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RESUMO

A cachacga, tipica bebida brasileira, é produzida pela destilagdo do
mosto da cana-de-agUcar fermentado, muito apreciada por possuir aroma e sabor
caracteristicos, conquistando cada vez mais apreciadores de diferentes lugares.
Durante o processo fermentativo, & originada a maioria dos compostos
secundarios, responsaveis pelo buqué da cachaca. A bebida produzida por
fermentacdo espontanea podera exibir certa variabilidade quimica e sensorial,
principalmente, se estiver presente diversas espécies e linhagens de leveduras, ao
passo que a bebida produzida por linhagens de levedura selecionada torna-se
uma alternativa, levando a producdo de uma bebida padronizada. Entre os
contaminantes da bebida, encontra-se o carbamato de etila, altamente toxico e
com potencialidades carcinogénicas. O envelhecimento é uma etapa da producao
que tem possibilitado aos produtores agregar valor ao produto final, devido as
alteracdes na composicdo quimica, aroma, sabor e cor da bebida, destacando-se
o carvalho, que é a madeira mais utilizada para essa finalidade. Objetivou-se
neste estudo analisar a qualidade fisico-quimica e a presenca do carbamato de
etila em cachacas produzidas por diferentes tipos de fermentacdo, além de
realizar um acompanhamento desses pardmetros durante o armazenamento
dessas bebidas. Em todos os tratamentos, foram observadas importantes
alteracBes quimicas nas bebidas, ao longo do periodo de armazenamento. O
armazenamento da bebida, tanto em tonel de carvalho quanto em recipiente de
vidro, influenciou o aumento da concentracdo do carbamato de etila, estando sua
concentracdo, ao longo do periodo de monitoramento, muito inferior ao limite
maximo estabelecido pela legislacdo para esse composto. Observou-se que as
cachacas que continham farelo de arroz como nutrientes na fermentagdo foram
as que apresentaram os maiores teores de carbamato de etila, antes e apés o
armazenamento das bebidas.

Palavras-chave: Aguardente de cana. Processo fermentativo. Contaminantes.
Armazenamento.



ABSTRACT

The cachaga, typical Brazilian liquor, is produced by the distillation of
the fermented sugar cane wort, and much appreciated for its characteristic aroma
and flavor, gaining more and more liquor lovers from different locations. During
the fermentation process, most of the secondary components, responsible for the
cachaga’s flavor, are produced. The beverage produced by the spontaneous
fermentation may exhibit chemical and sensorial variability, especially if many
yeast species and lineages are present, while the beverage produced by selected
yeast lineages is an alternative, leading to the production of a standardized
beverage. Among its contaminants, is the ethyl carbamate, which is highly toxic
and presents carcinogenic potential. Aging is a production stage which has
allowed the producers to aggregate value to the final product due to the
alterations in the chemical composition, aroma, flavor and color of the beverage,
highlighting the oak, wood most used for this end. The objectives of this study
were to analyze the physical-chemical quality and the presence of ethyl
carbamate in cachacas produced by different types of fermentation, in addition
to accompanying these parameters during the storage of these beverages. In all
treatments we observed important chemical alterations along the storage period.
Whither in oak barrels or glass recipient, storage influenced the increase in the
concentration of ethyl carbamate, given that its concentration, at the beginning
of the monitoring period, was largely inferior to the maximum concentration
established by legislation observed that the cachacas containing rice meal as
nutrient in the fermentation were those which presented the highest contents of
ethyl carbamate before and after storing the beverages.

Keywords: Sugar cane spirit. Fermentative process. Contaminants. Storage.
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1 INTRODUCAO

A cachaga é uma bebida fermento-destilada cuja origem vem desde o
tempo da escraviddo. Por ser produzida em todas as regides do pais, a bebida
torna-se diferenciada pelos métodos de producdo, pelas caracteristicas culturais e
histdricas que caracterizam cada regido.

Durante a producdo da cachaga de alambique, todas as etapas do
processo sao importantes, desde o plantio da matéria-prima até a mesa dos
consumidores; porém alguma dessas etapas merece uma atengdo especial, como
a fermentacdo, etapa na qual ocorre a formacdo do alcool etilico, CO, e
componentes secundarios (responsaveis pelo aroma tipico da bebida). Ainda é
muito comum os produtores utilizarem fermentos “caipira”, em que o pé de cuba
¢ formado por micro-organismos naturalmente presentes no substrato, assim
como aqueles presentes no ambiente. A constituicdo desse tipo de fermento varia
de regido para regido, mas, em geral, a formacdo do pé de cuba consiste de uma
mistura de caldo de cana diluido com fuba de milho, canjiquinha, farelo de
arroz, limdo, entre outros produtos adicionados, que servirdo como nutrientes
para as leveduras durante essa etapa.

O preparo desse tipo de fermento estd sujeito a variacGes constantes;
apesar da tradicdo, a cadeia produtiva da cachaca ndo é homogénea, a utilizacdo
de nutrientes como fuba de milho e farelo de arroz podem contribuir para a
formacdo do ca rbamato de etila, uma vez que nesses tipos de nutrientes existem
a presenca de compostos cianogénicos, que sdo considerados possiveis
precursores desse contaminante na bebida.

O carbamato de etila € um contaminante organico presente em diversos
alimentos e bebidas, incluindo a cachaca, o qual merece atencéo especial devido
a sua toxicidade. A Legislacdo brasileira estabeleceu um limite maximo de 150,0

-1 A . . . ’ o
ug L™ para essa substancia presente na bebida, assim, ¢ necessario aprofundar os
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estudos sobre a origem e formagao do carbamato de etila nas diversas etapas da
producdo, uma vez que pesquisas nessa area ainda encontram-se insuficientes.

Uma alternativa que vem sendo empregada pelos produtores é a
utilizaco de cepas de leveduras selecionadas, para a producdo do fermento,
permitindo aos produtores um maior controle na qualidade e padronizacdo da
bebida.

Diante do exposto, no presente trabalho objetivou-se realizar um
acompanhamento periédico da qualidade fisico-quimica e do perfil
cromatografico (em relacdo aos teores de carbamato de etila) no processo de
producdo da bebida, na etapa de fermentacdo (utilizando de diferentes tipos de

fermentacdes) e no armazenamento da cachaga.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aspectos gerais da cachaga

A producdo de cachaca baseia-se na transformacdo dos acUcares
presentes no mosto da cana em &lcool etilico, componentes secundarios e
dioxido de carbono, devido a agdo de determinadas leveduras que catalisam essa
etapa, seguida por processos de destilacdo, durante a qual é obtida a bebida
propriamente dita (CARDOSO, 2013).

A cachaca surge juntamente com a histéria do Brasil no século XVI,
com a vinda dos portugueses e as primeiras plantacdes de cana-de-acucar. Os
escravos que trabalhavam nos engenhos comecaram a perceber que 0S restos
deixados nos tachos utilizados para a fabricacdo de aclcares fermentavam e
vaporizavam produzindo um liquido, que quando ingerido, os alegravam e
animavam, fazendo-os esquecer dos maus tratos sofridos dos senhores de
engenho. Atualmente a bebida, genuinamente brasileira atinge o mercado nacional e
internacional, recebendo 0 nome proprio “Cachaga do Brasil” ¢ a ela sdo voltados
varios planos e projetos do governo, contribuindo, assim, com a economia do pais
(CARDOSO, 2013).

No Brasil, o mercado de bebidas alcoolicas é dividido em bebidas
fermentadas (cerveja e vinho) e bebidas fermento-destiladas (cachaca, uisque e
vodca). Entre o volume total de producdo de 14,9 bilhGes de litros, a maior
participacdo é 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 cachaga ocupa a primeira posi¢do no Brasil (SEBRAE, 2012).

A capacidade de producéo instalada da bebida no pais é de 1,2 bilhdo de
litros por ano. Atualmente, existem no mercado nacional cerca de 40.000
produtores, com 4000 marcas. A cadeia produtiva da bebida gera mais de 600

mil empregos diretos e indiretos. Entre os estados brasileiros, Sdo Paulo é o
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maior produtor, seguido por Pernambuco, Ceara, Minas Gerais e Paraiba, sendo
Minas Gerais 0 maior produtor da bebida de alambique (IBRAC, 2013a).
Internacionalmente, menos de 1% da produgdo é exportada, a cachaga é
comercializada para mais de 60 paises. Em 2012, a base de empresas
exportadoras foi composta por mais de 90 empresas, que exportaram um total
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, 2013 b).

2.2 DefinigBes: cachaca e aguardente de cana

O Decreto Federal 4.851 de 2003, baseado na portaria 371 do Decreto
original n° 2314, de 04/09/1997, dispde sobre a padronizacdo, classificacao,
registro, inspecdo, producdo e a fiscalizacdo de bebidas. Nesse decreto,
complementado pela Instrucdo Normativa de n° 13, de 30 de junho de 2005,
tem-se a aprovacdo do Regulamento técnico para fixacdo dos Padrdes de
Identidade e Qualidade (PIQ’s) para Aguardente de Cana e para Cachagca, e suas
definicdes.

De acordo com essa instrucdo normativa, Aguardente de cana € a
bebida com graduacdo alcodlica entre 38% e 54% v/v a 20°C, obtida do
destilado alcodlico simples de cana-de-agUcar ou pela destilacdo do mosto
fermentado do caldo de cana-de-acUcar, podendo ser adicionada de agUcares em
até 6,0 g L™, expressos em sacarose. Cachaca é a denominacdo tipica e
exclusiva da aguardente de cana produzida no Brasil, com graduagdo alcoolica
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 agucares em até 6,0 ¢ L, expressos em sacarose (BRASIL, 2005

a).
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2.3 Processo produtivo da cachaca

No processo produtivo da cachaca de alambique, tém-se as seguintes
etapas: colheita da matéria-prima (cana-de-aglcar), moagem, mosto,
fermentagdo do mosto, destilagcdo, descanso, armazenamento/envelhecimento,
engarrafamento e comercializacdo (CARDOSO, 2013). O fluxograma

representado na Figura 1 ilustra a cadeia produtiva de cachaca de alambique.



Cana-de-agUcar
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Figura 1 Fluxograma do processo produtivo da cachaga de alambique

Fonte: Cardoso, 2013.
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2.3.1 Matéria-prima

A matéria prima utilizada para producdo de cachaga é a cana-de-agucar.
Relatos histéricos datam que a cana-de-agucar é conhecida pelas mais antigas
civilizagBes, sendo as principais espécies conhecidas com origem na Oceania
(Nova Guiné) e Asia (india e China) (ANDRADE 2013; SIAMIG, 2013). No
Brasil, o cultivo das primeiras mudas de cana ocorreu em 1532 na ilha da
Madeira, Capitania de S&o Vicente, proximo a cidade de Santos, no estado de
Séo Paulo, onde foi fundado o primeiro engenho para produzir aglcar, com 0
nome de S&o Jorge dos Erasmos (SIAMIG, 2013).

A cana-de-agcicar é uma planta pertencente a classe das
monocotiledbneas, 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 produ¢do na area
alimenticia (acUcar, melado, rapadura e a cachaca), na alimentagdo animal
(forragem), e na producdo de combustivel (etanol) (ANDRADE, 2013).

A escolha das variedades de cana-de-aglcar para a producdo de
aguardentes de alambique é feita levando em consideragdo os principais fatores
que influenciam a qualidade e a produtividade da matéria-prima, que sdo: local
de plantio, ambiente, pragas, doencas, variedade e planejamento agricola. Ao
longo do ano, as condi¢Ges climaticas irdo influenciar o desenvolvimento, ja que
a planta precisa encontrar condi¢cdes de temperatura e umidade adequadas que
permitam um desenvolvimento suficiente durante a fase vegetativa, seguida de
um periodo com restrigdo hidrica e/ou térmica para forcar o repouso vegetativo e
0 enriguecimento em sacarose na época do corte (CASTRO et al.,, 2009a,
MARTINI et al., 2011; ANDRADE, 2013).

Quantitativamente, a composi¢cdo quimica da cana-de-aglcar € muito

varidvel; porém, qualitativamente ela se assemelha em todas as variedades. Os
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colmos sao constituidos basicamente por agua (74,5%), matéria organica (25%)
e matéria mineral (0,5%); além disso, esses constituintes ndo se encontram nas
mesmas proporc¢des nas diferentes partes do colmo. Os sélidos soluveis (°Brix)
podem ser caracterizados como agucares e ndo aguicares organicos e inorganicos.
Entre os agUcares, a sacarose é 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 moagem de 1 tonelada de colmos gera um rendimento de
aproximadamente 60 a 80 litros de bebida, o bagaco, sub produto da produgéo
da cachaca, apds seco, pode ser queimado nas caldeiras, € a vinhaca, aplicada a
cana soca ou usada para alimentagdo animal (ANDRADE, 2013).

A obtencgdo de caldo de cana é realizada por trituracdo da matéria-prima
com auxilio de moendas, seguido de filtracdo e decantacdo para a retirada de
material particulado como impurezas. A garapa, como também é chamado o
caldo de cana, apresenta em sua composicdo agua (65%-75%), aclcares (11-
18%), e em menores quantidades, substancias nitrogenadas, ceras, lipidios,
pectinas, materiais corantes (clorofila, antocianinas, compostos polifénolicos) e
sais minerais. Seu pH é pouco 4cido (4,8-6,0) e a alta concentracdo de nutrientes
favorece o desenvolvimento de micro-organismos. Antes de ser levado para a
proxima etapa (fermentacdo), o caldo de cana precisa ser diluido com agua
potavel, abaixando a concentracdo de acUcares para 15 ou 16 °Brix, visto que,
em concentragdes 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).

A queima prévia do canavial ocasiona danos ndo sé na produtividade da
bebida, mas também nas caracteristicas e na preservacao dos nutrientes do solo,
podendo afetar ao longo do tempo a propria cultura. Com a finalidade de reduzir

essa acdo, o Decreto-lei Estadual n® 47.700, de 11 de margo de 2003, do estado
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de S&o Paulo, regulamenta a Lei Estadual n® 11.241, de 19 de setembro de 2002,
na qual foram determinados prazos para a eliminacdo gradativa do emprego do
fogo para despalha da cana-de-acUcar nos canaviais paulistas, estabelecendo
prazos, procedimentos, regras e proibigdes, a fim de regulamentar as queimas
em praticas agricolas (SEBRAE, 2012).

Outro fator a considerar é que o intervalo entre o corte e a moagem nao
seja superior a 48 horas. O ideal é que a cana colhida seja usada no mesmo dia,
pois a matéria-prima pode sofrer deterioragdo fisioldgica, resultante da
transpiracdo e respiragdo, causando depreciacdo do produto e favorecendo a
acdo microbioldgica. E importante os colmos estarem limpos (sugere-se a
retirada dos ponteiros da cana, em funcdo do seu baixo teor de aclcar, e alta
quantidade de resinas e gomas), além do cuidado com a graxa de lubrificacdo
das moendas, para que ela ndo contamine o caldo (SEBRAE, 2012; CARDOSO,
2013).

2.3.2 Fermentacéo

A fermentacdo € o processo de transformacdo do agucar em etanol e
CO,, um processo anaerdbico catalisado por enzimas, realizado principalmente
por leveduras (Figura 2). Na producdo de cachaca, a Saccharomyces cerevisiae é
a predominante, sendo responsavel pela maior parcela da fermentacdo. Além
disso, metabdlitos secundarios sdo produzidos, como glicerol, acidos organicos,
acetoina, alcoois superiores, acetaldeido, butilenoglicol etc. O cheiro e o sabor
caracteristico na cachaca de alambique devem-se a presencga desses metabdlitos
e de outras substancias volateis encontrados na mistura complexa da bebida
(SCHWAN; DIAS; DIAS, 2013; VIDAL et al., 2013).
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CioHpp0qp + H,0 —2EU o 4 HOH + 4CO, + comp. secundarios
sacarose etanol

Figura 2 Equagéo simplificada do processo fermentativo

Ao iniciar o processo fermentativo, é desejavel uma fermentacdo sadia,
regular, e que apresente altos rendimentos. Com a finalidade de obter essas
caracteristicas, realiza-se 0 chamado “pé de cuba”, “indéculo”, “pé de
fermentagdo” ou “levedo”. Esse processo consiste na introdug¢do de quantidades
grandes de fermentos de qualidade reconhecidamente boa ao caldo a ser
fermentado, podendo o pé de cuba ser selvagem ou com levedura selecionada
(SCHWAN; DIAS; DIAS, 2013).

A utilizacdo de leveduras selvagens, ou seja, aquelas trazidas do campo
com a prdépria cana, e presentes em equipamentos utilizados na moagem da cana
de aclcar, pode interferir de maneira negativa na qualidade do produto final. A
maioria dos produtores que fabrica cachaca de alambique faz a producdo do
in6culo de forma natural, utilizando-se do fermento caipira, que consiste na
utilizacdo de leveduras fermentativas presentes naturalmente no meio ambiente,
podendo esse fermento ser preparado de diferentes formas, estando presente
nesse tipo de fermento farelo de arroz, fuba de milho e, caso necessario, limao,
laranja, para diminuir o pH do mosto (SCHWAN et al., 2001; CAMPOS et al.,
2010).

A adigdo de farelo de arroz e fuba junto ao caldo de cana no processo
fermentativo tem a finalidade de fornecer nutrientes para um bom
desenvolvimento da fermentacdo, afetando a velocidade e a multiplicagdo da
levedura, porém, é necessario que ocorra uma quantidade adequada da presenca

de nutrientes ao mosto, pois se presentes em quantidades insuficientes ou
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exageradas, irdo refletir de forma negativa sobre o processo fermentativo
(SOUSA; MONTEIRO, 2011).

O farelo, obtido apés o descascamento do arroz, apresenta
aproximadamente de 5 a 8% do grdo. Nele estdo presentes fibras, aminoacidos e
sais minerais, como ferro, fésforo e magnésio. Entre os nutrientes, o farelo de
arroz contém entre 11 e 13% de proteina bruta, aproximadamente 11,5% de
fibras e quantidades consideraveis de lipidios; além disso, esse possui
componentes antioxidantes e funcionais, a exemplo, o orizanol e tocotrienol.
(FEDDERN; FURLONG; SOARES, 2007).

SILVEIRA e FURLONG (2007) procuraram caracterizar compostos
nitrogenados presentes em biomassa flngica produzida por fungos Rhizopus sp.
e Aspergillus oryzae, tendo como substratos farelo de arroz desengordurado e
farelo de trigo. Foi determinado o contetdo proteico de aminoacidos totais,
aminoacidos digeriveis e de metionina (aminoacido sulfurado) disponiveis. Os
maiores aumentos nos teores proteicos dos farelos foram observados com o
micro-organismo Rhizopus sp. Os teores de aminoacidos totais, digeriveis e
metionina disponiveis foram aumentados nos farelos fermentados com a
utilizacdo desses fungos.

O milho comum apresenta qualidade proteica inferior a do arroz e uma
limitacdo em alguns aminoacidos essenciais, como a lisina e triptofano (NAVES
et al., 2004; CASTRO et al., 2009b). No processamento do milho por meio da
moagem a seco, 0s melhores produtos sdo aqueles gerados ap6s 0 processo de
retirada do gérmen; antes da moagem, tem a obtengdo da canjica e 0 canjicao.
No procedimento de separacdo por granulometria que é realizado depois de
moido, sdo obtidos produtos mais finos, como o fuba, que apresenta menores
valores comerciais (CASTRO et al.,, 2009b). Em trabalhos realizados pelo
Nucleo de Estudos e Pesquisas em Alimentagdo (NEPA), da Universidade

Estadual de Campinas (UNICAMP), observou-se gque, em 100 gramas de fuba
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de milho, encontram-se proteinas (7,2 g), lipideos (1,9 g), carboidratos (78,9 g),
além de &cidos graxos saturados (0,4 g), monoinsaturados (0,9 g) e poli-
insaturados (1,3 g) (NEPA, 2011).

Cleto, Ravaneli, Mutton. (2009), estudando o efeito da acdo do acido
sulfarico e fuba de milho em leveduras e bactérias no processo de fermentacao,
bem como na composicdo da cachaca, observaram que a adicdo do acido
sulfurico no pé de cuba transferiu a acidez para o vinho, ndo influenciando a
viabilidade das leveduras, rendimento e composicdo da bebida. A acidificacao
do meio controlou as bactérias laticas no pé de cuba. Ja a adicdo do fuba
aumentou a concentracao de bactérias lacticas ao final do processo fermentativo.
Os autores concluiram que a adicdo de acido e fuba de milho ao mosto
fermentado ndo influenciaram a composicdo e o rendimento da cachaca e que a
adicio de ambos na fermentacdo provoca um aumento e diminuicao,
respectivamente, na populacdo de bactérias laticas; além disso, as destilarias que
trabalham de forma adequada ndo precisam usar fuba de milho e nem aditivos
acidos na fermentacao.

A fermentacdo pode ser dividida em trés fases: a fermentacao inicial ou
pré-fermentacdo, é a fase em que o mosto tem uma quantidade de O, necessaria
para multiplicacdo das leveduras, tém-se o crescimento no nimero de células
dos micro-organismos, e os teores de acUcares estdo proximos de 5 °Brix. Nessa
etapa, na maioria das vezes é usado o fermento caipira ou entdo o inéculo é
preparado com a utilizacdo de fermentos prensados usados na panificacao.
(SCHWAN; DIAS; DIAS, 2013).

A segunda fase, denominada fermentagdo principal ou tumultuosa,
ocorre com o fim de O, no mosto, caracterizado pela diminuicdo da
multiplicagdo celular das leveduras, que comegam a transformar os agucares em
alcool e COy; o caldo deve apresentar teores de agucares proximos de 14 e 16

°Brix. Concentra¢des acima de 16 °Brix resultam em um processo fermentativo
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mais lento e incompleto. Nessa fase, ocorre a formacdo de compostos
secundarios (alcoois superiores, aldeidos e ésteres) (SCHWAN; DIAS; DIAS,
2013).

Na ultima fase, conhecida de fermentacdo final, lenta ou pos-
fermentacdo, cessa a liberacdo de CO,, como consequéncia, ocorre 0
desaparecimento de bolhas no mosto causado pelo desprendimento de CO, e 0
retorno a temperatura ambiente com a estabilizacdo do valor de °Brix, que tende
ser zero; enfim, é o término do processo fermentativo. A média de duracdo do
processo € de 24 horas; decorrido esse tempo, as leveduras depositam-se no
fundo da dorna. O sobrenadante, onde o Brix deve ser igual a zero, € retirado e
levado para destilacdo. As leveduras sdo recicladas com adicdo de um novo
mosto diluido a uma temperatura em torno de 30 °C, iniciando novamente o
processo (SCHWAN; DIAS; DIAS, 2013).

Ao usar o inéculo com leveduras selvagens, como é feito pela maioria
dos produtores da cachaca de alambique, podem ocorrer fermentacdes
totalmente aleatdrias, devido a presenca de diferentes espécies de linhagens de
leveduras (Kluyveromyces marxianus, Pichia heimii, Hanseniaspora uvarum,
Pichia subpelliculosa, Debaryomyces hansenii, Pichia methanolica, and
Saccharomyces cerevisiae) ( DUARTE et al., 2011; ALCARDE; MONTEIRO;
BELLUCO, 2012). A realizacdo de um pé de cuba com linhagens de leveduras
selecionadas de Saccharomyces cerevisiae tem garantido certa padronizacdo na
qualidade da bebida, pois essas apresentam capacidade de dominar a
fermentacdo e diminuir as contaminag@es bacterianas (PATARO et al., 2002;
SOARES; SILVA; SCHWAN, 2011). Outras caracteristicas dessas leveduras é
que elas aceleram o inicio do processo fermentativo, reduzem as concentracées
de agUcares residuais, aumentam a produtividade do processo, diminuem a
competicdo por nutrientes essenciais e contribuem na sua qualidade,

principalmente em relacdo aos teores de acidez e concentracdo de alcoois
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superiores (ALCARDE; MONTEIRO; BELLUCO, 2012; DUARTE;
AMORIM; SCHWAN, 2012).

Silva et al. (2009a) avaliaram compostos volateis de cachagas
produzidas com leveduras de diferentes procedéncias, com objetivos de produzir
cachacas em escala de laboratorio a partir de leveduras isoladas de alambiques
de diferentes regides de Minas Gerais, bem como avaliar e comparar a
composicdo gquimica dessas em relacdo a cachagas de marcas comerciais. Eles
verificaram que as cachacas produzidas com diferentes leveduras, comparadas
quimicamente e sensorialmente com aguardentes comerciais, apresentaram
diferencas bastante variaveis dos compostos analisados ao final da fermentacao,
(acetaldeido, acetato de etila, alcool metilico, alcool propilico, alcool isobutilico,
alcool isoamilico, furfural e &cido acético). Além disso, os rendimentos em
etanol e a producdo de acido acético no processo fermentativo variaram bastante,
demonstrando a influéncia de diferentes linhagens de levedura no processo
fermentativo e na composicdo da cachaca.

Em seus estudos, Souza et al. (2012) constataram os efeitos do uso de
leveduras selecionadas na producdo de cachaca. Os autores observaram um
aumento na concentracdo do alcool superior (isoamilico) e do ésteres (octanoato
e decanoato de etila), melhorando a qualidade da bebida.

Avaliando caracteristicas como a dominancia e persisténcia de cepas de
Saccharomyces cerevisiae durante o processo fermentativo para a producdo de
cachaca de alambique, e analisando os componentes microbianos produzidos
nesse processo, Campos et al. (2010) estudaram lotes das cepas UFLA CA 116,
UFLA CA 1162 e UFLA CA 1183. Os autores observaram que a concentracdo
de aldeidos, ésteres, metanol, alcool e acidos volateis nas bebidas finais estavam
dentro dos limites permitidos. Além disso, eles concluiram que as cepas UFLA
CA 1162 e UFLA CA 116 isolados de S. cerevisiae sdo as mais indicadas para a

producao de cachaga de alambique.
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Diversos fatores sdo levados em conta quando se utiliza a selecdo de
linhagens de Saccharomyces. Entre esses, alguns estdo relacionados as
propriedades fisioldgicas especificas, como inicio rapido da fermentacdo, boa
taxa de fermentacdo; baixo requerimento de vitaminas, cidos graxos e oxigénio;
tolerancia a alta concentragdo de etanol; tolerancia a alta pressdo osmética e a
altas temperaturas; fermentacdo completa do caldo; ndo produzir espuma
excessiva; ser eficiente na utilizacdo dos acucares; produgdo minima de SO;
ndo produzir acido acético; produzir componentes do aroma, a exemplo, acidos
organicos e glicerol, alto rendimento de alcool e boa producdo de etanol e
relativa resisténcia a baixos valores de pH (GOMES et al., 2009; SILVA et al.,
2009b; SCHWAN; DIAS; DIAS, 2013).

2.3.3 Destilacéo

A destilacdo consiste, sob uma determinada temperatura, na passagem
de substancias ou misturas da fase liquida para a fase gasosa; em seguida, essas
sdo resfriadas, retornando a fase liquida. Trata-se de separacbes quimicas
realizadas por um processo fisico (DIAS, 2013). De acordo com a legislagédo
vigente, a destilacdo da cachaca deve ser efetuada de forma que o produto obtido
preserve o0 aroma e 0 sabor dos principais componentes contidos na matéria-
prima e naqueles formados durante a fermentacdo (BRASIL, 2005a).

Na producdo de aguardente industrial, elas sdo destiladas em colunas de
aco inox conhecidos como aparelhos continuos; é uma destilagdo sistematica,
por torres ou colunas de destilacdo, sendo as empresas produtoras de médio e
grande porte, com capacidade de producdo entre 10.000 e 100.000 litros/ dia. As
cachacas de alambique s&o destiladas em alambiques de cobre, em baixa escala

de produgdo, com uma média entre 100 e 1.000 litros/dia, podendo chegar a um
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maximo de até 2.400 litros. Essa destilacdo pode ser efetuada em alambiques de
um dois ou trés corpos (RECHE e FRANCO, 2009; DIAS, 2013).

O material presente na fabricacdo dos alambiques artesanais é o cobre.
Esse metal é utilizado por apresentar algumas caracteristicas vantajosas, como
maleabilidade (consegue trabalhar facilmente com esse metal); boa condugéo
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 (reacdes favoraveis no componente do vinho sédo
catalisadas) (CARDOSO, 2013). Quando ndo ocorre assepsia de forma
adequada, as bebidas produzidas por alambique de cobre podem apresentar
niveis elevados do metal; a contaminacdo por cobre ocorre nas partes
descendentes do alambique, sendo a serpentina a responsavel pela maior
contaminacdo; assim, 0 uso de serpentina de inox reduz significativamente os
niveis de cobre presentes na cachaca (MAIA; CAMPELO, 2006).

O processo de destilacdo € uma etapa que também esté relacionada com
a qualidade da bebida. Nessa etapa, ocorre a concentracdo do etanol presente no
vinho (mosto) e dos componentes do vinho (etanol, 4gua e congéneres, como
acidos, alcoolis, ésteres, compostos carbonilados, acetais, fendis,
hidrocarbonetos, compostos nitrogenados, compostos sulfurados e aglcar), que
apresentam diferentes graus de volatilidade. Assim, é possivel realizar a
separacdo por destilacdo, onde esses compostos serdo concentrados,
caracterizando e qualificando a bebida. Os compostos mais volateis sdo
destilados na primeira fracdo da destilagdo, denominada de ‘“cabeca”; em
seguida, tem-se a fracdo “coragdo” e os compostos menos volateis saem na
ultima fracdo da destilacio denominada de “cauda” ou “4gua fraca”
(SCANAVINI; CERIANI; MEIRELLES, 2012; CARDOSO, 2013).

A destilacdo influenciara as caracteristicas sensoriais do produto final

devido as alteragBes ocorridas nas quantidades de compostos volateis, e pelas
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reacfes quimicas envolvidas no aquecimento. Na primeira fracdo, o teor
alcoolico varia entre 55 e 65% em volume, a 20°C, sendo coletados 5 a 8% do
volume total do destilado. Essa fragdo contem altos teores de componentes
secundarios que sdo indesejaveis em termos quantitativos. Além disso,
substancias, como metanol, acetaldeido, estdo presentes; portanto, essa fracdo
deve ser desprezada. A segunda fracdo é a parte da bebida a ser comercializada;
é a cachaca propriamente dita, corresponde de 75 a 80% do volume destilado; é
recolhida até que o teor alcodlico atinja de 1,0 a 1,5 °GL acima do que é
estabelecido para ser engarrafada, a fim de compensar perdas futuras, caso
deseje armazenar em barris ou envelhecer. E importante assegurar que essa
fracdo apresente uma baixa concentragdo de substancias toxicas e compostos que
diminuam a qualidade sensorial da bebida, bem como apresente concentracGes
aceitaveis de etanol e de compostos que sejam favoraveis ao sabor e aroma da
cachaca. A terceira fracdo corresponde 8 a 10% do volume total do destilado,
devendo ser descartada (CARDOSO, 2013).

O residuo da destilagdo conhecido como vinhoto ou vinhacga é pobre em
etanol e rico em agua, pode ser reutilizado como repositor de minerais e agua na
fertilizacdo do solo bem como na alimentacdo animal (SERAFIM et al., 2011;
DIAS, 2013).

Terminada a destilacdo, a cachaca ainda ndo esta pronta para 0 consumo,
pois apresenta um buqué irregular; portanto, ha necessidade de um periodo de
descanso de dois a trés meses para completar sua qualidade, devendo ser
guardada em recipientes apropriados, em local protegido, evitando altas
temperaturas (CARDOSO, 2013).
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2.3.4 Armazenamento/ envelhecimento

Apb6s a etapa de destilagdo, a cachaca pode ser armazenada ou
envelhecida em tonéis de madeira. O envelhecimento ndo é uma etapa
obrigatdria do processo; porém, ela se torna importante na producdo de bebidas
destiladas, agregando valor econémico e influenciando a qualidade, pois altera
acentuadamente a composi¢do quimica, aroma, sabor e cor dessas bebidas
(CATAO et al., 2011).

O armazenamento da cachaca deve ser feito em recipientes fabricados
com madeira, aco inoxidavel ou aco carbono isolado internamente, de maneira
que ndo permita a contaminacdo do produto; além disso, as areas de estocagem
devem obedecer a legislacdo vigente, quanto aos padrdes de umidade e
temperatura, entre outros (INMETRO, 2005). E importante que a bebida recém-
destilada seja estocada, amaciada, armazenada ou maturada por um periodo
geralmente de trés a seis meses em tonel de madeira 0 que é necessario para
suavizar o aroma e o sabor (MAIA; CAMPELO, 2006).

De acordo com 0 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 é 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 é
aquela 100% envelhecida em recipiente de madeira apropriado, com capacidade
maxima de 700 L, por um periodo minimo de trés anos (BRASIL, 2005a).

Os toneéis de madeira feitos para o envelhecimento e armazenamento
contribuem qualitativamente e quantitativamente com substancias adicionadas a
bebida, variando de acordo com o tipo de madeira e com as substancias quimicas

nelas contidas, tornando a cachaca mais suave e agradavel (ALCARDE;
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SOUZA; BELLUCO, 2010; CATAO et al., 2011). Oleos volateis, compostos
fendlicos, acucares, glicerol, acidos orgénicos ndo volateis, substancias tanicas
sd0 os principais compostos extraidos pelos destilados da madeira do tonel, os
quais modificam o sabor, o aroma e a coloracdo da bebida. (CARDELLO;
FARIA, 1998; ANJOS et al., 2011b).

2.4 Compostos secundarios e contaminantes presentes na aguardente

Durante o processo fermentativo, ocorre a transformacdo dos agucares
em etanol e dioxido de carbono, outros componentes sdo formados em pequenas
quantidades denominados de produtos secundarios (CARDOSO, 2013).

Com a crescente importancia e participacdo na economia do pais tanto
no mercado interno e externo, cada vez mais tem-se exigido que o processo de
fabricacdo de aguardente seja baseado em praticas criteriosamente determinadas
para obtencdo de um produto padronizado e com qualidade comprovada nos
aspectos fisico-quimicos e sensoriais. A legislacdo estabelecida pelo MAPA
determina os seguintes limites para os compostos secundarios e contaminantes

presentes em aguardentes de cana/ cachaca (Tabela 1):
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Tabela 1 Quadro dos Padrdes de ldentidade e Qualidade (PIQs) para cachaga e
aguardente de cana (BRASIL, 2005b).

Componente Unidade Limites
Teor de etanol em aguardente % em v/v de etanol a 20 °C 38 -54
Teor de etanol em cachaca % em v/v de etanol a 20 °C 38-43
Sacarose em agucar cristal, o/L 6,0 - 30
Acidez volatil em ac. acético mg 100 mL™ alcool anidro 150
Esteres, em acetato de etila mg 100 mL™ alcool anidro 200
Aldeidos, em aldeido acético mg 100 mL* alcool anidro 30
Soma de furfural e HMF mg 100 mL™ alcool anidro 5
Alcoois superiores* mg 100 mL™* alcool anidro 360
Congéneres** mg 100 mL™ alcool anidro 200-650
Alcool metilico mg 100 mL™ alcool anidro 20
Cobre mg L™ 5
Chumbo ug L* 200
Arsénio pg L* 100
Extrato seco gL® G
Carbamato de etila pg L™ 150
Acroleina mg 100 mL™ alcool anidro 5
Butanol-2 mg 100 mL™ alcool anidro 10
Butanol-1 mg 100 mL™ alcool anidro 3

*Alcoois superiores = (isobutilico + isoamilico + propilico),

HMF = hidroximetilfurfural,

**Congéneres = (Acidez volatil + Esteres + Aldeidos + Furfural + Alcoois Superiores),
***Aguardente de cana e cachaca “adogada” = maximo 30,0 g L™

Fonte: BRASIL, 2005b.
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O 4&cido acético tem sido quantitativamente o principal componente da
fracdo acida das aguardentes. A alta acidez presente em aguardentes pode ser
atribuida & contaminacdo da matéria-prima ou do prdprio mosto fermentativo
por bactérias acéticas e outras, fazendo com que parte do substrato sofra
fermentacdo acética, elevando-se, assim, a acidez e diminuindo o rendimento da
producdo de etanol. Além das mas condicBes higiénicas que geram
contaminac@es por bactérias acéticas e lacticas, fatores que tém contribuido para
uma acidez volatil elevada sdo o tempo e as condicdes de estocagem da cana no
periodo compreendido entre a colheita e a moagem (CARDOSO, 2013). Além
disso, na producgdo da cachaga durante o processo fermentativo, deve-se evitar a
areacdo do mosto, uma vez que o0 aumento de oxigénio faz com que o lévedo
transforme o aglcar em acido acético, em vez de etanol (CARDOSO, 2013).

Os aldeidos podem ser originados durante o processo de fermentacdo
alcodlica pela acdo das leveduras em estdgios preliminares no processo
fermentativo. O principal aldeido formado é o acetaldeido, que tende a
desaparecer no final pela oxidacdo a 4cido acético. Esses sd0 compostos muito
volateis, de odor penetrante, que afetam o aroma das bebidas alcéolicas; durante
a destilacdo, encontram-se presentes em maiores concentra¢fes na fracdo
“cabeca”, e apenas pequenas concentragdes compdem a bebida na fracdo
“cora¢do” (ALCARDE et al., 2009; CARDOSO, 2013).

A intoxicacdo por aldeidos pode levar a sérios problemas relacionados
com o sistema nervoso central, como sintomas de “ressaca”, ndusea, vomitos,
inquietagdo, sudorese, confusdo, queda da pressdo sanguinea, aceleragdo dos
batimentos cardiacos e dores de cabeca; geralmente estdo associados a
intoxicagdo por aldeidos (CARDOSO, 2013).

O furfural e o hidroximetilfurfural sdo indesejaveis na cachaca, sendo
resultados da decomposi¢do quimica de carboidratos. A temperatura elevada

associada ao baixo pH do mosto acarreta desidratacdo dos acucares e hidrolise
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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 condicGes irregulares, a adicdo de caramelo e pirogenizacdo da
matéria organica depositada no fundo dos alambiques também podem contribuir
para 0 aumento no teor destes componentes (MASSON et al., 2007
ZACARONI et al., 2011; CARDOSO, 2013).

Ao avaliar a presenca desse contaminante em aguardentes de cana
gueimada e ndo queimada oriundas de um mesmo processo de producao,
Masson et al. (2007) observaram aumento dos valores de furfural para as
aguardentes produzidas a partir de cana queimada, em relacdo as aguardentes
onde foram usadas cana sem queima prévia. Assim, para a producdo de cachaca,
o ideal é a utilizacdo de cana, sem que essa passe por um processo de queima.

Determinando a concentracdo de furfural e hidroximetil furfural em 12
aguardentes envelhecidas em diferentes madeiras na regido sul de Minas Gerais,
Zacaroni et al., 2011 observaram que 83,33% das amostras de cachacas
apresentavam niveis superiores desses contaminantes. Em 2012, estudando 54
amostras de cachaca em todo o estado de Minas Gerais, Cardoso et al. (2012)
verificaram que apenas uma amostra encontrava-se com valores acima do
exigido pela legislacdo vigente, que é 5 mg 100 mL™ de &lcool anidro,
mostrando um maior cuidado dos produtores em relagdo a queima e requeima da
cana-de-agucar antes do corte.

O acetato de etila, proveniente do processo fermentativo, é o principal
éster responsavel pelo aroma tipico, agradavel, pungente e suave, que lembra
frutas maduras quando em quantidades limitadas. Quando em excesso, confere a
aguardente um sabor enjoativo e indesejavel. Juntamente com os ésteres, 0s

alcoois superiores, aldeidos e acidos organicos sdo responsaveis pelo aroma e
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sabor tipicos de bebidas e desempenham um importante papel na formacdo do
perfil sensorial dos destilados (MOREIRA; NETTO; MARIA, 2012).

A formagdo desses compostos € dependente de fatores como o tipo e
guantidade de fermento, temperatura, areacdo e a qualidade do caldo. Pereira et
al. (2003) citam que a formacdo do acetato de etila pode ser favorecida pelo
abaixamento da temperatura do mosto durante o processo de fermentacdo.
Procedimentos, como adi¢do de agua aquecida ao caldo para diminuicdo do
°Brix ou mesmo aquecimento do caldo de cana, muitas vezes, antes de ser
transferido as dornas de fermentagdo, podem contribuir para minimizar a sua
formacao.

Outra rota para a formacgdo dos ésteres ocorre por meio das reacoes de
esterificacdo entre os alcoois e os &cidos carboxilicos durante o processo de
destilacdo e envelhecimento (MIRANDA et al., 2008; CARDOSO, 2013).

Cardoso et al. (2012) estudando 54 amostras de cachacas produzidas no
sul do estado de Minas Gerais, verificaram que nenhuma delas continha valores
acima dos exigidos pela legislacdo para ésteres (200 mg 100 mL™ de alcool
anidro). Resultados semelhantes foram encontrados por Santiago et al. (2012) ao
estudarem seis amostras de cachagas mineiras em diferentes madeiras. Para eles
no envelhecimento, ocorre a presenca de ésteres aromaticos gerados pela
intercomposicdo de compostos fendlicos oriundos da madeira, tais como
siringato de etila, valinato de etila, homovalinato de metila e o siringato de
metila.

Quantitativamente, os alcoois superiores sdo 0 maior grupo de
substéncias volateis em bebidas destiladas, formados por mais de dois &tomos de
carbono, originados durante o processo oxidativo. Esses também podem ser
provenientes das transformacbes dos aminodcidos durante o processo de
fermentacéo, devido a baixa atividade das leveduras, as altas temperaturas e ao

baixo pH do mosto. Os 4alcoois frequentemente encontrados em bebidas
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alcodlicas destiladas possuem de trés a cinco a&tomos de carbono, sendo esses
conhecidos como 6leo fusel. Apresentam um odor caracteristico de flores, e
juntamente com os ésteres, sdo responsaveis pelo buqué da aguardente. Os
principais alcoois superiores encontrados nas aguardentes sdo os &lcoois
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 Ultimos devem ser quantificados separadamente e
possuem limites permitidos de 3 e 10 mg 100 mL de alcool anidro,
respectivamente (BRASIL, 2005b).

Algumas medidas podem ser adotadas de forma que evite a formacao
dos alcoois superiores em excesso. Entre elas recomenda-se aos produtores a nao
armazenar a cana por longo periodo ap6s o corte, evitando, assim, a degradacédo
de aminoacidos e a posterior formacdo dos alcoois superiores; ndo utilizar cana
bisada e lavar a cana apds o corte, impedindo sua contaminacdo por bactérias,
que podem interferir no desempenho das leveduras durante a fermentacdo. Além
disso, no processo fermentativo, alguns fatores influenciam a formacgdo de
alcoois superiores, como a espécie e a linhagem da levedura, temperatura e
composi¢do do meio (CARDOSO, 2013).

O metanol é um alcool particularmente indesejavel na aguardente, pois é
originado pela degradacdo da pectina, um polissacarideo presente na cana-de-
acucar. A formacdo do metanol é acentuada quando a fermentacdo ocorre na
presenca de sucos, ou polpas de frutas ricas em pectina, tais como laranja, liméo,
magcd, abacaxi e outros. A molécula de pectina € um composto formado pela
associagdo de centenas de moléculas de acidos galacturdnico, que possuem
fragmentos de moléculas de metanol, as quais sdo liberadas durante o processo
de fermentagdo por meio de hidrdlise (&cida ou enzimatica). No organismo, o

metanol é oxidado a acido férmico e, posteriormente, a CO,, provocando uma
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acidose grave (diminuicdo do pH sanguineo), afetando o sistema respiratorio,
podendo levar ao coma e até mesmo a morte. Sua ingestdo, mesmo em
quantidades reduzidas, por longos periodos de consumo, pode ocasionar
cegueira e morte (CARDOSO, 2013).

Entre os contaminantes inorgénicos encontrados nas aguardentes, 0s
principais sdo os ions metalicos, como o cobre, o chumbo e o arsénio. O chumbo
e 0 arsénio podem estar presentes na bebida devido a certas embalagens ou
oriundos de soldas de ligas metalicas do material utilizado na construcdo do
destilador (CARDOSO, 2013). Caldas, Oliveira e Gomes Neto (2009) citaram
outras fontes de contaminagéo da cachacga por esses metais, ocorrendo por meio
da matéria-prima, utilizacdo de produtos agroquimicos (herbicidas, inseticidas e
fungicidas) e pelo solo.

Em relacdo aos contaminantes metalicos, o valor exigido pela legislacdo
para 0 cobre é de 5 mg L? (BRASIL, 2005a). Esse metal é proveniente,
principalmente, do material constituinte dos alambiques. Em quantidades
normais, sua presenca é desejavel; pois contribui na eliminacao de certos odores
desagradaveis, observados em aguardentes destiladas em alambiques
confeccionados com materiais onde ele ndo estéa presente, como, por exemplo, 0s
de aco inox (CARDOSO, 2013).

2.4.1 Carbamato de etila

E um contaminante que tem despertado o interesse de estudiosos, Visto
que, em grandes quantidades na bebida, pode trazer sérios problemas ao
organismo devido a suas potencialidades genotdxicas e carcinogénicas. Trata-se
de um éster etilico do acido carbamico também chamado de uretana ou
etiluretana, cuja formula molecular e estrutural estdo representadas na Figura 3.

Possui massa molar de 89,09 g mol™, alta solubilidade em agua, etanol, éter,
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cetonas, ésteres e solventes clorados. A temperatura de fusdo e ebuli¢do varia de
48-50 °C e de 182-184 °C, respectivamente. Encontra-se na forma de cristal
incolor, inodoro, de sabor salino refrescante e levemente amargo. Essas
propriedades conferem ao carbamato de etila (CE) alta polaridade e baixa
volatilidade, além de se decompor a baixa temperatura (MERCK, 2001;
CARDOSO, 2013).

o}

e NH, C,H;OCONH,

(@) (b)

Figura 3 Formula estrutural (a) e molecular (b) do CE

O CE pode ser encontrado naturalmente em alimentos, bebidas
fermentadas e destiladas. A ocorréncia desse contaminante em bebidas
alcodlicas surgiu no inicio de 1985, quando, no Canada, detectaram niveis
relativamente altos em aguardentes e outras bebidas (LACHENMEIER et al.,
2006). Assim, as autoridades do Canada inicialmente definiram o nivel maximo
dessa substancia para bebidas alcoolicas, em concordancia com os padrdes de
consumo e valor de ingestdo diaria aceitavel. O governo canadense fixou limites
para 0 CE para diversos tipos de bebidas fermentadas de 30, 150 ¢ 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 redugéo
dos niveis, sendo os limites para uisques de até 125 ug L™ e para vinhos de mesa
de 15 pg L(XU et al., 2012).
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No Brasil, a presenga de carbamato de etila em aguardentes de cana /
cachaca foi regulamentada pela Instrugdo Normativa N° 13, de 20 de junho de
2005 (BRASIL, 2005a), sendo o limite maximo estabelecido pela legislagao
brasileira igual a 150,0 uL™.

Na producdo de cachaca, a sua formacdo pode ocorrer antes, durante e
depois do processo de destilacdo, incluindo o armazenamento da bebida,
podendo ter um aumento potencial tanto na bebida armazenada em recipientes
de madeira (tonéis) quanto armazenada em vidros (ANJOS, et al., 2011a). A
formacgdo do CE em etapas posterior a destilagcdo é dependente da concentracao,
temperatura, pH, luz e tempo de armazenamento (NAGATO et al., 2003).

Estudando a correlacdo e a contribuicdo do cobre para o aparecimento
de carbamato de etila em cachagas, Aresta, Boscolo e Franco (2001) relataram o
papel do metal na oxidacdo do cianeto inorganico para cianato e a conversao de
cianato ou ureia em carbamato de etila. Nesse trabalho; os autores usaram a
técnica de espectroscopia de infravermelho, na qual conseguiram observar a
formacdo de um carbonato basico de cobre Cu(OH)COs; no processo de
oxidacdo de cianeto para cianato em agua / etanol. A complexacéo de Cu®* com
o cianato formado a partir da oxidacdo faz com que o cianeto seja mais
susceptivel ao ataque nucleofilico a partir de etanol, com a conversdo em
carbamato de etila. Comparativamente, a ureia apresentou uma contribuicdo
menor em relacdo ao cianeto na formacdo do carbamato de etila; portanto, a
ureia presente em algumas amostras de cahaca apresentou guase nenhuma
influéncia sobre o conteddo do contaminante. Outra questdo mostrada pelos
autores foi que Fe?* ofereceu resultados semelhantes aos encontrados com Cu?".

O método mais utilizado e tido como oficial para determinagdo de
carbamato de etila em bebidas alcodlicas € cromatografia gasosa acoplada ao
espectrébmetro de massas (GC-MS). Porém alguns autores tém utilizado a

cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia (HPLC-
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FLD). A derivacao prévia do CE (Figura 4) permite sua detec¢do em diferentes
matrizes, a qual vem surgindo como uma alternativa e vem sendo usada para
determinacdo desse contaminante em cachacgas. Os niveis de deteccdo obtidos
sdo parecidos com os obtidos em cromatografia gasosa acoplada ao
espectrémetro de massas (ANJOS et al., 2011a ; MACHADO et al, 2012).

(0]
NN
H OH 10)
JJ\ HCI
*HNT 07N >
(0] O
9 - xantidrol carbamato de etila carbamato de etil xantila

Figura 4 Formacdo do carbamato de etil xantila por meio da reacdo entre 9-
xantidrol e carbamato de etila sob condi¢fes acidas
Fonte: ANJOS, 2011a.

Abreu et al. (2005) determinaram o CE em bebidas por diferentes
métodos (HPLC-FLD e GC-MS). Os autores procuraram melhorar o
conhecimento sobre a precisdo e exatiddo dos pardmetros do novo método
proposto (HPLC-FLD), comparando o desempenho de ambos os métodos. Cinco
diferentes amostras representativas de vinhos de mesa fortificados, vinhos (tinto
e branco) e aguardentes de vinho foram utilizadas na analise. Apesar do baixo
nimero de amostras, os resultados obtidos utilizando o método de HPLC-FLD
foram comparaveis aos obtidos por GC-MS, enfatizando a possibilidade de usar,
como rotina, um método muito mais simples para determinar CE em bebidas

alcoolicas.
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Machado et al. (2013) determinaram CE em cachaga produzida por
alambiques de cobre utilizando HPLC- FLD. O método otimizado pelos autores
apresentou excelentes resultados para os parametros de validacdo em termos de
linearidade, deteccdo, limites de quantificacdo e precisdo, demostrando que o
método é adequado para a analise de CE em cachaca.

Em relacdo a toxicidade do CE, Lachenmeier et al. (2010) observaram
que ele causou em ratos um aumento dose dependente de carcinomas no figado,
pulmdes, pele e estbmago, além de tumores no ovario e na glandula mamaria,
sendo classificado no grupo 2A, pela IARC (Agéncia Internacional de Pesquisa
sobre Cancer), como provavel carcinogénico para humanos. A exposicao desse
composto a partir do consumo de alimentos e bebidas ndo alcoodlicas foi
estimada para humanos em 1 pg/ kg peso corporal/dia, exposi¢do que se eleva a
5 ug/pessoa/dia, quando considerados cenarios de elevado consumo de bebidas
alcodlicas. Nesses casos, as margens de exposicao (MOES) correspondentes sdo
de 16.600 e 3.125, respectivamente, representando sérios riscos a tais
consumidores (SCHLATTER; DINOVI; SETZER, 2010).

Em humanos, o CE pode ser absorvido rapidamente e quase
completamente a partir do trato gastrointestinal e da pele. Dentro do organismo,
ele é distribuido uniformemente pelo corpo e rapidamente eliminado. As
principais rotas de exposicdo humana sdo inalacdo, ingestdo e contato com a
pele. A exposicdo aguda a altos niveis pode prejudicar o figado, rins e o sistema
nervoso central. Os sintomas incluem tonturas, vémito, perda da consciéncia,
coma e hemorragias. Mais de 90% do que é metabolizado sdo excretados em 24
horas como CO,, NH; e H,O (IARC, 2010).
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2.4.2 Formagcéo e mecanismos do CE

A formacdo de CE em diferentes tipos de bebidas alcodlicas envolvem
pelo menos cinco precursores principais, incluindo ureia, citrulina, fosfato de
carbamila, compostos cianogénios e o dietilpirocarbonato, como mostrado na
Figura 5 (ZHAO et al., 2013).

Entre esses precursores, ureia, citrulina e fosfato de carbamila s&o
acumulados principalmente por micro-organismos, tais como leveduras e
bactérias de acido lactico (BAL), ao passo que os outros dois precursores sao
produzidos por varias reacGes enzimaticas durante o processo de fermentacdo
(ZHAO et al., 2013).

Em vinhos, o CE pode ser formado durante e depois da fermentacgéo, e
durante o processo fermentativo, as reacBes de formacdo do CE sdo
influenciadas pelo tipo de levedura, nutrientes adicionados ao mosto,
temperatura e acidez da fermentacdo (LABANCA; GLORIA; AFONSO, 2008;
ANDRADE-SOBRINHO et al., 2009).

Em bebidas alcodlicas, incluindo saqué, vinho de arroz e vinho de uva,
tém-se a uréia como o principal precursor do CE, sendo essa acumulada
principalmente pela levedura. Nas células, a ureia vem da arginina pela
degradacdo da arginase atraves do ciclo da ureia, sendo degradada em amdnia e
diéxido de carbono pela acdo da ureia amidoliase Figura 5 (ZHAO et al., 2013).

Segundo Zhao et al. (2013), a ureia ndo é a fonte de nitrogénio preferida
para a levedura, em relagdo a outras fontes existentes no meio, tais como a
glutamina ou asparagina. Como a concentragdo de ureia acumulada nas células é
alta, e é prejudicial para o fermento, ela é levada para o meio circundante.
Segundo os autores Aresta; Boscolo e Franco (2001), essa é a forma mais
comum e espontanea da formacdo do contaminante que ocorre em meio acido,

envolvendo a reagdo da ureia com etanol (equacéo 1):
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Figura 5 Principais precursores do CE em bebidas alcodlicas
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A ureia é encontrada em muitos alimentos fermentados, como iogurte,
queijo, pdo, bebidas alcodlicas e ndo alcodlicas (ANJOS et al., 2011a). Pode ser
encontrada em matérias-primas como leite, ou formada durante o processamento
dos alimentos (ou bebidas). Por exemplo, quando a levedura metaboliza arginina
durante a fermentacdo da uva, a quantidade de ureia geralmente eleva-se alguns
mg L™ A producdo de ureia e carbamato de etila em etanol é relatada em
alimentos e bebidas, mas tem uma formacdo cinética moderada a temperatura
ambiente (ARENA et al., 1999, ARESTA; BOSCOLO; FRANCO, 2001).

Outro caminho possivel para a formacdo do CE durante a fermentacéo é
a degradacdo térmica da ureia (60 a 100 °C) na presenca de solucdes
hidroalcolicas para isocianato e cianato (equacédo 2). Esses podem reagir com o
etanol, em meio 4cido, formando o CE (BRUNO et al., 2007). Outra possivel via
é a decomposicédo térmica da ureia a amonia e acido cianico, e posterior reacao
desse Gltimo com etanol (equacdes 3 e 4) (SCHABER et al., 2004).

60°-100°

NH,CONH, etanol 'NCO + OCN (@)

ureia isocianato cianato

HOCN + C,HsOH -2 C,H:OCONH; @3)
carbamato de etila

NH,CONH, —» NH; — HOCN (4)

acido cianico

Acredita-se que a formagao desse composto também possa ocorrer pela
degradagdo enzimética da arginina em ureia, realizado pelo metabolismo das
leveduras durante o processo fermentativo, produzindo provaveis percussores,

como o fosfato de carbamila (FC), citrulina e aminoacidos N-carbamil. Esses
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compostos estdo presentes em bebidas alcodlicas, como o vinho e podem reagir
com etanol em pH &cido, formando CE (equagdo 5) (NAGATO; NOVAES;
PENTEADO, 2003).

NH,COOPOzH, + C;HsOH —» C,HsOCONH, + H3PO, (5)

fosfato de carbamila carbamato de etila

No mosto, o FC produzido pela Saccaromyces cerevisiae pode reagir
com o etanol para formar o CE, sendo esse proveniente da sintese da arginina
catalisado pela carbamila sintase (ARESTA; BOSCOLO; FRANCO, 2001,
HASNIP et al., 2007). A formacdo acaba por ser favorecida pela presenga de
compostos nitrogenados durante o processo de destilacio e por altas
temperaturas, resultante do mau dimensionamento do sistema de destilacéo ou
operacao, tendo niveis de refluxo impréprios (POLASTRO et al., 2001; BRUNO
et al., 2007).

A citrulina é proveniente da arginina pela acdo da arginina deiminase,
podendo a citrulina ser acumulada principalmente por bactérias lacticas
(AZEVEDO; COUTO; HOGG, 2002; ZHAO et al., 2013) (FIGURA 5). Como a
arginina é responsavel por altas concentragdes dos aminoacidos totais presentes
no vinho, no final da fermentacdo alcodlica, quantidades consideraveis estardo
presentes apdés o metabolismo das leveduras. Assim, a arginina pode ser
metabolizada pelas bactérias laticas durante a fermentacdo malolactica. Pela via
da arginina deiminase, a arginina acaba sendo convertida para amdnia, ornitina,
ATP e dioxido de carbono, seguida pela transformacédo de ornitina em citrulina.
A citrulina é excretada no caldo de fermentacdo, onde pode reagir
espontaneamente com etanol, formando CE. Assim como a citrulina, o fosfato

de carbamila é outro intermediario presente no catabolismo de arginina, que
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pode reagir com etanol, originando esse contaminante. (ROMERO et al., 2009;
ZHAO et al., 2013).

Outra forma natural da formacdo do CE é aquela que envolve o anion do
acido cianidrico, o ion cianeto (CN’). Na maioria dos casos, o CE é formado a
partir do cianeto pela agdo enzimatica e clivagem térmica dos glicosideos
cianogénicos (Figura 5) presentes em alguns vegetais, como cevada, mandioca,
aveia, arroz, centeio, trigo, magad e manga (Figura 6). Esse cianeto degradado
enzimaticamente pode ser oxidado a cianato ((OCN), o qual reage com o etanol
para formar o CE (LACHENMEIER et al., 2005; GALINARO et al., 2011).

NC‘/E:j/ | _C=N

H
| [
HO/\QOJ/O \on/o
HO ™ i "OH HO " i "OH
OH OH
(@) Dhurrin (b) Linamarin

Figura 6 Glicosideos cianogénicos encontrados no centeio e trigo (a) e na
mandioca, aveia e cereais (b)
Fonte: Adapatado de Galinaro e Franco (2011).

Duas provaveis rotas propostas para formacdo de carbamato de etila a
partir do ion cianeto foram relatadas por Mackenzie; Clyne; Macdonald. (1990)
e Riachi et al. (2014). A primeira trata de um mecanismo quimico em que ha a
formagdo de CE a partir de cianeto ou cianato. Essa baseia-se na complexacéo

do cianeto com Cu®, proveniente do aparelho destilador (equagio 6), seguido
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pela oxidacdo a cianogénio (equacdo 7) e com subsequente
desproporcionamento a cianato, que ocorre em meio bésico (equacdo8). O
cianato pode reagir com etanol para formar carbamato de etila (equacdo 9). O
cobre, provavelmente, € liberado a partir do aparelho de destilagdo, sobre a

corrosao.

2Cu* + 4CN" — 2Cu(CN), (6)
2Cu(CN), — 2CuCN + C;N, (7
C:N;+ 20H —» "OCN + CN +H;0O (8)
‘OCN + EtOH + H* — EtOCONH, 9)

A segunda rota baseia-se na auto-oxidacdo induzida por radiacdo
ultravioleta de compostos insaturados presentes nas bebidas alcodlicas, os quais
produzem radicais livres que catalisam a oxidacdo do cianeto a cianato, como
descrito nas equacdes 10 a 18 (ARESTA et al., 2001; RIACHI et al., 2014).

Iniciacao

-CH,-CH=CH- + O, —» °‘CH-CH=CH- + H-0-0O° (10)
Propagacéo

*CH-CH=CH- + 0, —» -(0O-O")CH-CH=CH- (11)

Auto-oxidacao

-(0-0°)CH-CH=CH- + -CH,-CH=CH- — -(0-OH)CH-CH=CH- + *CH- (12)
CH=CH-

-(0O-OH)CH-CH=CH- — -(O")CH-CH=CH- + *OH (13)



Formagcéo de carbamato de etila

HC=N + *OH — °*C=N + H,O

H-C=N + H-O-O" —» *C=N + H-O-O-H
H-O-O-H — 2HO’

‘C=N + 'OH — HOC=N <« 0=C=NH
0O=C=NH + EtOH — EtOCONH,

51

(14)
(15)
(16)
(17)
(18)
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Producéo e obtencdo das amostras

As cachacas utilizadas neste trabalho foram produzidas no alambique da
empresa Cachaca Artesanal Jodo Mendes (JM), situada no municipio de
Perdes/MG, no periodo da safra de 2013. A variedade de cana empregada foi a
SP80-1842.

No processo fermentativo, realizaram-se quatro diferentes tipos de
fermentacdo. O seu preparo esta descrito detalhadamente nas Tabelas 2,3,4 e 5.

A primeira foi conduzida utilizando de fermento selecionando (LNF

CA11) conforme descrito pelo fabricante.
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Tabela 2 Fermentagdo utilizando levedura selecionada (LNF - CA11).

Etapa 1: Determinacdo da quantidade de
levedura a utilizar.

Em uma dorna com capacidade de 500
litros, utilizaram-se 500 gramas de
fermento CA 11.

Etapa 2: Reidratacdo do fermento.

Com auxilio de um balde, adicionaram-se 5
litros de agua potavel, cuja temperatura foi
aproximadamente 35 °C. Dissolveram-se
com agitacdo 500g de CA-11, esperando
por 30 minutos.

Etapa 3: Preparacédo do pé de cuba.

Decorridos 30 minutos, dobrou o volume
adicionando, 5 litros de garapa para
fermentar a 8 °Brix, cuja temperatura foi de
aproximadamente 35°C.

Esperou-se até o abaixamento do °Brix dos
10 litros para 2 °Brix. Em seguida,
adicionou-se 20 litros de garapa, a 10 °Brix
e 35 °C, sob aeragdo. Aguardou-se até que
ocorresse 0 abaixamento para 2 °Brix.
Apbs o abaixamento do °Brix, adicionou-
se mais 35 litros de garapa a 12 °Brix,
quando o °Brix no interior da dorna atingiu
o valor de 2 °Brix, adicionou-se 75 litros de
caldo de cana a 15 ©°Brix, a uma
temperatura de 30 °C e aguardou-se que 0
°Brix reduzissem para 2.

Apls essa Ultima etapa iniciou-se a
alimentacdo normal da dorna com caldo de
cana para a producdo da cachaga.

Etapa 4: Alimentacdo normal do mosto,
producdo da cachaga.

Adicionou-se nesta etapa caldo de cana
padronizado a 15 °Brix a uma temperatura
de 30 °C, completando os 500 litros da
dorna com garapa.

Realizou-se a alimentacdo da dorna 2 vezes
ao dia, pela manhd e pela tarde,
adicionando-se caldo de cana a 15 °Brix a
30 °C. Zerado o °Brix, realizou-se a
destilacdo, para obten¢do da cachaca.

A fermentacdo para a produgdo de cachaca utilizando como nutriente

fuba de milho foi realizada seguindo as orientagdes do funcionario da empresa

JM.
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Tabela 3 Fermentagdo utilizando fuba de milho.

Etapa 1: Preparagdo do pé de cuba (Caldo
de cana a 5 °Brix).

Em uma dorna de fermentacdo, com
capacidade de 500 litros, iniciou-se o pé de
cuba com 14 Kg de fubd de milho, junto
com caldo de cana aquecido a 30 °C. A
quantidade de caldo adicionado foi de
forma que cobrisse todo o fuba.

Etapa 2: Preparacédo do pé de cuba.

Apbés o °Brix ter zerado, adicionou-se
novamente caldo de cana, agora a 7 °BriXx,
aquecido a 30 °C.

Apbés o °Brix ter zerado adicionou-se
novamente caldo de cana agora a 9 °BriXx,
aquecido a 30 °C.

Apbés o °Brix ter zerado, adicionou-se
novamente caldo de cana, agora a 13
°Brix, aquecido a 30 °C. Realizou-se esse
procedimento duas vezes.

Etapa 3: Alimentagdo normal do mosto,
producéo da cachaca.

Adicionou-se nesta etapa caldo de cana
padronizado a 15 °Brix, a uma temperatura
de 30 °C.

Realizou-se a alimentacdo da dorna 2
vezes ao dia, pela manhd e pela tarde,
adicionando-se caldo de cana a 15 °Brix a
30 °C. Quando o °Brix foi zerado,
realizou-se a destilacdo, para obtencdo da
cachaca.

A fermentacdo utilizando como nutriente farelo de arroz foi realizada

seguindo as orientacdes do funcionario da empresa JM.
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Tabela 4 Fermentacdo utilizando farelo de arroz.

Etapa 1: Preparagdo do pé de cuba (Caldo
de cana a5 ° brix)

Em uma dorna de fermentacdo, com
capacidade de 500 litros, iniciou-se o pé de
cuba com 14 Kg de farelo de arroz, com
adic8o de caldo de cana aquecido a 30 °C.
A quantidade de caldo adicionado foi de
forma que cobrisse todo o farelo.

Etapa 2: Preparacédo do pé de cuba.

Apbés o °Brix ter zerado, adicionou-se
novamente caldo de cana a 7 °Brix,
aquecido a 30°C.

Apbés o °Brix ter zerado, adicionou-se
novamente caldo de cana a 9 °Brix,
aquecido a 30°C.

Apbés o °Brix ter zerado, adicionou-se
novamente caldo de cana a 13 °Brix,
aquecido a 30°C. Realizou-se esse ultimo
procedimento duas vezes.

Etapa 3: Alimentagdo normal do mosto,
producéo da cachaca.

Adicionou-se nesta etapa caldo de cana
padronizado a 15 °Brix, a uma temperatura
de 30 °C.

Realizou-se a alimentacdo da dorna 2
vezes ao dia, pela manhd e pela tarde,
adicionando-se caldo de cana a 15 °Brix a
30°C. Zerado o °Brix, realizou-se a
destilacdo, para obtencdo da cachaca.

A fermentacdo utilizando como nutriente fuba de milho junto com farelo

de arroz foi realizada seguindo as orientacdes do funcionario da empresa JM.
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Tabela 5 Fermentagdo utilizando fuba de milho + farelo de arroz.

Etapa 1: Preparacdo do pé de cuba
(Caldo de cana a 5 ° brix).

Em uma dorna de fermentacdo, com
capacidade de 500 litros, iniciou-se o0
pé de cuba com 7 Kg de fuba de milho
e 7 Kg de farelo de arroz, com adi¢éo
de caldo de cana aquecido a 30 °C. A
quantidade de caldo adicionado foi de
forma que cobrisse todo o fuba com
farelo.

Etapa 2: Preparacdo do pé de cuba.

Apds o °Brix ter zerado, adicionou-se
novamente caldo de cana a 7 °Brix,
aquecido a 30 °C.

Apds o °Brix ter zerado, adicionou-se
novamente caldo de cana a 9 °Brix,
aquecido a 30 °C.

Apbs o °Brix ter zerado adicionou-se
novamente caldo de cana a 13 °Brix,
aquecido a 30 °C. Realizou-se esse
Gltimo procedimento duas vezes.

Etapa 3: Alimentacdo normal do
mosto, producdo da cachaca.

Adicionou-se nesta etapa caldo de cana
padronizado a 15 °Brix a uma
temperatura de 30 °C.

Realizou-se a alimentagdo da dorna 2
vezes ao dia, pela manhd e pela tarde,
adicionando-se caldo de cana a 15°
Brix a 30 °C; zerado o °Brix, realizou-
se a destilacdo, para obtencdo da
cachaca.

Inicialmente, foram coletadas fracGes do caldo de cana (15 °Brix) e do

mosto fermentado (°Brix zerado) de cada dorna, para analise de carbamato de

etila (CE). ApoGs o processo de destilacdo de cada um dos quatro experimentos,

foram coletadas partes das fragdes “cabeca”, “cora¢do” (denominada de cachaga

nova) e “cauda” dos destilados para as analises fisico-quimicas (FQ) e de CE.
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Além dessas fragdes, foi coletado o vinhoto (residuo da destilacdao) para analise
CE.

Cada fragdo do “coragdo” foi armazenada separadamente em tonéis de
carvalho (Quercus sp) com capacidade de 20 L. Os tonéis foram mantidos em
galpdo fechado com temperatura e umidade do ar ndo controladas, distanciados
uns dos outros para possibilitar as trocas gasosas. A cachaca produzida também
foi armazenada em garrafdes de vidro com capacidade de 5 L.

Apbs o periodo de 3 e 6 meses de armazenamento das cachagas, foi
coletado 1,5 L das bebidas para realizagdo das analises fisico-quimicas. A
analise de carbamato de etila foi realizada retirando-se aliquotas de 50 mL

mensalmente durante 6 meses.
3.2 Analises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas foram realizadas em triplicata no
Laboratorio de Analises de Qualidade de Aguardentes (LAFQA) — UFLA-MG,
segundo a metodologia estabelecida pela Instrucdo Normativa n° 24, de
08/09/2005, do Ministério Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL,
2005b). Foram redestilados 250 mL das amostras para a analise dos seguintes
parametros: teor alcodlico, alcoois superiores, aldeidos, ésteres, furfural e
metanol. A determinacdo da acidez volatil, do extrato seco e do cobre foi

realizada sem a redestilacdo da cachaca.

3.2.1 Teor alcodlico

Foi determinado por densitometria utilizando o densimetro digital

DensiMat Gibertini, sendo o resultado expresso em % v/v.
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3.2.2 Acidez volatil

Foi determinada por meio da extracdo por arraste de vapor dos acidos
volateis, utilizando um destilador eletrébnico Enochimico Gibertini. Foram
recolhidos 250 mL do extrato obtido; posteriormente, esses foram titulados com
hidréxido de sodio 0,1 mol L™ em presenca de fenolftaleina 1% como indicador.
Os resultados foram expressos em gramas de acido acético por 100 mL de

amostra ou por 100 mL de &lcool anidro.
3.2.3 Esteres

Foram determinados por meio da titulacdo dos &cidos carboxilicos
obtidos por transesterificacdo dos ésteres presentes nas amostras, conforme
demonstrado na Figura 7. A titulacio foi realizada com solucéo padronizada de
hidréxido de sodio 0,1 mol L™ em presenca de fenolftaleina 1% como indicador.
A quantidade total dos ésteres foi expressa em gramas de acetato de etila por 100

mL de amostra.

CHCOOGH + NeOH — » CHCOONa  + CHsOH
2NeOHEexc) + 2HS0O;, —> NaSOy + 2HO +  HSOy(exo)
HSO4ex) + 2NOH —» NSO, + 2H,0

Figura 7 Reagdes envolvidas na analise de ésteres
Fonte: Cardoso, 2013.
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3.2.4 Aldeidos

A determinacdo da concentracdo de aldeidos foi realizada por meio de
métodos iodométricos, titulando-se o SO, produzido durante a sequéncia de
reacOes envolvidas nesse tipo de analise. A quantidade de aldeidos presente nas
amostras foi expressa em gramas de aldeido acético por 100 mL da amostra ou
por 100 mL de éalcool anidro. As reacdes referentes a esse processo estdo

representadas na Figura 8.

RCHO + SO, + H,0 _PH=7_ RC|:HOH
SO5H

0 SO,, em excesso, reage com l,, em meio acido:

802 + |2 + ZHZO — H2804 + 2HI

em meio alcalino, o aldeido é entdo determinado:

RCHOH 9", RrcHO + SO, + H,0
SO3H

SOZ + |2 + 2H20 3 H2804 + 2HI

Figura 8 Reagdes envolvidas na determinacgdo dos aldeidos
Fonte: Cardoso, 2013.

3.2.5 Alcoois superiores totais

Foram determinados por meio da adicdo de p-dimetilaminobenzaldeido
(DMAB) e posterior acidificacdo das amostras com &cido sulfurico concentrado

(Figura 9). Os élcoois reagem por adigdo nucleofilica com a carbonila do
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aldeido, em meio &cido com formacdo de acetais. A quantidade total foi
determinada por meio de medidas espectrofotométricas efetuadas a 540 nm,
utilizando um espectrofotémetro Shimadzu UV-1601 PC. A quantificacdo desse
composto foi determinada por meio da construcdo de curvas analiticas de
solucdo de alcoois superiores diluidos em agua/etanol 1:1, sendo a quantidade

total desses compostos expressa em miligrama por 100 mL de alcool anidro.

N(CH3), N(CHs),
2CHOH - + ., +H0

C—H H=C~0C4Hy

0 OC4Ho

p-dimetilaminobenzaldeido p-dimetilaminobenzaldeido-acetal

Figura 9 ReagBes envolvidas na determinacgdo dos alcoois superiores totais

3.2.6 Furfural

A quantificacdo do furfural foi realizada pela adicéo de anilina e acido
acetico glacial as amostras, efetuando-se medidas espectrofotométricas a 520
nm, utilizando um espectrofotdmetro Shimadzu UV-1601 PC. As quantidades
desse composto foram obtidas pela construcdo de curvas analiticas de solucGes-
padrdo de etanol/furfural. Os resultados obtidos foram expressos em miligramas
de furfural por 100 mL de &lcool anidro. A reagdo colorimétrica envolvida nesse

processo esta descrita na Figura 10.
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NH, T o
N
O cHo . CHyCOOH m
v S on

furfural anilina
-H,0

(o)
N
©/ v@
imina
(complexo colorido)

Figura 10 Reagdo envolvida na andlise de furfural
Fonte: Cardoso, 2013.

3.2.7 Metanol

As analises foram realizadas por meio de medidas espectrofotométricas
efetuadas a 575 nm utilizando um espectrofotdmetro Shimadzu UV-1601 PC,
apos adicdo de permanganato de potassio 3%, e posterior resfriamento das
amostras. O método baseia na oxidacdo a formaldeido, o qual reage com o &cido
cromotropico em presenca de acido sulfurico concentrado, formando um
composto colorido (Figura 11). As quantidades foram determinadas pela

construcdo de curvas analiticas de solucdo de etanol/metanol.
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KMnO,
CH30OH % = HCHO
H,S0,

2MnO4” + 5803 4+ eHY — » 2Mn?* | 550,4 | 3H,0

SO5

H*/H,0

SO5

SOg

dibenzoxantilico monocatidénico

Figura 11 ReacGes envolvidas na determinacdo de metanol
Fonte: Cardoso, 2013.

3.2.8 Extrato seco

A anélise de extrato seco foi realizada por meio de métodos
gravimétricos. Inicialmente, uma capsula de aluminio foi previamente pesada
em balanca analitica com preciséo de 0,0001 g. Em seguida, uma aliquota de 25
mL da amostra sem redestilar foi transferida para a capsula e evaporada em
banho-maria a 95°C, por 3 horas. Ap6s esse periodo, levou-se a estufa a 100°C

por 30 minutos e, posteriormente, o material foi resfriado em dessecador. O
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residuo solido remanescente foi pesado em balanca analitica (Marte/ AM - 220)
e os resultados obtidos foram expressos em gramas de extrato seco por litro da

amostra.

3.2.9 Cobre

A quantificagdo do cobre foi realizada por meio da adi¢do de cloridrato
de hidroxilamina e acetato de sdédio para promover uma reducdo do Cu®
presente nas amostras, para Cu’. Em seguida, foi adicionada solugéo de 2,2-
diquinolilo em alcool isoamilico, formando-se um complexo de coloragdo
violeta entre o cobre reduzido e a solucao (Figura 12). A quantificagdo do metal
foi realizada por meio de medidas espectrofotométricas na regido visivel do
espectro, a 546 nm em um espectrofotémetro Shimadzu UV-1601 PC. As
quantidades de cobre foram determinadas por meio da construgdo de uma curva

analitica utilizando-se sulfato de cobre como padrao.

1) cu* cloridrato de hidroxilamina Cu*
acetato de sddio

A

2,2-diquinolilo Complexo cobre-diquinolilo

Figura 12 Reac&o envolvida na analise do cobre
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3.3 Analises cromatograficas das cachacas

As anélises do CE foram realizadas utilizando um cromatégrafo 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.

3.3.1 Condigdes cromatogréficas

O CE foi identificado e quantificado a partir do caldo de cana até o
armazenamento (ao longo de seis meses) nos tonéis de carvalho e garrafdes de
vidro.

A metodologia utilizada para a analise do CE nas fracdes do caldo de
cana, fermentacdo e nas cachagas armazenadas foi realizada de acordo com a
metodologia proposta por Anjos et al. (2011a) e Machado et al. (2013). Essa
consiste na derivacdo prévia da amostra para a analise dessa substancia.

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 sédio (Dinamica),

acetonitrila grau HPLC (Merck), agua tipo | e 9-xantidrol (Acros Organics).

3.3.2 Derivacao do padréo de carbamato de etila

Em um frasco ambar, preparou-se a solugio de 9-xantidrol (0,2 mol L™)
em propanol; no mesmo frasco, adicionaram-se 20 mL de uma solu¢do-padréo
de carbamato de etila (4,0 g L), preparada em etanol 40%. Em seguida,
adicionaram-se 2 mL de HCI (5,5 mol L™ e, entdo, a mistura reacional foi

mantida sob agitacdo por aproximadamente 1 minuto; apds agitagdo, colocou-se
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em repouso por 60 minutos. Os cristais obtidos foram filtrados e recristalizados
em hexano.

Para a analise quantitativa, preparou-se uma solugdo-estoque do
carbamato de etila derivado, em uma concentracio de 10 mg L™, em acetato de
etila. Para a construcdo da curva analitica, foram realizadas dilui¢bes em etanol
50% a partir da solucdo-estoque previamente preparada, sendo diluidas as

solugdes de trabalho em concentragdes que variaram de 5,0 a 160,0 pg L™

3.3.3 Derivagao das amostras

Em um frasco a&mbar, adicionaram-se 4,0 mL de cachaca, seguidos de
0,8 mL de solucéo de xantidrol (0,02 mol L) (preparada em propanol). Apds
agitacdo, adicionou-se 0,4 mL de HCI (1,5 mol L™), mantendo a mistura
reacional sob agitacdo 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.

As amostras do caldo de cana, do mosto fermentado (°Brix zerado) e
vinhoto passaram por um processo de coluna aberta (coluna C18), para retirar
possiveis interferentes. Santiago. (2013) realizou em seu trabalho um teste para
observar o funcionando dessa coluna aberta, obtendo resultados eficientes, ndo

ocorrendo perda do analito (CE) na passagem pela coluna aberta.

3.3.4 Condigbes cromatograficas

Para a determinacdo do carbamato de etila nas amostras estudadas, foi
utilizada uma coluna Agilent - Zorbax Eclipse AAA (4,6 x 150 mm, 5um)
conectada a uma pré-coluna Agilent - Zorbax Eclipse AAA 4-Pack (4,6 x 12,5

mm, 5um) e a detecgdo foi realizada com detector de fluorescéncia.
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A quantificacdo do carbamato de etila foi realizada utilizando-se o
método de padronizagdo externa. Os comprimentos de onda de excitacdo e
emissdo empregados foram 233 e 600 nm, respectivamente. O fluxo utilizado foi
de 0,75 mL min™ e o volume injetado das amostras e do padréo foi de 20 pL. As
amostras e os padrfes foram injetados em triplicata. A eluicdo foi realizada em
sistema do tipo gradiente (Tabela 6), sendo a fase mdvel composta por solugdo

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

Tabela 6 Gradiente de eluicdo da fase movel para a determinacdo do carbamato

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

*Fase movel: Solvente A: solugio de acetato de so6dio 20 mmol L™.
Solvente B: acetonitrila.
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3.3.5 Limite de detec¢éo (LD)

Trata-se da menor quantidade existente do analito presente na amostra
que pode ser detectada; porém, ndo necessariamente quantificada, sob as
condicdes experimentais estabelecidas.

Sdo trés maneiras diferentes de se calcular o LD: método visual, método
da relagdo sinal-ruido e método baseado nos parametros da curva analitica
(RIBANI et al., 2004). Na determinagdo do LD, foram considerados os
parametros relativos a curva analitica construida, utilizando a seguinte relacdo
matematica:

LD =3x (s/S)

em que s é a estimativa do desvio-padrao da equacdo da linha de regressdo e S é
o coeficiente angular da curva analitica (RIBANI et al., 2004; HARRIS, 2008).

3.3.6 Limite de quantificacdo (LQ)

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

Para a determinacdo do LQ, foram considerados os parametros relativos

a curva analitica construida, utilizando a seguinte relagdo matematica:

LQ =10x(s/S)

em que s é a estimativa do desvio-padrdo da equagéo da linha de regressdo e S é
o coeficiente angular da curva analitica (RIBANI et al., 2004; HARRIS, 2008).
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3.3.7 Delineamento experimental

No experimento realizado, os resultados obtidos foram submetidos a
analise de variancia, e as variaveis qualitativas significativas pelo teste de F
foram comparadas pelo teste de Scott Knott (1974). Na avaliagdo dos dados
referente a analise fisico-quimica das fracbes com diferentes tipos de fermento,
utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial
(4X3), sendo 4 tipos de fermentacdo (levedura selecionada, fubd, farelo de arroz
e farelo de arroz + fuba) e 3 fracBes (cabeca, coracdo e cauda). Para as analises
fisico-quimicas dos dados referentes ao armazenamento da bebida ao longo de
seis meses, utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC), em
esquema fatorial (8X3) com parcelas subdivididas no tempo, sendo 8 tipos de
fermentacdo + armazenamento e 3 meses (0,3 e 6). Ja para analise dos dados do
carbamato de etila, procedeu-se da mesma forma que anteriormente, mudando
apenas 0s meses de analise (0,1,2,3,4,5 e 6). Os dados foram analisados pelo
programa estatistico Sistema de Anéalise de Variancia para Dados Balanceados —

Sisvar, segundo Ferreira (2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Analises fisico-quimicas

Os resultados das andlises fisico-quimicas correspondentes as fragdes
“cabeca”, “coragdo” e “cauda” e do armazenamento dos quatro experimentos
encontram-se na Tabela 7, e nas Figuras 13 a 20, respectivamente, sendo 0s

resultados das figuras centrados em médias para a construcéo dos gréficos.



Tabela 7 Resultados correspondentes as analises fisico quimicas das fragdes “cabeca”, “coragdo” e “cauda” * das bebidas
produzidas com levedura selecionada, fuba de milho, farelo de arroz e fuba de milho + farelo de arroz.

Analises

Limites
fisico- FracGes* Experimento permitidos
guimicas EES
Levedura . . Fuba de milho +
) Fuba de milho Farelo de arroz
selecionada farelo de arroz
Cabeca 75,61 Ca+1,83 20,124 Cc £ 0,01 63,12 Cb + 0,01 21,20 Cc £ 0,01
Acidez’ Coragdo 93,33 Ba £ 2,16 42,81 Bb £ 0,02 88,62 Ba £0,63 38,55 Bb + 0,02 150,0
Cauda 22245 Ab+494 13651 Ad+4,17 291,72 Aa+3,42 146,13 Ac £ 5,54
Cabeca 38,95 Ad + 0,06 52,54 Ab £ 0,02 50,25 Ac = 0,01 56,99 Aa + 0,01
Grau . 38,0-48,0
.. , Coracdo 34,79 Bd = 0,01 38,82 Bc £ 0,02 42,62Bb+0,31 43,11 Ba £ 0,026
alcodlico 38,0-54,0
Cauda 19,43 Ch + 0,17 17,15Cc + 0,03 19,94 + 0,03 Ca 17,06 Cc + 0,13
- Cabeca 565,95 Aa+540 325,67 Ab+0,05 278,65Ac+0,03 277,61Ac+184
co0
., Coragdo 34297Bat4,05 21918Bb+204 178,04Bc+4,35 182,85Bc+3,08 360,0
superior
P Cauda 163,28 Ca £ 2,45 65,27 Cb + 2,17 62,85 Cb + 3,40 54,48 Cc £ 1,27
Cabeca 68,11 Ab £ 1,25 40,23 Ad £ 0,87 79,64 Aa +0,89 47,34 Ac + 0,01
Esteres?  Coragdo 2197Ch+1,29 16,22 Bc + 0,01 27,44 Ca+0,20 13,56 Cd £ 1,04 200,0
Cauda 34,85Ba+ 2,16 15,73 Bc + 0,03 33,84 Ba+2,29 18,47 Bb + 2,78
Continua...

0.



Tabela 7, continuacéo

Andlises Limites
fisico- FracGes* Experimento permitidos
guimicas EES
Levedura . . Fuba de milho +
) Fuba de milho Farelo de arroz
selecionada farelo de arroz
Cabeca 73,89 Aa +0,18 59,16 Ab £ 0,02 30,93 Ac = 0,01 21,51 Ad+0,01
Aldeidos’  Coracéo 25,16 Bb + 0,01 34,68 Ba £ 0,27 10,27 Bd £ 0,07 13,46 Bc +0,25 30,0
Cauda 6,79 Ca £ 0,03 5,72 Cb + 1,67 3,29 Cc +0,01 3,85 Cc +0,03
Cabeca 0,27 Ch + 0,02 0,07 Bc+0,01 0,45 Ca £ 0,01 0,07 Cc+0,01
Furfural® Coragdo 0,802 Bb+0,033 0,133 Bc + 0,019 1,31 Ba+0,15 0,20 Bc + 0,04 5,0
Cauda 2,12 Ac+0,13 1,57 Ad + 0,03 5,13 Ab £ 0,15 6,12 Aa£ 0,12
Cabeca 2,12 Ac £ 0,83 1,51 Ad + 0,01 4,90 Ab £ 0,01 5,59 Aa + 0,35
Metanol®  Coragéo -ND- -ND- -ND- -ND- 20,0
Cauda -ND- -ND- -ND- -ND-

*Média + desvio-padrdo; Médias seguidas de mesma letra, sendo a mailscula na coluna e a minudscula na linha, ndo diferem
significativamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott; * % v/v; mg 100 mL ™alcool anidro; *mg L™; * g L?;
ND = ndo detectado; ** Brasil, 2005a.

1.
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Analisando a graduacdo alcodlica de todas as bebidas produzidas,
observa-se que 0s maiores teores encontram-se na fragdo “cabega”, seguida do
“coragdo” e “cauda”. Na fracdo “cabeca”, encontram-se 0s primeiros vapores; o
teor alcodlico é geralmente alto em razdo da volatilidade do etanol presente no
mosto; dessa forma nessa, fracdo, estdo presentes 0s compostos mais volateis da
bebida, com maiores afinidades em alcool/ agua. No final da destilagdo da fracdo
“cabeca” e inicio da destilagdo do “coracdo”, estdo presentes os compostos com
baixa temperatura de ebulicdo (aldeido acético, acetato de metila, metanol,
acetato de etila). A fracdo “cauda” é a que apresenta menores teores na
graduacdo alcodlica, podendo estar presente nessa fracdo compostos com altas
temperaturas de ebulicdo (acido acético, acido butirico e furfural). Apds essa
fracdo, tem-se o vinhoto, que contém bagacilhos, minerais, aglcares nao
fermentaveis, células de fermento e acidos ndo volateis e volateis ndo sollveis
em &gua e Aalcool, compostos indesejaveis que podem estar presentes nas
cachacas (DIAS, 2013).

Com excecdo da bebida produzida por levedura selecionada, que
apresentou na fragdo “cora¢do” uma graduacdo alcoodlica igual a 34,79 viv, as
demais bebidas podem ser denominadas cachaca. O baixo teor alcodlico para
essa bebida pode ser resultante de cortes incorretos das fragdes durante a
destilacdo, uma vez que a bebida ainda ndo passou por nenhum processo de
armazenamento (ZACARONI et al., 2011).

A graduacdo alcodlica das bebidas armazenadas por um periodo de seis

meses é apresentada pela Figura 13.
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Figura 13 Graduacdo alcodlica em funcdo do tempo de armazenamento da
Knott
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Pelos dados da Figura 13, observa-se que durante 0 armazenamento a
bebida produzida com levedura selecionada manteve a graduacdo alcoodlica
inferior as demais, estando abaixo dos limites exigidos pela legislagdo vigente.
Ao analisar separadamente cada bebida produzida (armazenada em carvalho e
vidro), observou-se que ndo houve diferenca estatistica na graduacdo alcodlica
delas ao longo dos seis meses de armazenamento. Resultados similares foram
encontrados por Parazzi et al. (2008), que observaram que o teor alco6lico ndo
variou ao longo de um periodo de dois anos para cachacas armazenadas em
madeira e vidro.

Zacaroni et al. (2011) relataram que para as cachacas armazenadas em
toneis, em média, ocorre uma diminuicdo na graduacdo alcodlica em funcdo das
condi¢cdes do armazenamento, que esta relacionado a umidade, temperatura e
porosidade do barril, fato que ndo foi observado neste estudo.

A bebida produzida por fubd de milho + farelo de arroz armazenada em
carvalho foi a Gnica em que se observou um aumento na graduacéo alcodlica ao
fim do armazenamento (sexto més), quando comparado com o inicio do
processo (més zero), sendo que este possa estar relacionado a umidade. Miranda
et al. (2008) disseram que no Brasil sdo comuns perda de agua e alcool, em
torno de 3 a 4% ao ano, seja pela qualidade dos tonéis usados, seja pela idade da
madeira. Segundo os autores, em ambientes de baixa umidade, a perda de agua é
favorecida, ao passo que, em alta umidade, favorece a perda de alcool através
dos tonéis. Dessa forma, um aumento na graduagdo alcodlica, € indicio de que se
perdeu mais agua do destilado que alcool durante o armazenamento.

Pelos resultados da Tabela 7, observa-se que 0s maiores teores de acidez
volatil encontram-se nas fragdes “cauda”, 0 que era de se esperar, pois essa
fracdo é rica em 4&cidos carboxilicos de altas temperaturas de ebulicdo
(MOREIRA; NETTO; MARIA, 2012).
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Os menores valores de acidez encontrados para as fragdes “coragdo”
foram para as bebidas produzidas na presenca de fuba de milho e fub& de milho
+ farelo de arroz (42,81 e 38,55 mg 100 mL™ de 4lcool anidro) respectivamente,
ao passo gque 0s maiores teores de acidez da fragdo “coragdo” foram para as
bebidas produzidas por levedura selecionada e por farelo de arroz, (93,33 e 84,6
mg100 mL™ de &lcool anidro), respectivamente. Mesmo apresentando valores
altos, essas bebidas encontram-se dentro do limite estabelecido.

Pereira et al. (2003), trabalhando com 45 amostras de cachacas
provenientes de diferentes localidades do estado de Minas Gerais, encontraram
um valor médio para acidez volatil de 77,79 mg 100 mL™ de &lcool anidro,
sendo que apenas 3 amostras apresentavam valores fora dos padrbes exigidos
pela legislacdo vigente. Segundo os autores, o tempo e a temperatura de
fermentacdo, manejo do mosto e higienizacdo adequada sdo fatores importantes
que podem minimizar altos valores de acidez.

Silva et al. (2009a), estudando compostos de cachacas produzidas por
diferentes leveduras isoladas de alambiques de diferentes regides do estado de
Minas Gerais, onde a producdo dessas cachacas, segundo a autora, sdo
totalmente com caracteristicas artesanais, € o tipo de fermentacdo é caipira,
observaram diferencas siginificativas em relacdo aos teores de acido acético,
demonstrando a influéncia de diferentes linhagens de levedura.

Alcarde, Monterio e Belluco (2012), estudando a composicdo quimica
de aguardentes de cana-de-acUcar produzidas por diferentes cepas de levedura
Saccharomyces cerevisiae, encontraram para a cachaga bidestilada produzida
com levedura selecionada CA 11 valores de acidez volatil de 14,20; 23,67 e
124,51 mg 100 mL™ de alcool anidro para as fracdes “cabeca”, “coracio” e
“cauda”, respectivamente, ndo corroborando com os valores encontrados neste

trabalho, que foram superiores.
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Duarte et al. (2011), estudando a qualidade da cachaca de alambique,
avaliaram o efeito ocasionado quando Lactobacilus fermentum era inoculado
com Saccharomyces cerevisiae presente no fermento UFLA CA 11. Eles
observaram que a menor concentracdo de acido acético, responsavel por grande
parte da acidez volatil, foi encontrada na cachaga obtida quando era utilizada
somente a levedura UFLA CA11 (28,72 mg 100 mL™ de &lcool anidro), ao
passo que, na bebida produzida por levedura CA11 inoculada com lactobacilos,
foi de 33,79 mg 100 mL™ de &lcool anidro. Nesta pesquisa, 0 valor da acidez
volatil para fragio “coragdo” foi 93,33 mg 100 mL™ de &lcool anidro.

A utilizacdo de cepas selecionadas pode melhorar a qualidade,
produtividade e obter certa padronizacdo na producdo da bebida de alambique.
Além disso, essas cepas de leveduras podem fornecer condi¢Ges durante a
fermentacdo que impedem ou diminuem a contaminagdo bacteriana,
contribuindo significativamente com os teores de acidez. Além de questdes
higiénicas, o teor de acidez elevado para a fracdo coracdo da bebida produzida
por levedura selecionada pode ser resultante de uma aeracdo excessiva durante a
fermentacdo, contribuindo, assim, para 0 aumento da acidez na bebida
(CARDOSO, 2013).

Observa-se pelos dados descritos na Figura 14 que, ao longo dos seis
meses de armazenamento das bebidas, houve diferencas significativas para a

acidez volatil.
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de mesma letra, sendo a maiuscula a comparacdo dentro de cada més
e a minuscula a comparacdo ao longo dos meses, ndo diferem
significativamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-
Knott
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A variacdo da acidez volatil das bebidas armazenadas foi de 38,55 mg
100 mL* de alcool anidro para a cachaca produzida com fuba de milho + farelo
de arroz (més zero), e o maior valor de 111,21 mg 100 mL ™ &lcool anidro para a
bebida produzida com levedura selecionada armazenada em carvalho (sexto
més).

Observou-se também para as bebidas armazenadas em carvalho um
aumento significativo para todas as amostras em relacdo a acidez volatil,
correlagdo que ndo foi evidenciada para a bebida armazenada em recipiente de
vidro. De acordo com Alcarde, Souza, Belluco. (2010), a incorporacéo de alguns
compostos da madeira, tais como acidos organicos ndo volateis, componentes
secundarios, taninos e compostos fendélicos favorecem o aumento da acidez em
cachacas submetidas ao processo de armazenamento/envelhecimento.

Em relacdo ao alcoois superiores (Tabela 7), observa-se que os valores
foram altos em todas as frag¢des “cabega” (565,95; 325,67; 278,65 e 277,61 mg
100 mL™ de alcool anidro acima do permitido). Isso pode ser explicado pelo
arraste deles por vapores hidroalcoolicos durante o processo de destilacdo
(CARDOSO, 2013).

O limite maximo permitido para os alcoois superiores totais (soma dos
alcoois isobutilico, isoamilico e propilico) para aguardentes de cana/ cachaca é
360 mg 100 mL™ de &lcool anidro (BRASIL, 2005a). A sua presenca em altas
quantidades é indesejavel, comprometendo a qualidade sensorial e fisico-
quimica da bebida.

Estudando o perfil quimico entre cachacas de mesmo vinho destiladas
em alambiques e em colunas, Serafim et al. (2012) encontraram teores de
alcoois superiores nas fracOes “cabeca”, “coracdo” e “cauda” da bebida
produzida por alambique de (500; 216; 62 mg 100 mL™ é&lcool anidro),
respectivamente. Santiago (2013) detectou a presencga de alcoois superiores para
as fracOes “cabeca”, “coracdo” e “cauda” (416,698; 224,193 e 36,237 mg 100
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mL™ &lcool de anidro), respectivamente, de forma similar aos resultados
encontrados neste estudo, em que todas as amostras analisadas apresentaram
maiores teores de alcoois superiores nas fraces “cabeca”, seguida das fragdes
“coracdo” e “cauda”.

Estudando a composicdo quimica de aguardentes de cana produzidas por
diferentes cepas de levedura, Alcarde, Monteiro e Belluco (2012) observaram o
mesmo comportamento das fracGes para as seis bebidas analisadas. Além disso,
para a bebida produzida utilizando a levedura CA1l, os valores encontrados
pelos autores foram respectivamente 223,79; 195,72 e 57,90 mg 100 mL™ de
alcool anidro para “cabe¢a”, “coracdo” e “cauda”. Os autores utilizaram a
cromatografia em fase gasosa para a determinacdo dos alcoois superiores, sendo
que os alcoois superiores totais foram determinados pela soma dos alcoois
propilico, isobutilico, isoamilico. Além disso, segundo os autores, essa levedura
foi a que apresentou as maiores relagfes entre os trés alcoois analisados, sendo
considerada por eles a mais indicada para a producdo de aguardentes com
caracteristicas sensoriais diferenciadas.

Na fracdo “coracdo” da bebida produzida por levedura selecionada
CALl1, o valor encontrado para analise de alcoois superiores (Tabela 7) foi de
342,97 mg 100 mL™ de &lcool anidro. E importante salientar que neste estudo a
determinacdo dos 4lcoois superiores foi feita utilizando a técnica de
espectofotometria; ao utilizar essa técnica, pode-se ter a presenca de outros
alcoois, além do isobutilico, isoamilico, e propanol-1.

Duarte et al. (2011), trabalhando com a levedura CAll, encontraram
para a bebida um valor de aproximadamente 231,52 mg 100 mL™ &lcool anidro,
analise de alcoois superiores totais, sendo que esses foram determinados por
espectrofotometria, estando esses resultados um pouco abaixo dos encontrados
no presente estudo (342,97 mg 100 mL™ de &lcool anidro). Além de fatores

relacionados & fermentacdo, a presenca de altos teores de &lcoois superiores é
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relacionada em funcdo da estocagem da cana-de-agucar para depois ser moida,
um longo intervalo que pode ter ocorrido entre a fermentacdo e inicio da
destilagdo, ocasionando, assim, a degradacdo de aminoacidos, aumentando 0s
teores de alcoois superiores na cachaca (CARDOSO, 2013).

Para as bebidas produzidas utilizando como nutrientes fuba de milho,
farelo de arroz e fuba de milho + farelo de arroz, foram encontrados para as
respectivas cachacas os seguintes teores de alcoois superiores: 219,18; 178,04 e
182,85 mg 100 mL™ de &lcool anidro, respectivamente.

Gabriel et al. (2012), avaliando o processo de fermentacdo natural de
cachacas, encontraram teores de alcoois superiores de 194,73 mg 100 mL™ de
alcool anidro, para a cachaca produzida com fermento natural e 217,08 mg 100
mL™* de alcool anidro, para cachaca produzida com fermento comercial.
Fernandes et al. (2007) estudaram os parametros fisico-quimicos de 16 amostras
de cachacas de alambique, encontrando um valor de 117,00 até 233,00 para
alcoois superiores. Nessa mesma época, Vilela et al. (2007) estudaram 21
amostras da mesma regido (sul de Minas Gerais), encontrando valores de 118,78
até 296, 31 mg 100 mL™ de alcool anidro para alcoois superiores. Os resultados
de ambos os pesquisadores corroboram com os valores de alcoois superiores
encontrados neste estudo para as bebidas produzidas por fuba de milho, farelo de
arroz e fuba de milho com farelo de arroz, que se encontram dentro da faixa dos
valores relatados por esses autores.

CitacOes anteriores de Barcelos et al. (2007) mostraram que 0s alcoois
superiores sdo produtos metabdlicos decorrentes de crescimento de leveduras e
aproveitamento de aminoacidos como fonte de nutrientes amoniacais, sendo
dependentes das condigdes do meio de fermentacdo, da qualidade, quantidade e
viabilidade do indculo, da temperatura de fermentacdo e do teor alcodlico do

vinho.
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A utilizacdo de cepas de leveduras selecionadas torna-se interessante,
pois elas visam & padronizacdo, a um maior controle e a qualidade durante a
etapa de fermentacdo, devendo também atentar para as demais etapas de
producdo, pois outros fatores podem aumentar os teores de alcoois superiores,
como as altas temperaturas e pH baixos (3,5-4,0) do mosto, além do corte
incorreto das fragdes da bebida (CARDOSO,2013).

Durante o armazenamento da cachaca (Figura 15), observou-se que as
bebidas armazenadas em carvalho e em vidro apresentaram uma redugdo nos
teores de alcoois superiores entre 0s meses zero e trés. Entre o terceiro e 0 sexto
més, observou-se um aumento na concentracdo dos alcoois superiores, sendo 0s
maiores valores encontrados para a bebida produzida por levedura selecionada
quando armazenada em vidro, diferentemente das demais, que apresentaram
maiores quantidades para as bebidas armazenadas em carvalho. Porém, ao final
do sexto més, observa-se que os valores de alcool superior para todas as
amostras foram abaixo dos encontrados para 0 més zero.

A formacdo dos alcoois superiores esta relacionada a etapa de
fermentacdo; porém, em trabalhos de Catdo et al. (2011), foi observado um
pequeno acréscimo desses durante o envelhecimento. Gabriel et al. (2012)
observaram as mesmas caracteristicas para bebidas envelhecidas quando
comparadas com as ndo envelhecidas. Outros autores, como Parazzi et al.
(2008) e Miranda et al. (2008), também observaram o aumento desse parametro
para bebidas envelhecidas em carvalho, fato ndo observado por esses
pesquisadores em relagdo ao armazenamento em recipientes de vidro, resultados

que diferem daqueles encontrados neste estudo.
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Figura 15 Anélise de alcoois superiores em funcdo do tempo de armazenamento
da cachaca em tonéis de carvalho e garrafdes de vidro. Médias
seguidas de mesma letra, sendo a mailscula comparagdo dentro de
cada més e a mindscula comparagao ao longo dos meses, nao diferem
significativamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-
Knott



83

Os valores de ésteres encontrados neste trabalho (Tabela 7) para fragdes
“cabega”, “coragdo” e “cauda” da bebida produzida com CAll foram
respectivamente 68,11; 21,97 e 34,85 mg 100 mL™ de alcool anidro. Todos 0s
valores encontrados apresentam-se com os limites abaixo do estabelecido (200
mg 100 mL™* de alcool anidro), sendo que os valores para as fragdes “coragdo”
dos quatros experimentos variaram entre 13,56 até 27,44.

Alcarde, Monteiro e Belluco (2012) encontraram para a cachaca
produzida com a levedura selecionada CA11 15,65 mg 100 mL™ de alcool
anidro correspondendo aos ésteres, valor um pouco acima do encontrado no
presente estudo. Cabe ressaltar que possivelmente as condi¢cbes durante a
producdo da cachaca foram diferentes, o que pode estar relacionado a essa
pequena variagdo nos teores de ésteres deste experimento com o relatado pelos
autores citados anteriormente.

A formacdo dos ésteres no processo fermentativo ocorre no metabolismo
secundario intracelular das leveduras. Outra rota para a formagdo de ésteres
ocorre durante a destilacdo e no armazenamento por meio das reacBes de
esterificacdo entre os alcoois e os acidos carboxilicos. O acetato de etila é o
principal éster formado; em baixas concentracfes, proporciona um aroma
agradavel de frutas, porém, em quantidades elevadas, confere a bebida um sabor
enjoativo e indesejado, sendo essas caracteristicas dependentes de fatores como
tipo e quantidade de fermento, aeracdo e agitacdo na fermentacédo e qualidade do
caldo (CARDQOSO, 2013).

Na etapa de destilacdo, é importante o corte adequado das fragdes da
bebida, sendo a temperatura de ebulicdo do acetato de etila de 77°C, fazendo
com que a concentragdo desse composto seja elevada na fracdo “cabeca” e no
inicio da fragdo “coracdo” (ALCARDE, MONTEIRO e¢ BELLUCO, 2012;
CARDOSO, 2013).
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Os valores de ésteres encontrados neste trabalho para as respectivas
fragdes “‘cabega”,”’coracdo” e “cauda” da bebida produzida, tendo como
nutriente fuba de milho foram 40,23; 16,22 e 15,73; para a cachaga produzida
com farelo de arroz 79,64; 27,44 e 33,84; e com fuba + farelo de arroz 47,34;
13,56 e 18,47 mg 100 mL™ de alcool anidro, respectivamente.

Comportamento similar ao que ocorreu com a formacdo dos ésteres nas
fracOes da bebida produzida por fub& de milho foram observados em trabalhos
realizados por Serafim et al. (2012). Eles obtiveram na producdo de cachaca de
alambique os maiores teores de ésteres na fra¢do “cabega”, seguida do “coragdo
e “cauda” (79,0; 29,0 e 26,0 mg 100 mL™ de &lcool anidro), respectivamente.

Nas bebidas produzidas com farelo de arroz e fuba com farelo de arroz,
0s maiores teores de ésteres foram encontrados para fragdo “cabeca”, seguida
“cauda” e “cora¢do”. Anjos et al. (2011a) encontraram nas fracBes da bebida
recém-destilada quantidades de ésteres de 79,25; 19,54; e 50,15 mg 100 mL™ de
alcool anidro para as fragBes “cabeca”, “cora¢do” e “cauda”, respectivamente.
Padrdo semelhante do teor de ésteres foi encontrado neste trabalho, sendo a
fracdo “coragdo” a que se apresentou com menores quantidades, fato também
verificado em trabalhos realizados por Santiago (2013).

Silva et al. (2009a), estudando cachacas produzidas por leveduras de
diferentes alambiques mineiros, cuja fermentacdo é realizada de forma
tradicional (“caipira”), encontraram valores de ésteres de (27,62 a 59,76 mg 100
mL™ de &lcool anidro), faixa de valores acima dos resultados obtidos. Essa
variagdo pode ocorrer devido a levedura empregada bem como ao tipo de cana e
a todo o processo de fabricacdo da bebida. Todas as amostras armazenadas por

até seis meses estavam em conformidade com a legislacéo (Figura 16).
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Figura 16 Analise de ésteres em funcdo do tempo de armazenamento da cachaca
em tonéis de carvalho e garrafées de vidro. Médias seguidas de
mesma letra, sendo a mailscula a comparacdo dentro de cada més e a
mindscula a comparagdo ao longo dos meses, ndo diferem
significativamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-

Knott
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Pelos resultados obtidos, constatou-se que os maiores teores de ésteres,
em todos os meses de armazenamento, foram para as bebidas produzidas com
levedura selecionada e fuba de milho + farelo de arroz.

Relacionando o sexto més de armazenamento com o més zero, observa-
se um aumento siginificativo dos ésteres para todas as bebidas, com excecdo
apenas da bebida produzida com fuba de milho + farelo de arroz armazenada em
vidro, a qual ndo apresentou diferenca estatistica.

O aumento na concentracdo desse congénere no periodo de
armazenamento e/ ou envelhecimento da cachaca provavelmente é oriundo da
reacdo entre os alcoois e os acidos organicos presentes na bebida. Esses,
juntamente com &lcoois superiores, aldeidos e &cidos, sdo responsaveis pelo
aroma e sabor das mesmas, compondo o chamado buqué da cachaca (PEREIRA,
et al., 2003; SANTIGO et al., 2012).

Anjos et al. (2011a) avaliaram os teores de ésteres em cachagas
envelhecidas em carvalho no periodo de 12 meses e observaram um aumento
expressivo, sendo que esse aumento foi observado principalmente a partir do
sétimo més, concluindo que esse aumento ocorreu principalmente pela extracao
de outros ésteres presentes nas madeiras dos tonéis.

Para bebidas armazenadas em carvalho e em vidro, Miranda et al. (2008)
observaram maiores concentracdes de ésteres para a bebida armazenada em
carvalho. Segundo os autores, além das reacdes de esterificacdo entre os alcoois
e 4cidos da bebida, os ésteres sdo um dos principais compostos extraidos da
madeira pelos destilados, sendo o acetato de etila em conjunto com outras
substancias o componente responsavel pelo odor agradavel das bebidas
envelhecidas.

Os aldeidos tém grande influéncia sobre o aroma e sabor das cachacas;
além disso, varios desses compostos (por exemplo, acetaldeido, furfural e

hidroximetil furfural) sdo considerados tdxicos para 0s seres humanos
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(MOREIRA; NETTO; MARIA, 2012). O acetaldeido € o principal componente
dos aldeidos presente na cachaca, podendo representar até 90% da concentragdo
dos aldeidos totais. Esse é soltvel em &lcool e apresenta uma temperatura de
ebulicdo relativamente baixa (21°C); assim, espera-se que os valores mais altos
de aldeidos aparecam na fracdo correspondente a “cabeca” (CARDOSO, 2013).

Os valores de aldeidos presentes na fracdo “cabega” da cachaca
produzida com levedura selecionada, com fuba de milho, com farelo de arroz e
fuba de milho + farelo arroz foram respectivamente 73,89; 59,16; 30,93 e 21,51
mg 100 mL™ de alcool anidro, sendo esses valores superiores as demais fracdes
dessas bebidas.

Pela legislacdo vigente (Brasil, 2005a), o valor maximo permitido de
aldeidos na cachaca é de 30 mg 100 mL™ de &lcool anidro. A fracdo “coracdo”
da cachaca produzida com fuba de milho foi a Unica que apresentou
concentracdes acima do permitido (34,68 mg 100 mL™ de &lcool anidro).
Segundo Cardoso (2013), um corte errado nas fragdes da cachaca e uma aeracao
ao final da fermentagdo podem resultar um excesso de aldeidos na bebida.

Pelos resultados de aldeidos durante os seis meses de armazenamento
(Figura 17), observa-se que a bebida produzida com fuba de milho manteve os

teores acima do limite estabelecido.
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Figura 17 Andlise de aldeidos em funcdo do tempo de armazenamento da
cachaca em tonéis de carvalho e garrafdes de vidro. Médias seguidas
de mesma letra, sendo a maiuscula a comparacéo dentro de cada més
e a minuscula a comparacdo ao longo dos meses, ndo diferem
significativamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-
Knott

Estatisticamente, durante o armazenamento, a bebida produzida por
levedura selecionada armazenada em carvalho apresentou uma diminuigdo nos
teores de aldeidos, ao passo que, na mesma amostra armazenada em vidro

ocorreu um aumento. Por sua vez, para a bebida produzida com farelo de arroz,



89

ocorreu 0 contrério; na bebida armazenada em carvalho, o teor de aldeidos
aumentou, e em vidro houve uma reducdo. Para a bebida produzida com fuba de
milho + farelo de arroz, observa-se que em ambos 0s armazenamentos (carvalho
e vidro) houve uma redugdo nos teores de aldeidos, em relacdo ao inicio do
armazenamento.

Parazzi et al. (2008) observaram um pequeno aumento dos aldeidos (em
média 1,73 mg 100 mL™ &lcool anidro) ao longo de trinta e seis meses para as
cachacas armazenadas em carvalho, enquanto para a bebida armazenada em
vidro o aumento ndo foi estatisticamente significativo.

Catdo et al.(2011) observaram ao final de seis meses um aumento no
teor de aldeidos para todas as amostras armazenadas em diferentes madeiras,
inclusive em carvalho, enquanto que a bebida armazenada em vidro nao sofreu
alteracdes siginificativas em relacdo aos aldeidos. Entre as reagdes quimicas, a
mais importante que ocorre com os aldeidos durante a maturacdo e que altera os
componentes da bebida destaca-se a formacdo de acetaldeido e &cido acético a
partir do etanol. Os equilibrios entre acetal e acetaldeido sdo estabelecidos
também para muitos aldeidos e sdo particularmente importantes para um aroma
especifico, pois aldeidos tém, frequentemente, odor desagradavel e pungente
enguanto os acetais sao agradaveis e frutados. O equilibrio entre aldeidos livres,
hemiacetal e acetal é influenciado pelo pH e pela concentracao de alcool etilico
e também pelo tipo de madeira do tonel (PIGGOTT; CONNER, 2003).

Considerando os limites estabelecidos pela Legislacdo brasileira quanto
a concentragéo de furfural e hidroximetil furfural na bebida (5 mg 100 mL™ de
alcool anidro) (BRASIL2005a), todas as fragdes “coracdo” produzidas neste
trabalho (Tabela 7) encontram-se dentro do limite.

O furfural e o hidroximetilfurfural sdo indesejaveis na bebida, e
resultam da decomposi¢do quimica de carboidratos. A temperatura elevada

associada ao baixo pH do mosto acarreta desidratacdo dos acucares e hidrolise
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de polissacarideos dos bagacilhos (celulose, hemicelulose, pectina e outros)
formando o furfural e o hidroximetilfurfural. Outros fatores, como a colheita da
cana precedida de queima, a adicdo de caramelo, agUcar residual, bagacilhos no
mosto e pirogenizacdo da matéria organica depositada no fundo dos alambiques,
também podem contribuir para 0 aumento no teor destes componentes
(MASSON et al., 2007 e ZACARONI et al., 2011).

Os valores para furfural durante o periodo de armazenamento

apresentados na Figura 18 variaram de 0,803 a 2,630 mg 100 mL™ &lcool anidro.
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Figura 18 Andlise de furfural em funcdo do tempo de armazenamento da
cachaca em tonéis de carvalho e garrafées de vidro. Médias seguidas
de mesma letra, sendo a maiuscula a comparacéo dentro de cada més
e a minuscula a comparacdo ao longo dos meses, ndo diferem
significativamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-
Knott
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Os valores mais altos de furfural (acima de 2 mg 100 mL™ de alcool
anidro) foram para as bebidas produzidas com farelo de arroz e fuba de milho +
farelo de arroz, ambas armazenadas em carvalho. Em geral, observou-se um
aumento nos valores de furfural ao longo do tempo de armazenamento para
todas as bebidas estocadas em tonel de carvalho, o que ndo foi constatado para
as bebidas armazenadas em vidro.

Miranda et al. (2008) observaram um aumento do furfural ao longo do
tempo para cachaga armazenada em tonel de carvalho, sendo que no final de 390
dias de armazenamento, houve um aumento significativo nos teores de furfural,
enquanto que a bebida armazenada em vidro ndo apresentou alteragdes na
quantidade deste contaminante. Segundo os autores, esse aumento durante o
envelhecimento, provavelmente ocorreu devido a degradacdo das pentoses
presentes na madeira do tonel.

Zacaroni et al. (2011) citaram que outra possivel forma da
contaminacdo da cachaca por furfural e hidroximetilfurfural durante o
armazenamento da bebida em toneis de madeira possa ocorrer pelo tratamento
térmico que estes recebem, em outras palavras pela requeima dos barris.

Pelos dados da Tabela 7, observa-se a presenca de metanol apenas nas
fragdes “cabeca” dos experimentos com CALl, fuba de milho, farelo de arroz e
fubé de milho + farelo de arroz (2,12; 1,51; 4,90 e 5,587 mg 100 mL™ de alcool
anidro, respectivamente). Durante o armazenamento, todas as amostras de
cachaca apresentaram-se com valores abaixo do limite de deteccéo.

O limite permitido para metanol em cachacas é 20 mg 100 mL*(Brasil,
2005a); assim, observa-se que até mesmo as fragBes cabecas (que devem ser
descartadas) encontram-se abaixo do que é exigido.

Cardoso et al. (2012), pesquisando 54 amostras (envelhecidas e ndo
envelhecidas) de cachagas produzidas no sul de Minas Gerais, mostraram que

ndo foi detectada a presenca deste contaminante nas bebidas. Anteriormente,
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Zacaroni et al. (2011) obtiveram resultados similares ao estudarem amostras de
aguardentes produzidas no sul de Minas Gerais. Bispo et al. (2012), estudando
amostras de cachacas comercializadas na Bahia, também ndo encontraram a
presenca de metanol. Estes resultados corroboram com o0s encontrados neste
trabalho, comprovando os cuidados dos produtores ndo adicionando frutas
citricas ao fermento, bem como filtrando o caldo antes da fermentacéo.

Em relacdo ao cobre, para as fragbes “cora¢do” das bebidas produzidas
apresentaram valores abaixo de 5 mg 100mL™ de alcool anidro, limite exigido
pela legislacéo vigente.

A presenca desse contaminante na bebida est4 relacionada a questfes
higiénicas, uma vez que a contaminagdo ocorre pelo carbonato basico de cobre
(azinhavre), presente nas partes ascendentes do alambique (CARDOSO, 2013).

Além da higienizacdo adequada, é proposto a utilizacdo de filtros com
adsorventes, como o0 carvdo ativado e as resinas de troca ionica, materiais
alternativos também tém sido estudados para a remocdo do metal, tais como
silicas, aluminossilicatos e argilas; porém, é importante atentar para a nao
retirada dos congéneres da bebida (NEVES et al., 2007; CANTAO et al., 2010;
DUARTE et al., 2012).

Os valores encontrados para esse metal durante o armazenamento das

bebidas encontram-se na Figura 19.
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Figura 19 Andlise de cobre em funcdo do tempo de armazenamento da cachaca
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significativamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-
Knott
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Todas as amostras estudadas durante o armazenamento encontram-se
com os teores de cobre dentro do limite estabelecido pela Legislagdo vigente.
Em geral, para as bebidas armazenadas em carvalho, constata-se uma
diminuicdo do teor de cobre ao longo do tempo de armazenamento. Alguns
autores apontam o processo de envelhecimento para a reducdo do metal da
bebida. Cavalheiro et al.(2003) observaram uma redugdo significativa em
relacdo aos teores de cobre de 7 amostras de cachagas envelhecidas por um
periodo de seis meses. Santiago et al.(2012) relatam a possibilidade de uma
interacdo dos ions cobre com compostos presentes nas madeiras, ocorrendo um
possivel processo de absorcdo ou de dessorcdo pela madeira durante o
envelhecimento.

Neste estudo, os valores de extrato seco descritos na Figura 20 variaram
(0,028 - 0,110g L™). Observa-se um aumento significativo até o terceiro més de
armazenamento (carvalho), exceto para a bebida produzida por fuba de milho,
ndo ocorrendo diferenca estatistica para o sexto més, ao passo que as bebidas

armazenadas em vidro ndo apresentaram variacGes estatisticas.
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Figura 20 Analise de extrato seco em funcdo do tempo de armazenamento da
cachaca em tonéis de carvalho e garrafbes de vidro. Médias seguidas
de mesma letra, sendo a mailscula a comparacao dentro de cada més
e a mindscula a comparacdo ao longo dos meses, ndo diferem
siginificativamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de
Scott-Knott
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Segundo Miranda et al. (2008), a variacdo do teor de extrato seco
durante o armazenamento est4 relacionado com a degradacdo da lignina pelo
etanol em compostos aromaticos, como vanilina, siringaldeido, coniferaldeido e
sinapaldeido. Além desses compostos que sdo extraidos pelo alcool etilico,
podem ocorrer ainda alteracGes na lignina em decorréncia de oxidacdes e
etandlise (PIGGOTT; CONNER, 2003; MIRANDA et al., 2008).

Anjos et al. (2011b) relatam que durante o envelhecimento da bebida, a
madeira é degradada pela acdo de agua e alcool, e os produtos de hidrolise de
hemicelulose e legnina sdo transferidos para o destilado, sendo os principais
compostos extraidos da madeira do barril os 6leos volateis, fendis, agucares,
glicerol e &cidos organicos ndo volateis e as substancias tanicas. Esses
compostos modificam o sabor, aroma e cor da bebida, e podem contribuir para

um aumento do extrato seco.

4.2 Analises cromatogréficas

Na Figura 21 encontra-se o cromatograma obtido para o padrdo de

carbamato de etila.
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Figura 21 Cromatograma da solucdo-padrdo de carbamato de etila (CE), com
deteccdo de fluorescéncia. Concentracdo do padrdo injetado: 160,0

ngL*

O tempo médio de retencdo obtido para o composto analisado neste
estudo foi de 13,29 £ 0,064 minutos. Santiago (2013) avaliou os teores de CE no
processo de produgdo e envelhecimento em tonéis de carvalho e amburana,
encontrando um tempo médio de retencdo de 13,34 minutos. Anjos et al.
(2011a), estudando o carbamato de etila durante o armazenamento de cachaga
em tonel de carvalho (Quercus sp) e recipiente de vidro, encontraram um tempo
médio de retencdo igual & 13,1 minutos para esse composto, valores que

corroboram aos encontrados nesta pesquisa.
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A concentracdo de CE foi determinada pela construcdo da curva
analitica obtida por regressdo linear (y = 11716,89x — 19225,71), plotando a area
de pico versus concentragdo, sendo o coeficiente de correlagdo linear igual a
0,99982.

Os valores para o limite de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ)
encontrados foram de 2,48 e 8,26 ug L™, respectivamente.

O LD e LQ obtidos utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia
com deteccdo de fluorescéncia (HPLC-FLD) e derivacdo prévia do CE
apresentam valores inferiores aos encontrados por Santiago. (2013) (3,24 pg L™
LD e 10,83ug L™ LQ), Anjos et al. (2011a) (3,93LD e 13,09 ug L* LQ ) e
Machado et al. (2013) (6,39 pg L™ LD e 21,32 pug L™ LQ ). Em todos esses
trabalhos, a matriz usada pelos autores foi a cachaca.

Os valores encontrados de CE para o caldo de cana (antes da
fermentacdo), para o mosto fermentado (Briz zerado, antes da destilacdo), para
as fracBes “cabega”, “coracdo” e “cauda” (obtidas durante a destilacdo) e para 0s

vinhotos (apds a destila¢do), encontram-se descritos na Tabela 8.
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Tabela 8 Valores de carbamato de etila referentes ao caldo de cana, mosto
fermentado, fragGes da bebida e ao vinhoto, dos quatro experimentos

realizados.
Carbamato de etila (ug L™)
Amostras Experimentos
Levedura Fubé de Farelo de Fuba +
selecionada milho Arroz Farelo
Caldo de cana
(15 °brix) <LD <LD <LD <LD
Mosto
fermentado <LD <LD <LD <LD
(0 °brix)
14.807 Ac 50.529 Aa 32.047 Ab
Cabega <LQ +0,29 +1,90 + 0,06
9.885 Ba 9.838 Ba
Coracio SHY =Y +0.28 +0.13
8.924 Ba
Cauda <LQ <LQ +0,33 <LQ
Vinhoto <LD <LD <LD <LD

*< LD = menor que limite de deteccdo; < LQ = menor que limite de quantificacao.

Pelos resultados obtidos, observa-se que a variedade de cana (SP-1842)
utilizada para producdo da cachaga, assim como o processo de obtencdo do
caldo, ndo interferiram para a formacdo de CE, pois o0 mesmo estava abaixo do
limite de deteccdo. Na fermentacdo, foram observados valores abaixo do limite
de deteccdo; porém, mesmo ndo sendo detectada a presenca desse contaminante,
0 CE pode estar relacionado com a adicdo de nutrientes no processo
fermentativo, uma vez que, na destilacdo, as bebidas produzidas com farelo de

arroz e com a mistura de fubd de milho + farelo de arroz foram as que
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apresentaram valores da fracdo “coragdo” acima do limite de quantificagdo (8,26
ug L.

Uma possivel explicacdo da relagdo do carbamato de etila com o
processo fermentativo relatado por Galinaro e Franco (2011) é que em bebidas
destiladas como uisque, rum e destilados de frutas o ion cianeto é tido como o
principal precursor na formagdo de carbamato de etila. Esse seria formado
quando glicosideos cianogénios (Figura 6) presentes na cevada, mandioca, aveia,
cereais, centeio, trigo maca, manga e no arroz, por exemplo, sdo degradados,
enzimaticamente, liberando o cianeto, que é oxidado a cianato, reagindo,
posteriormente, com o etanol, formando o carbamato de etila. No presente
trabalho, as bebidas produzidas que continham farelo de arroz como nutriente
durante a fermentacdo foram as que apresentaram na fra¢do “coracdo” valores
altos para CE (9,885 pg L™ para bebida produzida por farelo de arroz e 9,838 pg
L™ para a bebida produzida com fubé de milho + farelo de arroz). Nas fracdes do
“coracdo” da bebida produzida por levedura selecionada e fuba de milho, a
presenca desse contaminante encontrava-se abaixo do limite de quantificagéo.

Determinando o carbamato de etila nas diferentes etapas da producao de
cachaca, Baffa Junior et al. (2011) estudaram a formacédo desse contaminante no
processo de fermentacdo do caldo de cana (mosto fermentado), nas fragbes do
destilado e na vinhaca, durante a producdo de cachaga. Os resultados médios
encontrados pelos autores foram de 122 pg L™ no mosto fermentado; 59,7 pg L™
na fracdo cabeca; 52 pg L™ na fracdo coracdo; 1,57 pg L™ na fracdo cauda e 53,1
ug L™ na vinhaca. Santiago. (2013) também observou a presenca de carbamato
durante a etapa de fermentagdo, porém esse encontrava-se abaixo dos limites de
quantificagdo. Tanto no primeiro quanto no segundo trabalho, verificou-se que a
formagdo do CE pode ter como precursores substancias presentes no processo

fermentativo.
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Na literatura, é relatado que em funcdo da elevada temperatura de
ebulicdo (182-184 °C), o CE ndo deveria ser transferido ao destilado em uma
destilacdo bem conduzida. Na obtengéo da cachaga de alambique, a presenca do
carbamato de etila ocorre principalmente na seguinte ordem do processo de
destilagdo: “cabega” > “coragdo” > “cauda”, devido a sua maior solubilidade em
alcool do que em adgua (ANDRADE SOBRINHO et al., 2009; ANJOS, et al.,
2011a; SERAFIM et al.,, 2012). Dessa forma, é previsivel que a “cabega”
apresente uma maior concentracdo de carbamato de etila, ja que ela apresenta
uma maior graduacéo alcodlica, conforme resultados apresentados na Tabela 8.
Essa teoria é justificada ao observar os resultados das bebidas que foram
produzidas utilizando-se como nutrientes farelo de arroz e fuba de milho +
farelo de arroz. As fracdes correspondente a “cabeca” nessas bebidas foram as
que apresentam maiores teores de carbamato de etila, seguida do “cora¢do” e
“cauda”. Além disso, nas bebidas produzidas por levedura selecionada e fuba de
milho, observou-se um comportamento semelhante, porém sé foi possivel
quantificar o CE na fracdo cabeca da bebida produzida por fubd de milho.
Assim, a separacdo eficiente das fragdes durante a destilagdo da cachaga de
alambigue pode ser uma alternativa na reducdo dos niveis de CE no destilado.

Nas figuras 22 a 25, é possivel observar os cromatogramas referentes as

9 ¢

fragdes “cabega”, “coracdo” e “cauda” de cada um dos experimentos realizados.
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Figura 22 Cromatograma das fragdes “cabega”, “coragdo” e “cauda” da cachaca
produzida por levedura selecionada, mostrando a comparacdo do pico
relativo ao carbamato de etila (CE)
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Figura 23 Cromatograma das fragdes “cabega”, “coragdo” e “cauda” da cachaca
produzida com fubd de milho, mostrando a compara¢do do pico
relativo ao carbamato de etila (CE)
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Figura 24 Cromatograma das fragdes “cabega”, “coragdo” e “cauda” da cachaca
produzida com farelo de arroz, mostrando a comparacdo do pico
relativo ao carbamato de etila (CE)
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Figura 25 Cromatograma das fragdes “cabega”, “coragdo” e “cauda” da cachaca
produzida com fuba de milho + farelo de arroz, mostrando a
comparacao do pico relativo ao carbamato de etila (CE)

Para muitos autores, a destilacdo da cachaca em alambiques de cobre
poderia ser uma agravante na formacdo do carbamato de etila, pois ha a
possibilidade desse metal atuar como catalisador nas reacdes de formacdo desse
contaminante (CARDOSO; LIMA-NETO; FRANCO, 2003; BRUNO et al.,
2007, LACHENMEIER et al., 2009; RECHE; FRANCO, 2009). Porém, estudos
realizados por Masson (2009) demonstraram que ndo houve correlagdo entre as
concentragBes de cobre e carbamato de etila em cachaga. Nos alambiques
continuos, acredita-se que a formagdo do carbamato de etila ocorra devido & ndo
separacgdo das fragdes do destilado (CARDOSO, 2013). Estudando a influéncia

da velocidade e o tempo de destilagdo, Lima et al. (2012) observaram que, nos
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primeiros minutos da destilacdo, existia uma maior concentragdo desse
contaminante, e com o decorrer do tempo de destilagdo, houve uma diminuicdo
nos teores de carbamato de etila. Comparando cachagas de mesmo vinho
produzidas em alambique de cobre (com separagdo das fragdes “‘cabega”,
“cora¢do” e “cauda”) e cachaca produzida por coluna, Serafim et al., 2012
observaram que a soma das fracbes da bebida produzida em alambique
apresentava teores de carbamato proximos ao da bebida produzida por coluna,
concluindo que a separacdo eficiente das fracGes na cachaca de alambique tende
a reduzir esse contaminante.

No vinhoto, residuo da destilacdo, ndo foi possivel determinar a
presenca do carbamato de etila, uma vez que esse estava abaixo do limite de
deteccao.

Na Tabela 9, encontram-se os resultados de CE referentes aos seis meses
de armazenamento em carvalho e vidro da fracdo “cora¢do” das aguardentes

produzidas.



Tabela 9 Resultados da analise cromatografica de CE referente aos seis meses de armazenamento em carvalho e vidro das
fracOes “coragdes” dos quatro experimentos realizados.

Amostras Meses de armazenamento
0 1 2 3 4 5 6
Levedura selecionada 8,32 Da
(Carvalho) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ +017
Levedura selecionada 8,28 Ca 8,38 Da
(Vidro) =1 =9 <19 <19 <19 +0,02 +0,01
Fuba de milho 8,36 Da
(Carvalho) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ +013
T <@ <wo <lQ <@ <@ <l <LQ
Farelo de Arroz 9,89 Af 10,28 Be 10,62 Ad 11,20Ac 11,99 Ab 12,10Ab 12,42 Ba
(Carvalho) +0,14 +0,51 +0,23 +0,01 + 0,06 +0,01 +0,03
Farelo de Arroz 9,89 Ac 11,01 Ab 10,83Ab 10,94Bb 11,17 Cb 11,81Ba 11,83 Ca
(Vidro) +0,14 +0,07 +0,13 +0,07 +0,17 +0,01 + 0,08
Fuba de ”A'yr‘gé Farelode g4 af  1016Be  10,11Be  1088Bd  11.68Bc  1215Ab 13,06 Aa
+0,12 +0,27 +0,42 +0,21 +0,01 + 0,05 +0,01
(Carvalho)
FUTE gk ”A':pg; Farelode  gg4ne  1026Bd  1059Ac  11,15Ab  11,39Cb  12,00Aa 12,00 Ca
(Vidro) +0,12 +0,12 +0,20 +0,18 +0,12 + 0,02 +0,01

*Média + desvio-padrdo; Médias seguidas de mesma letra, sendo a mailscula na coluna e a mindscula na linha, ndo diferem
significativamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott; * % v/v; mg 100 mL ™alcool anidro; *mg L™; * g L?;
ND = ndo detectado; ** Brasil, 2005a.

80T
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Pelos resultados obtidos no armazenamento, constatou-se que esse
contaminante foi detectado em todas as amostras; porém, para as bebidas
produzidas por levedura selecionada e por fuba de milho até no quarto més, o
carbamato de etila ndo foi quantificado. Somente a partir do quinto més de
armazenamento em recipiente de vidro para a bebida produzida por levedura
selecionada e sexto més para a bebida produzida por fuba de milho armazenada
em carvalho é que foi constatada a presenca do CE, com valores abaixo dos
encontrados. Para as bebidas produzidas tendo em sua constituicdo farelo de
arroz (amostras produzidas somente com farelo de arroz e com a mistura de fuba
de milho + farelo de arroz), observou-se a presenca desse contaminante a partir
do més zero.

A Unica bebida em que o CE ndo foi quantificado ao longo dos seis
meses de armazenamento foi para a cachaga produzida por fuba de milho
armazenada em recipiente de vidro.

Ao longo do tempo de armazenamento, observou-se um aumento
gradual do CE em ambos 0s recipientes, exceto para as bebidas produzidas com
levedura selecionada e fuba de milho, pois ambas apresentaram valores abaixo
do limite de quantificacdo até no quarto més.

Esses resultados podem ser comparados observando os respectivos
cromatogramas de cada uma das amostras no més zero (fragdo “coragdo’) com 0

sexto més de armazenamento de ambos recipientes.
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Figura 26 Cromatograma da cachaca produzida por levedura selecionada, més
zero (fragdo “coragdo”) e sexto més (armazenadas em tonel de
carvalho e garrafdo de vidro), mostrando a comparacdo do pico
relativo ao carbamato de etila (CE)
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Figura 27 Cromatograma da cachaca produzida com fuba de milho, més zero
(fragdo “corag@o”) e sexto més (armazenadas em tonel de carvalho e
garrafdo de vidro), mostrando a comparagdo do pico relativo ao
carbamato de etila (CE)
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Figura 28 Cromatograma da cachaga produzida com farelo de arroz, més zero
(fragdo “coracdo”) e sexto més (armazenadas em tonel de carvalho e
garrafdo de vidro), mostrando a comparacdo do pico relativo ao
carbamato de etila (CE)



113

80000
| — Coragdo
—— Carvalho
60000 — Vidro
40000
2
E 1 CE
20000 - ‘
0 4
T T T T T T T T T T T

Tempo (minutos)

Figura 29 Cromatograma da cachaca produzida com fuba de milho + farelo de
arroz, més zero (fragdo “coracdo”) e sexto més (armazenadas em
tonel de carvalho e garrafdo de vidro), mostrando a comparacao do
pico relativo ao carbamato de etila (CE)

Santiago (2013), estudando o envelhecimento da cachaca em dois
diferentes barris de madeira ao longo de um ano, conseguiu detectar a presenca
desse contaminante; porém, os valores encontrados por ele estavam abaixo do
limite de quantificacdo. Apesar da baixa concentragdo, ao longo dos meses de
armazenamento, foi observada uma tendéncia na estabilizacdo da concentragdo
do CE para as cachacas envelhecidas.

Anjos et al.(2011a) avaliaram a formagdo desse contaminante em

cachacas armazenada em carvalho e em vidro por um periodo de um ano. Em
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ambos 0s armazenamentos, 0 autor constatou um aumento na concentragdo de
CE, sendo esse aumento mais expressivo para a cachaga armazenada em
recipiente de vidro. Diferentemente desses resultados, neste estudo observou-se
que as bebidas produzidas (com farelo de arroz e farelo de arroz + fuba de
milho) armazenadas em carvalho apresentaram maiores quantidades do
contaminante, quando comparadas com as armazenadas em vidro.

Galinaro e Franco. (2011), estudando a formacao do CE em aguardentes
recém-destiladas, demostraram que, na primeira semana ap6s a destilacao,
ocorreu um aumento gradual na concentracdo do composto, em aguardentes
produzidas com o mesmo vinho destiladas em alambique e em coluna. Acredita-
se que o CE formado logo apds a destilacdo é oriundo da presenca precursores
contidos no destilado.

Alguns autores relatam que durante o periodo de armazenamento da
cachaca, a formagdo do CE ocorra de maneira gradativa, por meio da reacdo
entre o etanol e a ureia formada pela degradacdo de precursores nitrogenados,
intrinsecos do processo de producdo da bebida, sendo os principais deles os
aminoacidos arginina, ornitina e citrulina. Além desses, compostos nitrogenados
tém sido estudados como possiveis precursores para a formacdo do carbamato de
etila antes e ap6s o processo de destilacdo, como é o caso do fosfato de
carbamila e do ion cianeto (COOK et al., 1990; ZACARONI et al., 2011; Anjos
et al., 2011a).

Hasnip et al. (2004), estudando a temperatura e a influéncia do tempo de
estocagem sobre a concentracdo de carbamato de etila e seus precursores em
vinhos, observaram uma diminui¢cdo nas concentragfes de ureia e citrulina, ao
passo que houve um aumento na concentragdo de CE. Esse fato evidencia a
participacdo desses compostos na formagdo do CE, possibilitando uma anélise
cinética da formagdo dessa substancia associada a concentracdo de etanol, ureia

e citrulina em vinhos.



115

Mesmo ocorrendo um aumento na concentragdo de CE ao longo do
tempo de armazenamento, todas as bebidas no presente estudo encontravam-se
com os limites para esses contaminante inferiores ao exigido pela Legislacdo
vigente, que é de 150 ug L™ (Brasil 2005a).
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5 CONCLUSAO

Em todas as amostras estudadas, houve diferengas nas fragdes “cabega”,
“coragdo” e “cauda” em relagdo aos parametros fisico-quimicos e carbamato de
etila.

A concentracdo de carbamato de etila ndo foi detectada no caldo de
cana, mostrando que a variedade da cana e a moagem ndo influenciaram a sua
formagdo. Nos diferentes mostos e nos respectivos vinhotos, os valores de
carbamato de etila encontravam-se abaixo do limite de deteccdo para todas as
amostras.

As fracdes da destilacdo da bebida realizada com o fermento levedura
selecionada apresentaram concentracdes de carbamato de etila menor que o LD.
Para as bebidas produzidas por fermentacdo espontanea, tendo como nutriente
farelo de arroz, os valores desse contaminante foram superiores ao LQ nas trés
fracdes.

O armazenamento das bebidas, tanto em tonel de carvalho quanto em
recipiente de vidro, influenciou a formagcdo do carbamato de etila,
proporcionando um pequeno aumento na concentracdo desse contaminante;
porém, menor que o limite maximo permitido pela legislacéo.

O metanol foi detectado apenas na fragdo “cabeca” de todas as bebidas
produzidas. A bebida tendo como nutriente fuba de milho apresentou na analise
de aldeidos valores fora dos Padrdes de Identidade e Qualidade da bebida.

Durante o0 armazenamento, houve diferencas em relacdo aos parametros

fisico-quimicos para as bebidas armazenadas em carvalho e vidro.
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