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RESUMO

Zacaroni, Lidiany Mendonga. Compostos fendlicos e cumarinas: certificagio
de um método analitico para caracterizagdo e quantificagdo em aguardentes de
cana envelhecidas em barris de diferentes espécies de madeira. 2009. 138p.
Dissertacdo (Mestrado em Agroquimica) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG."

A aguardente de cana ¢ uma bebida fermento-destilada largamente
consumida no pais. Estima-se que sua produgdo seja de aproximadamente 1,5
bilhdo de litros/ano, sendo o volume exportado representado por apenas 1% da
produgdo. Diante desse cenario, tem-se buscado cada vez mais formas
alternativas para se agregar valor ao produto, sendo que o envelhecimento tem-
se tornado uma pratica comum entre os produtores da bebida. Embora as
madeiras de carvalho ainda predominem nesse processo, a utilizacdo de
madeiras nativas tem recebido destaque nos ultimos anos, exigindo que se
estabelecam estudos para a caracterizagdo quimica das bebidas provenientes
dessas. Com base no exposto, no presente trabalho objetivou-se certificar um
método analitico para caracterizar e quantificar os compostos fendlicos e
cumarinas em aguardentes de cana envelhecidas em barris de diferentes espécies
de madeira, bem como avalia-las fisico-quimicamente. Foram analisadas doze
amostras de aguardente de cana envelhecidas em barris de carvalho, amburana,
jequitiba, castanheira, louro-canela, balsamo e jatoba, provenientes da regido sul
de Minas Gerais. As andlises fisico-quimicas foram realizadas no Laboratorio de
Analise Fisico-Quimica de Aguardente (LAFQA/DQI) da Universidade Federal
de Lavras. Também avaliou-se a presenga dos contaminantes carbamato de etila
e acroleina nas amostras. A andlise dos compostos fenolicos foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos na
Universidade Federal de Lavras. Também empregou-se a extracdo em fase
solida (SPE) para a determinagdo de cumarinas. Os valores obtidos para os
compostos fenodlicos variaram de 0,08 a 18,38 mg/L, observando a
predominédncia de diferentes compostos nas diferentes espécies de madeira
utilizadas. Apds aplicacao da técnica de SPE, pdde-se observar um aumento da
deteccdo de cumarina e diminui¢do na detecgdo para umbeliferona e 4-
metilumbeliferona.

* Comité Orientador: Profa. Maria das Gragas Cardoso — UFLA — Orientadora e Profa.
Dra. Adelir Aparecida Saczk — UFLA — Co-orientadora
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ABSTRACT

Zacaroni, Lidiany Mendon¢a. Phenolic and coumarin compounds:
certification of an analytical method for the characeerization and quantification
in cane spirits aged in barrels of different wood species. 2009. 138p. Dissertation
(Master’s in Agrochemistry) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

Sugar cane liquor is a fermented-distilled drink widely consumed in the
country. It is considered that its production is approximately 1.5 billion
liters/ano, and the exported volume represents only 1% of the production. In
view of this, there has been an increasing search for alternative ways to
aggregate value to the product; aging becoming a common practice among
producers. Although oak wood still prevails in that process, the use of native
wood has been receiving prominence in recent years, demanding that studies are
established for the chemical characterization of the drinks originating from such
woods. Based on the above, the present work aimed to certify an analytical
method to characterize and to quantify the phenolic and coumarin compounds in
cane liquors aged in barrels of different wood species, as well as to evaluate
them physical-chemically. Twelve samples of cane liquor were analyzed, aged
in oak, amburana, jequitiba, Brazil-nut, louro-cinnamon, balsam and jatoba
barrels, coming of the south area of Minas Gerais. The physiochemical analyses
were carried out at the Laboratério de Analise Fisico-Quimica de Aguardente
(LAFQA/DQI) of the Universidade Federal de Lavras. The presence of the
pollutants ethyl carbamate and acrolein were also evaluated in the samples. The
analysis of the phenolic compounds was done by high efficiency liquid
chromatography with a diode array detector at the Universidade Federal de
Lavras. Also the extraction was used in solid phase (SPE) for the cumarina
determination. The values obtained for the phenolic compounds varied from
0,08 to 18.38 mg L', observing the predominance of different compounds from
the different wood species used. After the SPE technique application, a cumarina
detection increase and a decrease in the detection of umbelliferone and 4-
methylumbelliferone can be observed.

* Orientation committee: Profa. Maria das Gragas Cardoso — UFLA — Advisor e Profa.
Dra. Adelir Aparecida Saczk — UFLA — Co-advisor
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1 INTRODUCAO

As aguardentes sdao bebidas alcoolicas fermento-destiladas provenientes
de varias matérias-primas. Em nosso pais, predomina a aguardente de cana-de-
acucar, que constitui uma bebida alcodlica destilada de origem genuinamente
brasileira.

A historia da aguardente de cana data desde o periodo colonial, durante
o qual era produzida nas fazendas em pequenos engenhos. No inicio era
reservada apenas aos escravos, ganhando depois grande importincia na
economia do Brasil-colonia. Atualmente, as destilarias acham-se distribuidas em
qualquer parte do pais, com produgdo variavel da bebida (Furtado, 1995).

O consumo da aguardente de cana ¢ habito de todas as classes sociais,
sendo mais difundido entre a populagdo de menor poder aquisitivo. A
aguardente de cana artesanal tem grande procura na zona rural, e foi largamente
consumida pela classe de menor condi¢do socio-econdomica. No entanto, essa
situacdo tem sido revertida e a bebida tem conquistado as mesas ¢ adegas de
grandes restaurantes e da populacdo de maior poder aquisitivo. A aguardente de
cana brasileira tem recebido embalagens novas e sofisticadas, observando-se
uma crescente preocupagdo em se produzir um produto de qualidade.

O agronegdcio da aguardente de cana é um dos investimentos que mais
crescem no pais. Estima-se que a produ¢do anual da bebida seja de 1,5 bilhdo de
litros, tendo um total de 30 mil estabelecimentos produtores, gerando mais de
450 mil empregos diretos e indiretos (Apex Brasil, 2008). Isso a coloca como a
segunda bebida mais consumida no pais e a terceira mais consumida no mundo.
A caipirinha, um drinque produzido pela aguardente de cana e limdo, também
tem merecido destaque no ranking internacional, conquistando a posi¢do entre

os oito drinques mais consumidos. Segundo dados divulgados pelo Ibrac -



Instituto Brasileiro da Cachaga, a exportagdo nos cinco primeiro meses do ano
de 2008 aumentou em 46% seu volume e 37% em valor, comparado com o
mesmo periodo do ano passado. Os numeros representam uma receita de US$
6,9 milhdes e um total de 4,6 milhdes de litros exportados até maio deste ano
(Cana Brasil, 2008). A bebida ¢ exportada para 70 paises, sendo a Alemanha o
maior mercado consumidor. No entanto, esse valor exportado ainda ¢ muito
pequeno, correspondendo apenas 1% da produgao.

No cenario nacional, a bebida é produzida praticamente em todos os
estados brasileiros. Sdo Paulo é o maior produtor nacional, detendo 44% da
producdo e também o mais especializado na producdo da aguardente industrial.
Minas Gerais destaca-se na terceira posi¢do contribuindo com 8% e liderando a
producdo da aguardente artesanal. Estima-se que no Estado haja mais de 8500
alambiques, porém, mais de 90% trabalham na clandestinidade (Cardoso, 2006).

Diante do mercado cada vez mais competitivo da bebida, o seu
armazenamento em barris de madeira tem se tornado uma pratica comum entre
os produtores. O envelhecimento ¢ uma etapa do processo de produgdo da
aguardente de cana, que pode ou ndo ser inserido durante a produgdo. Essa
pratica tem se tornado uma grande fonte para agregar valor ao produto, pois
incorpora a bebida diversos compostos oriundos da madeira, melhorando
sensorialmente sua qualidade. O armazenamento em barris de madeira também
promove a diminui¢do do teor alcodlico, assim como o aumento do teor de
agucares.

A madeira mais utilizada no envelhecimento € o carvalho, pois ela
contempla o maior numero de propriedades desejaveis ao processo, tais como
cor, cheiro, durabilidade natural, permeabilidade, trabalhabilidade, densidade e
resisténcia mecanica. No entanto, sua aquisi¢do ¢ dificil, pois normalmente os
produtores reutilizam barris anteriormente empregados para o envelhecimento

de outras bebidas alcoolicas, além de ndo se encontrar no mercado barris de



distintas capacidades. Por isso, tem-se observado uma crescente busca por
madeiras nativas. No entanto, estudos sobre caracterizacdo quimica de
aguardentes de cana envelhecidas em diferentes barris de madeira ainda sio
muito escassos. Sabe-se que alguns compostos sdo toxicos, sendo, portanto,
indesejaveis a bebida. Dessa forma, observa-se uma enorme caréncia de
informagdes técnicas sobre as caracteristicas, vantagens e desvantagens de cada
tipo de madeira, dificultando a produg¢do de bebidas com aroma e paladar
peculiares. Com base no exposto, com o presente trabalho objetivou-se certificar
um método analitico para caracterizar e quantificar os compostos fendlicos e
cumarinas em aguardentes de cana envelhecidas em barris de diferentes espécies

de madeira, bem como avalia-las fisico-quimicamente.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Historia da aguardente de cana

A aguardente de cana ¢ uma bebida fermento-destilada cuja origem vem
desde o tempo da escravidao.

Os primeiros relatos sobre a técnica de fermentagdo vém dos egipcios
antigos, que curavam varias doengas, inalando vapores de liquidos aromatizados
e fermentados. Em seguida, os gregos relataram sobre o processo de obtencao
da acqua ardens ou aguardente, a qual foi atribuida propriedades mistico-
medicinais, transformando-se em agua da vida (eau de Vie). A aguardente foi
para a Europa e para o Oriente Médio, pela for¢a da expansdo do Império
Romano. Foram os arabes que descobriram os equipamentos para a destilagao,
semelhantes aos que conhecemos hoje. A tecnologia de producao espalhou-se
pelo velho e novo mundo. Na Itdlia, o destilado de uva ficou conhecido como
Grappa. Em terras germanicas, destilou-se, a partir da cereja, o kirsch. Na
Escocia ficou popular o uisque, destilado da cevada sacarificada. Na Russia a
vodca foi produzida do centeio. Na China e Japdo, o saqué foi feito do arroz;
Portugal também absorveu a tecnologia dos arabes e destilou a partir do bagago
de uva, a bagaceira (Queiroz, 2008).

No Brasil, a producdo de aguardente de cana confunde-se com a propria
historia do pais. Em 1532, os portugueses introduziram a cana-de-agucar no pais
€ no ano seguinte instalou-se o primeiro engenho de agucar. Inicialmente a cana
era utilizada apenas para a producdo do acucar. Nos engenhos, os escravos
perceberam que o caldo da cana deixado nos tachos de melaco, “a garapa
azeda”, fermentava e resultava em uma bebida alcoélica. No inicio, a bebida era
reservada apenas aos escravos. No entanto, com o aprimoramento das técnicas

de produgio, passou a fazer parte também das mesas dos senhores de engenho.



Nos meados do século XVI até metade do século XVII, as “casas de cozer
méis” multiplicaram-se nos engenhos e a bebida tornou-se moeda corrente para
a compra de escravos na Africa. No ano de 1756, a aguardente de cana foi um
dos géneros que mais contribuiu com impostos para a reconstrucdo de Lisboa,
que havia sido abatida por um imenso terremoto (Cardoso, 2006).

Em meados do século XVIII, como simbolo dos Ideais de Liberdade, a
aguardente de cana percorreu as mesas dos inconfidentes e da populagdo que
apoiava a Conjuracdo Mineira, transformando-se no simbolo de resisténcia a
dominagdo portuguesa. A bebida passou, ainda, acrescida de gengibre e outros
ingredientes e sobre o nome de quentdo, a substituir a bagaceira nas festas
religiosas, como a de Sdo Jodo (Queiroz, 2008).

No século XIX e inicio do século XX, a elite e a classe média, buscando
demonstrar sua identificacdo com a cultura européia, desenvolveram um forte
preconceito contra os habitos e costumes brasileiros. A aguardente de cana
passou a ser considerada uma bebida de baixa qualidade, destinada ao consumo
dos menos favorecidos, tanto financeiramente quanto intelectualmente. Contudo,
esse panorama comegou a se alterar com a Semana da Arte, em 1922, em que
ocorreu um resgate da brasilidade, ou seja, da valorizagdo da cultura brasileira
(Sebrae, 2001).

Com o passar dos tempos, melhoraram-se as técnicas de produgao. Hoje,
varias marcas de alta qualidade figuram no comércio nacional e internacional,
estando presente nos melhores restaurantes e adegas residenciais pelo Brasil e
pelo mundo. A aguardente de cana deixou de ser bebida de pobre e passou a ter
lugar de destaque nos brindes nacionais, nas festas de requinte e entre os
estrangeiros. Ganhou nome proprio no exterior “Cachaga do Brasil” ¢ a ela sdo
voltados varios planos e projetos do governo para a sua expansdo em ambito

nacional e internacional.



2.2 Aguardente de cana/cachaca

De acordo com o Decreto n° 4851 de 2003 (Brasil, 2003) e com a
Instru¢do Normativa n° 13, de 30 de junho de 2005 (Brasil, 2005), aguardente de
cana ¢ a bebida com graduagdo alcodlica de 38 a 54% v/v a 20 °C, obtida do
destilado alcoolico simples de cana-de-agticar ou pela destilagdo do mosto
fermentado do caldo de cana-de-agucar, podendo ser adicionada de agtcares até
6 g/L, expressas em sacarose. A cachaga, entretanto, foi definida como sendo a
denominagdo tipica e exclusiva da aguardente de cana produzida no Brasil, com
graduacdo alcoolica de 38 a 48% v/v a 20°C, obtida pala destilagdo do mosto
fermentado do caldo de cana-de-agucar com caracteristicas sensoriais peculiares,
podendo ser adicionada de agucares até 6 g/L, expressos em sacarose (Brasil,
2005).

A aguardente de cana ¢ a segunda bebida mais consumida no pais,
ficando atras apenas da cerveja. A produ¢@o anual da bebida é de 1,5 bilhdo de
litros. Sdo Paulo € o maior produtor da aguardente de cana industrial ¢ Minas
Gerais, o mais especializado na producdo de aguardente de cana artesanal
(Cardoso, 2006).

A aguardente de cana artesanal difere-se da industrial pelo processo de
produgdo. A producdo da primeira ¢ feita em batelada e geralmente em
alambiques de cobre. Segundo Faria et al. (2003), esse metal tem grande efeito
sobre a qualidade sensorial da bebida, pois acredita-se que este catalise reacdes
importantes na formacdo e eliminagdo de compostos relacionados ao flavour da
bebida. A aguardente de cana industrial é produzida em série e em destiladores
de aco inox, o qual pode transferir compostos indesejaveis, como os compostos
sulfurados, para a bebida.

Em Minas Gerais, o agronegécio da aguardente de cana tem
significativa importancia econdmica e social. Atualmente, o estado possui cerca

de 8.466 alambiques, com uma estimativa de producgdo que alcanga 200 milhdes



de litros por ano, movimentando R$ 1,5 bilhdo s6 com o mercado interno,
gerando cerca de 240 mil empregos. Desse total produzido, apenas 0,3% ¢
exportado. Minas ¢ responsavel por aproximadamente 8% do total da produgdo
nacional da bebida. Embora a atividade da produgdo de aguardente de cana seja
economicamente importante, estima-se que aproximadamente 90% da producao
artesanal no Estado de Minas Gerais sejam produzidos em alambiques
clandestinos (Sebrae, 2001; Cardoso, 2006).

A aguardente de cana, largamente consumida no Brasil, ¢ uma bebida
produzida em todas as regides do pais e ¢ encontrada em mais de 960 mil pontos
de vendas, entre bares, supermercados e restaurantes, gerando cerca de 400 mil
empregos diretos. Atualmente hd no pais mais de 30 mil produtores da bebida e
mais de 5 mil marcas sendo comercializadas (Sebrae, 2001).

Segundo Campelo (2002), no ranking mundial de consumo de
destilados, a aguardente de cana foi elevada ao posto de bebida nobre, ocupando
a terceira posicao, ficando atrds apenas da vodca e do soju (bebida asidtica a
base de sorgo). No cenario internacional, as exportagdes, que em 1983
alcangaram 2,1 milhdes de litros, cresceram para 5,9 milhdes em 1993, gerando
um montante de US$8,4 milhdes. Em 2001, as exportagdes, principalmente para
a Europa, chegaram a US$ 8,5 milhdes (11 milhdes de litros). A meta para 2010
¢ exportar US$100 milhdes. Segundo esse, os maiores importadores da
aguardente de cana brasileira na Europa sdo a Alemanha (8,8%), seguida de
Portugal. Os Estados Unidos representam 2,7% das exportacdes brasileiras. Na
América Latina, os paises consumidores sdo Paraguai, Uruguai e Equador.
Outros paises promissores ao consumo da bebida sdo Japao e Itélia.

O Brasil ¢ considerado como um dos maiores mercados mundiais de
bebidas, onde a média anual de consumo da aguardente de cana ¢ de
11L/habitante. Acompanhando essa tendéncia mundial de crescimento do

consumo, t€m-se verificado muitas mudangas no ambiente institucional no que



se refere a atividade produtora de aguardente de cana, tanto no ambito nacional
quanto estadual. Tais a¢des voltaram-se no sentido de tornar a atividade mais
eficiente e articulada. Em 1997, foi criado o Programa Brasileiro de
Desenvolvimento da Aguardente de Cana (PBDAC), que, além de reunir,
atualmente, cerca de 75% da producao nacional, desenvolve esfor¢os no sentido
de conscientizar produtores quanto a importancia de uma agao para valorizar o
produto e ampliar os mercados internos e externos. Destaca-se também o
reconhecimento da aguardente de cana no governo de Fernando Henrique
Cardoso, como bebida tipica brasileira e a inser¢cdo de um projeto na Agéncia de
Promogdo de Exportagdes (Apex), cujo objetivo € aumentar o nivel das
exportacdes, através da qualidade oferecida e de uma politica de marketing

(Estanislau et al., 2002).

2.3 Processo de producio da aguardente de cana

Diante do aumento do consumo da aguardente de cana no Brasil e do
crescente avango no mercado externo, tornam-se imprescindiveis o controle de
qualidade e a padronizagdo frente as etapas de producdo da bebida.

As bebidas alcoodlicas fermento-destiladas distinguem-se uma das outras
pela presenga de componentes secunddrios que irdo formar um ‘“buqué”
caracteristico de cada bebida. Esses componentes secundarios formam-se
juntamente com o alcool etilico durante o processo de fermentagdo do mosto,
mudam de carater e propor¢do durante a destilagdo, havendo uma posterior
maturagdo do produto (Almeida & Barreto, 1971).

As etapas que devem ser observadas para a producdo de uma aguardente
de cana com qualidade estdo apresentadas na Figura 1, e vdo desde o plantio da

cana até a comercializagdo do produto.
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FIGURA 1 - Etapas do processo de producdo de aguardente de cana.

Uma bebida de qualidade deve atender aos Padrdes de Identidade e
Qualidade (PIQ’s) exigidos pela Legislacdo Brasileira, bem como aos requisitos
sensoriais, que envolvem cor, sabor e aroma. De acordo com a Instrucao
Normativa n° 13, de 30 de junho de 2005 (Brasil, 2005), os PIQ’s para
aguardente de cana, estabelecidos pela Legislacdo Brasileira, foram definidos

como descritos na Tabela 1:



TABELA 1 — Padrdes de identidade da aguardente de cana e da cachaga (Brasil,

2005).
Componente Unidade Limite

Minimo Maximo

Graduagdo alcodlica de % em volume de alcool 38 54

aguardente etilico

Graduagdo alcodlica de % em volume de alcool 38 48

cachaga etilico a 20°C

Sacarose em  aglcar g/L 6,0 30

cristal, refinado, invertido

ou glicose™**

Acidez volatil em acido mg/100 mL alcool anidro - 150

acético

Esteres, em acetato de mg/100 mL &lcool anidro - 200

etila

Aldeidos, em aldeido mg/100 mL 4lcool anidro - 30

acético

Furfural mg/100 mL alcool anidro - 5,0

Alcoois superiores* mg/100 mL 4lcool anidro - 360

Congéneres** mg/100 mL alcool anidro 200 650

Alccol metilico mg/100 mL 4lcool anidro - 20

Cobre mg/L - 5,0

Extrato seco g/L - 6,0%%*

Carbamato de etila png/L - 150

Particulas em suspensdo - Ausente Ausente

(residuo sélido)

*Alcoois superiores = (isobutilico + isoamilico + propilico) )
**Congéneres = (Acidez Volatil + Esteres + Aldeidos + Furfural + Alcoois Superiores).
***Aguardente de cana e cachaga “adogada” = maximo 30,0 g/L

Foram também definidas outras quantidades maximas de contaminantes,

como: acroleina (5 mg/100 mL de alcool anidro), alcool sec-butilico (10 mg/100
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mL de alcool anidro), alcool butilico (3 mg/100 mL de alcool anidro), chumbo
(200 pg/L) e arsénio (100 pg/L).

Esses requisitos de qualidade estdo sendo cada vez mais procurados,
principalmente devido a demanda dos mercados externos e internos, cada vez
mais exigentes, do esclarecimento dos consumidores ¢ da disponibilidade de

novos métodos analiticos (Barcelos, 2007).

2.4 Matéria-prima

A cana-de-acucar ¢ uma graminea da classe das monocotileddneas, cujo
nome atualmente é Saccharum spp., pois todas as variedades de cana cultivadas
no mundo sdo hibridas, envolvendo uma ou mais espécies diferentes.
Atualmente, a cana-de-agucar apresenta importancia econdmica na produgdo de
alcool, agtlicar, cachaga, forragem e outros produtos (Andrade, 2006). Segundo
Mendonga (2008), essa ¢ a segunda cultura em termos de valor de exportagao,
atingindo 12% das exportacdes agropecudrias nacionais.

O volume de cana processada até o final da segunda metade de
novembro de 2008 foi de 468,63 milhdes de toneladas, representando
crescimento de 12,31% em relagdo ao acumulado no mesmo periodo da safra
anterior, de acordo com os dados da Unido da Industria de Cana-de-Acgucar
(UNICA) (Cana Brasil, 2008). Esses dados ratificam o Brasil como maior
produtor mundial de cana-de-agucar.

Novaes (1995) mostrou que ndo ha variedades de cana que sejam
especificas para a producdo de aguardente de cana, pois as pequenas diferencas
na sua composicdo fisico-quimica muito provavelmente ndo teriam qualquer
influéncia na qualidade da bebida final. As variedades de cana devem ser
adaptadas as condi¢des edafoclimaticas da regido onde se encontra instalada a
unidade industrial, com a finalidade de apresentar elevada produtividade de

acucar por area. A matéria-prima destinada a produgdo de aguardente de cana
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com boas caracteristicas sensoriais deve ser de excelente qualidade, estar no
ponto de maturagdo, apresentar boas condigoes fitossanitarias, sem deterioracao,
ndo passar pela queima no campo e, se possivel, ndo ter contato com o solo apds
o corte (Novaes, 1997).

De acordo com Maia & Nelson (1994), as diferencas existentes de uma
variedade de cana-de-acucar para outra ndo ¢ um fator limitante da qualidade,
pois desde que a cana forneca o teor necessario de agucar, todos os demais
requisitos nutricionais das leveduras, no momento da fermentagdo, poderdo ser
suplementados pelo fabricante.

Para Andrade (2006), na produgdo de aguardente, a matéria-prima que
interessa sdo os colmos de cana-de-agucar. Segundo ele, basicamente, os colmos
devem apresentar as seguintes caracteristicas:

- maduros: quando a cana encontra-se madura, o ter¢o superior da cana,
apresenta folhas de coloracdo verde-amarelada e menos eretas, enquanto as
folhas que se localizam nos tercos basal e médio encontram-se totalmente secas,
chegando, em alguns casos, a desprenderem-se dos colmos. Quando a cana
floresce, ¢ também sinal de que ela ja estda madura, a demora da colheita
representara perdas no rendimento da produgdo de aguardente de cana;

- recém-cortados: os colmos a serem moidos devem ser recém-cortados ou
frescos. Recomenda-se que o intervalo entre corte de cana e moagem nao
ultrapasse 48 horas;

- limpos: a presenca de impurezas (matéria estranha de origem vegetal, ponteiras
de cana ou restos de folhas e matéria estranha mineral - terra, pedra, etc.) faz
com que o rendimento seja menor, além de levar a possiveis contaminagdes do
caldo de cana por bactérias;

- sadios: a incidéncia muito alta de podriddo-vermelha promove uma reducio

nos teores de agucar da cana e, como conseqiiéncia, o rendimento em aguardente

12



também ¢ reduzido, implicando que o estado sanitario do colmo também ¢
extremamente importante.

Geralmente, as variedades de cana que sdo adequadas para a producdo
de acucar e alcool, sdo boas também para a producao de aguardente de cana. As
mudas de cana-de-agucar, preferencialmente, devem ser adquiridas de viveiros
de usinas e destilarias, instituicdes de pesquisa ou ensino na area de Ciéncias
Agrarias, a fim de se plantar um material sadio, de alto vigor e pureza varietal.
Na impossibilidade, devem-se retirar mudas dos canaviais de primeiro corte,

bem desenvolvidas e sadias (Andrade, 2006).

2.5 Fermentacao

A fermentacdo alcoolica consiste na transformagdo de agucares do
mosto em etanol e CO,. Entretanto, dependendo de como essa transformacdo ¢
realizada, pode-se obter um produto de melhor ou pior qualidade. Além desses
produtos formados pelas leveduras, também sdo produzidas outras substancias,
como o glicerol, acidos organicos (succinico, acético, piravico e outros), alcoois
superiores (isobutilico, isoamilico e propilico), acetaldeido, acetoina ou hidroxi-
butanona, que, quando formados, diminuem o rendimento do etanol (Schwan &
Castro, 2001). Geralmente, o processo dura 24 horas; porém, quando se destila
o caldo de cana com fermentagdo incompleta, podem ocorrer incrustagdes no
alambique e formagdo de furfural, resultando em aromas e sabores indesejaveis
na cachaca (Gomes, 2002).

A populagdo responsavel pela fermentagdo do caldo de cana-de-agticar é
constituida normalmente por leveduras e bactérias. As leveduras envolvidas na
fermentacdo do caldo de cana incluem, principalmente, os géneros
Saccharomyces, Kloeckera, Pichia, Schizosaccharomyces, Debaryomyces,
Kluyveromyces e diversas espécies de Candida (Schwan & Castro, 2001; Pataro

et al., 2002; Guerra et al., 2002). Dentre essas, a Saccharomyces cerevisiae é
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predominante e a principal responsavel pela fermentacdo, pois essa levedura
suporta niveis elevados de etanol (12 a 15%), hidrolisa oligossacarideos, tais
como a maltotriose e maltotetraose em glicose para a producdo e transformagao
em etanol, e tolera alta concentragdo de acucar (Pataro et al., 2002)

As populagoes bacterianas encontradas sdo, na maioria, Gram-positivas.
Entre essas, as bactérias produtoras de acido latico merecem destaque, pois
podem produzir compostos secundarios, principalmente acidos, elevando-se,
assim, os niveis de acidez da bebida. Essas bactérias multiplicam-se no final do
processo fermentativo, utilizando o etanol formado como fonte de energia.
Portanto, ndo é aconselhavel que a destilagdo ocorra horas depois que todo o
acucar tenha sido consumido pelas leveduras.

Pataro et al. (2002) mostraram que as populagdes de bactérias Gram-
negativas ocorrem em menor numero ¢ somente apds 16 horas do inicio do
processo fermentativo. As principais espécies identificadas foram: Acetobacter
aceti (produtora de acido acético), ¢ espécies de Aeromonas, Enterobacter e
Serratia. Os pesquisadores citam que a contamina¢do bacteriana é uma das
principais causas da reducdo na producdo de etanol durante fermentagdes
desenvolvidas por S. cerevisiae. Posteriormente, Sousa (2005) mostrou que essas
bactérias podem levar os aglcares para outra via metabdlica, resultando na
formacgdo de diversos compostos, como os 4cidos latico, acético, férmico e
butirico, aldeidos e ésteres. Isso leva a reducao do teor alcoolico e depreciacao
da qualidade sensorial do produto. Deve-se evitar, também, a fermentagdo do
caldo de cana na presenca de suco ou polpas de frutas ricas em pectinas, pois
isso promove o aumento da concentra¢ao de metanol (Cardoso, 2006).

Antes de iniciar a fermentag¢do, o caldo de cana bruto deve sofrer um
tratamento  térmico  (aproximadamente 105°C), visando a reduzir
microrganismos contaminantes. Em seguida, ¢ decantado e resfriado a 30°C

(Schwan, 2006). Pesquisadores ressaltam que o processo de fermentacdo para
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aguardente de cana ¢é realizado em duas etapas distintas. A primeira ¢ a
propagacdo do microrganismo, que ¢ feita sob intensa aeracdo e em mostos
diluidos com teores de acucar proximos a 5°Brix; e a segunda etapa ¢ a
fermentacdo propriamente dita, na qual o caldo adicionado deve apresentar
teores de actcar entre 14 e 16°Brix. Essa fermentacdo consiste de trés fases:

- fermentacdo inicial ou pré-fermentacdo, em que o mosto apresenta
quantidade de O, necessario para a multiplica¢do de leveduras;

- fermentagdo principal ou tumultuosa, que se inicia quando ndo ha mais
O, no mosto, caracterizando-se pela diminuicdo da multiplicagdo celular das
leveduras. Essas, por processo enzimatico, degradam os acucares,
transformando-os em etanol e dgua. Observa-se também, nesta fase, a formagao
de compostos secundarios (alcoois superiores, aldeidos e ésteres), aumento
acentuado de temperatura, queda do °Brix e aumento do grau alcoolico do mosto
e;

- fermentacdo final, lenta ou pos-fermentagdo, etapa na qual ocorre a
diminuicdo das bolhas, desprendimento de gas carbonico e retorno a temperatura
ambiente. Ao final dessa etapa, o °Brix deve estar em zero, ¢ a fermentagdo,
concluida.

Em geral, o processo fermentativo tem duracdo de 24 horas. Apos esse
tempo, as leveduras depositam-se no fundo da dorna. O sobrenadante, cujo Brix
deve ser igual a zero, é, entdo, retirado e levado para destilagdo. As leveduras
sdo recicladas com adi¢gdo de um novo mosto diluido a uma temperatura em
torno de 30°C.

A melhoria da qualidade da aguardente de cana e o aumento na
eficiéncia do processo produtivo passam, necessariamente, pela selecdo de uma
ou mais leveduras apropriadas ao processo. As leveduras, especialmente dos
géneros Saccharomyces e Schizosaccharomyces, sdo responsaveis pela

fermentacdo alcodlica do mosto, em propor¢des bem variadas, em mostos
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naturais de produtores mineiros (Pataro et al., 1998; Schwan & Castro, 2001;
Pataro et al., 2002;). O uso de cepas selecionadas de S. cerevisiae na produgio
de aguardente de cana tem contribuido para o aumento da produtividade e
melhorado a qualidade da bebida em muitos alambiques, principalmente em
relagdo aos teores de acidez e alcoois superiores. Linhagens de S. cerevisiae
isoladas em alambiques no estado de Minas Gerais foram submetidas a varios
testes morfoldgicos, bioquimicos e moleculares, buscando-se obter isolados com
boas caracteristicas fermentativas e que prevalegam na fermentacdo natural do
caldo de cana-de-aglicar para a produg@o da aguardente de cana.

Silva et al. (2006) produziram quatro aguardentes de cana em escala de
laboratorio utilizando diferentes linhagens de leveduras S. cerevisiae, sendo duas
floculantes (UFMGA 1240 ¢ UFMGA 1799), uma ndo-produtora de H,S
(UFMGA 1207) e uma linhagem de referéncia (UFMGA 905). Esses
pesquisadores verificaram que todos os compostos analisados nas bebidas
apresentaram-se dentro dos limites estabelecidos pela Legislacao Brasileira, com
excecdo dos alcoois superiores na aguardente obtida com a linhagem UFMGA
1207. Todas as aguardentes de cana apresentaram boa aceitacdo pelos julgadores
nos testes sensoriais, ¢ as amostras avaliadas ndo diferiram em relagdo aos
atributos de sabor e impressao global.

Schwan & Castro (2001), em destilarias do sul de Minas Gerais,
mostraram que espécies confirmadas, como S. cerevisiae foram testadas quanto
a capacidade e a velocidade de produ¢do de etanol a partir de sacarose, glicose e
frutose, producdo de acidos organicos, alcoois superiores, aldeidos, ésteres e
capacidade de floculagdo. Ao final dos testes, oito isolados de S. cerevisiae
foram selecionados e submetidos ao acompanhamento da evolugido da populagdo
microbiana durante o processo de fermentacdo espontanea. Trés isolados foram
selecionados, multiplicados e testados em alambiques comerciais por dois anos

consecutivos. Pelos resultados, verificam-se um aumento da produtividade e
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melhoria na qualidade do produto, principalmente em relagdo aos teores de
acidez e alcoois superiores.

Gomes (2002), em destilarias proximas a Belo Horizonte, mostrou que
duas linhagens selecionadas de S. cerevisiae foram capazes de permanecer
dominando a fermentacdo por até 30 dias consecutivos. Apds esse periodo,
linhagens selvagens de S. cerevisiae apresentaram populagdes iguais ou

superiores as inicialmente testada.

2.6 Destilacao

A destilagdo é um processo fisico-quimico que consiste da passagem da
fase liquida de uma substincia ou mistura, sob aquecimento, ao estado gasoso,
condensando-se em seguida, permitindo, assim, separacdes quimicas (Dias,
2006).

Apo6s a fermentagdo, o mosto € levado a destilagdo em alambiques, cujo
destilado apresenta composi¢ao quimica mais rica em compostos volateis do que
a fragdo liquida remanescente.

As caracteristicas sensoriais da bebida alcodlica sdo diretamente
influenciadas pelo processo de destilagdo, pois além de afetarem as quantidades
relativas de congéneres, promovem algumas reacdes quimicas induzidas pelo
calor e, dependendo do tipo de reac@o, os componentes volateis do vinho podem
aumentar ou diminuir e, ainda, originar novos componentes. Algumas reacdes
sdo bem conhecidas, como a hidrolise, a esterificacdo, a acetilizacdo, a producgdo
de furfural e as rea¢des com o cobre (Guymon, 1974; Léauté, 1990). Segundo a
Legislacdo Brasileira em vigor, conforme o primeiro pardgrafo do artigo 88 do
Decreto n. 2.314: “A destilagdo devera ser efetuada de forma que o destilado
apresente aroma e sabor provenientes da matéria-prima utilizada, dos derivados

do processo fermentativo e dos formados durante a destilagdo” (Brasil, 1997).
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Diversos fatores exercem influéncia sobre a composi¢do quimica dos
destilados, tais como: tipo do destilador, condi¢des operacionais do aparelho,
sistema de aquecimento e refrigeragdo, grau de purificagdo da mistura e a
selegdo das fragdes tomadas para inclusdo na bebida destilada (Oliveira, 2001).
Carnacini et al. (1989) mostraram que a concentragdo de células de leveduras no
vinho a ser destilado influencia na composi¢do quimica, no aroma € no corpo
dos destilados, pois essas enriquecem os destilados principalmente com ésteres e
com derivados de aminoacidos. Esses tultimos, participam da formacgdo de
compostos importantes para composicdo do “flavour” da bebida destilada, tais
como, alcoois superiores.

Os aparelhos utilizados na destilagdo podem ser descontinuos
(alambiques de um, dois ou trés corpos) e continuos (colunas de destilacdo).
Geralmente o material utilizado na confec¢ao desses destiladores é o cobre, por
ser um metal maleavel, bom condutor de calor, resistente a corrosdo provocada
pelo fogo e pelo vinho e por influenciar positivamente na formacao de sabor e
aroma do produto. Bebidas destiladas nesses alambiques podem apresentar
niveis elevados do metal, quando ndo ¢ adequadamente higienizado. Segundo
Faria & Pourchet-Campos (1989), a contaminagdo pelo cobre em bebidas se da
nas partes descendentes do alambique, com maior contaminagdo ocorrida na
serpentina, pois o uso de serpentina de inox reduz drasticamente o teor de cobre.

Entretanto, posteriormente, Yokoya (1995) mostrou que a presenga de
cobre dentro dos padrdes estabelecidos pela legislagdo € benéfica. Para ele, o
metal atua como catalisador das reagdes de oxirredugdo, nas quais compostos
sulfurados volateis transformam-se em compostos insoliiveis, enquanto a crosta
cuprica formada no interior do destilador, exposta aos vapores dos destilados,
catalisa a esterificagdo dos acidos orgénicos pelo alcool, bem como a redugdo ¢ a

conseqiiente remocgao de sulfetos organicos € compostos sulfurados.
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A destilagdo do vinho ou mosto origina o flegma (produto principal
constituido de uma mistura hidroalcodlica e varios compostos secundarios) e
vinhaga (residuo, constituido de todas as substincias fixas do vinho com partes
volateis). O vinho possui composicdo complexa, apresentando componentes
solidos (agucares ndo-fermentados, sais minerais, substidncias nitrogenadas,
pectina, células de levedura e bactéria, bagacilho, argila), liquidos (agua e alcool
etilico, representando 99% do total) e gasosos (principalmente gas carbonico)
(Yokoya, 1995).

O destilado ¢ separado em trés fragdes por meio de cortes, adotando os
critérios de temperatura dos vapores no domo do alambique (para a fragdo
cabeca) e o teor alcodlico do destilado (para encerrar a retirada da fragdo
coragdo). Segundo Dias (2006), durante a destilagdo, os compostos sdo
separados de acordo com a temperatura de ebuli¢do caracteristica de cada um.
As fragoes do destilado sdo:

- cabega: ¢ a primeira fracdo recolhida na saida do alambique, correspondendo a
8-10% do destilado. Essa fragdo contém substancias como metanol, acetaldeido,
acetato de etila, possuindo grau alcodlico acima de 65°GL, devendo, portanto,
ser desprezada;

- coragdo: ¢ a segunda fracdo, correspondendo a 80% do destilado; ¢ a
aguardente de cana propriamente dita, que € recolhida até que o teor alcodlico
atinja de 1,0 a 1,5°GL acima do que ¢ estabelecido para ser engarrafada;

- cauda: ¢ a terceira fragdo; também conhecida como “agua fraca” e corresponde
de 8% a 10% da fracdo total do destilado. Assim, como a fracdo-cabega, cla
deve ser desprezada.

O residuo remanescente no alambique é chamado de vinhoto ou vinhaga
e, atualmente, tem sido utilizado, de forma alternativa, na alimentagdo animal e

na fertilizagdo do solo (Evangelista, 2006).

19



Ap6s a destilacdo da aguardente de cana, esta deve ser armazenada por
um periodo de dois a trés meses, em local fresco e protegido, evitando altas

temperaturas, para que complete a formacao do “buqué” (Brasil, 1997).

2.7 Componentes secundarios

Os componentes secundarios sdo oriundos de reagdes que ocorrem
durante os processos de fermentagdo, destilacdo e armazenamento em barris de
madeira. Esses sfo constituidos de alcoois, hidrocarbonetos e compostos
carbonilados com trés ou mais 4tomos de carbono. Substdncias como cetonas,
compostos fenolicos, aminas e compostos sulfurados também podem ser
encontradas em pequenas proporgoes. (Maia & Nelson, 1994).

Os alcoois superiores sdao alcoois com mais de dois atomos de carbono
formados durante o processo oxidativo ou a partir do metabolismo dos
aminoacidos pelas leveduras (Galhiane, 1989). Os alcoois com até cinco atomos
de carbono apresentam odores -caracteristicos (flavour) tradicionalmente
associados com bebidas destiladas, destacando-se os alcoois amilico e propilico,
e seus respectivos isdbmeros. Com o aumento do numero de carbonos, o aroma
modifica-se substancialmente e os 4alcoois tornam-se oleosos, sendo
denominados de o6leo fisel, diminuindo o valor comercial e a qualidade da
aguardente de cana (Maia, 1999). Segundo Cardoso (2006), estes compostos
podem ser formados quando a cana ¢ estocada, para depois ser moida. Outros
fatores que contribuem para o aumento da concentragdo de alcoois superiores na
bebida ¢ a temperatura elevada durante o processo fermentativo e o pH muito
acido. Esses alcoois, assim como os ésteres e aldeidos, em quantidades normais
sdo responsaveis pelo aroma e sabor caracteristico da bebida.

O metanol é um alcool indesejavel na bebida, devido a sua alta toxidez.
Origina-se da degradag@o da pectina, um polissacarideo presente na cana-de-

acucar, durante o processo de fermentacdo. Portanto, deve-se evitar uma
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fermentacdo realizada na presenca de frutas ricas em pectina, como laranja,
maga, abacaxi e também a presenca de bagacilhos no caldo da cana a ser
fermentado (Cardoso, 2006).

Os ésteres sao formados pela reagdo de esterificagdo entre pequenas
quantidades de etanol e acidos carboxilicos, provenientes do processo de
fermentacdo (Rose & Harrison, 1970; Pigott, 1989). Estes compostos quando
presentes em pequenas quantidades incorporam um aroma agradavel de frutas a
aguardente de cana, porém em grandes quantidades, confere a bebida um sabor
enjoativo e indesejado. O principal éster encontrado na aguardente de cana ¢é o
acetato de etila (Windholtz, 1976).

Os aldeidos, principalmente o acetaldeido, sdo formados pela agdo de
leveduras durante estagios preliminares do processo de fermentagdo, tendendo a
desaparecer nas etapas finais, desde que o mosto sofra aeracdo. Outra forma de
obtencdo destes compostos ¢ por meio da oxida¢do de alcoois superiores
(Cardoso, 2006).

O furfural, aldeido cuja presenga ¢ indesejavel na bebida, resulta da
decomposi¢do quimica de carboidratos. E formado, principalmente, pela
pirogeniza¢do da matéria organica depositada no fundo dos alambiques. A sua
formagdo ¢ evitada pela destilagdo do vinho limpo, livre de substancias
organicas em suspensdo. Essas, podem estar presente no caldo de cana-de-
acucar, quando a colheita for precedida da queima do palhi¢o. A presenca de
acucares residuais ou bagacilho no vinho pode formar compostos indesejaveis,
catalisados pelo aumento da temperatura e pelo pH acido do vinho, desidratando
os acucares e hidrolisando celulose, hemicelulose e pectina, como também
outros polissacarideos do bagacilho, seguido da desidratagdo dos monémeros de
pentoses ¢ hexoses, originando furfural e hidroximetilfurfural (HMF),
respectivamente (Maia, 1994). Nas aguardentes de cana envelhecidas, o furfural

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

A acroleina, também conhecida como 2-propenal, ¢ extremamente
toxica por todas as vias de administragdo e tem mostrado caracteristicas
mutagénicas, além de provocar irritacdo no trato respiratdorio de animais e
humanos. Os vapores de acroleina sdo lacrimogénicos, muito irritantes aos
olhos, nariz e garganta. O limite de percepg¢ao olfativa da acroleina no ambiente
¢ de 0,21 mg/L e concentragdes dez vezes maiores sdo consideradas perigosas a
vida e a satide. E formada durante o processo de fermentagio, por meio da
desidratagdo do glicerol, podendo estar associada a bactérias termofermentativas
(Cardoso, 2006; Azevédo et al., 2007). E um liquido amarelo que apresenta um
sabor e odor amargo. Nos ultimos anos, tem-se observado um consideravel
interesse por parte do World Health Organization (WHO), particularmente pela
International Agency for Research on Cancer (IARC), para identifica-las e
outros congéneres presentes em bebidas alcodlicas que podem ser
carcinogénicos, mutagénicos ou toxicos (Nascimento et al., 1997). Na
aguardente de cana o seu limite ¢ de 5 mg/100mL de alcool anidro.

O 4cido acético também pode ser formado por meio da conversdo do
agucar na presenca de oxigénio e do levedo Saccharomyces cerevisae.
Quantidades elevadas desse acido sdo freqiientemente associadas a praticas de
estocagem da cana e contaminagdes do mosto com bactéria acética (Cardoso,
2006).

O carbamato de etila, substancia altamente carcinogénica, é um
contaminante organico, cuja quantificacdo em aguardentes de cana serd exigida
a partir de 2010 (Brasil, 2005). E encontrado naturalmente em baixas
concentragdoes, em diferentes bebidas alcodlicas e em alguns alimentos
fermentados. Sua origem e formacdo ainda ndo estdo bem elucidadas. Alguns

autores acreditam que origina da degradag¢do de aminoacidos, outros, que venha
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de reagdes entre o etanol e o acido cianidrico catalisado pelo cobre ou pela auto-
oxidagdo de compostos insaturados induzidos pela radiagdo ultravioleta.
Geralmente, sua formacdo envolve a reagdo entre o etanol e precursores
nitrogenados, tais como uréia, fosfato de carbamila e cianeto (Mackenzie et al.,
1990; Aresta et al., 2001; Boscolo, 2002). Diversos autores relatam sobre a
quantificacdo dessa substiancia em aguardentes de cana. Andrade-Sobrinho et al.
(2002) obtiveram concentracdo média de 770 pg/L em 126 amostras comerciais
analisadas. Barcelos et al. (2007), trabalhando com diferentes aguardentes de
cana do estado de Minas Gerais, encontraram niveis de carbamato de etila que
variaram de ndo-detectado a 643,5 nug/L, com apenas uma regido nao atendendo
a Legislacdo vigente (150 pg/L). Em vinhos e seus derivados, saqué, cervejas,
licores, bebidas destiladas, como aguardentes de frutas, aguardentes de cana,
uisque, sdo encontradas quantidades que vdo de 5 a 1000 pg/L (ppb) e
ocasionalmente excedem 1000 pg/L em alguns tipos de bebidas destiladas,
segundo pesquisas realizadas pela Food And Drug Administration (FDA).

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

Na Alemanha, "The German Society for Fat Science"fixou limites para o
teor total de HPAs em alimentos e para o teor de HPAs de alta massa molecular
(1,2-benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno,
benzo(ghi)pirileno e benzo(a)antraceno, sendo estes de 25 pg/L e de 5 ug/L,
respectivamente. Segundo a legislagdo escocesa as concentragdes maximas
toleradas de HPAs em alimentos s8o de 1 pg/L para o naftaleno; acenafteno;
fluoreno; fenatreno; antraceno e de 2 pg/L para o fluoranteno, pireno e criseno
(Bettin & Franco, 2005). Apesar de nao existir ainda Legislagdo Brasileira para
HPAs, sua existéncia em bebidas ja foi relatada. Serra et al. (1995) analisaram

duas amostras de cachaga e identificaram a presenca de benzo[a]pireno e de
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benzo[a]antraceno, em que os niveis relatados da contaminagdo foram similares
aqueles encontrados por Tfouni et al. (2007), sendo de 0.27 e 0.40ug/L,
respectivamente. Bettin & Franco (2005) identificaram e quantificaram HPAs
(naftaleno; acenaftaleno; fluoreno; fenantreno; antraceno; fluoranteno; pireno;
1,2- benzo(e)pireno; criseno; benzo(e)pireno; 2,3-benzo(a)antraceno; 1,2-
benzo(b)fluoranteno; benzo(k)fluoranteno; dibenzo(a,h)antraceno;
benzo(a)pireno; benzo(ghi)pirileno) em vinte e oito amostras de aguardentes de
cana. Os resultados experimentais para as amostras da bebida foram analisados
em termos de andlises de componentes principais (PCA), possibilitando a
diferenciac@o entre o perfil das aguardentes de cana produzidas a partir de cana-
de-agticar queimada e ndo-queimada.

A presenca de HPAs em alimentos deve-se principalmente a sua
formacao durante certos tipos de processamentos, como defumacgao, torrefagdo e
secagem direta com madeira, a poluigdo do ar e da dgua e a sua presenca em
solos. Em aguardentes de cana, além da queima da cana, a presenca de HPAs
pode ser proveniente de contaminagdes nas etapas do processo de produgdo, tais
como o emprego de lubrificantes nos equipamentos, utilizacdo de recipientes
ndo-adequados para o armazenamento da bebida, tanques revestidos com resinas
asfalticas ricas em HPAs, pelo agticar adicionado a bebida e durante a maturagao
da bebida em tonéis de madeira tratada termicamente (Hawthorne et al., 2000;

Zamperlinni et al., 2000).

2.8 Envelhecimento

No Brasil, a aguardente de cana é o destilado mais consumido entre as
bebidas alcodlicas nacionais. O habito de envelhecimento estd se tornando uma
pratica comum entre os produtores, que buscam agregar valores ao seu produto,
tornando-o mais competitivo no mercado. Por meio do envelhecimento, pode-se

obter produtos com melhor qualidade sensorial, inclusive de bebidas
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provenientes de destiladores de aco inox. Dias et al. (2002) mostraram que, apos
estocagem em barris de madeira, praticamente ndo se detectam diferencas
significativas entre aguardentes de cana destiladas em alambiques de cobre e de
aco inoxidavel.

De acordo com a Legislagdo vigente, a aguardente de cana/cachaga
envelhecida refere-se a bebida que contiver, no minimo, 50% de aguardente de
cana/cachaca envelhecida em recipiente de madeira apropriado, com capacidade
maxima de 700 L, por um periodo ndo inferior a um ano. Aguardente de cana/
cachaca premium refere-se a bebida que contiver 100% de aguardente de cana/
cachaca envelhecida em recipiente de madeira apropriado, com capacidade
maxima de 700 L, por um periodo ndo inferior a um ano. Aguardente de cana/
cachaca extra premium refere-se a bebida que contiver 100% de aguardente de
cana/cachaca envelhecida em recipiente de madeira apropriado, com capacidade
maxima de 700 L, por um periodo ndo inferior a trés anos (Brasil, 2005).

Os recipientes utilizados para o envelhecimento sdo os barris e tonéis de
madeira, que atuam como uma membrana semipermeavel, permitindo a
passagem de vapores de alcool e agua, que ocorre em fungdo das condigdes de
umidade relativa e da temperatura do local de armazenamento. No entanto, as
perdas ao longo do ano dependem de varios outros fatores, tais como dilatagdo e
contragdo da aguardente de cana dentro do tonel, vazamentos e expulsdo de
aguardente por frestas e consequente aspiracdo de ar por contragdo no
resfriamento em ocorréncias sucessivas, devido a inadequacdo de instalagdes e
de ambientes, além do modo de armazenamento.

Os barris empregados para o envelhecimento sdo termicamente tratados
e, durante o processo de envelhecimento, diversos compostos sdo extraidos da
madeira por influéncia da bebida, interferindo, assim, nas caracteristicas
organolépticas do produto final (Reazin, 1981). Portanto, para obter um produto

de qualidade, parametros como a espécie da madeira, o tamanho, pré-tratamento
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dos barris, condicdes ambientais e tempo de envelhecimento devem ser
observados, pois esses irdo influenciar nas interacdes entre a bebida e a madeira.
Quando a bebida ¢ envelhecida em temperaturas mais elevadas e em recipientes
menores, ha uma maior extragdo e, consequentemente, uma maior concentragao
de componentes da madeira. Segundo Trindade (2006), bebidas envelhecidas em
ambientes cuja temperatura varia de 9 a 15°C e a umidade relativa é proxima a
73%, apresentam aroma mais fino e agradavel.

A temperatura de armazenamento e o tipo de pré-tratamento sofrido pela
madeira durante o processo de envelhecimento, geralmente reduz o teor
alcoolico da bebida. Maia & Campelo (2006) mostraram que essas perdas de
etanol podem ser reduzidas durante o envelhecimento, mantendo a temperatura
da adega abaixo de 20°C e a umidade relativa do ar em torno de 85%.
Entretanto, mesmo assim, pode ainda ocorrer uma perda de 1% ao ano. No
Brasil, sdo comuns perdas de alcool em torno de 3 a4% ao ano, seja pela
qualidade dos tonéis utilizados, seja pela idade das madeiras em uso.

O tratamento térmico € o tratamento mais comum sofrido pela madeira
durante o processo de envelhecimento. Esse termotratamento é necessario para
dar forma aos barris, bem como para modificar as estruturas moleculares da
madeira, causando a degradagdo de polimeros, tais como polissacarideos e
polifendis, permitindo o aparecimento de novas substancias aromaticas (&cidos
benzdicos, acidos cinadmicos, fendis, etc), que conferem um sabor diferenciado
as bebidas envelhecidas (Ledo, 2006). No entanto, pesquisas anteriores
realizadas por Campos et al. (2004), por meio das quais foram avaliadas as
relagdes entre o tratamento térmico das madeiras (amburana e balsamo) e as
concentragdes de fenodlicos (4cidos vanilico e siringico, siringaldeido,
coniferaldeido e sinapaldeido) para o envelhecimento da cachaga mostrou que
cada madeira necessita de condi¢des especificas durante o tratamento, a fim de

se obter uma extragcdo mais efetiva dos compostos fenolicos presentes.
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Mosedale & Puech (1998) citam que o uso das radiagdes ionizantes pode
ser uma nova técnica para o tratamento dos tonéis e das madeiras para
maturagdo e envelhecimento de bebidas, aumentando a taxa de extragdo e de
reacdes entre os compostos, permitindo uma extracao mais rapida desses. Urbain
(1986) utilizou doses de radiacdo entre 100 e 150 Gy sobre conhaque, e
observou que, na presen¢a dessas, os conhaques obtinham um aroma e sabor
equivalentes aos obtidos com trés anos de envelhecimento natural. Estudos
realizados no CENA/USP, com irradiagdo de cachaca com doses de 50, 100,
150, 200, 250 e 300 Gy, mostraram que as cachagas irradiadas com as doses de
150 e 200 Gy obtiveram maior aceitagao sensorial pelos provadores (Walder et
al., 2004). Miranda et al. (2006) mostraram que a irradiacdo da cachaga e do
tonel ndo exercia influéncia sobre a composicao dos componentes volateis; no
entanto, esses pesquisadores observaram alteragdes no teor de aldeidos, taninos e
cobre e no parametro cor. A aceleragdo do processo de envelhecimento foi
confirmada por meio da andlise sensorial.

Além das alteragoes de cor, sabor, aroma ¢ teor alcodlico, observa-se também,
durante o processo de envelhecimento, um aumento no teor de extrato seco,
devido a extragdo dos compostos ndo-volateis da madeira. A acidez volatil e a
concentragdo de aldeidos também sdo acrescidas devido a oxidagdo do
acetaldeido e do etanol. Outra reacdo que pode ocorrer ¢ a esterificacdo dos
alcoois e acidos, produzindo ésteres, e levando as bebidas envelhecidas a

apresentarem maiores concentragdes dessas substancias (Miranda et al., 2006).

2.8.1 Madeira

A madeira ¢ um material poroso, extremamente complexo e
heterogéneo. E formada pelas reagdes de fotossintese, tendo como
monomero basico a glicose. A partir dessa, sdo originados todos os

polimeros que a constituem (Mori et al., 2006).

27



A maioria das células que formam a madeira tem a funcdo de
sustentagdo mecanica e/ou de condu¢do, variando de acordo com a espécie da
arvore. As células com a fungdo de sustentacdo ou conducdo de dgua sdo mortas
na maturidade funcional e as células de armazenagem de substincias nutritivas
(parénquima) sdo vivas quando no estado funcional. A por¢do externa da
madeira que possui essas células vivas do parénquima é denominada de alburno.
No entanto, essas células morrem e o alburno transforma-se em cerne (Figura 2),
o qual ¢ formado pela deposicdo de taninos, gorduras, resinas e carboidratos,
conferindo-lhe geralmente uma tonalidade mais escura, menor permeabilidade e
maior resisténcia ao ataque de fungos e insetos em relacdo ao alburno. A relagéo

cerne/alburno em uma arvore varia de espécie para espécie (Klock et al., 2005).

CASCAINTERNA  CAMBIO  ALBURND

FIGURA 2 - Aspectos macroscopicos da madeira em uma secao transversal do
tronco.

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

celular, polimero linear constituido de B-D-glicose), polioses ou hemiceluloses
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que se originam das hexoses (glicose, manose e galactose) e das pentoses (xilose
e arabinose) e lignina (constituida por um sistema aromatico composto de
unidades de fenilpropano que irdo dar origem aos fendis, aos acidos e aldeidos
aromaticos). As substancias de baixo peso molecular, que também s3o chamadas
de materiais acidentais ou estranhos, sdo responsaveis, muitas vezes, por certas
propriedades da madeira, como cheiro, gosto, cor, etc. Elas dividem-se em
compostos de origem organica ou extrativos e compostos de origem inorgénica
(Ca, K e Mg). Os primeiros dar8o origem aos taninos, responsaveis
principalmente pela cor e adstringéncia da bebida, aos flavonoides, terpenos e
acidos graxos saturados e insaturados, principalmente na forma de seus ésteres
com glicerol (6leo) ou como alcoois (ceras) (Klock et al., 2005).

No envelhecimento da bebida, a madeira sofre degradacao pela a¢ao do
alcool e da agua. Ocorre hidrolise da hemicelulose e da lignina, sendo que os
produtos dessa hidrélise passam para o destilado (Sherev & Brink, 1980).
Durante o envelhecimento da bebida, a hemicelulose ¢ ligeiramente degradada
em pentoses e hexoses, resultando no aumento da concentragdo de aglicares no
produto final (Puech & Moutounet, 1988).

A lignina tem estreita relagdo com o desenvolvimento de aroma e sabor
nos destilados envelhecidos, porque libera para a bebida acidos e aldeidos
aromaticos durante o periodo de envelhecimento, sendo pequena fracdo ¢
soluvel e, consequentemente, extraida durante o processo (Singleton, 1995).
Esses compostos podem sofrer reagdes de oxidagdo, formando novos compostos

aromaticos (Figura 3).
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FIGURA 3 — Reagdes de oxidagcdo dos compostos fendlicos.

Segundo Mori et al. (2006), a madeira utilizada para o envelhecimento

da bebida deve apresentar certas propriedades, como:
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- densidade — de maneira geral, a densidade da madeira apresenta variagdo
natural de 0,13 a 0,14 g/cm3 ; essa variagdo ocorre em funcdo da quantidade de
matéria lenhosa por unidade de volume ou da quantidade de espacos vazios e da
presenca de incrustagdes por gomo-resina, cristais, silica, etc, o que € intrinseco
a cada espécie de madeira;

- cor — a variacdo da cor relaciona-se a impregnacdo de diversas substancias
organicas nas paredes celulares, sendo essas geralmente toxicas a fungos, insetos
e agentes marinhos xiléfagos, fazendo com que a madeira apresente maior
durabilidade. No entanto, essas substincias sdo as principais responsaveis pela
coloragdo das bebidas envelhecidas, podendo afetar positivamente ou
negativamente propriedades, como cheiro, gosto, entre outras;

- cheiro — advém de certas substincias volateis presentes principalmente no
cerne das madeiras. Para a confec¢do de barris ou tonéis de envelhecimento, é
desejavel que o cheiro seja imperceptivel;

- gosto — esta propriedade estd intimamente relacionada ao cheiro por ambos
estarem acondicionados as mesmas substincias. Portanto, para a utilizagdo na
confeccdo de barris e tonéis de envelhecimento, é desejavel que o gosto seja
imperceptivel;

- permeabilidade — esta propriedade relaciona-se a densidade da madeira, uma
vez que madeiras de alta densidade apresentam volume menor de espagos
vazios. Portanto a madeira deve possuir baixa permeabilidade ou ser
impermeavel, a fim de evitar o vazamento da bebida estocada;

- resisténcia mecanica — ¢ a propriedade de uma peca de madeira em se opor a
deformagdo ou ruptura excessiva e relaciona-se diretamente a densidade da
madeira. Sdo indicadas para a confeccdo dos barris ou tonéis aquelas que
apresentam resisténcia mecanica média a alta, pois eles necessitam de uma vida

util longa, estando sujeitos a varios esfor¢cos mecanicos;
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- durabilidade natural - é o grau de suscetibilidade da madeira ao ataque de
agentes destruidores, como fungos, insetos, brocas marinhas, etc. ou a acao das
intempéries. Em geral, as madeiras de alta densidade apresentam essa
propriedade e, no caso especifico da bebida envelhecida, fatores, como
utilizagdo de ambientes internos, reagdes que ocorrem entre a madeira e a bebida
durante o armazenamento, criam um ambiente repelente aos agentes destruidores
que aumentam a durabilidade da madeira. Essa propriedade relaciona-se as
demais caracteristicas discutidas anteriormente, pois madeiras com baixa
permeabilidade, alta densidade, alta resisténcia mecanica também apresentam
alta durabilidade natural;

- trabalhabilidade — ¢ definida como grau de facilidade ou dificuldade em se
processar a madeira com ferramentas manuais ou mecanicas. As madeiras para
envelhecimento devem ter boa trabalhabilidade.

Embora o Brasil possua atualmente varias espécies de madeira utilizadas
para o envelhecimento, como amendoim (Plerogyne nitens), cerejeira
(Amburana cearensis), cedro (Cedrela fissilis), jatoba (Hymenaeae carbouril),
ipé (Tabebuia sp), freijo (Cordia goeldiana), garapa (Apuleia leiocarpa),
balsamo (Myroxylon peruiferum), vinhatico amarelo (Plathynemia foliosa) e
jequitiba (Carinian legalis), os barris de carvalho-europeu (Quercus sp) ainda
predominam, pois contemplam o maior nimero das propriedades citadas acima.
No entanto, essa madeira ¢ de dificil aquisi¢do, uma vez que grande parte dos
produtores reaproveitam barris que anteriormente foram utilizados para o
envelhecimento de uisque, conhaque, vinhos etc. Outro entrave ao uso dos barris
de carvalho € que ndo se encontram no mercado barris de distintas capacidades
(Mori et al., 2003).

Estima-se que o Brasil possua cerca de 30 mil produtores de cachaca,
sendo a maioria deles pequenos produtores. Isso implica uma variedade de

madeiras que podem estar sendo utilizadas para o envelhecimento de aguardente
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de cana. Por isso, ha necessidade de estudos sistematicos na caracterizagdo de
compostos extraidos de diferentes madeiras durante o processo de
envelhecimento da bebida (Aquino et al., 2006a).

Uma das espécies que tem sido muito estudada quanto ao
envelhecimento de aguardente de cana ¢ a Amburana cearensis A.C. Smith
pertencente a familia Leguminoseae Papilonoideae (Fabaceae) e popularmente
conhecida como imburana-de-cheiro, cerejeira e cumaru (Maia, 2004). Embora
considerada nativa do sertdo nordestino, a ocorréncia de A. cearensis pode ser
observada em praticamente toda a América do Sul (do Peru a Argentina),
apresentando-se como uma arvore frondosa, podendo atingir até 15 m de altura,
com flores brancas, vagem achatada e casca do caule vermelho-pardacenta cujo
odor agradavel ¢ conferido pelas cumarinas presentes. Suas sementes sdo pretas,
aladas e exalam forte cheiro de cumarina (semelhante a baunilha). No Nordeste
o periodo de floragdo ocorre no inicio da estagdo seca, entre maio ¢ julho, ¢ a
frutificacdo se da de agosto a outubro (Canuto & Silveira, 2006).

A castanheira ou castanheira-do-brasil (Bertholletia excelsa) é uma
Lecythidaceae de ocorréncia nos estados brasileiros do Acre, Amazonas, Para,
Roraima e Rondonia, assim como em boa parte do Maranhdo, Tocantins e Mato
Grosso. E bastante conhecida por sua améndoa e sua madeira de lei. Sua
madeira ¢ de 6tima qualidade para a construgdo civil e naval, bem como para
esteios e obras externas. (Locatelli et al., 2003; Soares et al., 2004).

O jatoba (Hymenaea courbaril L.; Fabaceae - Caesalpinioideae) é uma
arvore originalmente encontrada na Amazoénia e Mata Atlantica brasileiras,
ocorrendo naturalmente desde o Piaui até o norte do Parand. Com altura entre 15
e 20 m e tronco que chega a 1 m de didmetro, ¢ uma planta considerada
medicinal, em que varias partes sdo usadas. A madeira ¢ empregada na
construgdo civil, na confec¢do de artigos para esportes, cabos de ferramentas,

pecas torneadas, esquadrias e méveis (Lorenzi, 2002; Lorenzi & Matos, 2002).
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O jequitiba-rosa (Cariniana legalis) ¢ uma arvore brasileira da familia
Lecythidaceae, originalmente encontrada no centro-sul do pais, na Mata
Atlantica. E considerada a maior arvore nativa do Brasil, podendo atingir até 50
metros de altura e um tronco com didmetro de até seis metros. Possui uma
madeira leve e macia ao corte; cerne geralmente réseo-acastanhado ou bege-
rosado e alburno pouco diferenciado, bege-claro; possui textura média,
uniforme; superficie irregularmente lustrosa e ligeiramente aspera ao tato; cheiro
e gosto imperceptiveis. Sua madeira pode ser empregada para contraplacados,
folhas fraqueadas, moveis e armacdo, acabamentos internos, saltos para
calcados, brinquedos e lapis, cabos de vassoura etc (Lorenzi, 2002).

A espécie Myroxylon balsamum (L.) é uma arvore pertencente a familia
das Fabaceas e de ampla dispersdo. Popularmente é conhecida como balsamo,
sua ocorréncia vai do México a Amazonia ¢ ao norte da Argentina, sendo
cultivada ou explorada por sua madeira dura e resistente e para a produgdo do
balsamo-de-tolu, uma resina, semifluida muito utilizada em perfumaria,
confeitaria e na fabricacdo de gomas de mascar, bem como ingrediente para
produto expectorante, em veterinaria e farmacia. No Brasil, aparece nos estados
do Espirito Santo, Vale do Rio Doce ¢ Zona da Mata (Minas Gerais), sul do
estado do Mato Grosso e Goias, Mato Grosso do Sul, Rond6nia, Maranhdo,
norte e oeste do estado do Parand. Sua madeira é pesada e de cerne castanho,
uniforme e de textura média. Possui cheiro caracteristico balsamico e agradavel
e seu gosto ¢ levemente adstringente (Mainieri & Chimelo, 1989; Lorenzi,
1992).

O louro-canela (Ocotea spp.), pertencente a familia Lauraceae, origina-
se frequentemente nas matas periodicamente inundaveis do Estado do
Amazonas. Possui cerne marron-amarelado, pouco diferenciado do alburno
estreito, textura média, brilho moderado, cheiro caracteristico quando recém-

cortada, imperceptivel quando seca, e gosto indistinto. Sua madeira ¢ utilizada
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na carpintaria, na construgdo civil em geral, pecas torneadas, marcenaria,
compensados, fabricacdo de moveis e na producdo de laminados decorativos
(Souza et al., 2002).

Dias et al. (2002), buscando caracterizar bebidas armazenadas em barris
de madeira brasileira (amburana, balsamo, jequitiba, jatoba e ipé€), comparado ao
carvalho, observou que, dentre as madeiras estudadas, a amburana foi a que mais
se aproximou dos valores obtidos em barris de carvalho. Observaram que a
bebida adquiriu uma coloragdo avermelhada, diferindo da coloragdo amarelo-
dourado obtido com o carvalho. Os compostos fenolicos predominantes em cada
madeira foram siringaldeido e acido elagico no jatoba; acidos vanilico e
siringico e coniferaldeido no ip€; 4acido vanilico e galico no jequitiba;
siringaldeido, vanilina e acido elagico no balsamo; sinapaldeido e acido vanilico
na amburana e acidos galico e elagico no carvalho.

Mori et al. (2003) avaliaram a potencialidade de 25 espécies de eucalipto
e de 10 espécies nativas para o armazenamento de aguardente de cana. As
analises quimicas das madeiras de eucalipto ¢ nativas mostraram composicao
semelhante em relacdo ao carvalho em termos de polissacarideos e lignina,
diferindo quanto ao teor de extrativos em relacdo ao carvalho. Quanto as
analises fisico-quimicas das aguardentes armazenadas nos barris de eucalipto e
de madeiras nativas, estas se encontraram dentro dos padrdes de qualidade
exigidos pelo MAPA. Quanto a coloragdo e tonalidade, as espécies de eucalipto
que mais se aproximaram do carvalho foram E. punctata, E. melanophloia, E.
nesophylla, E. robusta, E. dunii, E. paeotricha, E. saligma ¢ E. urophylla.
Dentre as madeiras destacaram-se a sassafras, cerejeira, peroba do campo e
jequitiba rosa.

Neste mesmo ano (2003), Faria e colaboradores avaliaram a utilizagéo
de oito madeiras brasileiras diferentes (amarelo, amendoin, balsamo, jatoba,

louro, pau d’arco, pau d’6leo e pereiro) e carvalho a fim de determinar
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diferencas no teor de fendlicos totais e a aceitacdo sensorial da bebida. Pelos
resultados verificou-se que as aguardentes de cana envelhecidas em barris de
amendoin e pereiro, seguidos do jatoba, foram as que apresentaram
caracteristicas mais proximas das bebidas envelhecidas em carvalho e que as
maiores mudangas nas propriedades sensoriais ocorreram nos primeiros 21
meses de envelhecimento.

Aguiar (2004), analisando aguardentes de cana envelhecidas em tonéis
de carvalho durante oito anos, mostrou que além do cheiro caracteristico da
madeira, ocorreu uma intensificagdo na cor com o aumento dos anos de
envelhecimento. Por meio das analises fisico-quimicas, observou-se um aumento

na concentragdo do acetaldeido que foi atribuido a oxidacdo do etanol.

2.8.2 Compostos presentes em aguardentes de cana envelhecidas

Os compostos responsaveis pelo gosto, aroma, sabor e flavor da
aguardente de cana envelhecida sdo acidos, aldeidos, taninos, dleos volateis e
outros compostos classificados como compostos fenolicos de baixo peso
molecular. Esses pertencem a uma classe de compostos que possuem pelo menos
um anel aromatico, no qual, pelo menos, um hidrogénio ¢ substituido por um
grupamento hidroxila. Dividem-se em fenbis simples, acidos fenolicos,
cumarinas, flavondides, taninos e ligninas (Soares, 2002). Os principais
compostos incorporados a aguardente de cana e que estdo relatados na literatura

estdo descritos na Figura 4.
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FIGURA 4 — Principais compostos fenodlicos incorporados a aguardente de cana.

Os acidos benzobicos possuem sete atomos de carbono (Ar-COOH) e sdo
os acidos fendlicos mais simples encontrados na natureza; caracterizam-se por
apresentarem um anel benzénico, um grupamento carboxilico e um ou mais
grupamentos hidroxila e/ou metoxila na molécula (Figura 5). S3o pesquisados
por conferir propriedades antioxidantes tanto para os alimentos como para o
organismo, sendo, por isso, indicados para o tratamento e preven¢do do cancer,
doencas cardiovasculares e outras doengas. Como exemplo citam-se os acidos

siringico, vanilico e o galico (Soares, 2002).
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FIGURA 5 — Estrutura quimica dos acidos benzoicos.

Os acidos cinamicos (Figura 6), também pertencentes a classe dos
acidos fenolicos, sdo os precursores da maioria dos compostos classificados
como fenilpropandides (ArC;), compostos aromaticos com uma cadeia lateral de
trés atomos de carbono ligada ao anel aromatico. Dentre os 4cidos pertencentes a
essa classe, destacam-se os acidos cinamico, o-cumarico, m-cumadrico, p-
cumdrico, caféico, ferulico e sindpico, como os dcidos mais encontrados no reino
vegetal. Sua cadeia lateral pode sofrer reducdo, formando compostos como o
eugenol ou perder atomos de carbono, originando derivados ArC, e ArC; ou

sofrer cicliza¢do, dando origem a classe das cumarinas. (Simdes et al., 2004).

R, ~_COOH

R, =R, =R; =R, =H (Acido cinamico); R; = OH (Acido o-cumarico); R, = OH
(Acido m-cumérico); R; = OH (Acido p-cumérico); R, = R; = OH (Acido
caféico); R, = OCH3; R; = OH (Acido feralico); R, = R4 = OCH3; R; = OH
(Acido sinapico).

FIGURA 6 — Estrutura quimica dos principais acidos cinamicos.
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Alguns compostos fenodlicos ndo se apresentam na forma livre nos
tecidos vegetais. Sdo encontrados sob a forma de polimeros, na qual encontram-
se os taninos e as ligninas. Os taninos sdo compostos fendlicos soluveis em
agua, de alto peso molecular, que conferem ao alimento a sensagdo de
adstringéncia, sendo responsavel pelo progressivo escurecimento da cor do
destilado com o envelhecimento (Singleton, 1995). Sao classificados em dois
grupos, baseados em seu tipo estrutural: taninos hidrolisaveis (Figura 7) e
taninos condensados (Figura 8). Os primeiros sdo caracterizados por um poliol
central, geralmente B-D-glucose, cujas funcdes hidroxiladas sdo esterificadas
com o acido galico. Os elagiotaninos possuem um ou dois residuos de
hexaidroxidifenoila de configuragdo (R) ou (S), os quais sdo obtidos pelo
acoplamento oxidativo C-C entre dois residuos de acido galico espacialmente
adjacentes. Apods a hidrolise das ligagdes éster, ocorre a liberacdo do acido
difénico, que se rearranja espontaneamente, formando o acido elagico (Queiroz
et al., 2002).

Os taninos condensados perfazem, aproximadamente, a metade da
matéria seca da casca de muitas arvores. Eles constituem a segunda fonte de
polifendis, perdendo apenas para a lignina. Sua estrutura ¢ formada pela ligacao
de uma série de monomeros de unidades flavan-3-ol, ou por derivados desta

(Queiroz et al., 2002).
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FIGURA 7 — Formagao de taninos hidrolisaveis.

FIGURA 8 — Monoémero basico para a formagdo dos taninos condensados
(flavan-3-ol).

As ligninas sdo macromoléculas, constituidas de unidades basicas de
fenilpropano (Figura 9). E um polimero complexo de grande rigidez e resisténcia
mecanica, sendo que sua hidrolise alcalina libera uma grande variedade de

derivados do acido benzoico e do acido cindmico, apresentando estreita relagdo
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com o desenvolvimento de aroma e sabor nos destilados envelhecidos (Miranda
et al., 2006).

Segundo Masson et al. (1995), a lignina representa de 25 a 30% do peso
seco da madeira. Possui a propriedade de se prender as fibras de celulose, bem
como de ocupar os espagos intercelulares, tornando, assim, a parede rigida e
impermeavel. Sendo assim, ela constitui um polimero natural que apresenta
grandes dificuldades para o estudo e conhecimento de sua estrutura quimica. A
caracteristica de heterogeneidade de suas moléculas ¢ um importante fator que
origina a grande variabilidade de composicdo de sua estrutura, entre as

diferentes espécies do reino vegetal.

41



Ligtha

[cHO]

FIGURA 9 — Estrutura quimica da lignina.

Diante da complexidade da estrutura da lignina, ela pode ser constituida

de diferentes precursores primarios, como o alcool trans-coniferilico, o alcool
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trans-sinapilico e o 4alcool trans-p-cumarico (Klock et al., 2005). Esses

precursores estdo representados na Figura 10.

- COOH MeO . COOH
HO HO
OMe OMe
alcool trans-coniferilico alcool trans-sinapilico
(grupo guaiacil) (grupo siringil)
X _COOH
HO

alcool trans-p-cumarico
(grupo p-hidréxifenil)

FIGURA 10 — Precursores primarios da lignina.

Outra classe de compostos presentes nas bebidas destiladas sdo as
cumarinas. Segundo Aquino et al. (2006b), sua presenca indica longos periodos
de estocagem nos barris de envelhecimento.

Esses compostos pertencem a uma classe de metabolitos secundarios
derivados ndo somente de plantas, mas também de fungos e bactérias. Sao
originadas biossintéticamente pela lactonizagdo ou ciclizacdo da cadeia lateral
do 4cido 0-cumadrico (2-hidro-Z-cumarico) derivado da via do acido chiquimico
(Figura 11). Praticamente todas as cumarinas, com excec¢ao da cumarina (1,2-
benzopirona) propriamente dita, possui um substituinte hidroxilado na posi¢ao 7.
A hidroxi-cumarina (umbeliferona) é a precursora das cumarinas 6,7-di-
hidroxiladas e 6,7,8-tri-hidroxiladas. Nessas, as hidroxilas podem ser metiladas
ou glicosiladas. Também é comum a prenilagdo, isto ¢é, a adi¢do de grupos
isoprénicos com 5, 10 e 15 atomos de carbono em varias posi¢des do esqueleto

cumarinico (Simdes et al., 2004).

43



COOH Xx—COOH Xx—COOH
NH, Penl]alanlna Hldroxllac ao

o : amonialise (PAL . orto
Fenilalanina idlise ( ) Acido trans cinamico Acido Z-Lumaru,u
Cinamato Fotoisomerizagdo
4-hidroxilase da lig,d(;.?\o dupla

X~ COOH
COOH
(¢]

H .
Acido p-cumarico
Lactonizacgdo
orto- espontinea H
hidroxilagio (CZ)l P 20
>
X COOH ¢
/C:
HO OH o
Fotoisomerizagdo Cumarina (1,2-benzopirona)
da ligagdo dupla
E-Z

\1
C OOH
Lactonizagédo
espontanea
Prenilagdo Cumd.rlnd (umbeliferona) Prenilagdo
Co6 c8
DMAPP DMAPP

AN
AN
HO (6] o
HO.
HO o Yo ~
epoxidagao HO O (0]

esculetina
j\
A

HO O (6]
H,CO N N
N HO 0 o HO °
Furanocumarinas Piranocumarinas escopoletina
lincares lincares o

epoxidagao

H;CO N
Furanocumarinas Piranocumarinas
angulares angulares
GkO 0 o e el
escopolina

FIGURA 11 — Biossintese das cumarinas (Simdes et al., 2004).
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O primeiro representante das cumarinas foi isolado por Vogel, em 1820,
estudando a espécie Coumarona odorata. Esses metabolitos estdo presentes em
diferentes partes das plantas, tanto nas raizes como nas flores e frutos e podem
estar distribuidos em diferentes familias de Angiosperma, como Apiaceae,
Rutaceae, Asteraceae, nas quais s@o encontradas com ampla ocorréncia.
Também estdo presentes em Fabaceae, Oleaceae, Moraceae ¢ Thymelaceae,
entre outras, em que suas ocorréncias sdo menores. Dentre os taxons que
biossintetizam cumarinas, estdo espécies de habitos bastante diversificados,
como arvores, arbustos e ervas (Ribeiro & Kaplan, 2002). Segundo esses
pesquisadores, as cumarinas dividem-se nas seguintes classes: cumarinas
simples, furanocumarinas lineares, furanocumarinas angulares, piranocumarinas
lineares, piranocumarinas angulares, lignocumarinas, biscumarina e
triscumarinas. Para ele, na familia Fabaceac (Amburana cearensis) sio
encontradas as cumarinas simples, furanocumarinas e as piranocumarinas
lineares e angulares.

A 1,2-benzopirona (cumarina) foi largamente utilizada como
aromatizante na industria de alimentos, porém varios estudos apontam sobre seu
grau de toxicidade para humanos. Com base em dados sobre toxicidade hepatica
verificada em ratos, a agéncia americana Food and Drug Administration (FDA)
a classificou como substancia toxica, passando a considerar sua adi¢gdo em
alimentos como adulteracdo (Federal Register, v. 19, p. 1239, 03/1954).
Posteriormente seu uso foi banido na Europa (Simdes et al., 2004). No Brasil, de
acordo com o decreto n° 55.871, de 26 de margo de 1965, proibiu-se a adigdo de
cumarinas como flavorizantes em alimentos (Brasil, 1965). No entanto, alguns
autores relatam a utilizacdo dessa substancia, em alimentos, tabaco e cosméticos
como flavorizantes e realgador de fragancias (Jager et al., 2007).

Na Europa, a concentracdo maxima de cumarinas permitida em

alimentos e bebidas ndo alcodlicas ¢ de 2 mg/Kg. Entretanto, em bebidas
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alcodlicas e em certos caramelos confeccionados, o limite permitido ¢ de 10
mg/Kg e, em goma de mascar, ¢ de 50 mg/Kg (Lake, 1999).

Atualmente as cumarinas mais estudadas sdo a umbeliferona,
escopoletina e a 4-metilumbeliferona (Aquino et al., 2006b). Embora haja varias
técnicas analiticas disponiveis para a detec¢do de cumarinas, ha dificuldades em
sua determinacdo devido as baixas concentragdes encontradas em bebidas
alcoolicas e devido a limitada eficiéncia e resolugdo existentes nas técnicas
analiticas. Segundo a Associacdo Oficial de Quimica Analitica, o método
analitico oficial para determinar cumarinas em vinhos ¢ a cromatografia em fase
gasosa. Nas ultimas décadas, varios autores t€m utilizado a cromatografia
liquida de alta eficiéncia para a quantificacdo desses compostos (Salagoity et al.,
1987; Puech & Moutounet, 1988; Izquierdo et al., 1996; Aquino et al., 2006b).

Outra técnica recentemente estudada é a determinagdo de cumarinas em
bebidas alcodlicas por espectroscopia de fluorescéncia. Otsuka & Zenibayashi
(1974) determinaram a concentracdo de escopoletina em bebidas alcoolicas por
meio da espectroscopia de fluorescéncia. Posteriormente, Izquierdo et al. (2000)
compararam os métodos de cromatografia liquida de alta eficiéncia e a
espectrofluorimetria na deteccdo de trés diferentes cumarinas (umbeliferona,
escopoletina e 4-metilumbeliferona) em bebidas destiladas. Observou que ambas
as técnicas se aplicam ao propoésito, porém a espectrofluorimetria € mais sensivel
para a determinacdo das cumarinas.

Em trabalhos recentes de Jager et al., 2007; Raters & Matssek, 2008;
Jager et al., 2008, verifica-se a utilizagdo de técnicas analiticas hifenadas
(cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas e
cromatografia liquida com deteccdo espectrométrica de massas) para a
quantificacdo de cumarinas em alimentos, bem como, a utilizagdo de tratamentos

prévios como extracdo ¢ microextracdo em fase solida. Uma das vantagens de
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utilizagdo dessas técnicas ¢ a alta sensibilidade obtida, permitindo detectar niveis
bem inferiores aos obtidos com a cromatografia liquida com detector de UV.

A extragdo em fase so6lida (SPE) ¢ uma técnica de separagdo liquido-
solido baseada nos mecanismos de separacdo da cromatografia liquida de baixa
pressdo, que podem ser feitas por particdo (fase normal ou fase reversa),
adsorc¢do, troca idnica ou exclusdo por tamanho. Esta técnica emprega uma
pequena coluna aberta, usualmente denominada de cartucho de extracdo,
contendo a fase solida ou fase estacionaria, onde ¢ adicionada a amostra € em
seguida o solvente de eluicdo (Langas, 2004). Os mecanismos de retengdo e
eluicdo ocorrem por meio de forgas intermoleculares entre o analito e a
superficie da fase sélida, envolvendo interagdes do tipo van der Waals,
eletrostatica, dipolo-dipolo, dipolo-dipolo induzido, ion-dipolo, ion-ion e ligagdo
de hidrogénio. Essa técnica pode ser empregada para a concentragdo do analito
(enriquecimento), isolamento da amostra (clean-up), isolamento da matriz ou
estocagem de amostra.

Quanto aos demais compostos fendlicos, em diversos trabalhos, como o
de Aquino et al. (2006b), relata-se sobre a presenca deles em bebidas
envelhecidas. Neste, o autor propoés uma metodologia para a determinacdo e
quantificacdo simultdnea de compostos presentes em aguardentes de cana
envelhecidas. Empregou-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia para a
analise de bebidas produzidas por pequenos produtores no Estado do Ceara,
envelhecidas em diversas espécies de madeira comparadas a bebidas tipo
exportagdo. Os compostos quantificados foram o 4acido galico, 5-
hidroximetilfurfural, furfural, acido vanilico, &cido siringico, vanilina,
siringaldeido, coniferaldeido, sinapaldeido e 1,2-benzopirona (cumarina). De
acordo com os resultados obtidos, com exce¢do do 5-hidroximetilfurfural, o teor
médio dos compostos analisados nas aguardentes envelhecidas dos pequenos

produtores esta de acordo com o teor médio encontrado para os produtos tipo
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exportacdo. De acordo com este, alguns compostos fenolicos podem ser usados
como marcadores ou indicadores do envelhecimento, desde que a quantidade
durante o processo possa ser usada para estimar o tempo necessario para
envelhecer a bebida destilada. No entanto, estudos anteriores de Izquierdo et al.
(2000) mostram controvérsias quanto a presenga de compostos fendlicos de
baixo peso molecular ou de cumarinas indicarem o envelhecimento de vinhos e
aguardentes em carvalho, pois o uso de caramelo e extratos de carvalho, que
também contém estas substancias, pode mascarar os resultados. Outros
compostos considerados como marcadores do envelhecimento, como o furfural,
S-hidroximetilfurfural e 5-metilfurfural, foram também descartados por estarem
presentes em caramelo e pelo fato de suas concentragdes poderem ser afetados
no processo de destilagdo (Onishi et al., 1977 e Quesada et al., 1996).

Souza et al. (2007) utilizaram a técnica de espectrometria de massas por
ionizagdo eletrospray no modo de ion negativo e por infusdo direta, para
avaliarem a presenca dos principais compostos oriundos do processo de
envelhecimento em aguardentes de cana armazenadas por 5 anos em tonéis de
amburana, jequitiba, balsamo e carvalho. As estruturas quimicas dos principais
componentes da cachaga foram propostas com base na comparagdo dos anions
gerados no espectro de massas com os anions auténticos encontrados na
literatura, e ainda pelo padrio de fragmentacdo dos &nions desconhecidos
(Figura 12). Concluiram que por meio dessa técnica pdde-se distinguir cachagas
envelhecidas em diferentes madeiras e monitorar mudangas na composi¢do

quimica com o tempo de envelhecimento.
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FIGURA 12 — Estruturas quimicas propostas para os principais compostos
detectados em cachaca envelhecida em tonéis de diferentes
madeiras.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao das amostras

Foram coletadas na regido Sul do Estado de Minas Gerais, doze
amostras de aguardente de cana envelhecida, provenientes de diferentes barris de
madeira com capacidades distintas. A Tabela 2 apresenta a origem, tipo de

madeira, capacidade do barril e tempo de armazenamento de cada amostra.

TABELA 2 - Local de coleta e condigdes de armazenamento das amostras
(madeiras, capacidade do barril e tempo de armazenamento).

Amostra Local Tipo de Capacidade Tempo de
(codificacio) madeira do tonel/ armazenamento
barril (L) (meses)

L1 Lavras Jequitiba 10.000 48
L2 Passa Quatro  Castanheira 700 36
L3 Passa Quatro Carvalho 200 36
L4 Passa Quatro Jequitiba 20.000 36
L5 Barbacena Jequitiba 10.000 60
L6 Lavras Amburana 10.000 48
L7 Piranguinho Bélsamo 5.000 48
L8 Piranguinho  Louro canela 50.000 24
L9 Piranguinho Carvalho 50.000 48
L10 Itajuba Bélsamo 3.000 36
L11 Itajuba Jatoba 4.000 6

L12 Itajuba Carvalho 1.000 24
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3.2 Analises fisico-quimicas

Foram realizadas no Laboratorio de Analises Fisico-Quimicas no
Departamento de Quimica da UFLA, segundo os pardmetros estabelecidos pela
Instru¢do Normativa n°® 13, de 29/06/2005 do Ministério Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (Mapa). Inicialmente as amostras foram redestiladas em
triplicata e acondicionadas em frascos de vidro hermeticamente fechados e
mantidos sob refrigeracdo (-15°C). As metodologias empregadas para as analises

estdo descritas a seguir.

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

presenca de corpos estranhos e vazamentos (Brasil, 1997).

3.2.2 Teor alcodlico

Foi determinado por densiometria, sendo o resultado expresso em % em
volume. As amostras foram redestiladas ¢ o teor alcoolico obtido a partir de
medidas a 20 °C, com o auxilio de um densimetro digital DensiMat Gibertini
(Brasil, 1997).

3.2.3 Extrato seco

A andlise foi efetuada por meio de métodos gravimétricos. Inicialmente,
uma capsula de aluminio foi previamente pesada em balanca analitica. Em
seguida, uma aliquota de 25 mL da amostra sem redestilar foi transferida para a
capsula e evaporada em banho-maria a 95°C, por 3 horas. Apds esse periodo,
levou-se a estufa a 100°C por 30 minutos e, posteriormente, o material foi

resfriado em dessecador. O residuo so6lido remanescente foi pesado em balanga
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analitica (Marte/ AM - 220) e os resultados obtidos foram expressos em gramas

de extrato seco por litro da amostra (Brasil, 1997).

3.2.4 Acidez volatil

Foi determinada por titulagdo volumétrica de neutralizagdo. Os acidos
volateis foram extraidos da bebida por arraste de vapor, utilizando o Destilador
Eletronico Enochimico Gibertini. Posteriormente, titulou-se com hidroxido de
sodio 0,1 mol/L em presenca de fenolftaleina 1%. Os resultados obtidos foram
expressos em gramas de acido acético por 100 mL de amostra ou por 100 mL de

alcool anidro (Brasil, 1997).

3.2.5 Alcoois superiores

A quantidade total de alcoois superiores foi determinada por meio de
reacdo colorimétrica e a quantificagdo foi realizada em espectrofotometro
Shimadzu UV-160-1PC a 540 nm. As concentragdes foram determinadas por
meio da construgdo de curvas analiticas de solucdo de alcoois superiores
diluidos em agua/etanol 1:1. A quantidade total desses compostos foi expresso
em miligrama por 100 mL de alcool anidro (Brasil, 1997). As reacdes ocorridas

nesse processo estdo descritas no Anexo A, Figura 1A.

3.2.6 Aldeidos

Foram analisados pelo método titulométrico direto com iodo 0,05 mol/
L, titulando o SO, formado por meio das reagdes envolvidas na andlise. A
quantidade de aldeidos presente nas amostras foi expressa em gramas de aldeido
acético por 100 mL da amostra ou por 100 mL de alcool anidro (Brasil, 1997).

As reagdes referentes a esse processo estdo descritas no Anexo A, Figura 2A.
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3.2.7 Furfural

A quantificacdo foi realizada por meio das leituras espectrofotométricas
na regido visivel do espectro (Shimadzu UV-160-1PC) a 520 nm, por
comparagdo das absorbancias observadas nas amostras da bebida com valores de
absorbancias de uma curva analitica, previamente construida com solugdes
padrio de etanol/furfural. Para a andlise de furfural, o grau alcodlico do
destilado foi corrigido para 50°GL. Os resultados obtidos foram expressos em
miligrama de furfural por 100 mL de alcool anidro (Brasil, 1997). A reagdo

colorimétrica envolvida neste processo estd descrita no Anexo A, Figura 3A.

3.2.8 Esteres

Os ésteres foram determinados pela titulagdo dos acidos carboxilicos
obtidos por transesterificacdo dos ésteres presentes nas bebidas. Suas
quantidades foram expressas em gramas de acetato de etila por 100 mL de
amostra (Brasil, 1997). As reagles desse processo estdo descritas no Anexo A,

Figura 4A.

3.2.8 Metanol

O metanol foi quantificado por rea¢des colorimétricas e determinagdo no
espectrofotometro (Shimadzu UV-160-1PC) a 575 nm. As quantidades deste
composto foram determinadas por meio da constru¢do de curvas analiticas de
solucdo de etanol/metanol. Os resultados obtidos foram expressos em mL de
metanol por 100 mL de alcool anidro (Brasil, 1997). As reacdes decorrentes

desse processo estdo descritas no Anexo A, Figura 5A.

3.2.10 Cobre
A quantificagdo do cobre presente nas aguardentes de cana foi realizada

por meio de medidas espectrofotométricas na regido visivel do espectro
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(Shimadzu UV-160-1PC) a 546 nm, comparado a valores de absorbancia
referentes a uma curva analitica previamente construida, utilizando-se sulfato de
cobre como padrdo primario. As reagdes coloriméticas foram realizadas nas
amostras de cachagas sem redestilar (Brasil, 1997). Os resultados obtidos foram
expressos em mg/L e as reacdes envolvidas nessa analise estdo descritas no

Anexo A, Figura 6A.

3.3 Contaminantes
3.3.1 Carbamato de etila

As andlises de carbamato de etila foram realizadas no Departamento de
Engenharia de Alimentos na Universidade Federal de Vigosa. O método
empregado para a quantificagdo foi o CG/EM no modo de monitoramento de
ions seletivos (SIM). Utilizou-se um cromatografo gasoso (GC-17A) acoplado a
um espectrometro de massas (GCMS-QP5050A), ambos da marca Shimadzu. O
monitoramento de ions seletivos foi empregado e os ions selecionados foram 62,
74 ¢ 89 m/z. A coluna utilizada para a separagdo do carbamato de etila foi DB
Wax 60 m x 0,25 mm x 0,50 pm.

Para as analises, utilizou-se o modo split (10:1), com a temperatura do
injetor e do detector a 220°C. O hélio foi utilizado como o gas de arraste em um
fluxo de 1,5 mL/min e o volume de injecdo da amostra foi de 2 uL. A
temperatura da coluna foi programada como segue: temperatura inicial de 90°C
por 2 min seguida de uma rampa de aquecimento de 10°C/min até 150°C e a
partir deste valor, uma rampa de aquecimento de 40°C/min até 220°C.

Para a quantificagdo empregou-se a técnica de padronizacdo externa,
preparando uma solugdo estoque de carbamato de etila (Acros Organics) (10,0
mg/L) em etanol 40%. As curvas analiticas foram obtidas por regressdo linear

plotando a 4rea dos picos versus concentragdo e os limites de detecgcdo (LD) e
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quantifica¢do (LQ) do método foram estimados utilizando-se dos parametros da
curva analitica.

As amostras ¢ as solugdes da curva analitica foram analisadas em
triplicata, sendo as primeiras previamente filtradas em membrana GV

(Durapore) PVDF (0,22 um x 12 mm).

3.3.2 Acroleina

Para a quantificacdo da acroleina baseou-se na metodologia proposta por
Nascimento et al. (1997), a qual consiste na derivagdo da amostra para posterior
analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os reagentes empregados
para andlise foram padrdo de acroleina, metanol e acetonitrila grau HPLC, agua
ultra-pura, acido sulfurico, etanol absoluto e 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-
DNPH), sendo que essa ultima foi previamente purificada por trés sucessivas

recristalizagdes com metanol.

3.3.2.1 Preparacio da 2,4-dinitrofenilhidrazona de acroleina

A reagdo para obtencdo do derivado 2,4-dinitrofenilhidrazona de
acroleina estd representada na Figura 13. Em um béquer, colocaram-se para
reagir 0,4g de 2,4-DNPH e sobre esta adicionaram-se 2 mL de H,SO,, em
seguida 3 mL de 4agua destilada gota a gota, até a solubilizacdo completa. Apos,
adicionaram-se imediatamente 10 mL de etanol 95%.

Em um outro recipiente, dissolveu-se 0,1g de acroleina em 20 mL de
etanol. Em seguida, adicionou-se a solugdo preparada anteriormente, deixando a
mistura em repouso aproximadamente por 15 min, até a formagdo de um
precipitado. Filtrou-se e recristalizou-se duas vezes com etanol absoluto. A
pureza foi confirmada por determinagdo da temperatura de fusdo e analise

elementar (C, H e N) (Anexo B) e por HPLC.
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FIGURA 13 — Reagdo de formac¢do da 2,4-dinitrofenilhidrazona de acroleina.

Para a andlise quantitativa, a  solucdo-padrdo da 24-
dinitrofenilhidrazona de acroleina foi obtida por sucessivas dilui¢des da solugdo-
estoque (1000 mg/L em acetonitrila) em solucdo de alcool 50%. A faixa de

concentragdo para a construg¢do da curva analitica foi de 0-20 mg/L.

3.3.2.2 Derivacao da amostra

Uma solugdo 0,4% da 2,4-DNPH foi preparada dissolvendo 0,4 g em
100 mL de acetonitrila. Em um baldo volumétrico, adicionaram-se 1 mL da
solugdo de 2,4-DNPH, 4 mL da amostra (sem concentragdo prévia) e 50 puL de
HCIO,4, consecutivamente. A solug¢do resultante foi estocada a temperatura
ambiente por aproximadamente 45 min, seguida pela filtragem em membranas

de polietileno 0,45 pm (Milipore) e injegdo de 20 pL. no HPLC.

3.3.2.3 Aparatos HPLC

Utilizou-se o equipamento UFLC Shimadzu, equipado com duas
bombas de alta pressdo modelo LC-20AD, um detector com arranjo de diodos
(DAD) modelo SPD-M20A, injetor automatico com auto-amostrador modelo

SIL-M20A, forno modelo CTO-20AC. As separagdes foram realizadas
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empregando-se uma coluna empacotada Shim-pack VP-ODS (250 mm x 4,6
mm), com particulas esféricas de 5 um conectada a uma pré-coluna Shim-pack

VP-ODS (5,0 cm x 4,0 mm, 5 pm - Shimadzu).

3.3.2.4 Andlise quantitativa

A conversdo quantitativa do aldeido nas bebidas destiladas em 2,4-
dinitrofenilhidrazona & garantida pelo excesso de 2,4-DNPH empregado. A
quantificagdo foi realizada utilizando-se o método de padronizagdo externa, com
detec¢@o a 365 nm. A curva analitica foi obtida por regressao linear, plotando a
area do pico versus concentragdo. Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo
(LQ) do método foram estimados utilizando-se dos parametros da curva
analitica. Na Tabela 3, estdo apresentadas as condi¢cdes cromatograficas

utilizadas para analise.

TABELA 3 — Condigdes do Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC)
para andlise de acroleina.

Tempo (min) Solvente A (% Solvente B (% Comprimento de
v/v) v/v) onda (nm)
0,01 30 70 365
3,00 30 70 365
5,00 15 85 365
7,00 10 90 365
9,00 30 70 365
12,00 30 70 365

Solvente A: agua: acido acético, 98:2% (v/v)
Solvente B: metanol (v/v)
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3.3 Compostos fenolicos
3.3.1 Reagentes e padroes

Os padrdes empregados para analise foram 4cido galico, catequina,
acido vanilico, fenol, acido siringico, vanilina, siringaldeido, umbeliferona,
acido p-cumarico, dacido sinapico, acido m-cumarico, cumarina, 4-
metilumbeliferona, acido o-cumarico, acido eldgico e eugenol, todos adquiridos
da Sigma—Aldrich ou da Acros Organics. Todos os compostos quimicos
utilizados como solventes para cromatografia foram de grau analitico para
HPLC: metanol (Merck) e acido acético glacial (J.T. Baker) e agua ultra pura
obtida de um sistema Milli-Q.

3.3.2 Preparacao das amostras e padroes

Os analitos foram quantificados pelo método de padronizagdao externa.
As curvas analiticas foram construidas por diluicdes da solucdo-estoque
contendo 1x10°mol/L de cada padrdo diluido em solugio de etanol 50%. As
curvas analiticas foram obtidas por regressdo linear, considerando o coeficiente
de correlagdo minimo de 0.995. Um total de 12 amostras de aguardentes de cana
foram analisadas.

As amostras e os padrdes foram filtrados em uma membrana de nylon de
0.45 pm e diretamente injetados dentro do sistema cromatografico (Aquino et
al., 2006b). As inje¢des foram realizadas em duplicata e a identidade dos
analitos foi confirmada pelo tempo de retencdo e pelos picos da amostra

comparados aos dos padrdes.

3.3.3 Condic¢oes HPLC
O equipamento utilizado para as analises esta descrito no item 3.3.2.3. A
melhor condi¢do de separagdo foi obtida apos varios testes, em que a fase movel,

gradiente de elui¢@o e temperatura da coluna foram avaliados. Os solventes de
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eluigdo utilizados foram: solugdo de acido acético 2% em agua (fase A) ¢ 70%
metanol e acido acético 2% em agua (fase B). As amostras foram eluidas de
acordo com o gradiente apresentado na Tabela 4. O comprimento de onda
utilizado foi de 280 nm, o fluxo de 1,25 mL/min, volume de inje¢ao de 20 pL e
tempo de corrida de 60 min, realizada a uma temperatura de 40°C. A
identificacdo dos compostos foi realizada por comparacdo do tempo de retengédo
das amostras em relagdo aos padrdes. A quantificacao foi realizada utilizando a
padronizagdo externa com concentragdes que variaram de acido galico (0,51 -
13,61 mg/L), catequina (0,23 -17,42 mg/L), 4cido vanilico (0,13 - 10,09 mg/L),
fenol (0,28 - 6,59 mg/L), acido siringico (0,08 - 11,89 mg/L), vanilina (0,06 -
9,13 mg/L), siringaldeido (0,07 - 10,93 mg/L), umbeliferona (0,06 - 9,73 mg/L),
acido p-cumarico (1,15 - 40,72 mg/L), acido sinapico (0,18 - 13,45 mg/L), acido
m-cumarico (0,07 - 9,84 mg/L), cumarina (0,06 - 25,80 mg/L), 4-
metilumbeliferona (0,38 - 10,57 mg/L), acido o-cumarico (0,14 - 9,84 mg/L),
acido elagico (0,42 - 18,13 mg/L) e eugenol (3,28 - 16,40 mg/L).

TABELA 4 — Condigdes do Cromatoégrafo Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC)
para andlise de dos compostos fenolicos.

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

Solvente A: agua: acido acético, 98:2% (v/v)
Solvente B: metanol:agua: acido acético, 70:28:2% (v/v).
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3.4 Analise de cumarinas

As cumarinas analisadas foram 1,2-benzopirona, umbeliferona, 4-
metilumbeliferona. Essas foram quantificadas juntamente com os demais
compostos fendlicos, utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia nas
condi¢Oes descritas anteriormente. Avaliou-se também a eficacia da extragdo em

fase s6lida para a quantificagdo destes compostos.

3.4.1 Extracio em fase solida

Para a extracdo, utilizou-se um cartucho C18-E (55 um, 70A) de 500
mg/6mL. Inicialmente ele foi condicionado com 5,0 mL de metanol,
submetendo-o ao vacuo, com uma pressao de 20 KPa, sem tempo de secagem.
Em seguida, passou-se pelo cartucho 5,0 mL de cada amostra, previamente
acidificada (pH = 2) com uma solu¢ao de acido fosférico, eluindo-a com 1 mL
de metanol. Avaliou-se a presenga desses compostos na amostra que foi eluida

do cartucho comparando-a com a amostra sem tratamento prévio.

3.5 Delineamento experimental
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, sendo as
médias comparadas pelo teste de Schott-Knott ao nivel de 95% de confianga,

usando o programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2003).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises fisico-quimicas

Os resultados obtidos por meio das analises fisico-quimicas estdo
representados na Tabela 5. Pode-se observar que, das amostras analisadas, 25%
apresentaram-se fora dos padrdes de qualidade exigidos quanto ao teor
alcoolico, 16,67% quanto ao teor de acidos e cobre e 83,33% quanto a presenga
de furfural.

Em diversos trabalhos, descreve-se sobre a avaliagdo fisico-quimica de
aguardente de cana no Estado de Minas Gerais. Estudos de Pereira et al. (2003)
relataram sobre a presenga de compostos secunddrios em quarenta e cinco
amostras de cachagas provenientes de varias localidades do Estado de Minas
Gerais, no periodo de agosto de 2000 a julho de 2001. Segundo os resultados
obtidos, ha diferencas bastante significativas entre as amostras analisadas quanto
ao teor de acidez volatil, ésteres, aldeidos e alcoois superiores. Dentre as
amostras analisadas, 24,44% das aguardentes encontravam-se fora dos padrdes
de qualidade estabelecidos pela legislagdo, por apresentarem excesso de alcoois
superiores, aldeidos e acidez volatil.

Vilela e colaboradores (2007) avaliaram os teores de etanol, acidez
volatil, aldeidos, cobre, ésteres, alcoois superiores totais ¢ metanol, além dos
alcoois propanol-1, 2-metil-propanol-1 e 3-metil-butanol-1 em cachagas
artesanais da regiao Sul do Estado de Minas Gerais e de suas misturas. Todos os
parametros analisados apresentaram-se dentro dos limites exigidos pela
legislagdo, exceto o cobre, que apresentou concentragdes acima de 5 mg/L para
algumas amostras.

O teor alcodlico elevado observado na amostra L7 pode ser explicado

pela utilizagdo da bebida, na fabricagdo de blends, misturando-a com outras
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cachacas mais fracas. Quanto aos teores alcodlicos inferiores ao permitido na
legislagdo, para as amostras L10 e L11, pode-se relacionar as condi¢des de
armazenamento da bebida, tais como umidade, temperatura ¢ porosidade do
barril ou ao corte incorreto durante a etapa de destilacdo. Pesquisas de Maia &
Campelo (2006) mostraram que as perdas de etanol podem ser reduzidas durante
o envelhecimento, mantendo a temperatura da adega abaixo de 20°C e a
umidade relativa do ar em torno de 85%. Entretanto, mesmo assim, pode ocorrer
perda de 1% ao ano.

O alto teor de acidez volatil observado nas amostras L1 e L11 pode ser
proveniente da contamina¢do do mosto por bactérias acéticas durante o processo
de fermentagdo, pelo corte indevido das fragdes na etapa da destilagdo ou por
oxidacdo dos alcoois e aldeidos, principalmente do etanol e do acetaldeido em
acido acético, durante o envelhecimento da bebida (Cardoso, 2006). Para
Miranda et al. (2006), que analisaram fisico-quimicamente e
cromatograficamente cachagas irradias e ndo-irradiadas, por um peiodo de 390
dias, constataram que ndo houve diferencas estatisticas significativas quanto ao
teor de acidos volateis entre os tratamentos. No entanto, Parazzi et al. (2008)
avaliando a composi¢do quimica de aguardentes de cana armazenadas em tonéis
de carvalho e em frascos de vidro, por um periodo de 36 meses, observaram um
aumento significativo em todos os pardmetros analisados para as aguardentes
armazenadas em tonéis de madeira. Quanto ao aumento gradativo da acidez nas
amostras envelhecidas, os autores associaram a oxidacdo do acetaldeido, a
incorporacdo de acidos organicos ndo volateis, de outros componentes
secundarios como os taninos e varios compostos fendlicos da madeira durante o
processo de envelhecimento.

As concentragdes obtidas nas amostras analisadas quanto ao teor de
furfural variaram de 4,28 a 39,78 mg/100mL de alcool anidro. Pelos resultados

apresentados na Tabela 5, pode-se observar que a maioria das amostras
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analisadas apresentam-se fora dos padroes de qualidade exigidos, exibindo
valores acima do permitido pela legislagdo brasileira (5 mg/100mL de alcool
anidro), exceto as amostras L4 ¢ L8. O furfural é um aldeido indesejavel na
bebida, por ser considerado nocivo a saide. A contaminag¢dao da bebida pode
ocorrer por meio da degradacdo de pentoses durante as etapas de fermentagao,
destilagdo e envelhecimento da bebida. Outras possiveis formas de
contamina¢do da bebida sdo por meio da requeima dos barris de madeira, no
processo de envelhecimento e pela queima da cana durante a colheita.

Estudos realizados por Miranda et al. (2006), em cachagas armazenadas
em tonéis de madeira, submetidos ao tratamento de irradiacdo por periodo de
390 dias, ndo mostraram influéncia do processo de envelhecimento na formagao
de furfural. Para esses, a presenca do contaminante estd relacionada ao processo
de destilagdo.

Barcelos et al. (2007), analisando cachacas produzidas de cana ndo
queimada, proveniente de trés regides do Estado de Minas Gerais (Zona da
Mata, sul de Minas e Vale do Jequitinhonha), verificaram concentragdes de
furfural dentro do limite estabelecido pelo Mapa. Os autores atribuiram a
formagao do furfural a falhas durante o processo fermentativo.

Masson et al. (2007) quantificaram o furfural em amostras de cachagas
produzidas com cana queimada e ndo queimada. Estes observaram que a queima
do palhico da cana-de-agucar proporcionou um aumento significativo na
concentragdo de furfural nas amostras analisadas. Segundo os autores, durante a
queima, a exsudacdo do agucar torna-se um excelente aderente ao colmo de
residuos da combustdo, de particulas sélidas de solo, minerais e outros. No
processamento da cana, esses residuos sdo transferidos para o caldo e, em
suspensdo, vao para as dornas e posteriormente para o alambique, cuja matéria

organica ¢ transformada em furfural, chegando ao produto final.
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Um problema comum que preocupa os produtores de aguardente de cana
do Estado de Minas Gerais € o excesso de cobre nas bebidas. A presenca desse
metal se deve principalmente a dissolugdo do carbonato basico de cobre
[Cuy(OH),CO;] presente nas paredes internas do alambique, pelos vapores
acidos da bebida. A contaminac¢do pode ser evitada fazendo uma cuidadosa
higienizacdo dos alambiques nas safras e entressafras, utilizando-se agua e limdo
na primeira destilacdo (Cardoso, 2006) ou utilizando filtros com adsorventes
como o carvao ativado e as resinas de troca i6nica. Entretanto, recomenda-se um
cuidado especial na utilizagdo desses ultimos, pois, alguns materiais retiram
além do cobre substincias importantes para o sabor ¢ aroma da bebida,
descaracterizando-a (Vilela et al., 2005; Anjos et al., 2005; Cantdo, 2006 ¢ Lima
et al., 2006). Quanto a relacdo entre o envelhecimento da bebida e o teor de
cobre alguns autores apontam o processo de envelhecimento como uma
alternativa para a redu¢do do metal na bebida. Cavalheiro et al. (2003)
mostraram redugdo significativa quanto aos teores de cobre em sete amostras de
cachaca, de diferentes procedéncias, antes e apds o armazenamento em tonéis de
carvalho com capacidade de 5L, por um periodo de seis meses. Resultados
similares foram obtidos por Miranda et al. (2006), os quais atribuiram a redugao
do cobre a um possivel processo de absor¢do ou de adsor¢do promovidos pela

madeira, durante o processo de envelhecimento da bebida.
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TABELA 5 — Andlises fisico-quimicas das aguardentes de cana envelhecidas.

Amostras L1 L2 L3 14 15 L6 L7 L8 19 L10 L11 L12
Analises
Grau alcoolico (%) 42,73 41,95 46,29 43,61 38 04 42,9 59,63 4768 51,70 37,04 3693 38,02
+0,11 +0,10 +0,07 + 0,05 +0,06 +0,06 +0,18 +£020 +0,13 +0,07 +0,25 +1,9
Densidade 09452+ 09465+ 09452+ 09388+ 0,9436+ 09528 + 09117+ 0,9362+ 09283+ 09543+ 09544+ 0,957 +
(g/ L) 19X10* 1,6X10* 19X10™ 1,1X10%*  7,6X10°  7,6X10°  1,1X10*  1,9X10* 2,8X10* 1,1X10* 3,68X10° 295X10°
*Acidez Volatil 16510+ 8471+ 3783+ 57,86+ 86,64 + 135,69 + 34,01 + 4690+ 75,44+ 108,10+ 181,63+ 109,56 +
1,84 3,54 1,90 1,99 2,23 4,01 0,10 1,98 0,19 263 1,23 4,89
*A ldeidos 746 + 24,93 + 1546 + 10,93+ 16,77 £ 1222+ 21,15+ 1607+ 21,35+ 11,78 + 12,21 + 12,92 +
0,02 0,07 0,03 0,13 0,27 0,15 0,15 0,53 0,27 016 0,08 0,19
* Alcoois 16234+ 17690+ 22530+ 164,69+ 27135+ 171,74+ 178,08+ 199,40+ 221,63+ 20424+ 180,43+ 18594 +
: 9,08 11,88 13,03 8,16 6,93 5,51 432 4.79 6,18 604 4,02 3,74
Superiores
*Furfural 39,78 + 25,10 + 1038 + 4,66 + 7,7+ 2398+ 7,60+ 428 + 25,62 + 11,99 + 20,90 + 12,01 +
1,04 0,12 1,14 0,98 0,25 1,26 1,40 0,61 1,07 221 1,25 0,51
*Fst eres 11454+ 38,90+ 3786+ 4295+ 69,09 + 99,96+ 43,07 + 4373+ 56,69 + 55,46 £ 71,17 + 61,26+
4,52 4,41 2,29 1,19 0,11 1,19 0,92 3,96 0,91 366 0,48 2,50
*Metanol ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Cobre (mg/L) 123 + 114+ 0,73 + 3,13+ 221+ 1,67+ 3,50+ 2,86 + 072+ 5,60 + 848+ 4,32+
0,03 0,03 0,02 0,05 0,06 0,09 0,04 0,27 0,04 003 0,13 0,10
Extrato seco 023 + 029+ 0,22 + 0,15 + 0,19+ 0,34 + 0,59+ 0,20 + 039+ 0,20 + 0,15+ 0,22+
(g/L) 0,01 0,01 0,004 0,01 0,02 0,02 0,04 0,02 0,05 002 0,02 0,008
*Congéneres 44946+ 32544+ 31646+ 27643+ 44385+ 42214+ 27632+ 306,10 37511+ 379,58+ 44544+ 369,68 +
11,64 16,06 13,2 9,36 4,84 6,94 5,17 8,99 6,62 389 3,33 5,64

* unidade: mg/100 mL alcool anidro.

Congéneres = acidez volatil + ésteres + aldeidos + furfural + alcoois superiores.



4.2 Contaminantes
4.2.1 Carbamato de etila

Para a quantificacdo do carbamato de etila, utilizou-se técnica de
padronizagdo externa e as curvas analiticas foram obtidas por regressdo linear (y
= 975050x + 2072,75) plotando a area dos picos versus concentracdo. O
coeficiente de correlacdo obtido foi de 0,9997. O limite de deteccao (LD) e o
limite de quantificagdo (LQ) do método foram estimados utilizando-se dos
pardmetros da curva analitica, cujos valores encontrados foram de 15,7 e 52,5
ng/L, respectivamente.

As concentragdes de carbamato de etila presentes nas amostras de

aguardente de cana analisadas estdo descritas na Tabela 6.

TABELA 6 — Concentragdo de carbamato de etila nas amostras de aguardente de
cana.

Amostra Concentracao (ng/L) Amostra Concentracio (ng/L)

L1 119,00 L7 67,70
L2 108,80 L8 71,50
L3 90,60 L9 64,90
L4 84,40 L10 75,10
LS 84,40 L11 68,10
L6 76,40 L12 64,80

Por meio dos resultados obtidos, pode-se observar que todas as amostras
apresentaram niveis de carbamato de etila abaixo do limite estabelecido pela
legislagdo brasileira (150 pg/L), sendo a maior concentragdo encontrada de 119

ug/L.
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Diversos autores relatam sobre a presenga elevada desse contaminante
em aguardentes de cana. Andrade-Sobrinho et al. (2002) observaram niveis
elevados dessa substidncia em cachacas, utilizando 126 amostras comerciais,
provenientes de varios estados. A concentragdo média obtida foi de 770 pg/L.
Barcelos et al. (2007) avaliando amostras de aguardente de cana de trés
diferentes regides do Estado de Minas Gerais (Sul de Minas, Zona da Mata e
Vale do Jequitinhonha) obtiveram valores que variaram de ndo detectado a 700
pg/L, encontrando um teor médio de 243 pg/L. Dentre as regides estudadas,
apenas as amostras do Vale do Jequitinhonha apresetaram niveis suepriores ao
estabelecido pelo MAPA para o contaminante em estudo. Estudos de Labanca et
al. (2008), com 71 amostras de aguardente de cana provenientes de diferentes
regides do Estado de Minas Gerais, observaram teores médios de 893 pg/L.
Segundo os autores, 35% das amostras apresentaram teores de carbamato de
etila entre 500 e 1000 pg/L e 12% continham teores 10 vezes maiores que o
estabelecido pela legislagdo. Assim, pode-se observar uma redugdo consideravel
no teor de carbamato de etila para as aguardentes de cana produzidas na regido
Sul de Minas Gerais em comparacdo com os resultados da literatura, pois a
média encontrada neste trabalho foi de 81,31 pug/L. Esses resultados corroboram
com os de Barcelos et al. 2007, os quais ndo encontraram niveis de carbamato de
etila acima do permitido, nas cachagas provenientes do Sul de Minas Gerais.

Na Figura 14 comparam-se os valores de carbamato de etila e cobre

obtido nas amostras analisadas.
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FIGURA 14 — Histograma dos teores de cobre ¢ carbamato de etila (CE) nas
amostras de aguardentes de cana.

Apesar de todas as amostras analisadas serem oriundas do processo de
destilagdo em alambiques de cobre, ndo se observou correlacido entre o material
do alambique e teores elevados de carbamato de etila na bebida. Esses resultados
condizem com os obtidos por Barcelos et al. (2007), em que a maior
concentragdo de carbamato de etila foi encontrada nas aguardentes com menor
teor de cobre. No entanto, contrariam o proposto por Aresta et al. (2001) que
estudando a catalise do Cu(Il) na conversdo de cianeto a carbamato de etila,
propds que o cianato ¢ formado na presenca deste metal em meio basico.
Segundo os autores, a formagdo de carbamato de etila a partir do etanol e
cianato, relaciona-se diretamente a concentragdo de Cu(Il) na bebida (equacdes
1 a 4). Em 2002, Andrade-Sobrinho e colaboradores observaram diferengas
significativas quanto aos niveis de carbamato de etila em cachagas, quando
partes ascendentes do sistema de destilagdo eram constituidas de cobre. Foram
encontrados valores médios de 930 pg/L para as amostras de cachaca produzidas
utilizando colunas de destilacdo e de 630 pg/L para as amostras provenientes de

alambiques.
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2Cu?* + 4CN- —» 2Cu(CN), 1)
2Cu(CN), —» 2CuCN + C,N, (2)
C,N, + OH —» NCO" + CN- + H,0 (3)

NCO" + CH;CH,0H + H* —» CH;CH,0CONH, (4)

4.2.2 Acroleina

A quantificacdo da acroleina foi realizada utilizando-se o método de
padronizagd@o externa, com detecgdo a 365 nm. A curva analitica foi obtida por
regressdo linear (y = 133686,58x — 2471,76), plotando a area do pico versus
concentragdo. O coeficiente de correlagdo obtido foi de 0,9999. O limite de
detec¢dao (LD) e o limite de quantificagdo (LQ) do método foram estimados
utilizando-se dos parametros da curva analitica, cujos valores encontrados foram
de 0,02758 e 0,09194 mg/100 mL de alcool anidro, respectivamente. A Figura
15 mostra o pico obtido para o padrdo de 2,4-dinitrofenilhidrazona de acroleina
e a Figura 16, o pico correspondente para acroleina identificada em amostra de

aguardente de cana.
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FIGURA 15 - Cromatograma do padrao da 2,4-DNPH de acroleina.
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FIGURA 16 — Cromatograma da amostra de aguardente de cana. Pico
identificado: A = acroleina.

As concentra¢des de acroleina presentes nas amostras de aguardente de

cana analisadas estdo descritas na Tabela 7.
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TABELA 7 — Concentragdo (mg/100 mL de alcool anidro) de acroleina nas
amostras de aguardente de cana analisadas.

Amostra Concentracao Amostra Concentracao
L1 ND L7 4,06 +2,80X10
L2 0,07 + 1,84x107 L8 2,45+ 1,59x10™
L3 0,05 £2,80X107 L9 7,45 + 4,45x10
L4 2,82 £ 6,70X107 L10 0,38 +6,17x107
L5 1,62 +1,81X107 L11 0,46 + 3,68x10”
L6 2,88 + 1,46X10° L12 0,56 +9,97x10°

ND = néo detectado

Pela analise dos resultados apresentados na Tabela 7, pode-se observar
valores para teores de acroleina de ndo-detectado a 7,45 mg/100 mL alcool
anidro. Dentre as amostras analisadas, somente a amostra L9 apresentou-se fora
dos padrdes exigidos pela legislacdo brasileira, estando sua concentragcdo acima
do limite estabelecido de 5 mg/100 mL alcool anidro.

Observa-se na literatura poucos relatos sobre a quantificacdo de
acroleina em aguardentes de cana. Nascimento et al. (1997), analisando 56
amostras de aguardentes de cana oriundas de varios estados do Brasil, obtiveram
concentragdes que variaram de ndo-detectado a 0,660 mg/100mL de alcool
anidro. Posteriormente, Nascimento et al. (1998), avaliando a influéncia da
destilagdo de aguardentes de cana em alambiques confeccionados com cobre e
aco inox, quanto a presenca de alcoois, ésteres, acidos, aldeidos e cetonas, ndo
detectaram a presencga de acroleina nas 3 amostras analisadas, provenientes de
cada alambique. Em 2006, Braga avaliou a presenga de acroleina em
aguardentes de cana produzidas com trés linhagens de leveduras com

temperatura de fermentagdo controlada (20 e 32°C) e encontrou niveis inferiores
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a 0,7 mg/100mL de alcool anidro para o contaminante. Esses valores relatados
na literatura mostram-se bem inferiores aos resultados obtidos para a maioria das
amostras analisadas no presente trabalho.

Para Azevédo et al. (2007), esse contaminante pode ser formado durante
o processo de fermentagdo da bebida, por meio da degradagdo do glicerol
(Figura 17), podendo também estar associada & presenca de bactérias
termofermentativas (Bacillus amaracrylus e Lactobacillus colinoides). No
entanto, esses mecanismos de formagdo da acroleina foram observados em

cidras e vinhos, respectivamente.

OH )
0 1,3-propanodiol
Glicerol desidratase N desidratase -
O H Coenzima By, \' OH OH OH
H,0 NADHH® NAD*
Glicerol 3-hidéxipropanal Propano-1,3-diol
H+

H,0 aquecimento
= 0
H , c W
Acroleina

FIGURA 17 — Via metabodlica de obtencdo da acroleina. Adaptado de Azevédo
et al. (2007).

Portanto, diante da caréncia de informacdes na literatura sobre a forma
de contaminacdo das aguardentes de cana para acroleina, estudos posteriores
poderdo ser realizados para avaliar as efetivas vias de formagao desta substancia

na bebida.
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4.3 Analise dos compostos fenélicos
4.3.1 Otimizacao do método analitico

Conforme observado na literatura, Aquino et al. (2006b) desenvolveram
uma técnica analitica para a determinagdo simultdnea de 10 compostos
(fendlicos e furdnicos) em aguardentes de cana. O método envolveu a utilizagado
de metanol: 4gua: acido acético como fase moével e gradiente de eluigdo com
fluxo de 1,25 mL/min.

Baseando-se neste trabalho, iniciaram-se estudos utilizando-se diferentes
solventes para a fase movel e diferentes temperaturas para a separacdo dos 16
compostos fenolicos propostos. Os parametros cromatograficos avaliados foram
fator de retencdo (k’), fator de separacdo (a), e resolugdo (R). Todas as
definigdes dos pardmetros cromatogaficos, bem como as equacdes utilizadas
para os calculos encontram-se no Anexo C.

Os analitos foram agrupados de acordo com sua absorbancia maxima
apos a identificacdo da resposta ao comprimento de onda de cada composto,
bem como sua intensidade e avaliagdo da forma de seu pico. O comprimento de
onda utilizado foi de 280 nm. A Figura 18 ilustra o cromatograma com deteccdo
espectrofotométrica obtido apds inje¢do de 20 pL de solugdo dos compostos
fendlicos, em uma coluna Shim-pack VP-ODS (250 mm x 4,6 mm, 5 um -
Shimadzu) conectada a uma pré-coluna Shim-pack VP-ODS (5,0 cm x 4,0 mm,
5 um - Shimadzu). O fluxo empregado foi de 1,25 mL/min a uma temperatura
de 40°C, utilizando-se gradiente de eluicao e duas diferentes fases, conforme

descrito na se¢do 3.4.3.
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FIGURA 18 - Cromatograma da solugdo de compostos fenolicos com detecgio
espetrofotométrica. Identificagdo dos picos: (1) acido galico, (2)
catequina, (3) acido vanilico, (4) fenol, (5) acido siringico, (6)
vanilina, (7) siringaldeido, (8) umbeliferona, (9) &cido p-
cumarico, (10) acido sinapico, (11) acido m-cumarico, (12)
cumarina, (13) 4-metil-umbeliferona, (14) acido o-cumarico, (15)
acido elagico, (16) eugenol.

Na Tabela 8 estdo indicados os tempos de retengdo, os valores dos
fatores de retencdo e separagdo e a resolugdo obtida entre os picos para o método

cromatografico empregado.
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TABELA 8 — Tempos de retencdo (t,) e valores dos fatores de retencdo (k’) e
separacdo (o) e da resolugdo (R) para o método empregado.

Picos t. Kk’ a R
1 5,86 0,95 - -
2 15,23 4,07 4,27 15,11
3 19,31 5,44 1,33 9,53
4 20,40 5,80 1,07 2,93
5 21,89 6,30 1,09 4,04
6 22,55 6,52 1,03 1,92
7 24,82 7,28 1,12 6,73
8 25,53 7,51 1,03 1,92
9 26,57 7,86 1,05 2,73
10 29,21 8,74 1,11 7,73
11 29,80 8,93 1,02 1,69
12 30,81 9,27 1,04 2,65
13 32,91 9,97 1,07 5,54
14 34,13 10,38 1,04 3,13
15 34,99 10,66 1,03 2,13
16 49,64 15,55 1,46 45,20

Tempo morto (ty) = 2,94; solvente = metanol + dgua.

De acordo com os resultados obtidos na Tabela 8, pode-se observar que
o método proposto aplica-se a separacdo dos compostos fenolicos e cumarinas.
Os fatores de retencdo obtidos encontram-se dentro da faixa de 0,5 a 20,
demonstrando a forga eluente adequada da fase movel. Portanto, quanto mais
retido pela coluna for um componente, maior serd esse fator. Os valores dos

fatores de separacdo maiores que 1, aliados aos picos estreitos observados na
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Figura 18, indicam a boa separac¢do cromatografica obtida pelo método proposto.
Quanto a resolucdo, pode-se observar valores superiores a 1,5, atestando, assim,
a qualidade da separacao (Harris, 2001).

Buscando eliminar o ruido que aparece junto ao composto 16, iniciaram-
se estudos variando o solvente da fase moével (acetonitrila — ACNP1) e a
temperatura da coluna (30°C — M30P1 e 35°C — M35P1), utilizando-se a mesma
coluna cromatogafica, mesmo fluxo e mesmo gradiente de eluicdo do método
empregado (Tabela 9). A mistura dos padrdes foi injentada em triplicata para
maior confiabilidade dos resultados. Observou-se que quando a acetonitrila foi
utilizada como um dos constituintes da fase moével, houve diminuicdo dos
valores de resolugdo (R < 1,5) entre os picos 6 ¢ 7 (1,03),7e 8 (1,41)e 13 ¢ 14
(0,28), comprometendo assim, a separagdo dos compostos. O mesmo foi
observado para os picos 7 ¢ 8 (0,86), 12 e 13 (0,79) e 13 e 14 (1,28) quando
analisados a temperatura de 30°C e para os picos 7 ¢ 8 (1,28), 9 ¢ 10 (0,76) e 11
e 12 (0,90) quando analisadas a 35°C. Segundo Harris (2001), mudancas de
solventes alteram a viscosidade e o poder eluente da fase mével, ao passo que
variagdes da temperatura influenciam diretamente os fatores de separagdo e
resolucdo de compostos diferentes em uma mistura.

Dessa forma, utilizaram-se as condi¢des testadas inicialmente, uma vez

que elas, apresentaram melhor separagdo entre os compostos analisados.
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TABELA 9 — Parametros cromatograficos (fator de retencdo - k’, fator de separagdo — a e resolucdo - R) obtidos quando
se variaram o solvente de eluicdo (ACNP1) e as temperaturas (30°C — M30P1 e 35°C - M35P1).

LL

Picos ACNP1 M30P1 M35P1

K’ a R K’ o R K’ o R
1 0,93 - - 1,29 - - 1,15 - -
2 3,46 3,72 15,62 4,97 3,85 21,16 4,61 4,01 17,54
3 4,26 1,23 7,67 6,36 1,28 10,31 6,01 1,30 9,95
4 4,65 1,09 4,80 6,64 1,04 2,18 6,35 1,06 2,76
5 5,68 1,22 13,33 7,22 1,09 4,60 6,89 1,08 4,38
6 6,06 1,07 3,83 7,43 1,03 1,80 7,11 1,03 1,93
7 6,17 1,02 1,03 8,16 1,10 6,32 7,87 1,11 6,71
8 6,29 1,02 1,41 8,57 1,05 0,86 8,34 1,06 1,28
9 6,52 1,04 3,06 8,83 1,03 2,18 8,65 1,04 2,67
10 6,72 1,03 2,48 9,11 1,03 2,22 9,48 1,10 0,76
11 6,97 1,04 3,20 9,88 1,08 2,70 9,85 1,04 2,97
12 7,34 1,05 3,66 10,28 1,04 3,02 9,97 1,01 0,90
13 7,72 1,05 3,60 10,39 1,01 0,79 10,84 1,09 5,59
14 7,78 1,01 0,28 10,53 1,01 1,28 11,39 1,05 4,22
15 8,41 1,08 3,04 11,29 1,07 7,68 11,84 1,04 3,17
16 14,04 1,67 34,24 16,33 1,45 41,11 16,29 1,38 41,14

ACNPI: tempo morto (ty) = 2,97; solvente = acetonitrila + agua. M30P1: tempo morto (ty) = 2,93; solvente = metanol + agua.
M35P1: tempo morto (ty) = 2,91; solvente = metanol + dgua.



4.3.2 Certificacao do método analitico

Os pardmetros avaliados para a validacdo do método analitico foram
linearidade, precisdo, exatiddo, limites de deteccdo e quantificacdo. As
definigdes desses parametros, bem como as equagdes utilizadas para os calculos
encontram-se no Anexo D.

Nas condigdes cromatograficas empregadas, observou-se que as
amostras de aguardentes de cana ndo apresentaram substancias interferentes nos
tempos de retencdo dos compostos analisados, mostrando, assim, a seletividade
do método.

Para a quantificacdo dos compostos fenolicos e cumarinas, utilizou-se o
método de padronizagdo externa. As curvas analiticas das solugdes dos
compostos (Figuras 19 a 34) foram obtidas mediante diluicdes das solucdes
concentradas de acido galico (170,12 mg/L), catequina, (290,30 mg/L), acido
vanilico (168,15 mg/L), fenol (94,11 mg/L), acido siringico (198,17 mg/L),
vanilina (152,10 mg/L), siringaldeido (182,18 mg/L), umbeliferona (162,14
mg/L), acido p-cumarico (164 mg/L), acido sinapico (224,21 mg/L), 4acido m-
cumarico (164 mg/L), cumarina (146,16 mg/L), 4-metil-umbeliferona (176,17
mg/L), acido o-cumarico (164 mg/L), acido elagico (151,10 mg/L) e eugenol
(164 mg/L) em uma solucdo etanol-agua 50%, obtendo-se solugdes em um
intervalo de concentragdo de 0,06 a 40,72 mg/L.

As equacdes das curvas analiticas foram calculadas pelo método dos
minimos quadrados, medindo-se a resposta do detector (4rea) em funcdo da
concentragdo, apos a injecdo em triplicata das solugdes contendo todos os
padrdes. Observam-se coeficientes de correlagdo superiores a 0,999 (Snyder et
al., 1997), indicando forte correlagdo linear entre as concentragdes das
substancias ¢ as areas dos picos, com exce¢do para os acidos p-cumarico e

elagico e eugenol, cujos coeficientes de correlagcdo foram de 0,9989, 0,9983 e
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0,9987, respectivamente. A Tabela 10 apresenta a linearidade e sensibilidade do

método analitico, bem como os limites de detecgdo e quantificagdo obtidos.

Area (x10°)/u.a.
w
1

0 2 4 6 8 10 12 14

Concentragé@o (mg/L)

FIGURA 19 - Curva analitica obtida a partir das solugdes de acido galico.
Equacdo da reta: y = - 8372,32 + 4,39 x 10" x. Coeficiente de
correlagdo linear = 0,9993.
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FIGURA 20 - Curva analitica obtida a partir das solu¢des de catequina. Equagéo
da reta: y = - 490,18 + 1,06 x 10* x. Coeficiente de correlagdo
linear = 0,9997.
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FIGURA 21 - Curva analitica obtida a partir das solu¢des de acido vanilico.
Equacdo da reta: y = 293,40 + 2,75 x 10* x. Coeficiente de
correlagdo linear = 0,9990.

0 T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7
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FIGURA 22 - Curva analitica obtida a partir das solugdes de fenol. Equacdo da
reta: y = - 486,48 + 7,01 x 10° x. Coeficiente de correlacdo linear
=0,9991.
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FIGURA 23 - Curva analitica obtida a partir das solu¢des de acido siringico.
Equacdo da reta : y = 510,34 + 4,57 x 10* x. Coeficiente de

correlagdo linear = 0,9997.
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FIGURA 24 - Curva analitica obtida a partir das solu¢des de vanilina. Equagéo
da reta: y = 996,25 + 6,29 x 10* x. Coeficiente de correlagdo

linear = 0,9992.
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FIGURA 25 - Curva analitica obtida a partir das solugdes de siringaldeido.
Equagdo da reta: y = 184,04 + 3,23 x 10* x. Coeficiente de
correlagdo linear = 0,9992.
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FIGURA 26 - Curva analitica obtida a partir das solugdes de umbeliferona.
Equagdo da reta: y = 2074,88 + 1,04 x 10° x. Coeficiente de
correlacdo linear = 0,9996.
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FIGURA 27 - Curva analitica obtida a partir das solugdes de acido p-cumarico.
Equacdo da reta: y = - 2797,20 + 2,52 x 10’ x. Coeficiente de

correlagdo linear = 0,9989.
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FIGURA 28 - Curva analitica obtida a partir das solu¢des de acido sindpico.
Equagdo da reta: y = 1244981 + 2,18 x 10* x. Coeficiente de

correlagdo linear = 0,9997.
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FIGURA 29 - Curva analitica obtida a partir das solugdes de dcido m-cumarico.

Equagdo da reta: y = 8512,04 + 1,04 x 10° x. Coeficiente de
correlagdo linear = 0,9997.
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FIGURA 30 - Curva analitica obtida a partir das solu¢des de cumarina. Equagao
da reta: y = - 5465,37 + 7,88 x 10* x. Coeficiente de correlacao
linear = 0,9998.
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FIGURA 31- Curva analitica obtida a partir das solugdes de 4-
metilumbeliferona. Equacio da reta: y = -1685,99 + 2,73 x 10"x.
Coeficiente de correlagdo linear = 0,9995.
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FIGURA 32 - Curva analitica obtida a partir das solugdes de acido o-cumarico.
Equagdo da reta: y = - 847,83 + 8,78 x 10" x. Coeficiente de
correlagdo linear = 0,9994.
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FIGURA 33 - Curva analitica obtida a partir das solu¢des de acido elagico.
Equacdo da reta: y = - 7796,20 + 2,14 x 10* x. Coeficiente de
correlacdo linear = 0,9983.
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FIGURA 34 - Curva analitica obtida a partir das solugdes de eugenol. Equagéo
da reta: y = 738,40 + 1,59 x 10*x. Coeficiente de correlagdo linear
=10,9987.
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TABELA 10 — Linearidade, sensibilidade e limites de deteccdo (LD) e
quantificacdo (LQ) dos compostos.

Composto Linearidade  Sensibilidade LD LQ
mg/L mAu mg/L mg/L mg/L

Acido galico 0,51 - 13,61 439x 10" 0,05 0,28
Catequina 0,23 -17,42 1,06 x 10* 0,09 0,21
Acido vanilico 0,13 - 10,09 2,75 x 10* 0,03 0,10
Fenol 0,28 - 6,59 7,01 x 10° 0,07 0,27
Acido siringico 0,08 - 11,89 4,57x 10" 0,02 0,08
Vanilina 0,06 - 9,13 6,29 x 10* 0,01 0,06
Siringaldeido 0,07 - 10,93 3,23 x 10* 0,04 0,07
Umbeliferona 0,06 - 9,73 1,04 x 10° 0,04 0,06
Acido p-cumarico 1,15 - 40,72 2,52 x 10° 0,13 1,09
Acido sinapico 0,18 - 13,45 2,18 x 10* 0,09 0,18
Acido m-cumarico 0,07 - 9,84 1,04 x 10° 0,05 0,07
Cumarina 0,06 - 25,80 7,88 x 10* 0,01 0,05
4-metilumbeliferona 0,38 - 10,57 2,73 x 10* 0,07 0,37
Acido o-cumérico 0,14-9,84 8,78 x 10* 0,01 0,14
Acido elagico 0,42 - 18,13 2,14 x 10* 0,24 0,41
Eugenol 3,28 - 16,40 1,59 x 10* 1,15 3,28

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 10, pode-se
observar que o intervalo linear medido foi de 0,06 a 40,72 mg/L. Observa-se
também valores de sensibilidade obtidos por meio da inclinagdo da curva
analitica; quanto maior a inclina¢@o maior a sensibilidade. O limite de detecgdo
(LD) foi definido como a concentragdo cuja resposta foi trés vezes a relagdo
sinal/ruido e o limite de quantificagdo (LQ), considerou a relagdo sinal/ruido
10:1 (Snyder et al., 1997 e Aquino et al., 2006b). Os limites de deteccdo e
quantificacdo encontrados para os compostos fenolicos variaram de 0,01 a 1,15
mg/L e 0,05 a 3,28 mg/L, respectivamente. Os valores obtidos mostraram-se
inferiores aos relatados por Aquino et al. (2006b), que encontraram LD e LQ de

0,12 e 0,50 mg/L para o acido géalico, acido vanilico e acido siringico, 0,08 ¢
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0,25 mg/L para vanilina ¢ cumarina ¢ de 0,15 e 0,50 mg/L para o siringaldeido,
respectivamente.

A precisdo do método analitico foi avaliada por meio dos testes de
repetibilidade. Este representa a concordancia entre os resultados de medigdes
sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condi¢des de
medi¢do em um curto intervalo de tempo (Snyder, 1997 e Ribani et al., 2004). O
estudo da precisdo foi realizada por 3 inje¢des consecutivas de trés solucdes
padrio na concentragdo de 3 x 10° mol/L, 1 x 10° mol/L e 8 x 10” mol/L para
cada analito. Os resultados foram submetidos a uma avaliagdo estatistica ¢ a
precisdo do método foi estabelecida como apresentada pelos dados descritos na
Tabela 11. A precisdo do método foi caracterizada pela porcentagem do desvio
padrao relativo (RSD) variando de 0,27% (4cido siringico) a 3,62% (acido p-
cumérico) na concentragio de 3x10° mol/L, de 0,002% (catequina) a 3,30%
(fenol) na concentragio de 1x10° mol/L e de 0,03% (4cido vanilico e
umbeliferona) a 1,59% (acido elagico) na concentragio de 8x10™ mol/L.
Segundo Snyder et al. (1997), para analise de compostos presentes em baixas
concentragdes aceita-se que o valor de RSD ndo ultrapasse 5 ou 10%
dependendo da complexidade da amostra, atestando assim, a precisdo do método
analitico proposto. Trabalhos similares como o de Aquino et al. (2006b)
mostram valores de %RSD superiores ao encontrado neste trabalho para acido
géalico (7,01%), &cido wvanilico (3,81%), &cido siringico (4,36%), vanilina

(4,27%), siringaldeido (2,84%) e cumarina (4,08%).
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TABELA 11 - Médias das areas dos picos para os compostos fendlicos obtidos
de injegdes consecutivas de trés diferentes concentragdes e os
respectivos desvio padrdo relativo (%RSD).

Compostos 3x10° RSD 1x10° RSD 8x107° RSD
mol/L (%) mol/L (%) mol/L (%)

Acido gélico 17837,23 1,25 66096,53 0,08 586116,17 0,08
Catequina 9090,3 1,25 30370,5 0,002 186091,2 0,07
Acido vanilico 12944,57 0,31 42124,27 0,33  278089,7 0,03
Fenol 1868,67 1,26 6245,6 3,30 461395 0,46
Acido siringico 26845,83 0,27 90536,57 0,19  546251,27 0,08
Vanilina 27681,67 0,56 9933287 0,17 57656027 0,08
Siringaldeido 16737,6 0,87 59912 0,33  358647,13 0,05
Umbeliferona 55067,13 0,32 285532,87 0,09 10238114 0,03
Acido p-cumadrico 795 3,62 445777 2,67 2024723 0,99
Acido sinapico 26235,53 0,61 63340,83 1,37 3038817 0,16
Acido m-cumaérico  62896,73 0,47 177711,77 021 1036733,67 0,08
Cumarina 3222553 0,33 115680,1 0,41 6909889 0,04

4metilumbeliferona 13959,1 0,32 45879,03 0,45  288822,63 0,05
Acido o-cumérico  44442,17 0,36 141698,77 0,09  874509,6 0,29
Acido elagico 14426,23 0,94 5571543 0,54  387297,67 1,59
Eugenol 10528,73 2,63 28031,3 0,45 162382,13 0,33

A recuperagdo do método também foi avaliada nas amostras. A
concentragdo dos compostos fendlicos foi calculada pelo aumento na area dos
picos, obtida apos adigdo de uma quantidade conhecida do padrio a uma das
amostras e a porcentagem de recuperagdo calculada de acordo com a Eq. (5). Os

resultados estdo apresentados na Tabela 12.
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Recuperagdo (%) = concentragdo medida x 100 (Eq.5)

concentragdo esperada

TABELA 12 — Recuperacdo dos compostos fenolicos em amostras de
aguardente de cana.

Composto Concentrac¢io (mg/L) Recuperacio
Amostra Adicionado Encontrado (%)

Acido galico 0,27 1,70 1,93 97,97 + 0,25
Catequina 1,51 2,90 4,09 92,74 £ 0,11
Acido vanilico 3,35 1,68 4,56 90,66 + 0,04
Fenol 0,34 0,94 1,19 92,97+ 0,24
Acido siringico 0,04 1,98 2,00 99,01 £ 0,12
Vanilina 0,26 1,52 1,73 97,20+ 0,11
Siringaldeido 0,06 1,82 1,87 99,47 + 0,25
Umbeliferona 0,12 1,62 1,78 102,30 + 0,08
Acido p-cumarico 1,65 1,64 3,12 94,83 + 0,24
Acido sinapico 1,20 2,24 3,31 96,22 + 0,51
Acido m-cumarico ND 1,64 1,68 102,44 + 0,28
Cumarina 11,27 1,46 12,32 96,78 £ 0,04
4-metilumbeliferona 2,33 1,76 3,75 91,69 + 0,09
Acido o-cumérico 0,11 1,64 1,66 94,86 + 0,12
Acido elagico 0,88 3,02 3,77 96,67 0,13
Eugenol 11,37 1,64 14,90 114,53 £2,16

Pela andlise dos dados da Tabela 12, pode-se observar que o intervalo da
porcentagem de recuperacao foi de 90,66 a 114,53 para os dezesseis compostos
analisados. Baseando nos trabalhos de Ribani et al. (2004), esses resultados
obtidos sdo satisfatorios, uma vez que os intervalos aceitaveis estdo entre 70 e
120% para residuos, com precisdo de até = 20% ou dependendo da
complexidade analitica e da amostra de 50 a 120%, com precisdo de = 15%. De

acordo com a literatura, valores de recuperacdo similares foram encontrados por
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Aquino et al. (2006) na validagdo do método para analise de acido galico, 5-
hidréximetilfurufural, furfural, &cido vanilico, &cido siringico, vanilina,

siringaldeido, coniferaldeido, sinapaldeido e cumarina em aguardentes de cana.

4.3.3 Quantificacio dos compostos fendlicos em aguardentes de cana por
Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A Tabela 13 apresenta os teores de compostos fenolicos nas amostras
analisadas. Baseando-se nos valores obtidos para cada composto e comparando-
os entre as amostras, pode-se observar diferencas estatisticas significativas.

De acordo com Miranda et al. (2006), diversos fatores podem influenciar
na qualidade da aguardente de cana envelhecida, como espécie da madeira,
tamanho e pré-tratamento do barril, condigdes ambientais, tempo de
envelhecimento e teor de dlcool da bebida. Nas amostras analisadas as variaveis
conhecidas foram a espécie da madeira, teor alcodlico, tempo de envelhecimento
e tamanho do barril.

Quanto as espécies de madeira analisadas, pode-se observar a
predominancia de diferentes compostos fendlicos. Nas bebidas envelhecidas em
barris de castanheira, tem-se a predominancia dos acidos galico (12,14 mg/L) e
elagico (10,70 mg/L) (L2); na amburana, cumarina (11,10 mg/L) e eugenol (6,69
mg/L) (L6); no louro canela, catequina (1,27 mg/L) e acido vanilico (0,68 mg/L)
(L8) e no jatoba somente foi encontrado a cumarina (0,08 mg/L) (L11).
Avaliou-se também a predominancia desses compostos em trés barris de
carvalho, trés de jequitiba e dois de balsamo. Foram encontrados para os barris
de carvalho teores de siringaldeido (0,95 mg/L) e acido elagico (2,08 mg/L)
(L3), acidos p-cumarico (9,32 mg/L) e elagico (10,50 mg/L) (L9), acidos p-
cumarico (1,39 mg/L) e elagico (1,52 mg/L) (L12); para os barris de jequitiba,
acidos galico (1,62 mg/L) e elagico (1,82 mg/L) (L1), acidos galico (1,28 mg/L)
e elagico (1,61 mg/L) (L4), acido galico (3,05 mg/L) e acido elagico (2,10
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mg/L) (L5) e para os barris de balsamo acido siringico (3,77 mg/L) e eugenol
(18,38 mg/L) (L7) e acidos siringico (0,40 mg/L) e elagico (0,42 mg/L) (L10),
conforme apresentado nas Figuras 35, 36 e 37. Esses resultados estdo de acordo
com os obtidos por Dias et al. (2002), em que foram encontradas diferencas
quanto a presenca e concentragdo dos compostos fendlicos em cachagas
envelhecidas em espécies de madeira diferentes. Neste trabalho, os autores
observaram a predominancia de compostos como acidos elagico e vanilico no
carvalho; acido vanilico e sinapaldeido em amburana; vanilina e acido elagico
no balsamo; 4cido galico no jequitiba; coniferaldeido no jatoba e 4cido siringico

e coniferaldeido no ipé.

Carvalho
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50000L o PCUM
10 4 51,70%

36 meses
4 4 200L
46,29%
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Concentragdo (mg/L)
»

L3 L9 L12
Amostras

FIGURA 35 — Histograma dos teores dos compostos fenolicos predominantes
nas aguardentes de cana envelhecidas em barris de carvalho.
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FIGURA 36 — Histograma dos teores dos compostos fenolicos predominantes
nas aguardentes de cana envelhecidas em barris de jequitiba.
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FIGURA 37 — Histograma dos teores dos compostos fenolicos predominantes
nas aguardentes de cana envelhecidas em barris de balsamo.
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TABELA 13 — Concentragdo (mg/L) de compostos fendlicos nas amostras de aguardente de cana analisadas.

Amostras L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10 L11 L12
Compostos
Acido galico 1.62 £ 12.14 £ 0.70 £ 1.28 + 3.05+ <LQ <LQ ND 2.80 + ND ND 1.05+
7,12x10%  2,94x10°  3,76x10°  7,13x10°  6,27x10* 5,96x10° 3,22x10°
a6 a9 a3 as a8 a7 ad
Catequina 0.40 £ 135+ 0.23 + 0.29 + 0.38 + 1.45+ 0.36 £ 1.27 + 0.63 + 0.39 + ND ND
2,27x10°  1,44x10%  2,00x10°  4,98x10°  5,59x10°  1,38x10%  7,07x10°  500x10%  1,65x10° 1,30x10?
a5 a8 a2 a3 as a9 ad a7 ab as
Acido 0.69 £ 0.54 0.29 + 0.17 0.29 £ 330+ 0.60 £ 0.68 + 137+ <LQ <LD 0.11=
vanilico 6,07x10°  9,18x10°  1,30x102  3,37x10°  7,43x10°  7,59x10*  7,11x10°  3,06x10°  2,87x10? 4,03x107
ad a3 a2 al a2 a6 a3 a4 as al
Fenol 0.39 + 0.62 £ 0.73 £ 035+ 1,01 £ 035+ 0.75+ <LQ 1.73 + 0.42 ND 068+
1,38x10%  4,35x10°  1,51x10"  2,50x10°  2,50x102  3,75x10°  4,92x1072 1,26x10%  1,09x107 6,58x10™
a3 a4 a4 a3 a5 a3 a4 ab a3 a4
Acido <LQ 0.13 + 0.48 + <LQ 0.15+ <LQ 377+ 0.10+ 1.59+ 0.40 + ND 026+
siringico 1,19x10°  6,16x107 3,01x107 2,14x10°  1,55x107  1,51x10°  3,73x107 6,12x107
a5 a9 a6 all a4 al0 a8 a7
Vanilina 0.13 + 0.18 + 0.28 + 0.11+ 0.20 + 0.24 + 0.42 + 0.17 + 1.95+ 019+ <LQ 020+
1,70x10°  2,56x10°  1,72x102  1,53x10°  1,15x10°  2,92x10°  3,11x10°  1,75x10°  2,66x10°  6,86x10° 1,71x10°
a2 a3 a4 a2 a3 a3 a5 a3 a6 a3 a3
Siringaldeido 0.67 £ 1.50 £ 0.96 + 0.34+ 0.98 + <LQ <LQ 0.08 + 4.65+ <LD ND 053z
7,64x10°  1,39x10°  121x102  2,10x10°  3,54x10° 4,53x10°  4,62x107 5,32x10™*
a7 a9 al as a8 a4 al0 ab
Umbeliferona <LD <LD ND ND <LD 0.08 £ <LD 0.06 + ND ND ND ND
1,77x107 1,09x107
a4 a3
< LQ = menor que o limite de quantificacdo; < LD = menor que o limite de deteccdo; ND = ndo detectado. ...continua...
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TABELA 13 — Cont.

Amostras L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 LS L9 L10 L11 L12
Compostos
Acido p-cumérico ~ 1.28 + 1.50 + ND 1.26 + 1.29 £ 1.34 + ND ND 932+ ND ND 139+
6,49x10°  2,11x107 1.06x10%  4,23x10° 1,35x107 5,11x107 3,78X107
a2 a2 a2 a2 a2 a3 a2
Acido sinapico ND ND ND ND ND 1.26 + 0.46 £ ND ND ND ND ND
9,23x10°  7.07x10°
a3 a2
Acido m-cumérico ND ND ND ND ND ND 1.48 + ND 0.36 + ND ND ND
6,91x107 6,84x10™*
a3 a2
Cumarina 0.77 £ 0.11+ 0.14 £ 0.20 £ 0.09 £ 11.10 + 0.19+ ND 0.20 £ 0.09 + 0.08 £ ND
1,47x10°  1,80x10°  4,50x10* 6,56x10* 1,06x10° 9,26x10* 1,13x10? 1,65x10*  4,98x10°  1,27x107
a6 a3 a4 a5 a2 a7 a5 a5 ‘a2 a2
4metilumbeliferona  0.53 + 041+ ND ND ND 234+ <LQ 0.54 <LQ <LQ ND ND
9,24x10°  2,05x102 4,38x10™ 4,77x10°
a3 a2 a4 2a3
Acido o-cumérico <LD <LD ND ND <LQ <LQ 0.15+ ND ND ND ND ND
4,68x107
a4
Acido elagico 1.82+ 10.70 £ 2.08 + 1.61 £ 2.10+ 0.84 + 0.64 + ND 10.50 + 042+ ND 152+
0,02 1,03x10"  5,68x10%  2,64x102  5,98x10° 4,73x10%  1,99x10? 3,18x10"  1,15x10° 6,74X10°
a6 a9 a7 as a7 ad a3 a8 3a2 as
Eugenol ND <LD ND ND ND 6.69 + 18.38 £ <LQ 5.80 = ND ND ND
1,01x10"  8,40x10" 3,59x10"
ad a5 a3

< LQ = menor que o limite de quantificacdo; < LD = menor que o limite de deteccdo; ND = ndo detectado.



Observando os dados descritos na Tabela 2 nota-se que as amostras
provenientes das mesmas espécies de madeira diferem quanto a capacidade do
barril e o tempo de armazenamento. Essas variaveis podem explicar as
diferengas observadas em relagdo aos teores e presenca de compostos fenolicos.
Diferengas nos teores e na presenca de acidos (galico e benzdico) e derivados do
aldeido cinadmico também foram obsevados por Madrera et al. (2003) em
conhaques quanto ao tempo de envelhecimento da bebida. Posteriormente,
Aguiar (2004), analisando aguardentes de cana envelhecidas em tonéis de
carvalho durante oito anos, mostrou que além do cheiro caracteristico da
madeira, ocorreu uma intensificacdo na cor com o aumento dos anos de
envelhecimento.

Segundo dados da literatura, o teor de compostos extraidos da madeira
aumenta com o tempo de envelhecimento ¢ com o aumento da superficie de
contato entre bebida/madeira (Miranda et al., 2006). Isso pode ser observado nas
amostras L1, L4 e L5 provenientes de barris de jequitiba. No entanto, quando se
observam as amostras L3, L9 e L12 (carvalho) e L7 e L10 (balsamo), esse
conceito ndo se aplica. As diferencas observadas entre os teores dos compostos
que sdo comuns entre as amostras podem estar relacionadas ao teor alcodlico da
bebida. Embora os barris apresentem maior capacidade, diminuindo a superficie
de contato, o teor alcoolico da bebida ¢ bem superior, promovendo uma extragao
mais efetiva dos compostos da madeira.

Outro fator relevante ¢ o tempo de uso dos barris. Segundo Mori et al.
(2006), a relacdo ¢ inversamente proporcional entre o teor de compostos
fenolicos presente na bebida e o tempo de uso dos barris de madeira no processo
de envelhecimento.

Como a madeira € um material de estrutura complexa formada por
materiais de parede celular (celulose, polioses e lignina) e por extrativos

(compostos fenolicos, esteroides, terpenos, etc), a distribuicdo dos compostos
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ocorre de forma variada ¢ dependente da idade do vegetal (Klock et al., 2005).
Portanto, além dos fatores citados acima, a presenga de compostos fendlicos na
bebida pode se relacionar com a posi¢do da madeira (proximo da casca, medula,
topo ou base) utilizada na confecgao dos barris, assim como, a idade da arvore
para obten¢do da madeira.

Outro fator importante ¢ a morfologia da célula, cujas caracteristicas
variam de espécie para espécie. Essa morfologia engloba tamanho de fibra,
distribuigdo de vasos e espessura de parede celular. Dependendo da espécie,
esses vasos podem estar obstruidos, impedindo a penetracdo da bebida e
consequentemente o contato dessa com os extrativos ¢ com as substincias da
parede celular, diminuindo a incorpora¢do dos compostos a bebida.

Com excecdo da amostra envelhecida em barris de jatoba, todas as
outras apresentaram certa heterogeneidade quanto a presenca dos compostos
fenolicos, diferindo apenas quanto ao teor desses. Sabe-se que esses compostos,
oriundos da degradacdo da lignina ou dos extrativos presentes no cerne da
madeira, associados aos acucares provenientes da degradacdo da hemicelulose e
dos produtos provenientes das reagdes desencadeadas com o processo de
envelhecimento, sdo os responsaveis pelo sabor e aroma caracteristicos da

bebida envelhecida, diferenciando-a da bebida denominada nova.

4.3.4 Analise de cumarinas

As cumarianas sdo uma classe de compostos presentes em bebidas
envelhecidas. Dentre essas, as substancias mais comuns quantificadas em
bebidas e em alimentos sdo a 1,2-benzopirona (cumarina), umbeliferona, 4-
metilumbeliferona e a escopoletina (Puech & Moutounet, 1988, Izquierdo et al.,
2000, Aquino et al., 2006b, Jager et al., 2007, Jager et al., 2008 ¢ Raters &
Matissek, 2008). No entanto, essas sdo encontradas geralmente em baixas

concentragdoes, o que dificulta sua analise por HPLC com detector de UV.
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Empregando-se a extracdo em fase solida, como tratamento prévio a
analise de cumarinas, utilizou-se um cartucho C18 (fase reversa) (Figura 38),
cujo processo de separacdo foi feito por particdo. Nesse tipo de separacdo, a fase
estacionaria ¢ menos polar que a fase mdvel e a interacdo ocorre de acordo com
a polaridade do analito. Quanto mais apolar a molécula, maior serd a interagdo
com a fase estacionaria e mais retida ficara a substancia (Skoog et al., 2002 e

Langas, 2004).

HO—Si(CH )R

cl / \
OH OH OH OH : OH d O OH
| 7 7 7 & FE——
$i s sisi 2+ C S(.:: (CH2KR Si Si Si S
1 1 [

FIGURA 38 — Reacdo de preparacdo da fase estacionaria de fase reversa, onde
R= Clg, Cg, Cz, etc.

De acordo com os resultados obtidos apresentados na Tabela 14, pode-se
observar que as concentragdes de cumarina, umbeliferona e 4-metilumbeliferona
diferiram estatisticamente, quando se compararam as amostras sem tratamento
prévio e as amostras eluidas do cartucho de SPE. Na analise da cumarina (1,2-
benzopirona), constatou-se que a técnica de SPE concentrou o analito,
diminuindo as possiveis interferéncias entre esse composto e outros presentes na
bebida, melhorando a detecgdo, com excec¢do das amostras L5, L9 e L10. Em
relagdo a umbeliferona e a 4-metilumbeliferona, observou-se uma diminuigdo na
concentragdo do analito em todas as amostras analisadas apds tratamento com

SPE, com excecao da amostra L9 para a umbeliferona.
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TABELA 14 — Analise de cumarinas em aguardentes de cana envelhecidas em amostras sem tratamento prévio ¢ em

amostras tratadas por SPE.

Amostra Cumarina (mg L) Umbeliferona (mg L) 4metilumbeliferona (mg L)
S/T C/T S/T C/T S/T C/T

L1 0.77 + 1.19 + <LD <LD 0.53 + 0.48 +
1,47x107a2 1,46X107a3 9,24x107 al 6,22X10™al

L2 0.11 + 0.14 + <LD <LD 0.41 + ND
1,80x10~al 9,60X107a2 2,05x107 a2

L3 0.14 + 0.13 + ND ND ND ND
4,50x10™ al 6,13X107al

L4 0.20 + 0.22 + ND ND ND ND
6,56x10a2 1,71X107%a3

L5 0.09 + ND <LD <LD ND ND
1,06x107a2

L6 11.10 + 14.05 + 0.08 + <LQ 234+ 2.02 +
9,26x102 5,14X107a3 1,77x1072 a2 4,38x10™* a2 1,10X10al

L7 0.19 + 0.23 + <LD ND <LQ <LQ
1,13x107%al 2,50X1072a2

L8 ND ND 0.06 + <LD 0.54 + ND

1,09x107 a2 4,77x107 a2

L9 0.20 + 0.13 + ND 0.07 + <LQ ND
1,65x10a2 2,39X107al 8,56X107a2

L10 0.09 + ND ND ND <LQ ND
4,98x10™"a2

L11 0.08 + 0.09 + ND ND ND ND
1,27x107a2 5,20X10a2

L12 ND ND ND ND ND ND

S/T = amostra sem tratamento; C/T = amostra eluida do cartucho de SPE; < LQ = menor que o limite de quantificagio;
< LD = menor que o limite de detec¢do; ND = ndo detectado.



Embora esses compostos pertengam a mesma classe, sua composicao
quimica varia em funcdo da presenca de grupos hidroxilas e/ou metila na

molécula (Figura 39).

CHs
SONPSSUN GGt
0O 0 HO O (6] HO O 6]
1) (2 3)

FIGURA 39 — Estrutura quimica da (1) cumarina, (2) umbeliferona e (3) 4-
metilumbeliferona.

Essas substancias apresentam uma certa polaridade que lhes ¢ conferida
pela presenca das hidroxilas e dos grupos carboxilicos. Dentre essas trés
moléculas, pode-se inferir que a cumarina ¢ a mais polar, pois a presenca dos
grupos hidroxila e carboxila nas extremidades opostas das moléculas de
umbeliferona e 4-metilumbeliferona provocam um cancelamento do momento
de dipolo, conferindo a essas um carater mais apolar (Atkins & Loretta, 2006).
Com isso, pode-se explicar o fato de as concentracdes da umbeliferona e 4-
metilumbeliferona terem diminuido, enquanto o inverso foi observado para a
cumarina. Como a fase estacionaria utilizada foi uma C18 de carater apolar, essa
teve maior afinidade pelas moléculas apolares, ficando assim, mais retidas. Por
outro lado, como a caracteristica da separagdo em fase reversa ¢ a polaridade
maior da fase movel em relagdo a fase estacionaria, observou-se uma maior
afinidade da cumarina pelo eluente utilizado (metanol), aumentando assim a sua

concentragao.
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Como a aguardente de cana ¢ considerada uma matriz complexa, o
comportamento diferente observado para algumas amostras em relacdo a analise
de cumarinas e umbeliferona pode ser atribuida a possiveis interagdes entre o
composto em estudo e outros presentes na bebida. Essas interagdes podem estar
alterando a polaridade da molécula e, conseqiientemente, sua afinidade com a

fase estacionaria e/ou fase mével.
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5 CONCLUSOES

Certificou-se um método analitico para determinagdo simultinea de
compostos fenolicos (acidos gélico, vanilico, siringico, sindpico, elagico, orto,
para e meta-cumdrico, vanilina, siringaldeido, eugenol, fenol, catequina,
cumarina, umbeliferona ¢ 4-metilumbeliferona) em amostras de aguardente de
cana-de-agucar.

Fisico-quimicamente, 25% das amostras analisadas apresentaram-se fora
dos padroes de qualidade exigidos quanto ao teor alcodlico, 16,67% quanto ao
teor de 4cidos volateis e cobre e 83,33% quanto a presenga de furfural. Todas as
amostras apresentaram concentracdo abaixo do estabelecido pela Legislagdo
(150,00 pg/L) para o carbamato de etila e, para a acroleina, apenas uma amostra
apresentou niveis superiores a 5,00 mg/100 mL de alcool anidro.

Com excecdo da aguardente de cana envelhecida em barris de jatoba,
todas as outras apresentaram certa heterogeneidade quanto a presenca dos
compostos fenolicos, diferindo apenas quanto ao teor deles.

A utilizagdo da extracdo em fase solida (SPE), como tratamento prévio
para a quantificagdo de cumarina (1,2-benzopirona), umbeliferona e 4-
metilumbeliferona por HPLC, comparada a analise das amostras sem tratamento,
mostraram-se estatisticamente diferentes, observando um aumento da deteccdo
de cumarina apés a aplicacdo da técnica e diminuigdo na detecgdo para

umbeliferona e 4-metilumbeliferona.
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ANEXOS

ANEXO A — Reacbes envolvidas nas analises fisico-quimicas
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1.Alcoois superiores

A reacdo colorimétrica de alcoois superiores (Figura 1A) envolve a

formacao da substincia colorida pela interagdo dos alcoois com o aldeido ciclico

na presenca de acido sulfurico concentrado. A curva analitica ¢ construida

utilizando-se uma solucdo de alcool isoamilico ¢ as leituras efetuadas em

espectrofotometro a 540 nm.

N(CH;), N(CHs),
2C4HOH  + .
C—H H=C~0OC4Hy
O OC,4H,
Dimetilaminobenzaldeido Complexo colorido
(DMAB)

FIGURA 1A — Reagdes envolvidas na andlise de alcoois superiores.

2.Aldeidos

O método baseia-se na reacdo de aldeidos com ions bissulfitos (em

excesso) em meio tamponado a pH neutro. O bissulfito em excesso reage com

iodo, em meio fortemente acido (pH 2,0), para impedir a dissociagdo dos

compostos aldeido-bissulfito, que ¢ estavel nesse pH. Finalmente, o bissulfito,

que esta combinado com o aldeido, ¢ liberado em meio alcalino (pH 9,0), sendo

titulado com a solugdo de iodo (Figura 2A).
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RCHO + SO,  + H,0 PH=7_  RCHOH —SO;H

O SO, emexcesso reage com [, em meio acido

SOZ + 12 + 2H20 — > HzSO4 + 2HI

Em meio alcalino, o aldeido é entdo determinado

RCHOH—SO,H _°" _ RCHO + SO, + H,0

SO, + I, + 2H,0 ——>» H,SO, + 2HI

FIGURA 2A — Reagdes envolvidas na analise de aldeidos.

3.Furfural

A quantificacdo de furfural ¢ feita por meio do método colorimétrico em
amostras cujo grau alcodlico deve estar a 50%. O furfural reage com anilina em
meio 4cido, formando um composto colorido que ¢ quantificado a 520 nm no

espectrofotometro, apos a construgdo de uma curva analitica.

NH, .
0 0
o<, CH;COOH (il

Furfural Anilina
-H:0| &
Y
H o)
Suay
Imina

Complexo colorido

FIGURA 3A — Reagdes envolvidas na analise de furfural.

117



4.Esteres
A quantificagdo dos ésteres ¢ feita a partir da hidrolise alcalina desses,

presentes na aguardente, seguida da titulagdo dos acidos liberados com solugdo

padronizada de hidroxido de sodio (Figura 4A).

CH3(H)C2HS + NOH — CH3cmNa t C2H5OH
2NaOHexc) + 2H,SO; — NSOy + 2HHO +  HpSOy(exc)
HSOexc) + 2NaOH ——> NaySO, + 2HO

FIGURA 4A — Reagdes envolvidas na analise de ésteres.

5.Metanol

A determinacdo do metanol em aguardentes baseia-se na sua oxidacdo a
formaldeido, o qual reage com o 4cido cromotrdpico em presenca de acido
sulftirico concentrado, formando um composto colorido (Figura 5A). A leitura é

realizada em espectrofotdmetro a 575 nm.

KMnO,
CH;0H —— H—C—H
H,SO4 B
metanol formaldeido

2MnO4 + 5S0; + 6H"—= 2Mn™2 + 55042 + 3H?0

OH O— CH,OH
| e
—a— 0=s=0
O0=S=0
o) ﬁ ﬁ
H—E—H + S—OH ﬁ—O—CHon
formaldeido 0
OH OH OH OH
4cido cromotropico quinona (complexo roxo)

FIGURA 5A — Reagdes envolvidas na analise de metanol.
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6.Cobre

A analise de cobre ocorre apés redugdo do Cu®" presente na bebida a
Cu'*, formando posteriormente um complexo colorido com a solugio de 2,2
diquinolilo em alcool isoamilico (Figura 6A). As leituras s@o realizadas em

espectofotdmetro a 546 nm.

cloridrato de

hidroxilamina

Cu?* Cu'*

acetato de sodio

Cul* 2,2-diquinolilo s complexo colorido

FIGURA 6A — Reagdes envolvidas na analise de cobre.
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TABELA 1B Determinacdo da temperatura de fusdo do derivado 2.4-
dinitrofenilhidrazona de acroleina (2,4-DNPH acroleina).

Composto T.F. observado (°C) T.F. literatura (°C)

2,4-DNPH Acroleina 164,44 165

Meédia de duas repeti¢des; Equipamento BUCHI 535.

TABELA 2B - Andlise quimica elementar do derivado 2,4-dinitrofenilhidrazona
de acroleina (2,4-DNPH acroleina).

Composto Elemento Calculado Encontrado

2,4-DNPH Carbono (%) 45,70 46,00

Acroleina Hidrogénio (%) 3,40 3,50
Nitrogénio (%) 23,70 22,70

Equipamento FLASH EA 1112 Séries CHNS-O ANALYSER — Thermo Eletronic
Corporation.

121



ANEXO C - Definicoes dos parametros cromatograficos
Pagina
FIGURA 1C  Relagdo existente entre os vdarios operacionais em

CrOMAtOZIATIA. ...eeveeieiieiecicee et e 123
FIGURA 2C  Fator de assimetria de um pico cromatografico................. 127

122



A Figura 1C ilustra o significado fisico dos principais termos discutidos
nesta secao.

V. out, |
- k-
= 1,
> > jl
;6 VM ou tM Vv r ou t T |
5 - KN i F A
3 , ag
% i
3 i
Q I . Wi, |
o I Largura na meia altura > e iy
= 1 =
g :
2 i
Linha de base : b
*

Tempo —

FIGURA 1C — Relagdo existente entre os varios operacionais em cromatografia.

1) Tempo de retencio (t,)

O tempo de retengdo ¢ o tempo transcorrido desde a injecdo da amostra
até a eluicdo do ponto méximo do pico. Relaciona-se com o volume de retencao
(Vr) através do fluxo na coluna (Fc), em que Vr é o volume necessario de fase
movel para eluir o soluto da coluna. O tempo de retencdo engloba todo o tempo
que o componente em questdo fica no sistema cromatografico, seja na fase
movel, seja na fase estacionaria (Ciola, 1998 e Harris, 2001).

t=vr
Fc
2) Tempo de retencio ajustado (t’,)
E o tempo de retengio menos o tempo morto, ou seja, t’, = t, - ty. Ele

mede o tempo que a amostra permanece na fase liquida.
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3) Fluxo da coluna (Fc)
E o volume de fase movel que passa pela coluna por unidade de tempo

(geralmente ¢ medido em mL/min).

4) Numero de pratos tedricos ou eficiéncia (N)

A eficiéncia de uma coluna ¢, em geral, determinada pelo nimero de
pratos teoricos, N, gerados. Quanto mais pratos tedricos, maior a eficiéncia e,
portanto, melhor a separacdo. Um prato tedrico ¢ definido como sendo um
equilibrio de distribuicdo entre as duas fases: quanto maior o valor de N, mais
equilibrios existird e a separa¢do sera maximizada. Na pratica, o nimero de
pratos teoricos para um dado componente € calculado a partir do proprio
cromatograma obtido (Figura 1B), no qual t; € o tempo de retengdo e Wy, a
largura da base do pico, obtida tangenciando-se a guassiana até que intercepte a

linha base. Neste caso, o nimero de pratos tedricos ¢ dado por:

N=16(t |2

W,

Nos casos em que o valor de w; ¢é dificil de ser obtido, principalmente
para picos mal resolvidos, com severa variagdo na linha base, pode-se calcular N

a partir da largura do pico na meia-altura, Wy,

N=5,545t |2

Wh

5) Altura equivalente a um prato teérico (H)
Segundo a equagdo de Van Demter, o valor equivalente a um prato
teorico tem grande importincia para avaliagdo da eficiéncia da coluna, mas

também para avaliar a fase médvel empregada. Entende-se por H o comprimento
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da coluna no qual o equilibrio termodindmico foi atingido entre a substancia, a
fase movel e a fase estaciondria. Esse valor ¢ calculado dividindo-se o valor do
comprimento da coluna pelo nimero de pratos calculados (Lancas, 1993 e Ciola,

1998).

H=L
N

em que: H = altura equivalente a um prato tedrico (mm); L = comprimento da
coluna (mm)
6) Resolucio (R)

A resolugdo (R) ¢ a medida quantitativa do grau de separacdo entre dois
picos adjacentes e pode ser calculada de acordo com a expressdo (Skoog et al.,
2002):

R= 2tr1 - tr2

w; + W,

em que: t, e t;; = tempo de retengdo de picos adjacentes; W; e W, = largura dos

picos na base em unidade de tempo.

Os valores de resolucdo acima de 1,5 significam que os analitos tém
uma separacdo até a linha-base, fato importante em analises quantitativas, pois a
medida exata da area depende da resolug@o total dos analitos envolvidos. Ainda,
os valores inferiores a 1,5 significam que a separacdo somente ¢ parcial e,
portanto, a determinacdo da area dos picos do analito se torna inexata ¢ a analise

quantitativa erronea.
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7) Fator de separacio (o)

O fator de separagdo ¢ relacionado com a separagdo de dois picos
adjacentes, sendo calculado pela razdo entre os respectivos fatores de retengao k,
(analito mais retido) e k; (analito menos retido), por sua vez, relacionados aos
tempos de retencdo ajustados, conforme a expressdo (Skoog et al., 2002 e

Collins et al., 2007):

a=k,=t,
k1 t,r1

7

O fator de separagdo ¢ uma medida de seletividade de um sistema
cromatografico. Assim, quanto mais seletivamente a fase estacionaria retiver o
segundo componente que estd sendo analisado, maior serd o fator de separagao.
Se a = 1, ndo ha diferencas termodinamicas entre os dois componentes em um
dado sistema e eles podem ser separados. Entretanto, quando o > 1, isso ndo
significa que os picos estejam totalmente separados, porque eles podem ser
largos e estarem parcialmente sobrepostos. Conseqilientemente, ndo somente
com valores elevados de a se consegue separacdo, ¢ necessario também que os

picos sejam estreitos.

8) Fator de retencao (k)

O fator de retencdo ou fator de capacidade diz respeito a retengdo do
soluto, que ¢ determinado pela razdo entre os tempos em que as moléculas do
soluto ficam retidas na fase estacionaria e percorre a coluna na fase movel, de

acordo com a expressdo (Skoog et al., 2002).

K=t -ty=t,

r

tw ty

em que: t’, = tempo de retencgdo ajustado.
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Os valores ideais de k devem variar de 0,5 a 20,0. Os valores de k
menores que 0,5 implicam pouca intera¢do do soluto com a fase estaciondria, o

que pode ser prejudicial a analise (Harris, 2001).

9) Assimetria (A)
A assimetria ou fator de assimetria de um pico ¢ dado por (Figura 2C):

A=a+b
2a

A assimetria é, muitas vezes, causada pelo aparecimento de caudas
(tailing) nos picos, motivada por adsor¢do, a qual podem ocorrer na fase
estacionaria, injetor, tubos de conecg¢do, etc. Quanto maior o valor determinado
aproximar-se da unidade, maior a simetria do pico e melhor seu comportamento
cromatografico. O fator de assimetria ¢ 10% da altura do pico. O valor deve ficar
no intervalo de 1,0 a 1,5. Embora valores menos desejaveis de 1,5 sdo
admitidos, como regra geral, colunas com fator de assimetria de 1,5 devem ser

descartadas.

Fator de assimetria do pico = CB

AC

10% da altura do pico

FIGURA 2C — Fator de assimetria de um pico cromatografico (Skoog et al.,
2002).
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ANEXO D - Parametros analiticos para validacdo de métodos

Os pardmetros analiticos normalmente encontrados para valida¢do de
métodos de separacao sdo: seletividade, linearidade, precisao, exatiddo, limite de

deteccdo, limite de quantificag@o e robustez.

1) Seletividade

A seletividade de um método instrumental de separagdo ¢ a capacidade
de avaliar, de forma inequivoca, as substancias em exame na presenca de
componentes que possam interferir na sua determinacdo em uma amostra
complexa. Esse parametro garante que o pico de resposta seja exatamente do
composto de interesse. Pode ser avaliado comparando a matriz isenta da
substancia de interesse ¢ a matriz adicionada com essa, por meio de analises que
utilizam detectores modernos, comparados a de um padrdo ou por meio do

método de adigdo padrao (Snyder et al., 1997 e Ribani et al., 2004).

2) Linearidade
A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em exame,
dentro de uma determinada faixa de aplica¢do. Esse parametro pode ser obtido
por simples medidas de varias concentragdes do analito. Os dados sdo entdo
processados usando a equagdo de regressdo linear ¢ a inclinagdo, o intercepto € o
coeficiente de correlagdo linear obtidos na curva analitica, nos dao informagdes
sobre a linearidade do método. Uma outra forma de obter a linearidade envolve a
determinagdo do fator de resposta (FR) para cada medida de concentracao versus
o log da concentragdo do analito. O fator de resposta (FR) ¢ dado por:
FR=RD
C
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em que: RD ¢ a resposta do detector (area ou peso do pico) e C € a concentracio

do analito (Snyder et al., 1997 e Ribani et al., 2004).

3) Precisao

Representa a dispersdo de resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condigdes
definidas. Segundo a International Conference on Harmonisation (ICH), a
precisdo ¢ dividida dentro de trés tipos: repetitividade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade.

A repetitividade ¢ a precisdo do método sob as mesmas condi¢des
operacionais em um curto periodo de tempo. Um aspecto dessa ¢ a precisdo
instrumental. Essa ¢ medida por inje¢des repetitivas, seqiienciais da mesma
amostra (10 ou mais vezes), seguida pela média dos valores da area do pico ou
altura do pico e determinacdo da estimativa do desvio-padrdo relativo. Um
segundo aspecto desse tipo de precisdo, também conhecido como precisdo intra-
ensaio, envolve multiplas medidas da mesma amostra (diferentes preparagdes)
pelo mesmo analista sob as mesmas condigdes.

A precisdo intermediaria indica o efeito das variagdes dentro do mesmo
laboratorio devido a eventos como analises em diferentes dias, instrumentos ou
analistas ou pela combinacao destes fatores.

A reprodutibilidade ¢ a precisdio medida entre laboratérios e
frequentemente ¢ determinada em estudos colaborativos ou transferéncia de
métodos experimentais.

A preciso de um método é geralmente expressa pelo desvio padrio

(SD) ou pelo desvio padrao relativo (RSD) dos dados, utilizando-se as equagdes:
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RSD (%) = 100 SD

X

em que: X; € a medida individual da amostra; X ¢ a média das medidase n é o

numero de medi¢des realizadas.

4) Exatidao

A exatidao de um método € definida como a concordancia obtida entre o
valor medido e o valor aceito como verdadeiro. O numero de ensaios varia de
acordo com a legislacdo ou diretriz adotada. A ICH estabelece um minimo de
nove determinagdes envolvendo pelo menos trés diferentes concentragdes.
Geralmente, a exatiddo ¢ representada e determinada por estudos de

recuperacdo, mas ha trés formas para determina-la: por comparagdo com um

padrao de referéncia, recuperacao do analito e por adi¢ao padrio.

5) Limite de deteccao (LD)

Representa a menor concentragdo do analito que pode ser detectada.
Esse parametro pode ser calculado pelo método visual, que consiste na adigao de
concentragdes conhecidas do analito na matriz, distinguindo entre sinal e ruido
na menor concentracdo detectdvel; pelo método da relagdo sinal-ruido, cuja a
propor¢ao deve ser de 3:1 e pelos parametros da curva analitica. Este ultimo ¢

obtido por meio da seguinte expressao:

LD=33xs
S

em que s ¢ a estimativa do desvio-padrao da resposta, que pode ser a estimativa
do desvio padrao do branco, da equagdo da linha de regressao ou do coeficiente

linear da equacdo e S € a inclinag@o ou coeficiente angular da curva analitica.

130



6) Limite de quantificacido (LQ)

Pode ser definido como a menor concentragdo do analito que pode ser
exatamente quantificada. Os métodos utilizados para sua determinagdo sdao os
mesmos listados acima para a determinacdo do limite de detec¢do, porém, a
relacdo sinal-ruido ¢ de 10:1 e a expressdo utilizada pelo método dos pardmetros

da curva analitica é:

LQ=10x§
S

7) Robustez

Segundo a International Conference on Harmonisation (ICH, 1995),
robustez ¢ definida como a capacidade de um método permanecer inalterado
quando pequenas, mas deliberadas variacdes ocorrem em seus parametros. Pode
ser avaliada, por exemplo, pela variagdo de parametros, como a concentragao do
solvente organico, pH e forca ibnica da fase movel, programagdo de

temperatura, bem como o tempo de extracado, agitacdo, etc.
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ANEXO E - Cromatogramas
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FIGURA 1E — Cromatograma dos padrdes utilizando-se acetonitrila como
solvente da fase movel (ACNP1). Identificacdo dos picos: (1)
acido galico, (2) catequina, (3) acido vanilico, (4) fenol, (5)
acido siringico, (6) wvanilina, (7) siringaldeido, (8)
umbeliferona, (9) acido p-cumarico, (10) acido sinapico, (11)
acido m-cumarico, (12) cumarina, (13) 4-metil-umbeliferona,
(14) 4cido o-cumarico, (15) acido elagico, (16) eugenol.
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FIGURA 2E — Cromatogramas dos padrdes nas temperaturas de 30 e 35°C.
Identificagdo dos picos idem Figura 1E.
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FIGURA 3E — Cromatogramas das amostras de aguardente de cana analisadas.
Identificagdo dos picos idem Figura 1E.
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FIGURA 3E — Continuagao.
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ANEXO F — Analise de variancia dos valores obtidos para os compostos

fenolicos
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TABELA 1F — Resumo da analise de variancia dos compostos fendlicos.

FvV GL oM
Acido Catequina Acido Fenol Acido Vanilina  Siringal- Umbelife
galico Vanilico siringico deido rona
Amostra 11  28.487535 0.597763  2.041979  0.393605  2.755880  0.793393  3.978800  0.001638
Trat 1 11.384235 1.010402  1.029338  0.801317  0.844986  0.006870  0.060859  0.000043
Amostra 11 2.121497  0.114275  0.163614  0.115295  0.293460  0.187805  1.147546  0.000892
x Trat
Erro 24 0.000139  0.000183  0.003939  0.003993  0.000018  0.001303  0.000047  0.000021
Media 47 1.4280469 0.4090448 0.5330362 0.4650009 0.4514303 0.3294510 0.7833565 0.0145502
geral
CV (%) 0.83 3.31 11.77 13.59 0.94 10.96 0.88 31.79

FV = fator de variagdo; GL = grau de liberdade; QM = quadrado médio; CV = coeficiente de variagao.

...continua...
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TABELA 1F — Continua¢do

FvV GL oM
Acido p- Acido Acido m- Cumarina  4-metil Acido o- Acido Eugenol
cumarico  sindpico  cumadrico umbelifer cumarico elagico
ona
Amostra 11 13.548048 0.466566  0.255302 51.453385 1.497101 0.220391  41.663456  67.821107
Trat 1 8.748178  0.013247  0.159552  0.853692  0.125178 0.162333 5.295171 5.108857
Amostra 11 2456891  0.037664  0.133779  0.734384  0.038495 0.154512 2.749146 19.492683
x Trat
Erro 24 0.003577  0.000052  0.000471  0.000039  0.000123 0.000005 0.006638 0.244252
Media 47 09119231 0.1353994 0.0977790 1.2158112 0.2786924 0.0835084 2.3500789  3.4361425
geral
CV (%) 6.56 5.32 22.19 0.51 3.98 2.64 3.47 14.38

FV = fator de variagdo; GL = grau de liberdade; QM = quadrado médio; CV = coeficiente de variagao.



