzidas em Minas Gerais, identificando teores médios de

CE bem acima dos valores maximos de 150 pg Ll (BAFFA JUNIOR et al.,
2007; BARCELOS et al., 2007; LABANCA, GLORIA, AFONSO, 2008).
Grandes quantidades na bebida podem trazer sérios problemas ao
organismo devido a suas potencialidades genotoxicas e carcinogénicas. Trata-se
de um éster etilico do acido carbdmico também chamado de uretana ou
etiluretana, cuja formula molecular e estrutural estdo representadas na Figura 7,
Possui massa molar de 89,09 g mol™, alta solubilidade em agua, etanol, éter,
cetonas, ésteres e solventes clorados. A temperatura de fuso e ebuli¢ao varia de
48-50 °C e de 182-184 °C, respectivamente. Encontra-se na forma de cristal

incolor, de sabor salino refrescante e levemente amargo. Essas propriedades
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conferem ao carbamato de etila (CE) alta polaridade e baixa volatilidade, além

de se decompor a baixa temperatura (MERCK, 2001; CARDOSO, 2013).

0

N NH, C;H,NO,

(a) (b)

Figura 7 Formula estrutural (a) e molecular (b) do Carbamato de Etila.

O CE pode ser encontrado naturalmente em diversos tipos alimentos
fermentados e também em bebidas destiladas. A ocorréncia desse contaminante
em bebidas alcoolicas surgiu no inicio de 1985, quando, no Brasil, detectaram
niveis relativamente altos em aguardentes e outras bebidas (LACHENMEIER et
al., 2006).

Lachenmeier e colaboradores (2010) avaliaram o risco de cancer da
populagdo brasileira frente a exposi¢do do CE presente na dieta, principalmente
com relacdo a cachaca e tiquira (aguardente de mandioca). A avaliacdo de risco
revelou, como resultado de um amplo levantamento bibliografico, uma

concentragdo média de CE em cachagas destiladas em alambique e em coluna de

380 ug Ll e 490 ug Ll respectivamente. A faixa de exposicao diaria ao CE

pela populagdo foi estimada em 0,1-0,2 ug por kg de massa corporal (mc), sendo

a cachaca o principal fator contribuinte (0,06-0,07 pg kg'1 mc). Em relagdo a
margem de exposi¢do (MOE), a média calculada foi de 1.300, fato considerado
preocupante, visto que o valor de baixo risco foi estimado em MOEs maiores ou

iguais a 10.000, indicando um risco significativo de céancer da populacdo
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brasileira consumidora de aguardentes, em especial de tiquira e cachaca. Em

conclusdo, os autores ressaltaram que se o teor médio de CE nas cachagas

estivesse em 150 pg Ll (nivel maximo tolerado pelo MAPA em 2010), haveria
aumentos da MOE para patamares mais seguros.

De acordo com o Programa Toxicologico Nacional dos Estados Unidos,
¢ possivel exposicao a risco em humanos através de inalagdo, ingestdo e contato
com a pele. Segundo a Comissdo Cientifica Europeia sobre Limites de
Exposigdo Ocupacional, é razoavel assumir que o CE ¢ um carcinégeno humano
estabelecido, com base em contundentes evidéncias de sua carcinogeneicidade
em modelos animais, com indu¢do de tumores malignos em ratos e
camundongos em multiplos locais de proliferacdo ¢ com diferentes formas de
administra¢do, como oral, intravenosa e intramuscular. (SCOEL, 2012).

Andrade-Sobrinho et al., (2002), ressaltam que o perigo de exposi¢do
ao CE se evidencia ainda mais em virtude de sua formacdo natural durante
processo fermentacdo de alguns alimentos além das bebidas alcoolicas, como

vinagres, molhos de soja, queijos, iogurtes e azeitonas. Ainda ha casos de
presenca de CE, em alimentos como chucrute, extrato de levedura (41 pg L'l) e
“pudim de natal” apresentando baixos valores quantificados, com 29 pug L'1,41
ug Ll e20 ug L'l, respectivamente. No caso de aguardentes, o consumo médio

estimado é de no maximo 80 ng Kg'1 de massa corporal/dia (WEBER,
SHARIPOV, 2009; GALINARO, 2011).

Em humanos, o CE pode ser absorvido rapidamente e quase
completamente a partir do trato gastrointestinal e da pele. Dentro do organismo,
ele ¢ distribuido uniformemente pelo corpo e rapidamente eliminado. As
principais rotas de exposi¢cdo humana sdo inalacdo, ingestdo e contato com a

pele. A exposi¢do aguda a altos niveis pode prejudicar o figado, rins ¢ o sistema
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nervoso central. Os sintomas incluem tonturas, vomito, perda da consciéncia,
coma e hemorragias. Mais de 90% do que ¢ metabolizado sdo excretados em 24
horas como CO,, NH; ¢ H,O (IARC, 2010).

Existem algumas hipdteses propostas para formacdo de CE em bebidas
fermentadas, porém seu principal precursor ¢ o cianeto de hidrogénio (HCN),
que pode ser originado, principalmente, a partir da uréia e seus derivados,
cianoglicosideos, piracarbonato de dietila e carbonato de dietila, os dois ultimos
achados em vinhos (GALINARO, 2011; PEREIRA, 2012, MENDONCA et al.,
2016).

Alguns estudos mostram que o processo de destilagao pode interferir na
formagdo do carbamato de etila em aguardentes de cana-de-agucar, observando-
se uma dependéncia entre a concentracdo de carbamato de etila, a geometria do
destilador e o processo de destilagdo (BRUNO et al., 2007, SANTIAGO et al.,
2014).

Durante a produgdo de cachaga a formacdo do CE, pode ocorrer antes,
durante e depois do processo de destilagdo, incluindo o armazenamento da
bebida, podendo haver um aumento potencial do CE na bebida que foi
armazenada em tonéis de madeira e também em recipientes vidros (ANJOS et
al., 2011). A formacao do CE em etapas posteriores a destilagdo ¢ dependente de
varios fatores: concentragcdo, pH, luz e tempo de armazenamento (NAGATO,
NOVAES, PENTEADO, 2003).

Em vinhos, o CE pode ser formado durante e depois da fermentag@o,
sendo que as reagdes de fermentacdo do CE sdo influenciadas pelo tipo de
levedura, nutrientes adicionados ao mosto, temperatura ¢ acidez da fermentacéo
(LABANCA et al., 2008).

No Canadd inicialmente definiram o nivel maximo dessa substancia para

bebidas alcoolicas, em concordancia com os padrdes de consumo ¢ valor de
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ingestdo didria aceitavel. O governo canadense fixou limites para o CE para
diversos tipos de bebidas fermentadas de 30, 150 e 400 pg L' em vinho de
mesa, bebidas destiladas e aguardente de frutas, respectivamente. Nos Estados
Unidos, o Food and Drug Administration elaborou um plano de redugdo dos
niveis, sendo os limites para uisques de até 125 ug L™ e para vinhos de mesa de
15 ug L' (XU et al., 2012).

O MAPA estipulou, por meio da Instru¢do Normativa n® 13, de
29/06/2005, que o limite maximo permitido para esse composto em aguardente e
cachaca seria de 150 pg L, até agosto de 2014, quando o limite foi elevado
para 210 pg.L™", pela Instrugio Normativa n® 28, de 08/08/2014 (BRASIL,
2014).

2.21 2,3-Butanodiona (3-hidroxi-butano-2-ona)

No controle de qualidade de aguardente/cachaga a legislacdo brasileira
ndo estabelece limite quanto a classe de cetonas, sendo que este composto ¢é
importante e interfere no sabor da bebida. Na industria de alimentos os
derivados de cetona atuam como aromatizantes em produtos lacticos e bebidas
podendo ser produzidos por processos fermentativos, utilizando bactérias e
leveduras. A acetoina estd relacionada, normalmente, com o diacetil, um
aromatizante produzido também pelo mesmo processo. Estes dois componentes
formam os aromas de diversos produtos, principalmente de queijo, manteiga,
vinagre e café (ANTINONE et al., 1994).

As dicetonas, principalmente 2,3- butanodiona (diacetil), 2,3-
pentanodiona, ¢ acetoina estdo presentes em bebidas como cervejas, vinhos,
uisque, rum e cachaga, geralmente, ndo afetam a qualidade sensorial das bebidas

alcodlicas em baixas concentragdes, mas em elevadas concentragdes, pode
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modificar o sabor, devido ao seu gosto levemente amargo e sua viscosidade. O
limiar de percepgao do odor € da ordem de 3 ppm em bebidas alcoolicas. A 2,3-
butanodiona origina-se do metabolismo das leveduras pela descarboxilagdo
oxidativa de hidroxiacidos ou contaminagdo por certas bactérias como
Pediococcus e Lactobacillus que produzem também a pentanodiona (BERRY,
1995.; ROMANO et al., 1998)

A 2,3-butanodiona, um produto formado proveniente da fermentacao
alcodlica, ¢ um componente muito importante no estudo dos vinhos, devido ao
envolvimento com o “bouquet”. Seu teor em vinhos geralmente ¢ baixo e sua
presenca nestes ndo ¢ muito desejada principalmente por tratar-se de uma
substancia derivada do diacetil, o qual apresenta um forte odor caracteristico.
(TAKEMOTO, 2000).

A acetoina (3-hidroxi-2-butanona), principal cetona encontrada em
bebidas alcoodlicas, apresenta odor agradavel, atuando também como
potencializador de aromas em manteiga, vinagre e café. E uma substancia
comumente produzida em processos fermentativos tanto por leveduras como por
bactérias durante a fermentagdo malolatica. A rota da acetoina passa pelo
diacetil (2,3-butanodiona) e pelo 2,3-butanodiol, que sdo importantes
componentes de aromas de diversos produtos lacteos. A reacdo inicia-se com a
condensagdo do piruvato com uma molécula de acetaldeido, combinada com o
pirofosfato de tiamina, formando acido a-acetolactico que, posteriormente, sofre
descarboxilacdo oxidativa, formando a acetoina. (FLEET, 2003).

Segundo Perego et al., (2003), o efeito da temperatura na producao da
acetoina foi aumentado quando a temperatura oscila entre 34 a 40°C, e
verificaram que até 37°C ocorreu um aumento progressivo na concentragao final
do produto. Os autores ainda relatam que a produ¢do de acetoina durante a

fermentagdo do vinho por leveduras é dependente da temperatura. Quando a
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temperatura aumenta, a velocidade de decomposicdo de acetolactato também
aumenta, ¢ mais diacetil e acetoina sao produzidos.

O diacetil também conhecido como 2,3-butanodiona, apresenta uma
colorac¢do amarela esverdeado, peso molecular 86,09 ¢ temperatura de ebuli¢do
de 88°C. E um composto de alto valor agregado por produzir o aroma da
manteiga, porém pode ser desagradiavel em alguns produtos como: suco de
macgad, cerveja e outras bebidas alcodlicas fermentadas e destiladas. Tanto o
diacetil como a acetoina sdo compostos produzidos por via fermentativa através
de diversos microrganismos, principalmente bactérias dos géneros Lactobacillus,
Streptococcus, Lactococcus, Bacillus e leveduras do género Saccharomyces, que
sdo utilizadas para produgdo de bebidas. Nas leveduras a formagdo de acetoinas
a partir de carboidratos, ocorre através da condensacdo de uma molécula de
acetaldeido ou de piruvato com um complexo de acetaldeido enzima
(hidroxietilamina  pirofosfato) para que ocorra a formagdo desta
(MORITZ,1998).

A sintese ocorre através do piruvato, que € derivado da degradagdo de
carboidratos. O acetaldeido ativo e o piruvato s@o transformados em a-
acetolactato pela acdo enzimatica de acido acetohidroxi sintetase (Figura 10).
Leveduras do género Saccharomyces produzem o- acetolactato em
concentragdes consideraveis durante a fermentacdo e este composto pode ser

facilmente convertido a acetoina, particularmente na presenga de O,

O a- acetolactato pode ser degradado enzimaticamente a diacetil através
da descarboxilagdo oxidativa, e sua decomposicdo depende das propriedades
quimicas e fisicas das bebidas alcoolicas. A evidéncia concreta € que o diacetil ¢
formado a partir do acido o acetolactato como metabodlito secundario na

biossintese do acido a-oxoisovalérico, intermediario da biossintese da valina.



65
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+ + )L C)A —> CH — CH

HC H He” 87 H@H ’ HsC ’
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Acetaldeido ativo AcetilCoA Diacetil Acetoina

Figura 8 Via metabdlica para a producdo de acetoina

Segundo Teixeira (1999) leveduras presentes no mosto que € altamente
aerado produzem mais acetoina e 2,3-butanodiona, do que com baixa
concentragdo de oxigénio. Leveduras do género Saccharomyces produzem a-
acetolactato em concentragdes consideraveis durante a fermentacdo, que
posteriormente podera ser convertido a diacetil e /ou acetoina, particularmente
na presenca de oxigénio. Estudos mostram que a producao de 2,3-butanodiona é
totalmente dependente da taxa de oxigénio disponivel na cultura. O autor
observou também que a maior producdo de acetoina ocorreu quando o pH
apresentou-se abaixo de 4,5.

Apesar das cetonas estarem presentes em pequenas quantidades em
bebidas alcoodlicas fermentadas e destiladas, podem ter uma participagdo
importante para o sabor e aroma dessas bebidas, incluindo as aguardentes de
cana brasileiras. Entretanto, a inala¢do prolongada desses compostos pode
causar irritagdo das membranas mucosas, dores de cabeca, confusdo, efeitos
narcoticos e, também, pode levar a uma situagdo de coma. Estudos
desenvolvidos com o auxilio de HPLC apds derivatizacdo de cetonas para
obtengdo de compostos do tipo 2,4-dinitrofenilidrazonas foram desenvolvidos
em aguardentes de cana brasileiras. Em um deles, foram separados 4 compostos
dessa classe. A 2,3-butanodiona (valor médio de 4,3 mg L'l) foi a cetona

majoritaria, seguida da propanona (acetona) (3,3 mg -1), da acetofenona (1,2 mg
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L-1) e da ciclopentanona (1,1 mg L-1). Em uma segunda parte, os autores
observaram que o teor médio da acetona nao variou de forma estatisticamente
significativa entre a aguardente de cana produzida em alambique de cobre ¢ a

produzida em coluna de agco. (MOREIRA , NETO, MARIA,2012).

2.22 Metais

Os principais contaminantes inorganicos encontrados na cachaga sdo
cobre, chumbo e arsénio que podem estar presentes na bebida devido a certas
embalagens ou oriundos de soldas de ligas metalicas do material utilizado na
constru¢do do destilador (CARDOSO, 2013). Caldas, Oliveira ¢ Gomes Neto
(2009) citaram outras fontes de contaminagdo da cachaca por esses metais,
ocorrendo por meio da matéria-prima, utilizacdo de produtos agroquimicos
(herbicidas, inseticidas e fungicidas) e pelo solo.

Em relagdo aos contaminantes metalicos, o valor exigido pela legislagdo
para o cobre é de 5 mg L' (BRASIL, 2005). Esse metal é proveniente,
principalmente, do material constituinte dos alambiques. Em quantidades
normais, sua presenga ¢ desejavel pois contribui na eliminag@o de certos odores
desagradaveis, observados em aguardentes destiladas em alambiques
confeccionados com materiais onde ele ndo esta presente, como, por exemplo, 0s
de aco inox (CARDOSO, 2013).

O emprego de cobre na fabricacdo de alambiques corresponde a um
aspecto que favorece a qualidade da cachaca de alambique, uma vez que o cobre
atua como catalisador durante a destilagdo, eliminando odores desagradaveis,
como os sulfetos. A contaminagdo de cobre na cachaca de alambique ocorre
devido a falta de higienizacdo do alambique, principalmente durante as paradas

longas da destilagdo e do término da produgdo, visto que, como o alambique,
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que normalmente ¢ de cobre, entra em contato com o ar umido, o qual oxida o
cobre e forma-se entdo uma camada esverdeada de nome azinhavre, composta
por carbonato basico de cobre, na superficie do metal. Este carbonato ¢
solubilizado pelos vapores acidos produzidos durante a destilagdo, e por arraste,
conduz a contamina¢do da bebida por ions de cobre. Por isso recomenda-se
encher o alambique e as serpentinas com agua para evitar a oxidagdo do cobre e
contaminagdo da bebida pelo metal (MOSER, 2012; MONTEIRO, 2010).

O alambique deve ser obrigatoriamente limpo depois de toda alambicada
para evitar que incrustagdes formadas nas paredes do alambique, possam
produzir substancias que prejudiquem a qualidade sensorial da cachaga, bem
como impedir a agdo catalitica do cobre, ¢, com isso, ocasionar problemas no
flavor da bebida. Os autores descrevem que ao final da safra de producdo da
cachaga, o alambique deve ser totalmente desmontado e limpo com agua potavel
acidificada. Assim que o alambique estiver limpo e seco, procede-se a sua
montagem, enchendo-o a seguir, tanto o alambique quanto a serpentina, com
agua potavel para evitar a oxidagdo do cobre e consequentemente a presenga do
azinhavre. Os autores destacam ainda que quando do inicio da nova safra, o
alambique que ficou cheio de agua na entressafra sera esvaziado. Em seguida,
devera ser lavado com 4gua potédvel acidificada. Apos este procedimento,
encher o alambique com agua potavel até o limite de trabalho e realizar uma
destilagdo com esta dgua. Assim serdo eliminados os residuos de cobre e dos

materiais utilizados na limpeza (MOSER, 2012; MONTEIRO, 2010).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtenc¢ao das amostras

As cachacgas e aguardentes utilizadas no experimento foram adquiridas
aleatoriamente nas regides de Minas Gerais (sul, centro-oeste ¢ sudeste) e no
estado de Sado Paulo. Coletaram-se 44 amostras, em diferentes unidades
produtoras de pequeno e médio porte ¢ também no comércio. As amostras
foram codificadas sendo que, 15 amostras foram destiladas em destilador inox
(L1, L2, L3, L4,L5 Le6,L7,L8, L9, L10,L11,L12,L13, L14, L,15), sendo L3
e L,12 envelhecidas. E 29 amostras foram destiladas em alambiques de cobre
(L1e, L17, L18, 119, L20, L21, 122, 123, 124, L.25, L.26, L.27, 1,28, L,29,
L,30, L31,L33, L34, L35 L36, L37, L38, L39, L40, L41, L42, L43 e L44, sendo
que as amostras [.20, L.21, .32, L33, L38, .39 e L.44, sdo envelhecidas.

Logo apods a coleta, foram realizadas as analises fisico-quimicas e
cromatograficas no Laboratorio de Analises de Qualidade de Aguardente no
Departamento de Quimica da UFLA, sendo as primeiras realizadas segundo os
parametros estabelecidos pela Instrugdo Normativa n® 13, de 29/06/2005, do
Ministério Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), (BRASIL, 2005).
Inicialmente as amostras foram redestiladas em triplicata, acondicionadas em
frascos de vidro hermeticamente fechados e mantidos sob-refrigeragdo (4°C) até
o momento das seguintes andlises: grau alcoolico, alcoois superiores, metanol,
aldeidos e ésteres. As metodologias empregadas para as analises estdo descritas
a seguir. O exame organoléptico e a determinagdo de acidez volatil, extrato seco

e cobre foram realizados sem a redestilacao da cachagca.
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3.2 Analises fisico-quimicas

- Exame organoléptico: a analise foi realizada observando-se a amostra de
cachaga contra um transluminador de luz branca. Os seguintes parametros foram
observados: aspecto, colora¢do, limpidez, presenca de corpos estranhos,

vazamentos e oleosidade.

- Teor alcooélico: determinado por densiometria, sendo o resultado expresso em
percentagem em volume. Mediu-se o teor alcodlico das amostras redestiladas
que estavam a temperatura ambiente de 20°C, com o auxilio de um densimetro

digital DensiMat Gibertini.

- Extrato seco: a analise foi efetuada por meio de métodos gravimétricos.
Inicialmente, uma cépsula de aluminio seca foi previamente pesada em balanca
analitica com precisdao de 0,0001 g. Em seguida, uma aliquota de 25 mL da
amostra sem redestilar foi transferida para a cépsula e evaporada em banho-
maria a 95°C, por 3 horas. Decorrido esse tempo, a amostra foi levada a estufa a
100°C por 30 minutos e, logo depois, o material foi resfriado em dessecador. O
residuo solido remanescente foi pesado em balanca analitica (Marte/ AM - 220)
e os resultados obtidos, expressos em gramas de extrato seco por litro da

amostra.

- Acidez: foi determinada por titulacdo volumétrica de neutraliza¢do. Os acidos
volateis foram extraidos da bebida por arraste a vapor d’agua, utilizando o
destilador eletronico Enochimico Gibertini. Foram utilizados 20 mL de cachaca
sem redestilar e recolhidos 250 mL da mistura hidroalcodlica obtida, que, em

seguida, foi titulada com hidroxido de sédio 0,1 mol L' na presenca de
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fenolftaleina 1%. Os resultados obtidos foram expressos em gramas de acido

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

- Aldeidos: foram analisados pelo método titulométrico direto com iodo 0,05
mol L'l, titulando o SO, formado por meio das reagdes envolvidas na analise. Os
aldeidos reagem com ions bissulfitos (em excesso), em pH neutro em um meio
tamponado. Em meio fortemente acido, o bissulfito em excesso reage com o
iodo para impedir a dissociagdo do composto aldeido-bissulfito, que é estavel em
pH 2,0. O bissulfito, que esta combinado com o aldeido, ¢é titulado com a
solucdo de iodo, apos ser liberado em meio alcalino (pH 9,0). A quantidade de
aldeidos presente nas amostras foi expressa em gramas de aldeido acético por
100 mL da amostra ou por 100 mL de alcool anidro. As reagdes envolvidas
nesse processo estao apresentadas na Figura 9.

RCHO + S0, + H,O PH =7 RCHOH —SO;H

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

SOZ + 12 + 2H20 — stO4 + 2HI

Em meio alcalino, o aldeido é entdo determinado

RCHOH—sSO;H _°" _ RCHO + SO, + H,0

SOZ + 12 + 2H20 —_— stO4 + 2HI

Figura 9 Reagdes envolvidas na analise de aldeidos

Fonte: CARDOSO, 2013
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- Esteres: foram determinados pela titulagdo dos acidos carboxilicos obtidos por
transesterificagdo dos ésteres presentes nas amostras, conforme mostrado na
Figura 10. Inicialmente, 50 mL de amostra foram colocados em erlenmeyers ¢
neutralizados com soluc¢do padronizada de hidroxido de sodio, concentragdo de
0,025 mol L™, na presenca de fenolftaleina 1% como indicador. Logo depois,
foram adicionados 5 mL de solu¢do padronizada de NaOH; desta vez, na
concentragio de 0,1 mol L, e deixado em repouso por 12 horas. Decorrido esse
intervalo, 5 mL de 4cido sulfurico, 0,1 mol L™, foram acrescentados a amostra,
quando, entdo, foi titulada com hidréxido de sédio 0,1 mol L. A quantidade
total de ésteres foi expressa em gramas de acetato de etila por 100 mL de

amostra.

CH3OOOC2H5 + NaOH CH3(]OONa + C2H5OH
2NaOH(exc) + 2H,SO4 —> Na,SO;  + 2H,0 +  HpSOy(exc)

HySOyexc) + 2NaOH —> Na,SO, + 2H,0

Figura 10 Reagdes envolvidas na analise de ésteres

Fonte: CARDOSO, 2013

- Cobre: A quantificagdo do cobre foi realizada por meio da adigdo de cloridrato
de hidroxilamina e acetato de sodio para promover uma redugio do Cu®’
presente nas amostras para Cu'. Em seguida, foi adicionada solugio de 2,2-
diquinolilo em 4&lcool isoamilico, formando-se um complexo de coloragdo
violeta entre o cobre reduzido e a solugdo (Figura 11). Quanto mais intensa a
coloragdo violeta, maior o teor de cobre. A quantificagdo do metal foi realizada

por meio de medidas espectrofotométricas na regido visivel do espectro, a 546
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nm, em um espectrofotometro Shimadzu UV-1601 PC, sendo as quantidades nas
amostras determinadas por meio da constru¢do de uma curva analitica,
utilizando-se sulfato de cobre como padrdo. Os resultados obtidos foram

expressos em mg L' (CARDOSO, 2013).

cloridrato de hidroxilamina
Cu2+ > cut
acetato de sodio

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

Figura 11Reagdes envolvidas na analise de cobre

Fonte: CARDOSO, 2013

3.3 Alcoois superiores

A quantidade total de alcoois superiores foi determinada por meio de
reacdo colorimétrica e a quantificagdo foi realizada em espectrofotometro
(Shimadzu UV-160-1PC) a 540 nm. As concentragdes foram determinadas por
meio da construgdo de curvas analiticas de solucdo de alcoois superiores

diluidos em agua/etanol 1:1. A quantidade total desses compostos foi expressa
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em miligrama por 100 mL de alcool anidro. As reagdes envolvidas na analise de

alcoois superiores estdo representadas na Figura 12.

N(CH 3), N(CH 3),
2C4H90H + e + Hzo
H—C—OC H
H o) 1 4o
OC,Ho

p-(dimetilamino)benzaldeido p-diaminobenzaldeido-acetaldiisoamilico
(DMAB) (Complexo colorido)

Figura 12Reagdo envolvida na andlise de alcoois superiores

Fonte: CARDOSO, 2013

3.4 Analises cromatograficas das cachacas

As analises dos alcoois superiores foram realizadas em cromatografo
gasoso Shimadzu (GC2010), autoamostrador AOC-20i1, detector de ionizagdo de
chama e coluna DB-WAX (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm).

3.5 Alcoois superiores e metanol

A metodologia empregada para a analise dos alcoois superiores foi
aquela proposta por Vilela et al., (2007), com algumas modifica¢des. Os padrdes
empregados foram o butano-1-ol (alcool butilico), butano-2-ol (alcool sec-

butilico), alcool isoamilico, alcool isobutilico, propanol, metanol, sendo todos da
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marca Merck, de grau analitico para cromatografia. Para a curva analitica, foi
feita uma solugdo (mix) em uma concentragio de 4 g L™ em etanol 40%.
A identifica¢do dos compostos foi realizada por comparacgdo do tempo

de retengdo das amostras em relagdo aos padroes.
3.6 Preparacao das amostras e cromatografo
As amostras foram previamente destiladas e injetadas diretamente no
cromatdgrafo gasoso. As injegOes das amostras foram realizadas em triplicata,
sendo a identidade dos analitos confirmada pelo tempo de retengao e o perfil dos
picos das amostras comparados aos dos padrdes.

3.7 Condicdes Cromatograficas

As condi¢des do método cromatografico empregado estdo apresentadas
nas Tabela 1 e 2.

Tabela 1 Condi¢cdes do método de cromatografia gasosa empregada para analise de
alcoois superiores e metanol.

Temperatura da coluna ~ 55°C

Temperatura do injetor ~ 150°C

Temperatura do detector 170°C

Fluxo 1,4 mL/min

Split 1:10
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Tabela 2 Rampa de temperatura do método de cromatografia em fase gasosa empregada
para analise de alcoois superiores e metanol.

Rampa/rate Temperatura (°C) Tempo (minutos)
- 55 1
1,0°C/min 70 1

3.8 Analise de carbamato de etila (CE)

A metodologia utilizada para a analise do CE nas amostras, foi realizada
de acordo com a metodologia proposta por Anjos et al. (2011), Machado et al.,
(2013) e Santiago et al. (2014), utilizando a padronizacdo externa e realizando
uma derivacdo prévia das amostras para posterior analise por HPLC. Os
reagentes empregados para analise foram: padrdo de carbamato de etila (Acros
Organics), etanol (Vetec), propanol (Vetec), hexano (Fmaia), acido cloridrico
(Vetec), acetato de etila (Macron), acetato de s6dio (Dinamica), acetonitrila grau
HPLC (Merck), agua tipo I e 9-xantidrol (Acros Organics). Utilizou-se um
cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC) da marca Shimadzu, equipado
com duas bombas de alta pressdo modelo SPD-M20A, degaseificador modelo
DGU-20A3, um injetor automatico com autoamostrador modelo SIL-10AF,
interface modelo CBM-20A e um detector de DAD (FLD) modelo RF-10AXL.
As separagdes foram realizadas empregando-se uma coluna Agilent - Zorbax
Eclipse AAA (4,6 x 150 mm, Sum) conectada a uma pré-coluna Agilent -
Zorbax Eclipse AAA 4-Pack (4,6 x 12,5 mm, Spm).

3.8.1 Derivacao do padrao de carbamato de etila
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Inicialmente preparou-se a solugdo de 9-xantidrol (0,2 mol L) em um
frasco ambar usando propanol; no mesmo frasco, adicionaram-se 20 mL de uma
solugdo-padrdo de carbamato de etila (4,0 g L"), preparada em etanol 40%. Em
seguida, adicionaram-se 2 mL de HCI (5,5 mol L'l) e, entdo, a mistura reacional
foi mantida sob agitagdo por aproximadamente 1 minuto; apods agitagdo,
colocou-se em repouso por 60 minutos. Os cristais obtidos foram filtrados e
recristalizados em hexano.

Para a andlise quantitativa, preparou-se uma solugdo-estoque do
carbamato de etila derivado, em uma concentragdo de 10 mg L', em acetato de
etila. Para a construcdo da curva analitica, foram realizadas dilui¢des em etanol
50% a partir da soluc@o-estoque previamente preparada, sendo diluidas as

solugdes de trabalho em concentragdes que variaram de 5,0 a 300,0 pg L™

3.8.2 Derivacio das amostras

Em um frasco ambar, adicionaram-se 4,0 mL de cachaca, seguidos de
0,8 mL de solugdo de xantidrol (0,02 mol L'l). Apos agitacao, adicionou-se 0,4
mL de HCI (1,5 mol L"), mantendo a mistura reacional sob agitagio por 1
minuto. Em seguida, essa foi mantida em repouso por 60 minutos e,
posteriormente, filtrada em membranas de polietileno 0,45 pm (Millipore) e

injetadas no cromatografo.

3.8.3 Condi¢des cromatograficas

Na determinacdo do carbamato de etila nas amostras estudadas, foi

utilizada uma coluna Agilent - Zorbax Eclipse AAA (4,6 x 150 mm, Sum)
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conectada a uma pré-coluna Agilent - Zorbax Eclipse AAA 4-Pack (4,6 x 12,5
mm, Sum) e a detecgdo foi realizada com detector de fluorescéncia.

A quantificagdo do carbamato de etila foi realizada utilizando-se o
método de padronizagdo externa. Os comprimentos de onda de excitagdo e
emissao empregados foram 233 e 600 nm, respectivamente. O fluxo utilizado foi
de 0,75 mL min e o volume injetado das amostras e do padrio foi de 20 puL. As
amostras e os padroes foram injetados em triplicata. A eluig¢do foi realizada em
sistema do tipo gradiente (Tabela 3), sendo a fase mdvel composta por solucdo

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

Tabela 3 Gradiente de eluicdo da fase moével para a determinagdo do
carbamato de etila.*

Fase movel*

Tempo (min.) Solvente A Solvente B
(%ov/v) (%v/v)
0,01 60 40
5,00 40 60
10,00 30 70
18,00 20 80
19,50 10 90
25,00 60 40
30,00 60 40

*Fase mével: Solvente A: solugdo de acetato de sédio 20 mmol L; Solvente B: acetonitrila.

3.8.4 Limite de detecciao (LD)

O Limite de detecg@o trata-se da menor quantidade existente do analito
presente na amostra que pode ser detectada; porém, ndo necessariamente

quantificada, sob as condigdes experimentais estabelecidas.
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Sdo trés maneiras diferentes de se calcular o LD: método visual, método
da relagdo sinal-ruido e método baseado nos pardmetros da curva analitica

(RIBANI et al., 2004).

Na determinagdo do LD, foram considerados os parametros relativos a

curva analitica construida, utilizando a seguinte relagdo matematica:
LD =3 x(s/S)

em que s € a estimativa do desvio-padrdo da equagdo da linha de regressdo e S ¢

o coeficiente angular da curva analitica (RIBANI et al., 2004; HARRIS, 2008).

3.8.5 Limite de quantificacao (LQ)

E a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser
determinada (quantificada) com precisdo e exatiddo aceitaveis, sob as condi¢des
experimentais estabelecidas. Os mesmos critérios adotados para a determinagao
do LD podem ser adotados para o LQ, porém, utiliza-se a relagdao 10:1(RIBANI
et al., 2004).

Para a determinagdo do LQ, foram considerados os parametros relativos

a curva analitica construida, utilizando a seguinte relagdo matematica:
LQ=10x(s/S)

em que s € a estimativa do desvio-padrdo da equagdo da linha de regressdo e S ¢

o coeficiente angular da curva analitica (RIBANI et al., 2004; HARRIS, 2008).

3.9 Furfural e Hidroximetilfurfural
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A metodologia utilizada para a analise furfural e hidroximetilfurfural nas
cachagas de alambique e industriais foi realizada de acordo com a aquela
proposta por Souza et al., (2009) e acrescidas de pequenas modificagdes.

Os padrdes desses compostos descritos anteriormente foram adquiridos
da Sigma-Aldrich. Os compostos referentes a fase movel foram de grau analitico
para HPLC: metanol (Merck) e acido acético glacial (J.T.Baker) e agua tipo I
obtida de um sistema Milli-Q.

3.9.1 Preparacao dos padrdes e amostras

Para cada um dos padrdes de furfural e hidroximetilfurfural, foram
preparadas solugdes-estoque com concentragdo de 1000 mg L™, solubilizados
em alcool etilico 50%.

O método utilizado para a quantificacdo dos compostos foi o da
padronizagdo externa. A construgdo das curvas analiticas foi realizada por meio
da diluicao da solucgdo estoque previamente preparada, obtendo-se solu¢des com
as respectivas faixas de concentragio para os padrdes: 0,1 a 25 mg L. As
equagOes das curvas analiticas foram calculadas pelo método dos minimos
quadrados, medindo-se a resposta do detector (area) em fungdo da concentragdo,
apos a injecdo em triplicata das solu¢des contendo os padrdes.

As amostras e os padrdes foram filtrados em membrana de polietileno
de 0,45 um (Millipore) e injetados diretamente no sistema cromatografico. As
injecdes das amostras e dos padrdes foram realizadas em triplicata, a identidade
dos analitos foi confirmada pelo tempo de reten¢do ¢ o perfil dos picos da

amostra comparado aos dos padroes.

3.9.2 Condi¢des cromatograficas
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As analises do furfural e hidroximetilfurfural foram realizadas em um
cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia HPLC Shimadzu, equipado com duas
bombas de alta pressdo, modelo SPD-M20A, degaseificador modelo DGU-
20A3, interface modelo CBM-20A e injetor automatico modelo SIL-10AF. A
coluna utilizada para as separacdes foi a Agilent - Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6
x 250 mm, 5um) conectada a uma pré-coluna Agilent - Zorbax Eclipse XDB-
C18 4-Pack (4,6 x 12,5 mm, 5um) e o detector utilizado foi o de arranjo de
diodos (DAD). Os solventes utilizados como fase movel foram: solugdo de
acido acético 2% em agua (Solvente A) e metanol:agua:acido acético (70:28:2%
v/v/v) (Solvente B). As amostras foram ecluidas de acordo com o gradiente
apresentado na Tabela 4. O comprimento de onda utilizado foi de 280 nm, fluxo

de 0,8 mL min"' e volume de injecdo de 20 pL.

Tabela 4 Gradiente de elui¢do da fase movel para a analise de furfural e 5-

hidroximetilfurfural.
Fase mével*
Tempo (min.) Solvente A Solvente B
(% viv) (% vIv)
0,01 100 0
25,00 60 40
40,00 45 55
43,00 40 60
50,00 0 100
55,00 100 0
60,00 100 0

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

Para garantir que um método analitico gere informagdes confidveis e
interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliagdo denominada
validacdo. A validagdo de um método ¢ um processo continuo que comega no
planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu
desenvolvimento e transferéncia (RIBANI et al., 2004).

Portanto, para garantir a qualidade analitica dos resultados, foram
realizados procedimentos para validagao do método utilizado, sendo avaliados
os seguintes parametros: linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificagao,

precisdo e exatiddao de acordo com Anjos et al (2011) e Santiago et al (2014).

3.9.4 Linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado (faixa de aplicag@o). A linearidade
¢ obtida por padronizacdo interna ou externa e formulada como expressao
matematica (equagdo da regressdo linear) usada para o calculo da concentragdo
do analito a ser determinado na amostra real (RIBANI et al., 2004).

A relagdo matemadtica entre o sinal e a concentracdo das espécies de
interesse foi expressa por meio da equag¢do da reta (curvas analiticas) e os
respectivos coeficientes de determina¢do (R?). Como evidéncia de um ajuste
ideal dos dados para a linha de regressdo, foi considerado um coeficiente de
correlagdo maior que 0,9900 (SNYDER, KIRKLAND, GLAJCH, 1997;
RIBANI et al., 2004; HARRIS, 2008).
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3.9.5 Limite de deteccio

O Limite de detecgdo (LD) é a menor quantidade do analito presente em
uma amostra que pode ser detectada; porém, ndo necessariamente quantificada,
sob as condigOes experimentais estabelecidas. Sdo trés maneiras diferentes de se
calcular o LD: método visual, método da relacdo sinal-ruido e método baseado
nos parametros da curva analitica (RIBANI et al., 2004).

Para a determinagdo do LD, foram considerados os parametros relativos

a cada curva analitica construida, utilizando a seguinte relagdo matematica:

LD =3 x (s/S)

em que s ¢ a estimativa do desvio-padrao da equagao da linha de regressdo e S ¢é

o coeficiente angular da curva analitica (RIBANI et al., 2004; HARRIS, 2008).

3.9.6 Limite de quantificacao

O limite de quantificagdo (LQ) é a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada (quantificada) com precisdo e exatiddo
aceitaveis sob as condi¢des experimentais estabelecidas. Os mesmos critérios
adotados para a determinacdo do LD podem ser adotados para o LQ, porém,
utiliza-se a relagdao 10:1(RIBANI et al., 2004).

Para a determinagdo do LQ, foram considerados os parametros relativos

a cada curva analitica construida, utilizando a seguinte relagdo matematica:

LD =10 x (s/S)
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em que s € a estimativa do desvio-padrao da equacdo da linha de regressdao e S ¢

o coeficiente angular da curva analitica (RIBANI et al., 2004; HARRIS, 2008).

3.9.7 Precisao

Representa a dispersdo de resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob
condi¢des definidas. Pode ser avaliada por meio do desvio-padrdo absoluto (o)
ou pela estimativa do desvio-padrdo absoluto (s), quando o nimero de
determinagdes ¢ pequeno, pelo intervalo de confianga médio, ou mesmo pela
estimativa do desvio-padrdo relativo (RSD), também conhecido como
coeficiente de variagao (CV).

Neste estudo, para estimativas da precisio do método, foram
determinados os coeficientes de variagdo (CV) de uma série de medidas, por
meio da utilizagdo da seguinte equacdo matematica: CV(%) = (s/CMD) x 100,
em que, s = estimativa do desvio-padrdo; CMD = concentragdo média
determinada. Segundo Snyder et al. (1997), para a analise de compostos
presentes em baixas concentragdes, o valor de CV ndo deve ultrapassar 5 ou
10%, dependendo da complexidade da amostra, atestando, assim, a precisdo do
método analitico proposto (Anjos et al., 2011).

A precisdo, em validacdo de métodos, ¢ considerada em trés niveis
diferentes: repetitividade, precisdo intermedidria e reprodutibilidade. Neste
estudo foi utilizado a precisdo intermediaria. A precisdo intermediaria indica o
efeito das variacdes dentro do laboratorio em razao de eventos, como diferentes
dias ou diferentes analistas ou diferentes equipamentos ou uma combinagdo
desses fatores. O objetivo da validacdo da precisdo intermediaria ¢ verificar que,

no mesmo laboratorio, o método fornecera os mesmos resultados. Para isso, foi
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realizada a analise, em 5 dias diferentes, de solugdes-padrdo referentes a trés
niveis de concentragio (0,1; 1 e 25 mg L), sendo estimado o CV ao final das

sucessivas repetigoes.

3.9.8 Exatidao

Representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro. E importante observar que um valor exato ou verdadeiro ¢ o valor
obtido por uma medicdo perfeita e esse valor ¢ indeterminado por natureza
(RIBANI et al., 2004).

Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método sdo:
materiais de referéncia; comparagdo de métodos; ensaios de recuperagio;
adi¢do-padrao.

A recuperagdo € a mais utilizada entre os processos de avaliar a
exatiddo, sendo definida como a proporcdo da quantidade da substancia de
interesse, presente ou adicionada na porg@o analitica do material-teste, que ¢
extraida e passivel de ser quantificada (RIBANI et al., 2004; HARRIS, 2008).

A exatidao foi avaliada por meio de ensaios de recuperacao utilizando 3
amostras, escolhidas aleatoriamente, sendo essas fortificadas com padrdes dos
analitos em 3 niveis de concentragdes (0,5; 5 ¢ 20 mg L") diferentes. A
recuperagdo foi determinada considerando os resultados obtidos para cada

analito estudado, utilizando a seguinte equagdo matematica:

%Recuperacdo = [(concentragdo medida)/(concentracao esperada)] x 100
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3.10 Analise cromatografica de 2,3-Butanodiona

Para a analise de 2,3-butanodiona em cachagas foi realizado previamente
uma derivagdo do composto presente na amostra, com consequente
determinagdo quantitativa em cromatografo liquido. Os reagentes utilizados
foram de grau analitico, padrao de 2,3- butanodiona (General Purpose Reagent-
BDH Limited Pode England). Os solventes, metanol e acetonitrila, grau HPLC
(Merck), 2,4-Dinitrofenilidrazina (Vetec). A agua usada foi purificada pelo
sistema Milli-Q (Milipore).

3.10.1 Purificacao da 2,4-Dinitrofenilidrazina

A 2.,4-Dinitrofenilidrazina foi purificada por trés vezes sucessivas
utilizando 2,0 g em 60 mL de metanol submetido a ebulicdo sob agitagdo
constante ate a solubilizagdo completa. Filtrou-se a quente e o filtrado foi levado
ao aquecimento novamente ate a ebuli¢@o, repetiu o procedimento mais uma

vez, deixou-se em repouso a temperatura ambiente, até completar a cristalizagao.

3.10.2 Preparacio do derivado 24-dinitrofenilidrazona de 2,3

butanodiona

O derivado 2,4-DNPH de 2,3 butanodiona foi obtido seguindo a
metodologia de Shriner et al. (1983). Preparou-se uma solu¢do com 0,4 g de 2,4-
DNPH (purificada) em 2 mL de acido sulfurico, adicionando a essa gota a gota 2
mL de agua, com agitagdo até completa solubilizacdo. Em seguida, colocaram-se
10 mL de etanol a 95%. Paralelamente preparou-se a solucao de 2,3 butanodiona

(0,1 g) em 15 mL de etanol. A solucdo de 2,4-DNPH recém-preparada foi
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colocada nessa solucdo e a mistura resultante ficou em repouso a
temperatura ambiente. A cristalizagdo da 2,4- dinitrofenilidrazona ocorreu em
torno de dez minutos. O derivado 2,4-DNPH de 2,3 butanodiona foi isolado por
filtragdo e purificado por recristalizagdo em etanol absoluto, por duas vezes. A
pureza foi confirmada pela determinacao da temperatura de fusao, e analises por
HPLC.

Para andlise quantitativa, a solucdo-padrdo de 2,4-DNPH de 2,3

butanodiona foi obtida pela diluicdo da solucdo-estoque (1000 rng.L'1 em

dimetilsuféxido DMSO) em etanol-agua (45:55 v/v). Seis pontos foram

utilizados para obtencgdo da curva analitica nas concentragoes de 0-140 mg.L~

3.10.3 Derivacao das amostras

Em um baldo volumétrico de 100 mL, preparou-se uma solugdo
dissolvendo 0,4 g de 2,4-dinitrofenilidrazona purificada com metanol. Em um
frasco a parte, adicionaram-se na seqiiéncia 1,0 mL da solu¢do de 2,4-
dinitrofenilidrazona, 4,0 mL da amostra e 50 pL de 4cido perclorico (HCLO,) a
1,0 M. A solugdo resultante foi agitada e mantida a temperatura ambiente por
aproximadamente 45 minutos. As amostras derivadas foram filtradas em filtros
de membranas de polietileno 0,45 pm (Milipore) e 20 pL da solucdo foi
injetado no HPLC para analise (RECHE et al., 2007).

3.10.4 Analises qualitativa e quantitativa

Para a quantificacdo da concentracdo de 2,3 butanodiona nas amostras,

utilizou-se a técnica da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC),

utilizando-se um equipamento Shimadzu com loop de 20 uL, e, detector de UV-
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Vis SPD-M6A, utilizando uma coluna C;3(25 cmx 4,6 mm L.D.; 5 pL),sendo
metanol-acetonitrila (80:20) e 4gua a fase movel utilizada. O gradiente utilizado
foi: 0- 9,0 min. (40% fase A: 60% fase B), 9,0 — 15 min. (30:70), 15 -20min.
(30:70), 20 — 30min. (10:90) e 30 — 45min. (40:60), com o termino da analise
em 45 minutos.

A conversdo quantitativa de cetonas nas bebidas alcodlicas destiladas
aos derivados 2,4-DNPHs ¢ assegurada por meio de um excesso de 2.,4-

dinitrofenilidrazina. A 2,4-DNPH de 2,3- butanodiona nas amostras foi

quantificada usando-se o método de padrio externo (0-140 mg L'l), com
detecgdo a 365 nm. A curva analitica foi obtida pela regressdo linear (y =
234819x - 9086,7), plotando a area de pico versus concentracdo, sendo o

coeficiente de correlacdo linear igual a 0,9998.(RECHE et al., 2007).
3.11 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC) com
44 tratamentos respectivamente e duas repetigdes. Os resultados foram
submetidos a anglise de variancia utilizando um programa estatistico SISVAR 9
(Ferreira, 2011). As médias foram comparadas pelo teste Scott Knott ao nivel
de 5% de significancia (p<0,05). Em seguida por meio da analise dos
componentes principais (PCA) as médias foram distribuidas em um grafico

biplot.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises fisico-quimicas foram realizadas seguindo a metodologia
estabelecida pelo MAPA com algumas modificagdes. Os resultados estdo

representados na tabela 5.

Tabela 5 Andlises fisico-quimicas de aguardente de cana/cachagas industriais e de alambique

Alcoois

Grau ] Extrato Superiores

Alcodlico Acidez Aldeido Esteres Cobre Seco Totais
L1 3936a; 13,17a; 892a;  14,89a5, nd 023a; 10521ay,
L2 4359a; 1567a,; 11,15a, 15,78a, nd 039a; 108,12ay,
L3 3864a; 1254a, 9,143,  153lap nd 1,352, 134,11 a;
L4 3932a; 1234a; 439a, 12,17a;; nd 1,35a;, 125,12 a;,
LS 385las  1583a5; 7,78a  12,72a; nd 025a; 118,48a
L6  3925a; 12,164, 7,225  1522a, nd 032a; 122,13ay,
L7 4037as 1821a, 103a;,  14,6lap nd 028a; 128,59 a
L8  3833a; 203a, 839a  22,6a, nd 0,192, 131,344
LY 3955a; 1442a5; 7.43a, 20,22 a;; nd 0,88a, 107,57 a4
L10  3844a; 2022a,, 3,34a, 1838a, nd 0572, 117,95a;
LIl 46,762, 1832a,, 6,76a,, 19,51a, nd 0462, 11336a;
L12 3836as 1525a, 9,62a;  16,86a5, nd 0,682, 109,92a,
L13  46,57a, 1528a,; 8,6ag 22,61a, nd 1,05a, 107,83 a4
L14  42,09a, 1428a; 9,11 ag 15,14a,, nd 0,56a, 122,52a,1

LIS 3939a; 122a, 1049a;, 403a;  1,05as 0,19a, 94,11a

L16  40,58as  56,15a; 11,18a, 14,26a, 1,15as 00625 159,52 a,
L17  4149a;s 47,052, 831as  2037a;, 23la, 008a; 173,52 a;
L18 5235a;,  226la, 1562a, 27,77a, 3,142, 002a, 17322 as
L19  3931a; 2701a, 12,19a 105,52a, 745a, 023a; 122,37a,
L20  3335a, 153,18a, 16,09a, 8,8ay. 126as 0,03a, 21508a,
L21  3221a, 104,625 329a, 33,73a, 2,62a; 014as 99.83as
L22  4038as 40,162, 14,67as 1638a;, 04las 009a; 195,78 a;
L23 44763, 1664a,, 1838a; 1147a; nd 0,022, 149,46 a
L24  3925a; 3587a, 2053a, 22,62a;, 3,36a; 009a; 160,92 a,
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Tabela 5 Analises fisico-quimicas de aguardente de cana/cachagas industriais e de
alambique (Continuagéo...)

Alcoois
Grau Extrato Superiores
Alcodlico Acidez Aldeido Esteres Cobre Seco Totais

L25  4284a, 48,092, 3399a, 2222a, 327a; 008a; 237,982,
L26  42,61a, 45392, 3434a, 36,60a; 142as 0,17as 160,91 a,
L27  5124a; 51532, 1232as 44,0935 nd 0,09a; 173,96 as
L28 4151as  12856a, 18,55a; 3647a; 128as 0,16as 209,36 a,
L29  5223a; 515223 1244a; 72,0la, 423a, 009a; 172,97 as
L30 4897a, 8988a, 22,68a, 444las 2,07a; 0,79a, 166,92 as
L31  3943a; 8844, 1427as 99,15a, 1,75as 0023a; 181,17 a,
L32  36,61a 157,642, 7,55a5  3436a, 3,71a; 023a; 171,46 as
L33  4249a, 122,07a, 1247a¢ 33,02a 257a, 0,03a, 193,03,
L34  4455a, 30,63a, 18,7a;  24,57a, 05525 033a; 122,84a,
L35 3923a; 13933a, 1033a, 5722as 7,54a, 01l4a, 172,67 as
L36  4625a, 80,61a, 15,11a, 8948a; 428a, 0,16as 217,97a,
L37 40,84as  203,88a, 7,66a,  9928a, 1,71as 029a; 242264,
L38 36,6320 156,89a, 8,13a,  60,88a; 2,53a; 034a; 169,15 a4
L39 39.67a; 8149a, 1571a, 5457as 0,77as 0,13a; 177,69 as
L40  42,17a, 62,99a, 1508a, 61,60as 3,51a; 0,15a;s 156,57 ag
L41 4055385 12493a, 633a, 7508a; 1,33as 088a, 167,89 a4
L42  4349a;  9646a, 2462, 8635a; 4343, 004a, 164,58 ag
L43  42062a, 66,052, 8,2 a 4191a; 242a, 00la, 16893 a4
L44  3648a, 3328a, 148las 56,76as 4,11a, 0,12a;, 167,04 a4

Médias seguidos do mesmo numero na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Scott Knott ao nivel de 5%

de probabilidade % v/v; 2 mg 100 mL 4lcool anidro; * mg | g L!; ND = n#o detectado; ** Brasil, 2005.

4.1 Resultados das analises fisico-quimicas

Pode-se observar que 25 % das amostras analisadas estdo fora dos
padroes exigidos pela legislacdo brasileira. Valores inferiores ao estabelecido

para a graduagdo alcodlica foram observado para as amostras (L20, L21, L32,
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L38 e L44), Observam-se também valores superiores de acidez volatil (L20,
L32 L.37 e L38), de aldeidos (L25 e L26) e de cobre (L19 e L35).

Baseando nos resultados apresentados, verifica-se que, as cachacgas
produzidas em alambiques apresentam-se fora dos padroes exigidos pela
legislagdo. Varios fatores podem ter influenciado como cortes inadequados,
°Brix, fermentagdo inadequada durante a produgdo da bebida. A graduagdo
alcodlica obtida para as amostras variou de 52,23% (v/v) a 32,21% (v/v).
Observa-se que cinco amostras encontram-se com o teor alcoolico fora dos
padrdes para cachagas; L20 com (33,35°GL), L21 (32,21°GL), L32 (36,61°GL),
L38 (36,63 °GL), e L44 (36,48 °GL). O grau alcodlico ¢ considerado como um
dos parametros de grande importancia, pois ¢ por meio dele que se caracteriza o
produto. Segundo Miranda et al., (2007), uma das causas para o baixo teor
alcodlico pode ser resultado de possiveis erros € imprecisdes nos equipamentos
utilizados pelos produtores na determinag@o do teor alcodlico e possiveis erros
na execucdo da destilacdo ou na diluicdo que afetam diretamente a quantidade
desse componente na cachaga. Perdas ao longo do processo de envelhecimento,
também podem ocorrer devido o armazenamento da bebida em barris de
madeira ¢ das condigdes ambientais ou pelo proprio consumo do etanol nas
reacOes de esterificagdo com acidos durante o armazenamento (CARDOSO,
2013; MIRANDA et al, 2008). As perdas ao longo do processo de
envelhecimento podem ser amenizadas pelo armazenamento da bebida & baixa
temperatura ¢ umidade mais elevada.

Observa-se que as cachacas que apresentaram uma graduagdo alcodlica
abaixo dos limites exigidos sdo envelhecidas. Parazzi et al., (2008), observaram
que o teor alcodlico variou ao longo de um periodo de dois anos para cachagas
armazenadas em madeira e vidro. Zacaroni et al., (2011) relataram que para as

cachacas armazenadas em toneis, em média, ocorre uma diminui¢do na
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graduacgdo alcoolica em fung@o das condigdes do armazenamento, que esta
relacionado a umidade, temperatura e porosidade do barril. Outro ponto a
resaltar é que durante o envelhecimento ocorre uma redu¢do na graduagdo
alcodlica devido a reagdes de esterificacdo e oxidagdo durante o processo,
contribuindo também para a melhoria da qualidade sensorial do produto. Varios
componentes da cachaga tém suas concentragdes modificadas durante o
envelhecimento devido a evaporagdo parcial do etanol e da agua, sendo comuns
perdas de alcool em torno de 3 a 4 % ao ano

O limite da acidez volatil estabelecido pela legislagdo para bebida
alcoolica € de 150,0 mg de acido acético por 100 mL de alcool anidro. Pelos
resultados descritos na Tabela 5, observa-se que os maiores teores de acidez
volatil encontram-se nas cachagas de alambique com o seus respectivos valores
L.20 (153,18), L32 (157,64), L37 (203,88) ¢ L38 (156,89 mg 100 mL™"' de lcool
anidro).

Serafim et al., (2012) estudando cachagas de coluna observaram que
todas as amostras analisadas apresentaram concentragoes inferiores quanto a
acidez total, em relagdo as cachacas de alambique, sendo que estes dados
corroboram com os dados encontrados neste estudo, porém os autores
afirmam que os cortes corretos realizados nas cachagas de alambique entre as
fragdes de “coragdo” e “cauda” reduzem pela metade a acidez total da fragdo
“coracao”.

Pereira et al., (2003), trabalhando com 45 amostras de cachagas
provenientes de diferentes localidades do estado de Minas Gerais, encontraram
um valor médio para acidez volatil de 77,79 mg 100 mL" de élcool anidro,
sendo que apenas 3 amostras apresentavam valores fora dos padrdes exigidos
pela legislagao vigente. Segundo Cardoso (2013) e Vilela et al., (2007), a

elevada acidez volatil pode estar relacionada com diversos fatores, como o
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adequado controle do tempo e a temperatura de fermentagdo, manejo do mosto e
higienizacdo adequada sdo fatores que quando controlados podem minimizar
altos valores de acidez.

A acidez da cachaga depende principalmente do controle do processo de
fermentagdo, em relacdo a fatores como estirpe da levedura predominante no pé-
de-cuba, pureza da fermentagdo, tempo ¢ temperatura da fermentagdo, manejo
do mosto e da cana colhida. A aeracdo do mosto deve ser evitada, pois o
aumento do oxigénio no meio induz o metobolismo celular oxidativo, em que a
levedura oxida os carboidratos por respiragdo podendo ocorrer a multiplicacdo
celular e 4cido acético como produto de reagdo em lugar do etanol, diminuindo o
rendimento da bebida e causando consequente aumento da acidez. (SCHWAN,
DIAS, DIAS, 2013).

Silva et al., (2009) estudando compostos de cachagas produzidas por
diferentes leveduras isoladas de alambiques de diferentes regides do estado de
Minas Gerais, onde a produgdo dessas cachagas, segundo os autores, sdo
totalmente com caracteristicas artesanais, ¢ o tipo de fermentagdo ¢ espontaneo,
observaram diferencas siginificativas em relagcdo aos teores de acido acético,
demonstrando a influéncia de diferentes linhagens de levedura durante o
processo de fermentagao. Duarte et al., (2011) estudando a qualidade da cachaca
de alambique, avaliaram o efeito da contaminagdo do mosto ocasionado por
Lactobacilus fermentum Eles encontraram valores de acidez volatil para a fragao
coragdo de 193,33 mg 100 mL" de alcool anidro, os autores observaram um
aumento na concentragdo de acido acético que € o responsavel por grande parte
da acidez volatil.

A acidez elevada pode influenciar negativamente o paladar do
consumidor, desestimulando-o de continuar degustando a cachaga. Odello et al.,

(2009) realizaram uma avaliacdo sensorial e hedénica (em que o
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provador/consumidor avalia o quanto gostou ou desgostou de um produto) em
36 amostras de cachacas comerciais nao adogadas e constataram uma correlacao
negativa com a acidez.

As amostras L20 e L32 sdo cachacas envelhecidas, podendo ocorrer
também uma aumento significativo da acidez para essas amostras armazenadas
em toneis de madeira, pois alguns compostos oriundos da madeira, tais como
acidos organicos ndo volateis e outros matabolitos secundarios (taninos e
compostos fendlicos), favorecem o aumento da acidez da cachaga durante
envelhecimento. Isso ndo desqualifica o produto no aspecto sensorial, pelo
conjunto agradavel que forma com outros componentes, portanto, a acidez
volatil é um importante parametro correlacionado as caracteristicas sensoriais de

bebidas destiladas (ALCARDE, SOUZA, BELLUCO, 2010).

Pelos dados descritos na Tabela 5, observa-se que duas cachagas de
alambique excederam o limite de aldeidos permitido pela legislagdo, estando
acima de 30 mg/100 mL de alcool anidro. As amostras L25 e L26 apresentaram
valores elevados de aldeidos (33,99 ¢ 34,34, respectivamente).

Os aldeidos tém sua origem na agdo das leveduras durante estagios
preliminares do processo da fermentacdo, principalmente o acetaldeido, que
tende a desaparecer com o tempo, pela oxidacdo a 4cido acético; por outro lado,
varios aldeidos podem também ser formados de aminoacidos presentes no caldo
de cana.

Serafim et al. (2012) relatam que os aldeidos sdo compostos
responsaveis pela defini¢do e consequente separagdo do grupo de compostos
referentes a fragdo de cabega, pois esses compostos apresentam maior
solubilidade em etanol. Logo, valores elevados de aldeidos observados em
cachagas podem estar associados a erros no processo do corte entre as fragoes de

cabeca e coragdo. Erros no processo de corte ocorrem quando o produtor ndo
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calcula previamente a graduagao alcodlica da bebida desejada e/ou ndo calcula o
volume de mosto fermentado correspondente ¢/ou ndo acompanha a mudanca do
grau alcodlico do destilado que esta saindo do alambique.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 5 nota-se que a
amostra L19, proveniente de alambique apresentou um valor maior para o cobre
do que aquele estipulado pela legislagdo que é de 5 mg.L"', em relagéo ao teor de
cobre. Na cachaga, a presenca desse metal deve-se principalmente a dissolucao
do carbonato basico de cobre [Cu,(OH),CO;] presente nas paredes internas do
alambique, que ¢ arrastado pelos vapores alcoolicos acidos durante a destilagdo.
Fazer a higienizacdo adequada para remocao do azinhavre, bem como encher o
alambique e as serpentinas com agua para reduzir a oxida¢do do cobre, sdo
medidas que reduzem consideravelmente a possibilidade de contaminagdo da
cachaca por cobre (CARDOSO, 2013). O uso de filtros de resinas de troca
ionica ¢ uma boa alternativa para remover o cobre da bebida contaminada, sem,
contudo, remover componentes secundarios responsaveis pela qualidade
sensorial do aperitivo (DUARTE et al., 2013).

Para comparar os resultados das avaliagcdes fisico-quimicas das
cachagcas, aplicou-se a Analises das Componentes Principais (ACP). Na Figura
13 representa-se o grafico biplot PC1 x PC2 dos loadings e scores, em que se

relacionam os parametros fisico-quimicos das 44 amostras em estudo.
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Figura 13 Grafico biplot PC1 x PC2 dos loadings e scores das industriais e de alambique
quanto aos seus parametros fisico-quimicos.

Pelos dados apresentados na ACP observa-se que, com a primeira a
segunda componente principal, foi possivel descrever 99,6% dos dados, sendo
93,79% da variancia total descrita pela primeira componente principal.
Analisando-se a Figura 13, pode-se constatar que as cachagas de alambique
diferiram das cachagas de coluna nos parametros alcoois superiores e acidez
volatil, respectivamente, pois estes parametros apresentaram maior similaridade

para todas as amostras analisados. Esses resultados corroboram a analise de
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variancia aplicada anteriormente (Tabela 5), pois tais parametros apresentaram

valores superiores, quando comparados com as demais amostras.

4.2 Alcoois superiores

Os dados encontrados para os alccois superiores separadamente estio
descritos na Tabela 6, observa-se que os valores dos alcoois superiores, Propan-
1-o0l (alcool propilico), 3-metilbutan-1-ol (alcool isoamilico), 2-metilpropan-1-ol
(alccol isobutilico), Butan-1-ol (alcool butilico) e metanol (alccol metilico),
encontram-se dentro dos padrdes para todas as amostras, apenas nas amostras
(L21 e L40) os valores obtidos para Butan-2- (alcool sec-butilico) excederam o

limite permitido pela legislagao.

Tabela 6 Concentragdes dos alcoois superiores, alcool propilico, alcool isoamilico,
alcool isobutilico, alcool butilico, alcool sec-butilico e alccol metilico nas
amostras de cachacas de alambique e cachagas industriais.

Alcool Alcool Alcool Asl:g_ol Alcool  Alcool
Propilico Isoamilico Isobutilico butilico butilico metilico

L1 2292a; 30,21 ap, 50,24 a4 nd 0,05 ay 1,39 a4
L2 30,28 aj; 32,12 ay; 56,46 a4 nd 0,07 ag 0,37 a;
L3 32,41ay 36,86 ag 60,67a;,, 0,12a;, 0,04a 325 a,
L4 20,51 a5 40,17 aq 61,12 a;, 0,39 a;; 1,05 ag 2,52 a3
L5 18,09 aj; 3549 a,y 62,55a; 0,63 ag 1,23 as 1,28 a4

L6 3145a, 34,49 aq 53,16 a;s nd 1,48 a4 1,68 a,
L7 24,26 aig 45,33 as 56,52 aig nd 1,14 ay 2,17 as
L8 28,24 a, 37,15 ag 63,13 a;; nd 1,22 as 1,26 a,4

L9 17,28a 29,38 a;, 59,15a;,, 0,12a;,, 1,01 ag 0,92 as
L10 28,88 a;; 341720 52,25 a5 0,25 ag 1,59 a4 0,34 a;
L11 21,21 a;s 31,27 ay; 58,21 a3 nd 1,49 a4 0,87 as
L12 13,47 a3 3422 a0 56,45 aj4 nd 1,02 ag 0,86 as
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Tabela 6 Concentragdes dos alcoois superiores, alcool propilico, alcool isoamilico,
alcool isobutilico, alcool butilico, alcool sec-butilico e alccol metilico nas
amostras de cachagas de alambique e cachagas industriais (Continuagdo...)

Alcool Alcool Alcool Asl::_ol Alcool Alcool

Propilico Isoamilico Isobutilico butilico butilico metilico
L13 24,13 ay, 29,28 a, 53,09 a5 nd 1,08 ag 0,31 a,
L14 26,31 ap; 34,69a;,, 60,05 a, 0,07 ag 1,43 a, 1,19 a4
L15 21,33 a5 22,28 a5 50,25 ajg nd 1,42 a, 3,83 a,
L16 54,19 a;s 29,10 a;, 76,63 ag nd 1,24 a;s nd
L17 41,01 ag 45,39 as 86,77 ag 0,71 ag 1,16 a; 0,87 as
L18 55,55 as 29,15 ap, 88,25 as nd 1,40 a, nd
L19 35,67 ajg 23,67 a4 62,64 a;, nd 2,15 a3 nd
L20 89,44 a; 21,5 ajg 55,26 ayy 1,33 a5 2,42 a3 4,26 a;
L21 65,63 as 19,4 a;; 14,33 ay; 2,75 ag 3,34 a, 1,23 a4
L22 69,46 a;s 41,21 ag 85,32 ag4 4,19 a4 1,73 a4 nd
L23 39,52 a 35,65 ayq 73,66 ag nd 1,16 a; 1,43 a,4
L24 39,98 ay 41,54 a4 79,25 a; nd 1,51 a4 nd
L25 1123 a 40,49 agq 84,51 aq 7,87 a; 1,03 ag nd
L26 39,48 ay 41,74 a4 79,31 a; nd 1,50 a4 nd
L27 18,22ay; 49,41 a4 106,9 a, nd 1,01 ag nd
L28 53,35 a;s 58,58 a, 101,15 a; nd 1,14 a; nd
L29 19,59 aj 54,43 a; 98,35 a3 nd 1,81 a, nd
L30 63,49 a;s 29.29 a;, 68,55 ayg 5,54 a3 1,05 ag nd
L31 4327 a, 39,73 a; 99,11 a3 nd 1,06 ag nd
L32 2326ay 48,32 a4 99,09 a; nd 1,76 a4 nd
L33 46,47 a¢ 45,58 as 100,39 a; nd 1,35 a4 nd
L34 40,51 ag 25,85 a3 55,72 a4 nd 0,88 ag nd
L35 19,59 ajs 54,33 a; 98,35 a3 nd 1,18 a; nd
L36 63,37 a5 57,71 a, 92,24 a, 1,65 a; 2,24 a3 nd
L37 53,68 as 67,37 a, 120,07 a, 3,91 as 1,74 a4 nd
L38 23,04 ay, 49,09 a4 97,32 a; nd 1,69 a, nd
L39 9548a, 27,95 a3 53,45 a5 6,73 a, 1,86 a, 0,63 ag
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Tabela 6 Concentragdes dos alcoois superiores, alcool propilico, alcool isoamilico,
alcool isobutilico, alcool butilico, alcool sec-butilico e alccol metilico nas
amostras de cachagas de alambique e cachagas industriais (Continuagio...)

Alcool Alcool Alcool Aslgz)_ol Alcool Alcool
Propilico Isoamilico Isobutilico butilico butilico metilico

L40 73,29 a, 19,29 a, 63,49 a|; 3,32 as 4,67 a, 2,42 a;
L41 56,48 as 29,56 aj, 81,14 a, 1,69 a; 2,64 a; 3,24 a,
L42 57,61 a5 28,19 a), 79,46 a, 1,31 a; 1,04 ag nd
L43 60,65 a;s 29,38 a;, 79,13 a; 1,23 a; 1,05 ag nd
L44 60,06 a4 29,04 a;, 75,41 ag 1,53 a; 1,08 ag nd

Médias seguidas da mesma letra minascula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott ao
nivel de 5% de probabilidade % v/v; > mg 100 mL "alcool anidro; * mg L'; * ¢ L''; ND = ndo
detectado; ** Brasil, 2005

Cardoso (2013), resaltaram que os alcoois isoamilico, amilico,
isobutilico e propilico sdo os principais alcoois superiores encontrados nas
cachacas. Ao analisar separadamente, nota-se que as amostras L21 e L40
apresentaram valores superiores ao permitido pela legislacdo para o alcool
butilico (3 mg/100 mL de alcool anidro).

Pesquisas de Penteado e Masini (2009) identificaram e quantificaram, o
alcool butilico e o dalcool sec-butilico em concentragdes acima daquelas
estabelecidas pela legislagdo em 33 amostras de aguardentes de alambique e
industrial, produzidas em quatro estados do Brasil. Eles observaram grande
heterogeneidade nas caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais; nas amostras de
aguardentes de alambiques dos estados de Sdo Paulo, Parand ¢ Minas Gerais
(regido de Salinas). As concentragdes de alcool sec-butilico estiveram dentro da
faixa de valores permitidos pela legislacdo; uma amostra de Belo Horizonte
apresentou concentragdo elevada de 408 mg/100 mL de alcool anidro; trés
amostras de aguardentes industriais também estavam com concentra¢des acima

da legislagdo, 110, 111 e 115 mg/100 mL de alcool anidro. Dados que ndo
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corroboram com esses encontrados neste estudo, sendo que as amostras em
relacdo ao alcool sec-butilico que excederam o limite permitido pela legislagao,
sdo oriundas de cachaga de alambique. Nas cachagas colunas nenhuma amostra
excedeu o limite para todos os alccois superiores.

Fernandes (2013) estudou cinco variedades de cana para a produgdo de
cachaga colhidas em trés épocas distintas (segunda quinzena dos meses de junho
e agosto e primeira quinzena do més de outubro), observou que suas amostras
ndo ultrapassaram o limite permitido pela legislagdo do alcool butilico ¢ ndo
detectou nelas presenga do alcool sec-butilico, demonstrando que a formagao
dos alcoois superiores nao foi influenciada pelas variedades de cana. A formacgao
de alcoois superiores em excesso pode ser evitada com algumas medidas, como
ndo utilizar a cana bisada e nem armazenar a cana por longo periodo apds o
corte, evitando a degradagdo de aminoacidos e a posterior formacao dos alcoois
superiores (CARDOSO, 2013)

A cana bisada ¢ a cana que ficou de uma safra para outra, porém devido
a este fato pode ocorrer a perda de qualidade, ja que os canaviais estavam em um
ponto de maturacdo e voltaram a se desenvolver. Os fatores que contribuem para
a ma qualidade da cana bisada sdo o tombamento, enraizamento, brotacdo
lateral, maior infestagdo de pragas e doengas, colmos secos ou mortos, além do
aumento de impurezas (ROSSINI, 2010).

Souza et al., (2009), estudando amostras de cachagas da Cooperativa
de Produtores do Norte do Fluminense observaram que trés amostras
apresentaram teores superiores dos alcoois, butilico e sec-butilico sendo
considerados contaminantes de cachaga. Um dos principais fatores para a
formagdo de alcool butilico em cachagas ¢ a contaminagdo por bactérias

acetobutilicas durante o processo de fermentag¢do. Esta contaminagdo pode ser
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reduzida ndo deixando a cana-de-agiicar proxima a estabulos e locais de
ordenha.

Para comparar os resultados da avaliacdo dos alccois superiores (Tabela
6), aplicou-se a ACP. Na Figura 14 representa-se o grafico biplot PC1 x PC2 dos
loadings e scores, em que se relacionam os alcoois superiores, propilico,

isoamilico, isobutilico, butilico, sec-butilico € metilico das 44 amostras em

estudo.
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Figura 14 Grafico biplot PC1 x PC2 dos loadings e scores das industriais e de alambique

quanto aos alccois superiores € metanol.
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Pelos dados apresentados na ACP, com a primeira e a segunda
componente principal, descreveu-se 92,7% dos dados, sendo 94,16% da
variancia total descrita pela primeira componente principal. Observando-se a
Figura 14, pode constatar que em relagdo aos alcoois superiores, (alcool
isoamilico, alccol isobutilico, butilico e metilico) as cachacas de alambique ¢ as
cachagas industriais apresentaram um agrupamento similar para todas as
amostras analisadas, porém algumas amostras diferiram em relagdo aos alcoois
isoamilico e o sec-butilico em relacdo as outras variaveis. Esses resultados
corroboram com a analise de variancia aplicada anteriormente (Tabela 6), pois
tais parametros apresentaram valores superiores, quando comparados com as

demais amostras.

4.3 Anilises cromatograficas dos contaminantes em aguardentes de
alambique e industriais: carbamato de etila, 2,3-butanodiona,

furfural e 5-hidroximetilfurfural

As concentracdes dos comtaminates carbamato de etila, 2,3-
butanodiona, furfural e HMF e a somatéria do furfural e HMF obtidas nas

amostras de cachacas analisadas, estdo descritas na Tabela 7.

Tabela 7 Analise cromatografica dos contaminantes em aguardentes: carbamato de etila,
2,3-butanodiona, furfural e 5-Hidroximetilfurfural

2,3-

Carbamato butanodiona Furfural 5-HMF
de Etila 1 ng.L” pg.L! FU+HMF
-1 ng.L
ng.L
L1 133,732, 0,66 a, 39 a; 3,24 a, 5,63 a,
L2 120,77 a; 0,24 a, 98 a, 6,02 a, 7,00 a,
L3 131,332, 021 a, 85 a, 2,76 a, 3,61 a4
L4 150,342, 0,12a, 39 a, 2,33 a, 2,72 as

LS 189,48 a, 0,18 a, 92 a2 1,32 a; 2,24 as
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Tabela 7 Analise cromatografica dos contaminantes em aguardentes: carbamato de etila,
2,3-butanodiona, furfural e 5-Hidroximetilfurfural. (Contnuacdo...)

Carbamato bu tafl’(:)’,c-liona Furfu_rlal 5-HM1F
de Etila a1 ng.L ng.L FU+HMF
ng.L! ng.L

L6 145,41 a, 0,53 a; LQ 7,23 a; 7,23 a,
L7 143,93 a, 0,16 a, 35 a, 2,34 a, 4,70 a3
L8 245,31 a, 0,60 a; 57 a; 0,93 a4 5,68 a,
L9 141,52 a, 0,31 a, S2a 0,70 as 1,22 ag
L10 <LQ <LQ 32 a3 1,22 a3 1,54 a4
L11 235,53 a, 0,14 a, 25 ay 2,12 a, 2,37 as
L12 189,78 a; 0,31 a, LQ 0,58 ag 0,58
L13 89,13 a4 0,14 a, 46 a, 1,08a;3 2,54 as
L14 131,51 a, 0,41 a, 93 a, 0,94 a, 1,83 a4
L15 144,20 a, 0,16 a, LQ <LQ <LQ
L16 76,21 a, <LQ LQ <LQ <LQ
L17 31,22 ag 0,19 a, 42 ag <LQ 0,42
L18 46,19 as <LQ 02 ay 0,03 aj 0,05
L19 22,78 a; 0,15 a, 64 a, <LQ 0,64 ag
L20 32,83 ag <LQ 44 a; 0,04 ay 0,48 ag
L21 27,79 a; <LQ 67 a, 0,53 a4 1,20 a¢
L22 22,72 a; <LQ LQ <LQ <LQ
L23 <LQ <LQ 11 as <LQ 0,11 a;;
L24 45,14 as <LQ 02 ag <LQ 0,02 ag
L25 22,13 a; <LQ 07 ag <LQ 0,07 a;s
L26 14,01 a, <LQ 07 ag 0,08 a; 0,15 a3
L27 12,67 a, <LQ 24 a4 <LQ 0,24 a;,
L28 18,78 ag <LQ 24 a, 0,07 ag 1,28 a4
L29 31,79 ag <LQ LQ <LQ <LQ
L30 <LQ 0,24 a, LQ <LQ <LQ
L31 46,29 a; <LQ 04 ag <LQ 0,04 a,;
L32 32,06 ag <LQ 03 ag 0,32 0,35 ajo
L33 <LQ <LQ 83 a, <LQ 0,83 a;
L34 12,34 a, <LQ 02 ay <LQ 0,02 ag
L35 34,27 ag <LQ 04 ag <LQ 0,04 a;

L36 <LQ <LQ 05 a; 0,63 as 0,68 ag
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Tabela 7 Analise cromatografica dos contaminantes em aguardentes: carbamato de etila,
2,3-butanodiona, furfural e 5-Hidroximetilfurfural. (Contnuagio...)

2,3-

Carbamato butanodiona Furfu_rlal 5-HM1F
de Etila -1 pg.L ng.L FU+HMF
ng.L! ng.L

L37 23,01 a4 <LQ 24 a, <LQ 1,24 ag
L38 <LQ <LQ 06 a; <LQ 0,06 a6
L39 43,32 a; <LQ 01 ay <LQ 0,01 a;g
L40 56,44 a; <LQ LQ <LQ <LQ
L41 <LQ <LQ LQ <LQ <LQ
L42 34,04 a <LQ 02 ay <LQ 0,02 a;g
L43 23,34 a, 0,12 a, 08 a; <LQ 0,08 a4
L44 17.10 ag <LQ LQ <LQ <LQ

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott
Knott ao nivel de 5% de probabilidade ND = nao detectado

4.4 Analise de Carbamato de etila

Na Figura 15, encontra-se o cromatograma obtido para o padrio de
carbamato de etila
A curva analitica obtida por regressdo linear para quantificagdo do CE
nas amostras foi y = 11914,70x - 47197,63 (em que y = area do pico ¢ X =
concentragdo de CE), correlacionando a area do pico versus a concentra¢ao da
respectiva solugdo padrio, sendo o coeficiente de correlagio linear (R?) obtido
de 0,99996. O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) do
método foram estimados utilizando-se os parametros da curva analitica, cujos
valores encontrados foram de 1,86 ¢ 6,23 pug.L-1, respectivamente.
O tempo médio de retencdo obtido para o composto analisado neste
estudo foi de 13,06 £ 0,09 minutos. Santiago et al. (2014) avaliaram teores de

CE no processo de producdo e envelhecimento em tonéis de carvalho e
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amburana, encontrando um tempo médio de retencdo de 13,34 minutos. Anjos et
al. (2011), estudando o carbamato em cachacas armazenadas em carvalho e em
vidro, encontraram um tempo médio de retengdo de 13,10 minutos para esse
composto. Mendonga et al., (2016) observou um tempo médio de retencdo de
13,29 minutos, enquanto estudava cachagas produzidas com levedura
selecionada ¢ fermentos caipiras. Todos os resultados corroboram com o0s

aqueles encontrados neste trabalho.

100000
CE

80000 —

60000 —

mAU

40000 —

20000 —

Figura 15 Cromatograma da solug¢do padrdo de carbamato de etila (CE), Concentragdo
do padrio injetado: 160 pg.L™!

A concentragdo de CE foi determinada pela constru¢do da curva
analitica obtida por regressao linear (y = 11716,89x — 19225,71), plotando a area
de pico versus concentracdo, sendo o coeficiente de correlacdo linear igual a
0,99996. Os valores para o limite de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ)
encontrados foram de 1,86 ¢ 6,23 ug L, respectivamente. Esses valores sdo
inferiores aqueles encontrados por Anjos et al., (2011) (3,93LD e 13,09 pg L™
LQ ), Machado et al., (2013) (6,39 pg L' LD e 21,32 pg L' LQ ), Mendonga
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(2016) (2,48 pg L'LD e 8,26 pg L'LQ) e Santiago et al. (2014) (3,24 pg L'LD
e 10,83ug L'LQ). Em todos esses trabalhos, a matriz usada pelos autores foi a
cachaca.

De acordo com os resultados as concentragdes de carbamato de etila
encontradas para as amostras de cachagas, apresentaram diferenca entre as
cachagas de alambique e as cachacas industriais. Apenas duas cachagas
industriais, amostras L8 e L11 apresentaram valores de 245,31 pg.L"' e 235,53
ng.L" respectivamente, diferindo significativamente das demais amostras
analisadas excedendo o limite permitido pela legislagdo que é de 210 ug.L" , o
cromatogramas das amostras estdo representados pelas figuras 16 ¢ 17.

Na amostra L10 encontrou-se um valor abaixo do limite de
quantificagdo. As concentra¢des de carbamato de etila encontradas para todas
as amostras de cachagas de alambique, estdo dentro do limite permitido para a
legislagdo. As menores concentragdes de CE foram observadas nas seguintes
amostras [.23, L30, L33, L.36 e L41 onde os valores encontrados apresentaram-

se abaixo do LQ do método.
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Figura 16 Cromatograma de uma cachaca de coluna (amostra L8) de carbamato de etila.

30000
Amostra L30
25000
20000 -
] CE
=] 15000
<
g i
10000
5000
O—r/\/J
-— 777
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

Tempo (minutos)

Figura 17 Cromatograma de uma cachaga de alambique (amostra L30) de carbamato de etila.
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Por meio dos resultados obtidos, pode-se observar que todas a amostras

de alambique apresentaram concentragdo abaixo do limite estabelecido pela
legislagdo brasileira (210,00 pg L'l), sendo a maior concentragdo encontrada de

76,21 ug L'l. Esses resultados sdo similares aos de Barcelos et al., (2007) ,
Masson et al., (2014), Machado et al (2013) e Anjos et al. (2011), que também
ndo encontraram niveis de carbamato de etila acima do permitido nas cachagas
provenientes do sul de Minas Gerais.

Barcelos et al., (2007) avaliando amostras de cachaga de trés regioes
diferentes do estado de Minas Gerais (sul de Minas, Zona da Mata ¢ Vale do
Jequitinhonha) obtiveram valores que variam desde de ndo detectado até 700
pg.L" de carbamato. Entre as regides estudadas, apenas as amostras do Vale do
Jequitinhonha apresentaram niveis superiores aos estabelecidos pelo MAPA de
carbamato de etila.

Masson et al., (2007), estudaram cachagas produzidas em alambiques de
pequeno e médio porte das regides norte ¢ sul de Minas Gerais, € encontraram
valores que variavam de 22,6 a 980 pg.L"'. Os autores relatam que os teores de
CE encontrados na aguardente ndo se correlacionam com a graduagao alcodlica,
acidez ou cobre nas amostras analisadas. Neste presente estudo, as amostras
L20, L32, L37 e L38 ndo ultrapassaram o limite permitido para acidez ¢ a
amostra L19 excedeu o limite permitido de cobre; provavelmente esse fato nao
influenciou o teor de carbamato de etila presente nessas amostras de alambique.

Embora alguns autores acreditem que a destilacdo da cachaca em
alambiques de cobre promova a formac¢do do CE catalisado pelo metal
(ARESTA, BOSCOLO, FRANCO, 2001; ANDRADE-SOBRINHO et al.,
2002; BRUNO et al.,, 2007 MASSON et al., 2014), outros demonstraram a
nido correlagdo entre a concentragdo de cobre e CE em cachacas (BARCELOS

et al., 2007; MACHADO et al., 2013; ZACARONI et al., 2011; ANJOS et al.,
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2011, MENDONCA et al., 2016).

Anjos et al. (2011) confirmam que o armazenamento da bebida, tanto
em tonel de carvalho quanto em recipiente de vidro, influenciam na formagéo do
carbamato de etila, proporcionando um aumento significativo na concentracao
desse contaminante. Para os autores a presenga de luz também influencia, j& que
foi detectado 13,63 pg.L"' de carbamato na cachaga armazenada em vidro logo
no segundo més de armazenamento, ao passo que a mesma concentracdo so foi
observada na cachaca do tonel de carvalho no nono més, dados que nédo
corroboram com este estudo sendo que as cachacas de alambique envelhecidas
apresentaram uma baixa concentragdo de carbamato de etila. Santiago et al.
(2014) acompanharam periodicamente o perfil cromatografico do carbamato de
etila no processo de producdo e no envelhecimento de cachaga em tonéis de
amburana. Os autores observaram que a concentragdo do carbamato de etila, ao
longo do processo de producdo e na etapa de envelhecimento, apresentou valor
inferior ao limite maximo estabelecido pela legislagdo para esse composto.

Baffa Junior (2011) mostraram correlacdes existentes entre a
concentragdo deste contaminante e pardmetros envolvidos durante o processo de
produgdo e principalmente durante o processo de destilacdo, tais como,
constituicdo de partes ascendentes e descendentes (cobre ou aco inoxidavel),
tipo de aquecimento (direto ou indireto), corte das fragdes (cabega, coracao e
cauda) e taxa de refluxo durante o processo.

Serafim et al. (2012), analisando amostras de cachacas em colunas de
aco inox observaram que essas bebidas apresentam em geral concentragoes de
carbamato de etila superiores a das cachagas de alambique, considerando-se o
mesmo vinho. As somas das concentracdes de carbamato das fragdes “cabeca”
“coracdo” e “cauda” dos destilados de alambique sdo em geral compativeis com

o teor deste, no destilado de coluna. Assim, as cachagas oriundas dos alambiques
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tendem a apresentar menores concentragdes de carbamato com relagio a cachaga
de colunas devido ao processo de cortes. Os autores afirmam que na obtencdo da
cachaga de alambique, a presenga do carbamato de etila ocorre principalmente
na seguinte ordem do processo de destilagdo: “cabega” > “coragdo” > “cauda”,
devido a sua maior solubilidade em 4lcool do que em agua, dessa forma, ¢
previsivel que a “cabega” apresente uma maior concentracdo de carbamato de
etila, j4 que ela apresenta uma maior graduacdo alcoodlica. Os resultados
encontrados por Serafim e colaboradores (2012), corroboram com os resultados
obtidos neste estudo, no qual foi encontrado maiores concentra¢des de CE para
as cachacas industriais em comparac¢ao com as cachagas de alambique.

Galinaro e Franco (2011), demonstraram que, durante a primeira semana
apos a destilag@o, ocorre um aumento gradual na concentracdo de carbamato de
etila em aguardentes oriundas do mesmo vinho e destiladas em alambique e em
coluna. Apds este periodo, ocorre uma estabilizacdo no teor deste composto.
Desta forma, o carbamato de etila formado pos-destilacdo deve-se a presenga de
potenciais precursores nas diversas fracdes do destilado. Entretanto, os autores
afirmam que as diferencas entre as concentragdes de carbamato de etila
observadas nos destilados de coluna e nas fracdes de alambique sdo devidas ao

processo de destilagdo e independentes do processo fermentativo.

4.5 Analise cromatografica da 2,3-Butanodiona

Na Figura 18, encontra-se o cromatograma obtido para o padrdo de 2,3-

butanodiona.
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Figura 18 Cromatograma da solucdo padrio de 2,3 butanodiona de 2,4-
dinitrofenilhidrazona, concentragdo do padrio injetado: 140pg. L™

O tempo médio de retengdo obtido para o composto analisado neste
estudo foi de 25 minutos. A concentragdo de 2,3-butanodiona foi determinada
pela construgdo da curva analitica, obtida pela regressao linear (y = 234819x -
9086,7), plotando a area de pico versus concentragdo, sendo o coeficiente de
correlacdo linear igual a 0,99998. Os valores para o limite de detecgcdo (LD) e
quantificagio (LQ) encontrados foram de 0,054 e 0,0182 pg L7,
respectivamente.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 7 pode-se observar uma
predominancia de composto 2,3-butanodiona nas amostras de cachacas
industriais sendo que as amostras que apresentaram maiores quantidades desse
composto foram as amostras L1 e L6 com 0,66 ug L' e 0,53 pg L'
respectivamente. Nas amostras de cachagas de alambique as concentra¢des

foram muitos baixas e muitas amostras apresentaram valores abaixo do limite
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de quantificacdo. As figuras 19 e 20 correspondem aos cromatogramas das
amostras de cachaga de alambique e de coluna.

Moreira, Neto ¢ Maria (2012), relatam que as cetonas podem estar
presentes em diversos processos fermentativos provenientes de variagdes de
temperaturas, nutrientes presente no mosto, quantidade de oxigénio disponivel e
também o tipo de micro-organismo, sendo encontradas em pequenas quantidades
em bebidas alcoodlicas fermentadas e destiladas. Estes compostos na maioria das
vezes proporciona uma importante participagdo para o sabor ¢ aroma dessas
bebidas, incluindo as aguardentes de cana brasileiras. Entretanto, a inalagdo
prolongada desses compostos pode causar irritagdo das membranas mucosas,
dores de cabega, confusdo, efeitos narcoticos e, também, pode levar a uma
situagdo de coma. Esses autores desenvolveram alguns estudos em aguardente
de cana produzida em alambiques de cobre e de ago inox utilizando um HPLC
para identificar. Apos derivatizacdo de cetonas para obtencdo de compostos do
tipo 2,4-dinitrofenilidrazonas. Em um deles, foram separados 4 compostos dessa
classe. A 2,3-butanodiona (valor médio de 4,3 mg L) foi a cetona majoritéria,
dados que corroboram com o presente estudo. Os autores observaram também
que o teor médio desta ndo variou de forma estatisticamente significativa entre a
aguardente de cana produzida em alambique de cobre e a produzida em coluna

de a¢o inox.
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Figura 19 Cromatograma de uma cachaga coluna (amostra L1) de 2,3-butanodiona.
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Figura 20 Cromatograma de uma cachaga de alambique (amostra L.30) de 2,3 butanodiona.
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De acordo com Nakashimada, Kanai e Nshio (1998), fermentagdes em
batelada alimentada e com o excesso de nutrientes a base de carboidratos podem
influenciar na concentracdo de acetoina durante o processo fermentativo, outro
possivel fator que pode influenciar para a formagdo de 2,3-butanodiona durante
a fermentagdo ¢ o fornecimento de oxigénio. Os autores realizaram um
experimento nas mesmas condigdes de fermentagdo (concentragdo inicial de
acucar , pH, temperatura), porém ocorreu uma variagdo na velocidade de
agita¢do, apds a ativacdo da levedura para iniciar o processo fermentativo. O
experimento foi realizado nas mesmas condi¢des variando apenas a velocidade
de agitacdo de 500 para 750 rpm. Observaram um aumento de 2,3-butanodiona
no final do processo de fermentagao.

Perego te al., (2003) afirmam que a producao de cetonas esta associada a
taxa de aeracdo, quanto maior a aeracdo maior sera a producdo de cetonas. O
efeito da temperatura também interfere na produgdo de cetonas, os autores
verificaram que nas superiores temperaturas a 37 °C, ocorreu um aumento na
concentragdo final do produto. Os autores ainda relatam que a produgdo de
cetonas durante a fermentacdo do vinho por leveduras ¢ dependente da
temperatura. Quando a temperatura aumenta, a velocidade de decomposicao de
acetolactato também aumenta, e mais diacetil € produzidos. Os autores afirmam
que na producdo de bebidas fermentadas e destilados varias alteragdes de
temperatura, podem ocorrer levando a produgdo de cetonas.

Reche et al,, (2007), observam a presenga de benzoaldeido, e 2,3-
butanodiona, nas cachacas destiladas em alambique que apresentaram
concentracdes abaixo do detectado para a metodologia de 2,3 butanodiona e
benzoaldeido (limite de detegdo 0,002 mg. 100 mL ' de 4lcool anidro). Isso
pode ser explicado pelo fato de que esses dois compostos ndo possuem uma

temperatua de ebuligdo tdo baixo; quanto o acetaldeido e o formaldeido, sendo
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que o formaldeido é um gas a temperatura ambiente e esta presente dissolvido na
bebida.provavelmente sera dificil quantificar o benzoaldeido e a 2,3-butanodiona
na fracdo coracdo de cachaca de alambique, aonde ocorrem os cortes, nao
podendo dizer o mesmo para a cachaga de coluna, aonde ndo ocorre a separagao
das fragdes cabeca, coragdo e calda. Estes dados corroboram com os encontrados
neste estudo sendo que as maiores concentragdes de 2,3-butanodiona foi
detectado nas amostras de cachacas industriais.

Para comparar os resultados da avaliagdo dos contaminantes, carbamato
de etila e 2,3 butanodiona (Tabela 7), aplicou-se a ACP. Na Figura 21
representa-se o grafico biplot PC1 x PC2 dos loadings e scores, em que se
relacionam o carbamato de etila e a 2,3-butanodiona das 44 amostras em estudo.
Aparentemente, pela analise de componentes principais observa-se queas
amostras oriundas de alambique sdo completamente diferentes das amostras de

coluna no que diz a respeito ao seu teor de carbamato de etila e 2,3-butanodiona.
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Figura 21 Grafico biplot PC1 x PC2 dos loadings e scores das de coluna e de alambique
quanto ao carbamato de etila e 2,3 butanodiona.

Pelos dados apresentados na ACP, com a primeira ¢ a segunda
componente principal, foi possivel descrever 95,5% dos dados, sendo 100,00%
da variancia total descrita pela primeira componente principal. A analise
multivariada foi aplicada a fim de verificar as possiveis semelhangas entre as
amostras. Com base no grafico pode-se observar trés agrupamentos distintos
correspondente as cachagas de alambique ¢ as de coluna, o grafico evidencia que

algumas amostras de cachagas de coluna foram agrupadas em relacdo as maiores
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quantidades de carbamato de etila e 2,3-butanodiona, resultados que corroboram
a analise de variancia aplicada anteriormente (Tabela 7), pois tais pardmetros
apresentaram valores mais altos, quando comparados com as demais amostras.

4.6 Analise de furfural e 5-hidroximetilfurfural

A Figura 22 ilustra o perfil cromatografico da solug¢ao padrao de furfural

e 5-hidroximetilfurfural, podendo observar a separagao dos dois compostos.
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Figura 22 Cromatograma da solug@o padrdo de de furfural e 5-hidroximetilfurfural.
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4.7 Certificacdo do método analitico

As avaliagdes dos parametros para a validagdo do método proposto
foram seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo e
quantificagdo.

Nas condigdes cromatograficas empregadas, constatou que as amostras
ndo apresentaram substancias interferentes nos tempos de reten¢ao do furfural e
do 5-hidroximetilfurfural. Por meio da construcdo das curvas analiticas, foi
possivel avaliar a linearidade do método pela estimativa dos coeficientes de
determinacdo referentes as equagdes das curvas, obtidas por regressao linear.
Para o furfural foi obtido um coeficiente de regressdo linear de 0,9999 e para o
5-hidroximetilfurfural obteve um coeficiente de regressdo linear de 0,9999,
conforme recomendado na literatura (SNYDER, KIRKLAND, GLAJCH, 1997 ¢
SOUZA et al., 2009).

A precisdo do método analitico foi avaliada em relagcdo aos niveis de
repetitividade e precisao intermediaria, estimado o coeficiente de variagdo para
cada composto analisado, mediante sucessivas medi¢des para trés niveis de
concentracao.

Pelos resultados obtidos mediante cinco repeticdes obtiveram-se os CV,
que, variaram de 0,991% na concentracdo de 0,1 rng/L'1 , 0,558% na
concentragio de 1,0 mg/L" e 0,515% a concentragdio 25 mg/L"' para o
furfural. Os resultados obtidos do CV para o 5-hidroximetilfurfural variaram de
0,187% na concentracao de 0,1 mg/L'l , 0,487% na concentracao de 1,0 mg/L'l
e 0,921% na concentragdo de 25 mg/L™

De maneira geral nos testes de repetitividade os valores encontrados
para o CV estdo abaixo do limite de 5% para os dois compostos analisados,

conforme é recomendado. Portanto pode-se aferir que o método apresenta



118

precisdo para os dois compostos analisados em cachagas, devendo-se considerar
a complexidade das amostras de cachagas envelhecidas e ndo envelhecidas.

Os limites de detecgdo encontrados para o furfural variaram de 0,087
mg/L a 0,017 mg/100 de alcool anidro, ¢ os limites de quantifica¢do variaram de
LQ= 0,291 mg/L a 0,058 mg/100 de alcool anidro. Para o composto 5-
hidroximetilfurfural os limites de detec¢do variaram de 0,058 mg/L a 0,011
mg/100 de alcool anidro e os limites de quantificagdo variaram de 0,193 mg/L a
0,039 mg/100 de alcool anidro, respectivamente. O tempo de retengdo para o
furfural foi de 15,567 +0,12 minutos ¢ para o 5-hidroximetilfurfural foi de 13,
658 +0,14 minutos, corroborando com os valores encontrados por Souza et al.,
(2009). Segundo esses autores o método utilizado demonstrou boa sensibilidade
para esse tipo de analise . Ribani et al (2004) afirmaram que podem ocorre
diferengas nesses parametros provenientes das condigdes cromatograficas, como
na aparelhagem ou nas metodologias adotadas para a quantificacdo dos
compostos.

A exatidao do método analitico foi avaliada por meio de ensaios de
recuperagdo, em que a concentragdo do furfural e 5-hidroximetilfurfural foi
calculada pelo aumento das areas de picos, apds uma adi¢do de uma quantidade
conhecida dos padrdes a trés amostras escolhidas aleatoriamente L12, L13 e
L27. As concentragdes utilizadas para o furfural e o 5- hidroximetilfurfural
foram 0,5, 5,0 e 20,0 mg/L'l. Adicionaram-se a concentrag¢ao de 0,5 mg/L'l de
furfural para trés amostras, obteve-se uma recuperacgido de 98%, 83% e 108%; na
concentragdo de 5,0 mg/L" os valores de recuperagio de 96%, 94% e 78% na
concentragdo de 20,0 obteve-se uma recuperagdo de 97%, 99% e 98%
respectivamente. Para o composto HMF repitiu-se o mesmo procedimento,
obtendo-se os seguinte resultados: concentracdo de 0,5 mg/L™ (recuperacdo de

95%, 83% e 74%,) concentra¢io de de 5,0 mg/L™ (recuperacdo de 93%, 97% e
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81%), e para a concentragdo de 20,0 (recuperagdo de 107%, 100% e 98%
respectivamente). Com base nos limites aceitaveis para a porcentagem de
recuperagdo (entre 70 e 120%), consta-se que o método apresentou boa
recuperagdo para os dois compostos analisados, cujo valores médios incluiam-se
nos limites aceitdveis. Trabalhos de Anjos et al., (2011) utilizando o a mesma
metodologia para a quantificagdo de compostos fenolicos também apresentou
porcentagens de recuperagao similares encontradas neste estudo.

Analisando os dados descritos para o furfural e HMF, ambos descritos
anteriormente na Tabela 9, nenhuma das amostras de cachaca de alambique
excedeu o limite, porém trés cachacas de coluna L1, L2 e L8 excederam o limite
que ¢ de 5,0 mg por 100 mL de alcool anidro, sendo encontrados valores de
5,63, 7,00 e 5,68 mg/ 100mL™" de 4lcool anidro respectivamente. Os
cromatogramas das amostras de cachaga de alambique e de coluna estdo

representadas nas figuras 23 e 24
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Figura 23 Cromatograma de uma cachaga de coluna (amostra L1) de 5-
hidroximetilfurfural e furfural.
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Figura 24 Cromatograma de uma cachaca de alambique (amostra L30) de 5-
hidroximetilfurfural e furfural.

O furfural e o hidroximetilfurfural sdo contaminantes organicos cuja
presenca ¢ indesejavel na bebida. A alta temperatura, associada ao baixo pH do
mosto, acarreta desidratagdo dos agucares e hidrolise de polissacarideos dos
bagacilhos (celulose, hemicelulose, pectina e outros) formando 2-furfural
(furfural) e 5-hidroximetil-2-furfural (hidroximetilfurfural). As pentoses formam
furfural como principal produto de degradacdo, enquanto as hexoses formam
hidroximetilfurfural. Outros fatores, como o envelhecimento da bebida sob
condigdes irregulares, a adicdo de caramelo e pirogenizagdo da matéria organica
depositada no fundo dos alambiques, também podem contribuir para o aumento
no teor desses componentes (FARIA et al., 2003 citado por ZACARONI et al.,
2011).
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Masson et al., (2007) estudando a formagdo do furfural e do
hidriximetilfurfural utilizando cana crua e queimada na produgdo de cachaca,
mostraram que a queima e a requeima de cana de agucar antes da moagem
influenciaram no aparecimento desses compostos, Na queima do palhigo da
cana-de-acgucar, a exsudacao do actlicar torna-se um excelente aderente ao colmo
de residuos da combustdo, de particulas solidas de solo, minerais € outros. No
processamento da cana, esses residuos sdo transferidos para o caldo e, em
suspensdo, vdo para as dornas e posteriormente para o alambique, cuja matéria
organica ¢ transformada em furfural e hidroximetilfurfural, chegando ao produto
final.

Souza et al., (2009), estudando 31 amostras de cachaga na regido do
norte do fluminense do estados do Rio de Janeiro, obseraram que a soma dos
teores de furfural e 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) variaram de 1,1 a 9,5 mg
100 mL™" alcool anidro, sendo que nove amostras continham teores acima do
maximo permitido, dados similares aos dados encontrados neste estudo. Os
autores observaram também que teores de 8,8 mg 100 mL-1 alcool anidro para o
composto furfural foi encontrado em amostras de cachaca artesanal de cana
queimada. Outros fatores que podem contribuir para o aumento no teor destes
compostos sdo a presenga de agucares residuais polissacarideos oriundos de
bagacilhos, fermentagdo fraca e calor excessivo na caldeira de destilagdo, ou
também pela adicao de agucares. Os dados obtidos para o extrato seco descritos
na Tabela 5, mostraram que ocorreu uma maior concentra¢do de extratos em
algumas as cachagas industriais, sendo uma possivel contribuicdo para a
formacdo desses compostos.

De acordo com Serafim et al., (2012) os aldeidos também apresentaram
as maiores concentracoes na fracdo ‘“cabeca”, com a excecdo do 5-

hidroximetilfurfural e o furfural, os quais apresentaram maiores concentragdes
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nas fragdes “coragdo” e “cauda” do destilado. Isto pode estar relacionado a
maior afinidade destes compostos pela agua, em relagdo ao etanol e pelos seus
respectivos valores de temperatura de ebuligdo. Os autores afirmam que na
fracdo “cabeca” as concentracdes de acetato de etila, metanol, acetaldeido,
carbamato de etila, furfural, 5-hidroximetilfurfural, sdo maiores em relagdo nas
fragdes “coragdo” e ‘“‘cauda”, esses compostos podem ter suas quantidades
reduzidos em concentragdes menores apos a aplicacdo de corte, promovendo
assim um equilibrio entre a qualidade e produtividade da bebida.

Reche et al., (2007), analisaram 27 amostras de cachaga, ¢ observaram
que as amostras destiladas em coluna apresentarm um maior valor na
concentracdo de acido acético e 5-hidroximetilfurfural em relacdo as cachacas de
alambique.

Pinheiro et al., (2010), analisou aleatoriamente 16 amostras de cachacas
de alambique e cachagas de coluna. O autor descreveu que as mesmas
encontravam-se dentro do limite maximo estabelecido, com valores menores que
1,0 mg 100 mL", afirmando que em todas as amostras analisadas, a cana-de-
agucar utilizada para o processo de fabricacdo da bebida nio era proveniente de
cana queimada, ndo tinha presencas de agucares residuais, de polissacarideos
oriundos de bagacilhos presentes na cana de agtlicar, e também sem adicdo de
caramelo.

Para comparar os resultados da avaliacdo dos contaminantes, furfural e
S-metilhidroxifurfural (Tabela 7), aplicou-se a ACP. Na Figura 25 representa-se
o grafico biplot PC1 x PC2 dos loadings e scores, em que se relacionam o
furfural e 5-metilhidrxifurfural das 44 amostras em estudo. Aparentemente as
amostras oriundas de alambique de cobre e as amostras de coluna, mostraram-se
completamente diferentes em relacdo aos dois compostos analisados, quando

empregado a ACP.
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Figura 25 Grafico biplot PC1 x PC2 dos loadings e scores das de coluna e de alambique
quanto ao 5-hidrximetilfurfural e furfural.

Pelos dados apresentados na ACP, com a primeira e a segunda
componente principal, foi possivel descrever 92,5% dos dados, sendo 81,27% da
varidncia total descrita pela primeira componente principal. A analise
multivariada foi aplicada a fim de verificar as possiveis semelhangas entre as
amostras de cachacas destiladas em alambiques e as cachagas de coluna. Com
base no grafico pode-se observar trés agrupamentos distintos correspondente as
cachagas de alambique e as industriais, evidenciando que algumas amostras de

cachagas industriais foram agrupadas em relagdo as maiores quantidades de
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furfural e 5-hidroximetilfurfural, Os aldeidos também apresentaram as maiores
concentracdes na fragdo “cabeca”, com a excecdo do 5-hidroximetilfurfural e o
furfural, os quais apresentaram maiores concentracdes nas fragdes “coracdo” e
“cauda” do destilado. Isto pode estar relacionado a maior afinidade destes
compostos pela dgua, em relagdo ao etanol e pelos seus respectivos valores de
temperatura de ebulicdo. Foi observado um agrupamento entre as cachacas de
alambique em relagdo os dois compostos analisados. Esses resultados
corroboram a analise de variancia aplicada anteriormente (Tabela 7), pois tais
parametros apresentaram valores mais altos, quando comparados com as demais
amostras.

A analise de Componentes Principais novamente foi aplicada ao
conjunto de dados da Tabela 7, referente as amostras de cachacas de
alambiques e industriais. Pelos dados apresentados na ACP com a primeira e a
segunda componente principal, foi possivel descrever 93,1% dos dados, sendo

99,97% da variancia total descrita pela primeira componente principal.
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Figura 26 Grafico biplot PC1 x PC2 dos loadings e scores das de coluna e de alambique
quanto aos contaminantes 5-hidrximetilfurfural, furfural, 2,3 butanodiona e
carbamato de etila.

Os dados obtidos sdo similares aqueles observados na Figura 26, aonde
as amostras de cachagas de coluna, tiveram uma tendéncia de agrupamento
provavelmente devido ao ao tipo de processamento da bebida. Tal fato pode ser
devido a influéncia do processo de destilagdo utilizado. Dados de
Apostolopoulou et al., (2005), mostram conhecido que o processo de cortes de
diferentes bebidas alcodlicas realizado durante a destilagdo, podem influenciar a
composi¢do quimica e, consequentemente, afetar a qualidade do produto final.
Entretanto, poucos sdo os exemplos encontrados na literatura para o caso da
aguardente/cachaca de cana de aglicar uma vez que, no caso da destilagdo em

alambiques, o processo de “cortes” separa o destilado em trés fragdes: “cabeca”,
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“corag@o” e fracdo “cauda”. Assim, o agrupamento das amostras de alambique
pode ter sido evidente devido a remocgdo das fragdes do destilado cabega e cauda
durante a operagao de destilagdo, uma vez que a fragdo “cabega” segundo alguns
autores possui maiores concentragdes de acido acético acetato de etila, metanol,
acetaldeido, carbamato de etila, furfural, 5-hidroximetilfurfural. O carbamato de
etila, embora também seja soluvel em agua, possui uma maior afinidade
com o etanol o que poderia justificar sua maior presenca na fragdo de “cabeca”,
sendo que no processo de destilagio em coluna de ago inox ndo ocorre a
separagdo das fragdes, sendo que o processo de produgdo de cachaga ndo ¢é
uniforme por si s6. Isto ndo ¢ inesperado, pois na producdo existem muitas
variaveis em que torna dificil a reprodutibilidade do destilado.

No que diz respeito a produgdo da aguardente de cana, mesmo que a
fermentag@o e a destilagdo do caldo de cana venham a ser conduzida de forma
técnica rigorosamente correta, a bebida pode ndo apresentar especificacdes
legais devido a presenca de contaminantes prejudiciais a saido do consumidor

proporcionando também sabor e aroma desagradaveis (VILANOVA et al., 2010)

5. CONCLUSAO

Em todas as amostras estudadas, houve diferengas em relagdo aos
parametros fisico-quimicos e cromatograficas (carbamato de etila, 2,3-
butanodiona, furfural e 5-hidroximetilfurfural). Fisicoquimicamente as cachagas
de alambique apresentaram alguns parametros fora dos limites exigidos pela
legislacdo: teor alcodlico, (32,21 a 36,63), acidez volatil (153,18 a 203, 88),
aldeidos (33,99 a 34,34) e cobre (7,45 a7,54).

As concentragdes de carbamato de etila em cachacas de alambique

apresentaram abaixo do limite permitido pela legislagdo e em algumas amostras
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ndo foi detectado. Os teores de carbamato de etila nas cachagas de coluna
variaram de menor que o limite de quantifica¢io a 245,31 ug L™

Nas amostras de cachagas industriais, as concentracdes de 2,3-
butanodiona apresentaram valores superiores em relacdo as cachagas de
alambique que apresentaram valores menores € em algumas amostras nio foi
detectada apresentando concentragdes menores que o limite de deteccao.

O método cromatografico proposto foi validado e mostrou-se eficiente
para a andlise simultdnea dos dois compostos furfural e 5-hidroximetilfurfural
em amostras de cachaca. As cachacas de coluna apresentaram concentragdes
maiores quanto aos teores de furfural e 5-hidroximetilfurfural que variaram de
5,63 a 7,00 mg/100 mL de alcool anidro e as cachacas de alambique
apresentaram concentragoes inferiores permitidos pela legislacdo vigente.

Pode-se concluir que as cachacas industrias estudadas apresentaram
maior quantidade dos contaminantes analisados quando comparadas com as
cachacas de alambique, induzindo os produtores industriais um maior rigor

durante o processo de fabricacao da bebida.
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