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RESUMO

Os compostos fendlicos (acido galico, acido vanilico, vanilina, acido siringico,
siringaldeido, cumarina, e escopoletina), a capacidade antioxidante, os congéneres
(aldeido acético, acetona, furfuraldeido, acetato de etila, n-propanol, isobutanol, e
isoamilico), os contaminantes (metanol, sec-butanol e n-butanol), e o carbamato de
etila, foram determinados em cachacas durante o processo de envelhecimento. As
cachacas foram envelhecidas em barris de 20 litros, confeccionados em nove
diferentes madeiras: jaboty, itauba, carvalho, timborana, jequitiba, balsamo,
courbaril, cerejeira, peroba e carvalho. Os compostos fendlicos e o furfuraldeido
foram determinados por HPLC/UV. A capacidade antioxidante foi determinada
empregando-se trés métodos diferentes: os fendis totais por Foulin-Ciocalteu (FC), a
inibicdo ao radical DPPH-, e o método do poder antioxidante do ferro FRAP. Os
congéneres (aldeido acético, acetona, acetato de etila, n-propanol, isobutanol, e
isoamilico) e contaminantes (metanol, sec-butanol e n-butanol) foram quantificados
empregando-se o GC/MS. O carbamato de etila foi determinado através de uma
metodologia que empregou o GC/MS com monitoramento seletivo de ions (SIM). A
origem botancia das madeiras dos barris definiu os perfis fendlicos das cachacgas,
que tornaram-se mais complexos, e apresentaram aumento da concentracao de
cada composto fendlico e capacidade antioxidante, com o aumento do tempo de
envelhecimento. A maioria das madeiras brasileiras apresentaram maior teor de
compostos fendlicos e capacidade antioxidante do que o carvalho. A cachaca
envelhecida é uma fonte de antioxidantes exdgenos, tendo sido o acido galico o
principal composto fendlico incorporado durante o processo de envelhecimento. As
cachacas com maior capacidade antioxidante foram as envelhecidas em barril de
balsamo, seguido por courbaril, cerejeira, timborana, peroba, jequitiba, carvalho,
itauba e jaboty. A cachaca nado envelhecida apresentou capacidade antioxidante
desprezivel. As cachagas envelhecidas em cerejeira, courbaril e jequitiba,
apresentaram capacidade antioxidante tao alta quanto a de vinhos tintos. A cachaca
envelhecida em carvalho apresentou capacidade antioxidante semelhante a de
vinhos brancos e uisques. A concentragdo dos congéneres acetato de etila, alcodis
superiores e aldeido acético aumentou, consideravelmente, com o tempo de
envelhecimento. Na maioria das cachacgas a concentracdo do carbamato de etila
manteve-se constante. Através da metodologia da analise dos componentes
principais (PCA) e andlise hierarquica de agrupamento (HCA) as cachagas foram
agrupadas em fungdo das similaridades da sua composigao fendlica, furfuraldeido e
capacidade antioxidante, formando 5 grupos: grupo 1 (CNE, itauba, jaboty e
carvalho), grupo 2 (jequitiba e timborana), grupo 3 (balsamo e courbaril), grupo 4
(cerejeira) e grupo 5 (peroba). A partir dos resultados analiticos dos congéneres e
contaminates das cachagas nao foi possivel distingui-las através da PCA e HCA. A
madeira balsamo, seguida por timborana, courbaril, jequitiba, carvalho, itauba e
jaboty foram as mais indicadas para o envelhecimento porque apresentaram maior
capacidade antioxidante, e se adequaram aos limites estabelecidos pela legislagao
para cumarina, congéneres, contaminates e carbamato de etila. Os barris de
cerejeira e peroba ndo foram indicados porque durante o envelhecimento
apresentaram aumento da concentragdo de cumarina e carbamato de etila,
respectivamente, com valores muito acima dos permitidos pela legislacdo vigente.

Palavras-chave: cachaca envelhecida, compostos fendlicos, carbamato de etila,
barris de madeira, bebidas alcodlicas.



ABSTRACT

The phenolic compounds (gallic acid, vanillic acid, vanillin, syringic acid,
syringaldehyde, coumarin and scopoletin), antioxidant capacity, the congeners
(acetaldehyde, acetone, furfural, ethyl acetate, n-propanol, isobutanol and isoamyl) ,
contaminants (methanol, sec-butanol and n-butanol), and ethyl carbamate, was
determined in cachagas during the aging process. The cachaga were aged in 20
liters barrels, made of nine different woods: jaboty, itauba, timborana, jequitiba,
balsamo, courbaril, cerejeira, peroba and oak. The phenolic compounds and furfural
were determined by HPLC/UV. The antioxidant capacity was determined using three
different methods: the total phenolics by Foulin-Ciocalteu (FC), the inhibition of
DPPH radical, and the method of antioxidant power of iron (FRAP). The congeners
and contaminants were quantified using GC/MS. The ethyl carbamate was
determined through a methodology that makes use of GC/MS with selected ion
monitoring (SIM). The botanical origin of the wood'’s barrels set phenolic profiles of
the samples, which have become more complex, and the concentration of each
phenolic compound and antioxidant capacity increased with the aging time. The
majority of brazilian woods showed a higher phenolic content and antioxidant
capacity than oak. The aged cachaga is a source of exogenous antioxidants, and
gallic acid was the main phenolic compound incorporated during the aging process.
The cachaga with a higher antioxidant capacity were aged in barrel of balsamo,
followed by courbaril, cerejeira, timborana, peroba, jequitiba, oak, itauba and jaboty.
The non-aged cachaga showed negligible antioxidant capacity. The aged cachacga in
oak showed the similar antioxidant capacity of white wines and whiskeys. A
concentration of ethyl acetate, higher alcohols and acetaldehyde increased
dramatically with the aging time. The concentration of ethyl carbamate in cachacgas
remained constant in most of the samples. Through the methodology of principal
component analysis (PCA) and hierarchical cluster analysis (HCA) cachagas were
grouped according to similarities of their phenolic composition, antioxidant capacity
and furfural, forming five groups: group 1 (CNE, itauba, jaboty and oak), group 2
(jequitiba and timborana), group 3 (balsamo and courbaril), group 4 (cerejeira) and
group 5 (peroba). From analytical results of congeners in the cachagas could not
distinguish them by PCA and HCA. The wood balsamo, followed by timborana,
courbaril, jequitiba, oak, itauba and jaboty were the most suitable for aging because
had higher antioxidant capacity, and comply with the limits prescribed by law for
coumarin, congeners, contaminants and ethyl carbamate. The barrels of cerejeira
and peroba were not indicated because during aging showed increased
concentrations of coumarin and ethyl carbamate, respectively, with values far above
those allowed by law.

Keywords: aged sugar cane spirit, phenolic compounds, ethyl carbamate, wooden
barrels, alcoholic beverages.
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ABTS
ADH
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C18
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CERFLOR
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CNE
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CVv

DAC
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DPPH -
DPPHgem
EPR

ERON
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

- Exatidao ou em inglés “Accuracy”

- Alcool anidro

- Associacao Brasileira de Bebidas

- Absorvancia

- 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico

- Alcool Desidrogenase

- Anadlise Hierarquica de Agrupamento ou em inglés “hierarchical
cluster analysis”(HAC)

- Aldeido-Desidrogenase-2

- Capacidade antioxidante ou em inglés “Antioxidant Capacity”

- Associagdo Alagoana dos Produtores de Cachaga de
Alambique e outros derivados da cana-de-agucar de Alagoas

- Antioxidante fendlico genérico

- Energia de dissociacdo de ligagdo ou em inglés “Bond
Dissociation Energy”

- Silica modificada com hidrocarboneto linear C18
(octadecilsilano)

- Carbamato de Etila

- Certificacao Florestal

- Column Liquid Chromatography Ocatdecyl Silano (C18)

- Cachaca Nao Envelhecida

- Concentragao

- Precisao ou em inglés “Coefficient of Variation”

- Doencga Arterial Coronaria

- Acido Desoxirribonucléico

- 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil

- DPPH- Remanescente

- Ressonancia Paramagnética Eletrénica ou em inglés “Electron
Paramagnetic Resonance”

- Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio

- Foulin-Ciocalteu



FRAP
FSC
FT
FUR
GAE

GC-FID

GC/MS (SIM)

HACCP

HAHP

HAT

HCA

HMF

HPLC/UV

IARC

ICH

ID

IFAL
INMETRO

- Poder Antioxidante de Redugéo Férrica ou em inglés “Ferric
Reducing Antioxidant Power”

- Conselho de Manejo Florestal ou em ingles “Forest
Stewardship Council”

- Espessura do filme ou em ingles “Film Thickness”

- Furfural

- Equivalente em Acido Galico ou em inglés “Gallic Acid
Equivalent”

- Cromatografia Gasosa com Detector por lonizagdo em Chama
ou em inglés “Gas chromatography flame ionization detector”

- Cromatografia Gasosa acoplado ao Espectrdmetro de Massas
no modo de monitoramento seletivo de ions ou em inglés Gas
chromatography/mass spectrometry (Selective lon Monitoring)”
- Anadlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle ou em inglés
“Hazard Analitycal Critical Control Points”

Analise de Halofenol e Haloanisol

- Transferéncia do atomo de Hidrogénio ou em inglés “Hydrogen
Atom Transfer”

- Andlise Hierarquica de Agrupamentos ou em inglés
“Hierarchical Cluster Analysis”

- Hidroximetilfurfural

- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector
Ultravioleta ou em inglés “High performance liquid
chromatography”

- Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancer ou em inglés
“International Agency for Research on Cancer”

- International Conference of Harmonization of Technical
Requirements for Registration on of Pharmaceuticals for Human
Use

- Didmetro interno ou em inglés “Internal Diameter”

- Instituto Federal de Alagoas

- Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade
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QB
ISO

LD

LDL
LPQPN
LQ
MAPA
MM
NAD
NADH
NIST

ORAC

P450
PA
PC
PCA

Pl

RH
ROOH
ROS

RT
Rz (A)
Rz (C)
Sb

Industrial

- Potencial de lonizagé&o ou em inglés “lonization Potential”

- Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas

- Instituto de Quimica e Biotecnologia

- Organizagao Internacional de Padronizagdo ou em inglés
“International Organization for Standardization”

- Limite de Deteccéao

- Lipoproteina de Baixa Densidade

- Laboratério de Pesquisa em Quimica dos Produtos Naturais -

- Limite de Quantificagao

- Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento

- Massa molecular

- Nicotinamida Adenina Dinucleotideo

- Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Reduzida

- Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia ou em inglés
“National Institute of Standards and Technology”

- Capacidade de Absorgdo de Oxigénio Radical ou em inglés
“Oxygen Radical Absorbance Capacity”

- Pigmento a 450 nm

- Para Analise ou em inglés “Pro Analysis”

- Componente Principal ou em inglés “Principal Component”

- Andlise dos Componentes Principais ou em inglés Principal
component analysis” (PCA)

- Padrao Interno

- Moléculas lipidicas

- Lipideo hidroperoxideo

- Substancias Reativas Oxigenadas ou em inglés “Reactive
oxygen substances”

- Tempo de retencao

- Raz&o de Area

- Razao de Concentracio

- Desvio Padrdao no Intercepto b ou em inglés “Standard

Deviation of Intercept b”



SCF
SET

SIM
SIM
TEAC

Ton.
TPTZ
TR
TRAP

UFAL
UV-VIS
WHO

WWF
o-TOH

- Soma dos Compostos Fendlicos

- Transferéncia de um elétron ou em ingles “Single Electron
Transfer’

- Monitoramento Seletivo de lons

- Sistema de Implementacéao e Verificagdo Modular

- Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox ou em inglés
“Trolox equivalent antioxidant capacity”

- Tonelada

- 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina)

- Tempo de Retengéo para o soluto eluir em cromatografia

- Potencial Reativo Antioxidante Total ou em inglés “Total
Reactive Antioxidant Potential”

- Universidade Federal de Alagoas

- Ultravioleta — Visivel

- Organizagdo Mundial da Saude ou em inglés “World Health
Organization”

- Fundo Mundial da Natureza ou em inglés “World Wildlife Fund”

- a-tocoferol



LISTA DE SIMBOLOS

% - Porcentagem

cm - Centimetro

eV - Elétron-volts

g - Grama

gL’ - Grama por litro

L - Litro

L m™ - Litros por metro quadrado

m/v - Relagdo massa por volume

m/z - Relagdo massa-carga ou em inglés “mass-to-charge ratio”
mg 100 mL™" aa - Miligrama por 100 mililitros de alcool anidro

mg Kg ™ - Miligrama por kilograma

mg L™ - Miligrama por litro

min. - Minutos

mL - Mililitro

mmol L™ - Milimol por litro

nm - Nanometro

°C - Graus Celsius

pH - Potencial hidrogeniénico

R? - Coeficiente de correlacao

u - Uma ou Dalton (igual a 1/12 da massa de um &atomo de

carbono-12)

viv - Relagao volume por volume

Amax - Comprimento de onda maximo

ug 100 mL™ aa - Micrograma por 100 mililitros de alcool anidro
Mg L - Micrograma por litro

gm - Micrometro

pmol L™ - Micromol por litro
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1 INTRODUGAO

A cachacga é a terceira bebida alcodlica destilada mais comercializada no
mundo, e a primeira no Brasil. No seguimento de bebidas alcodlicas € a segunda
bebida mais consumida no Brasil, perdendo apenas para a cerveja (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE BEBIDAS, 2008). Atualmente, no Brasil, s&o produzidos
aproximadamente 1,2 bilhdo de litros de cachaca, sendo o Estado de Sdo Paulo o
maior produtor, seguido por Ceara, Pernambuco e Minas Gerais. O Brasil exportou
10,49 milhdes de litros de cachaga no ano de 2010, que representou mais de 15,95
milhdes de ddlares. Os grandes paises importadores da cachaga em termos de valor
no ano de 2010 foram: Alemanha, seguido por Estados Unidos da Ameérica,
Portugal, Franca, Paraguai, Bolivia, Espanha, Itdlia, Paises Baixos, Argentina e
outros (INSTITUTO BRASILEIRO DA CACHACA, 2010).

Alagoas foi o quinto colocado no ranking dos maiores moedores de cana-de-
acgucar do Pais na safra de 2008/2009, moendo 27,3 mil ton. de cana, perdendo para
Sao Paulo (352,2 mil ton.), Parana (44,4 mil ton.), Minas Gerais (41,8 mil ton.) e
Goias (29,8 mil ton.). A cana-de-agucar continua sendo a principal cultura do estado,
e principal matéria-prima utilizada para a fabricacdo da cachacga, e Alagoas tem
cerca de 432 mil hectares de area plantada (CONAB, 2010). No entanto, ainda tem
uma baixa produgédo de cachaga, limitada a poucos engenhos como: JG (Joaquim
Gomes), Produto das Alagoas (Pindoba), Brejo dos Bois (Junqueiro), Gameleira
(Cajueiro), Engenho Nunes (Maceid), Gogé da Ema (Sdo Sebastido), Durval
Nogueira (Passo do Camaragibe), Renan Goes (Porto Calvo), Antdnio Lisboa
(Marechal Deodoro), Giovane Albuquerque (Fleixeiras), Renato Coutinho (Campo
Alegre) e Marcelo Beltrao (Coruripe). Em dezembro de 2008, os produtores das
cachagas JG, Produto das Alagoas, Brejo dos Bois, Gameleira, Engenho Nunes e
Gogé da Ema formaram a APROCAL (Associagdo Alagoana dos Produtores de
Cachaga de Alambique e outros derivados da cana-de-agucar de Alagoas). A
APROCAL foi criada para fortalecer e ampliar a producdo e comercializagdo da
cachaga de alambique, rapadura, mel de engenho, agucar mascavo, entre outros
(APROCAL, 2010).

A producdo de cachaca de boa qualidade tem contribuido para elevar a
cachaca ao status que ela realmente merece “a bebida tipica do Brasil”’, e dividir o

prestigio com outras bebidas mais conhecidas como o uisque e o vinho. Para tal,
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ressalta-se a importancia de estudos da composicdo da cachaca envelhecida em
funcdo da sua qualidade.

A cachacga envelhecida tem maior valor de mercado, chegando a custar no
mercado interno cerca de R$ 599,00 por 700 mL, como a cachaga Sagatiba
Preciosa envelhecida em barril de carvalho por mais de 23 anos. No entanto, o
preco médio da cachaca envelhecida é de cerca de R$ 68,00 por 750 mL, valor
muito maior do que a cachaca “branquinha”, que custa cerca de R$ 6,00 por 695 mL.

O envelhecimento da cachaca ocorre apds a etapa de destilacdo, quando a
cachaga € envasada em barris de madeira, normalmente carvalho, onde permanece
por pelo menos 1 ano. Neste periodo uma série de compostos sao extraidos da
madeira dos barris, e varias reacdes quimicas ocorrem na cachacga. Desta forma, a
cachaca envelhecida adquire uma cor amarelada, sabor e odor caracteristicos da
madeira do barril, que diminuem a agressividade do destilado, que adquire aromas
frutados e de baunilha, dentre outros.

Varios estudos tem avaliado o potencial do uso de diferentes madeiras para
fabricagédo dos barris empregados no envelhecimento de cachaga, em detrimento do
elevado custo dos barris de carvalho, que sao importados dos Estados Unidos da
America e da Europa a um custo muito elevado. O custo de um barril usado de 200L
varia de R$ 360,00 a R$ 700,00. Os barris de carvalho de segunda mao ndo contém
a mesma quantidade de compostos extraidos da madeira, do que um barril novo,
além de ndo se conhecer a sua procedéncia. Portanto, varias madeiras brasileiras ja
estdo sendo utilizadas para envelhecer a cachaca, dentre as mais utilizadas estao:
amendoin (Pterogyne nitens), cerejeira (Amburana cearensis), cedro (Cedrela
fissilis), jatoba (Hymenaea carbouril), ipé (Tabebuia sp), freijo (Cordia goeldiana),
garapa (Apuleia leiocarpa), balsamo (Myroxylon peruiferum), vinhatico amarelo
(Plathymenia foliosa) e jequitiba (Cariniana legalis), dentre outras (MORI, et al.,
2003).

O envelhecimento de bebidas destiladas em barris de carvalho esta bem
definido, e varias reagdes quimicas ocorrem: entre os compostos do destilado e
compostos da extragao direta da madeira, entre os compostos do destilado e os
produtos de degradagdo da queima da madeira dos barris e entre os proprios
compostos do destilado. Na extracédo direta da madeira sao incorporados a bebida:
compostos fendlicos simples, polifendis (elagitaninos) que s&o hidrolizaveis e

formam acido galico e elagico, acidos graxos, e outros extrativos (lactonas, alcodis,
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hidrocarbonetos, norisoprendides e substancias inorganicas). As reagdes mais
conhecidas sao as que ocorrem entre os derivados da degradagao estrutural das
macromoléculas (lignina, hemicelulose e celulose) pelo aquecimento, durante o
processo de queima dos barris. Dentre as principais reagdes, ocorre a etandlise da
lignina, na qual sdo formados compostos fendlicos (aldeidos aromaticos como
siringaldeido e vanilina) e seus respectivos acidos (acido siringico e acido vanilico).
A degradacdo da hemicelulose resulta, inicialmente, na formacdo de hexoses e
pentoses, que sao suceptiveis a degradagao térmica formando compostos furanicos
(furfural e hidroximetil furfural). As principais reagdes entre os proprios compostos do
destilado ocorre através da oxidacdo do etanol a aldeido acético (produto
intermediario) e, posteriormente, a acido acético, que forma o acetato de etila,
através da reacdo com o etanol. Essas reacdes entre os proprios compostos do
destilado podem alterar o teor de congéneres (aldeido acético, acetato de etila,
acido acético, etc.) durante o envelhecimento (MOSEDALE e PUECH, 1998).
Portanto, os compostos que estdo claramente associados as alteracdes
sensoriais durante o envelhecimento sdo: compostos fendlicos e furanicos (aldeidos
fendlicos aromaticos como siringaldeido e vanilina), acidos fendlicos (acido vanilico
e acido siringico), derivados do tanino (acido galico e acido elagico), cumarinas
(cumarina e escopoletina), aldeidos furanicos (furfural, 5-metilfurfural e 5-hidroximetil
furfural), aldeidos (aldeido acético); congéneres como os acidos (acido acético),
ésteres (acetato de etila) e alcodis (etanol e alcodis superiores). Muitos dos
compostos que sdo incorporados ou formados no destilado, proporcionam cor, sabor
e odor caraceteristicos a bebida envelhecida, e também, podem incorporar outras
propriedades a bebida, como a capacidade antioxidante, caracteristica de alguns
compostos fendlicos. Os compostos fendlicos ou polifendis sao formados por uma
estrutura quimica que contém um anel aromatico ligado a um grupamento hidroxila.
Constituem uma classe de produtos do metabolismo secundario das plantas,
portanto, estdo presentes na natureza, e encontram-se disponiveis nos frutos,

vegetais, sementes, flores e cascas.

A capacidade antioxidante € uma propriedade importante dos compostos
fendlicos contra o estresse oxidativo na defesa de sistemas vivos. E traduzida como
a habilidade de capturar radicais que, em profusdo, podem induzir danos oxidativos

em biomoléculas que causam aterosclerose, envelhecimento, cancer e muitas outras
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doencas (VALKO et al., 2006; OLIVEIRA, VALENTIM e GOULART, 2009;
VASCONCELOS et al.,, 2007). Sao encontrados compostos fendlicos com
propriedades antioxidantes em diversas bebidas alcodlicas como, principalmente, no
vinho, uisque e cerveja.

Os compostos fendlicos podem ser incorporados a cachaga durante o
evelhecimento em barris de madeira, incorporando compostos fendlicos e
capacidade antioxidante a cachaga. No entanto, existem aspectos toxicoldgicos,
associados aos compostos fendlicos e outras substancias que sao extraidas durante
o envelhecimento da cachaca, que devem ser avaliados, inclusive por forca da
legislagao vigente no pais e pelas recomendagdes do Codex Alimentarius (BRASIL,
2005). Além, das substancias incorporadas ou produzidas durante o processo de
envelhecimento, os niveis de outros compostos como os congéneres, contaminantes
e carbamato de etila encontrados na cachacga destilada devem ser acompanhados
durante o processo de envelhecimento para garantir a qualidade do produto final. As
substancias que devem ser analisadas quanto aos aspectos toxicoldgicos durante o
envelhecimento da cachaga sdo: cumarina, furanicos (furfural e hidroximetilfurfural),
alcodis superiores, aldeidos (aldeido acético), ésteres (acetato de etila) e
contaminates (metanol, sec-butanol e n-butanol) e carbamato de etila.

Até agora, nao foram correlacionados os compostos fendlicos e a capacidade
antioxidante durante o efetivo envelhecimento de cachacas em barris
confeccionados com diferentes tipos de madeiras, visto que a maioria dos trabalhos
analisou extratos de serragem de madeiras. Os estudos anteriores avaliaram
separadamente o teor de compostos fendlicos e a capacidade antioxidante, e na
maioria das vezes utilizaram extratos de serragem de madeira simulando o
envelhecimento da cachaga (CARDOSO et al. 2008; SILVA et al., 2009; SOUZA et
al., 2007). Nao foram estudadas possiveis alteragbes dos congéneres,
contaminantes, e carbamato de etila durante o envelhecimento da cachaga em barris
de diferentes madeiras.

O objetivo geral deste trabalho foi indicar as madeiras mais apropriadas para
o envelhecimento de cachaga em barris, considerando o teor de compostos
fendlicos, capacidade antioxidante, congéneres, contaminates e carbamato de etila
na cachaca envelhecida.

O objetivo especifico deste trabalho foi determinar quais alteragées dos

compostos fendlicos, capacidade antioxidante, congéneres, contaminates e
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carbamato de etila que ocorrem durante o processo de envelhecimento em barris de
diferentes madeiras. Foram avaliadas cachacas envelhecidas em barris de 20 litros
confeccionados com diferentes madeiras, carvalho branco (Quercus sp.), e oito
diferentes madeiras brasileiras: courbaril (Hymenaea sp.), peroba-do-campo
(Paratecoma peroba), balsamo (Myroxylon balsamum), jequitiba (Cariniana sp.),
cerejeira (Amburana cearensis), timborana (Piptadenia sp.), jaboty (Erisma
uncinatum) e itauba (Mezilaurus itauba).

A determinagcdo dos compostos fendlicos (acido galico, acido vanilico,
vanilina, acido siringico, siringaldeido, cumarina e escopoletina) e furfuraldeido,
empregou a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector ultravioleta
(HPLC/UV). A capacidade antioxidante foi avaliada, através de trés métodos
indiretos: inibicdo do radical DPPH - (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), método de redugéo
do ferro (FRAP) e teor de fendis totais pelo método de Foulin-Ciocalteu (FC). Os
compostos fendlicos, furfuraldeido e capacidade antioxidante foram analisados em
amostras das cachacas coletadas nos 0, 1, 3, 6, 9, 12 e 18 meses de
envelhecimento. Além disso, foi comparada a capacidade antioxidante das cachacas
envelhecidas com a capacidade antioxidante de outras bebidas alcodlicas
comerciais como vinho tinto, vinho branco e uisques.

A determinagdo dos congéneres (aldeido acético, acetona, furfuraldeido,
acetato de etila, n-propanol, isobutanol, e isoamilico) e contaminantes (metanol, sec-
butanol e n-butanol) foi feita por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC/MS). Os congéneres e contaminantes foram analisados em amostras
das cachacas coletadas nos 0, 1, 3, 6, 9, 12 e 18 meses do envelhecimento.

A determinacdo do carbamato de etila também empregou a cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS) com monitoramento seletivo
de ions (SIM). O carbamato de etila foi analisado nas amostras das cachagas

coletadas nos 0, 6, 9, e 18 meses do envelhecimento.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Cachacga e Cachaga Envelhecida

Cachaca é a denominagao tipica e exclusiva da aguardente de cana produzida
no Brasil, com graduac&o alcodlica de 38% a 48% (v/v) a 20°C, obtida pela
destilacdo do mosto fermentado do caldo de cana-de-agucar com caracteristicas
sensoriais peculiares, podendo ser adicionada de acucares até 6 g L™ (expressos
em sacarose) (BRASIL, 2005).

A producdo de cachaca envelhecida pode ser dividida em quatro etapas
principais: obtengdo do mosto, fermentagdo, destilagdo e envelhecimento ou
maturacao (FARIA, 2003).

No Brasil, existem trés classes de cachaca envelhecida: cachaga envelhecida,
cachaca premium e cachacga extra premium. A cachaga envelhecida é a cachaca
que contém, no minimo, 50% (v/v) de cachaga envelhecida em recipiente de
madeira apropriado, com capacidade maxima de 700 litros, por um periodo nao
inferior a 1 ano. A cachaga premium é a cachaga que contém 100% (v/v) de cachaga
envelhecida por no minimo 1 ano, e a cachaca extra premium € a cachaca

envelhecida por no minimo 3 anos (BRASIL, 2005).

2.2 Envelhecimento de Cachaga

Por melhores que sejam realizadas as trés primeiras etapas do processo
produtivo de fabricacdo da cachaca, o destilado recém-obtido apresentara sabor
seco, ardente e um aroma n&o muito agradavel. Dessa forma, o envelhecimento se
torna fundamental para que a cachaga adquira as caracteristicas desejadas, que
sdo: cor, aroma e sabores tipicos dos destilados de alta qualidade (ODELLO et al.,
2009; DIAS, MAIA e NELSON, 1998). O processo de envelhecimento é
caracterizado por alteracdes na cor e flavor da bebida maturada e um declinio do
volume e conteudo alcodlico (MOSEDALE e PUECH, 1998).

Durante o envelhecimento ocorrem inUmeras alteragées no sabor, aroma e cor
da cachacga, que sao causadas por:

A) Extragao direta de compostos da madeira;
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B) Decomposi¢cao das macromoléculas (celulose, hemicelulose e lignina) e sua
incorporagao no destilado (extrativos por decomposigao — hidrélise, pirdlise e
oxi-redugao);

C) Reagdes entre os componentes da madeira e os constituintes originais da
bebida ndo envelhecida;

D) Reagdes envolvendo apenas extratos da madeira;

E) Reacgdbes envolvendo apenas compostos do destilado;

F) Evaporagao dos compostos volateis (MOSEDALE e PUECH, 1998).

Os efeitos e o0 tempo requeridos para o envelhecimento sédo altamente variaveis
e sao influenciados por uma grande variedade de fatores, particularmente do tonel
usado. O tempo varia de acordo com as caracteristicas do destilado, caracteristicas
de manufatura do barril ou tonel (espécie da madeira, origem geografica da madeira,
método de colheita da madeira, método de corte e secagem das aduelas (ripas de
madeiras encurvadas), método de construgcédo do barril, tamanho e formato do barril
e tostagem do barril), e as caracteristicas (temperatura e umidade) do ambiente em
que a bebida foi envelhecida. Para melhor entendimento deste processo tem
aumentado o interesse em métodos de predi¢ao, controle e simulacéo dos efeitos do
envelhecimento (MOSEDALE e PUECH, 1998).

2.3 Caracteristicas Tecnolégicas da Madeira

Algumas caracteristicas tecnologicas s&o importantes na escolha das
madeiras utilizadas para o envelhecimento, tais como: composicdo quimica
(celulose, hemicelulose, lignina, extrativos e cinzas), caracteristicas estruturais e
anatomia da madeira, densidade, retratibilidade, cor e aroma (MORI et al., 2003).

Em termos de composicdo quimica, a parede celular vegetal da madeira é
constituida principalmente por celulose, hemicelulose e lignina, ilustrados
esquematicamente na Figura 1. Varias moléculas de glicose unem-se através de
ligagdes glicosidicas do tipo B (1—4) formando cadeias lineares (Figura 1A), que
interagem umas com as outras através de ligagbes de hidrogénio. A estrutura
resultante, denominada fibrila elementar, é insoluvel em agua e apresenta alto grau
de cristalinidade, conforme mostra a Figura 1B. Quatro fibrilas elementares sé&o

entdo agrupadas (Figura 1C) por uma monocamada de hemicelulose, sendo
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posteriormente circundadas em uma matriz de hemicelulose e lignina associadas
entre si por meio de interagdes fisicas e ligagdes covalentes. O compdésito natural
resultante desta intima associacado é denominado microfibrila celulésica (Figura 1D)

(CARVALHO et al., 2009).

Figura 1 — Representagao esquematica das associagdes quimicas que ocorrem na parede celular da
madeira: ligagdes entre moléculas de glucose (A) e interagbes entre as cadeias lineares adjacentes
para a formacao da fibrila elementar (B); associagédo entre quatro fibrilas elementares adjacentes (C),

circundadas em uma matriz de hemicelulose e lignina para a formacgao da microfibrila celulésica (D) .

CHOM o cmon | on | CHOM oM CHZOM OH ln, o

Ho HO T L o O | HO T Lt o onO-"‘-'—.._v -~ 0t — © HO T [

HO_\ o~ 0. /- MO ~\_{o._/- A -\ -0/ - A -\ 0./~
A o~ ® i~ il B i+~ L i~ o 4~
"
1 nm
- 34} c¢, . vt P Sy § ~¥ L’, — — = P
. N - - - = O g > o B
- > L - ’ = - v 2 -.al
- A =
B - : - o~

B g A - e, - — 2

- T et e e - v

A v g v e e a oy S g oS U

- - ‘.r "q-‘ f-., 1 P Rr 1~~ " 0-#,‘-. ' — c Py '-;l

>
b .
L
| ————
D Fibrila elementar

Hemicelulose
Lignina

Fonte:(CARVALHO et al., 2009).

A composigdo quimica da madeira € uma caracteristica tecnoldgica
importante na escolha da madeira, pois esta intimamente relacionada ao flavour final
da bebidada envelhecida, oriundo dos processos de extracdo e subsequente

transformacao dos seus constituintes (MOSEDALE e PUECH, 1998).
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As caracteristicas estruturais e anatdmicas da madeira referem-se a um
produto da fisiologia vegetal, tem uma estrutura complexa, composta a partir da
estrutura celular da planta que Ihe deu origem. O tronco da madeira € composto
pelas seguintes partes bem diferenciadas: raios, medula, anéis de crescimento,
xilema, cambio, floema e cortex, conforme Figura 2A. Um corte transversal de um
tronco, mostrando o cerne (X - no centro), o alburno (R - parte mais clara) e a

medula (ponto escuro no centro. As pequenas linhas radiais s&o nos (Figura 2B).

Figura 2 — Representagao esquematica da estrutura de um tronco de madeira.

e Cortex

Floema
Cambio
Xilema

Anéis de cresc.
Medula
Raios

Fonte: (COSTA, 2001).

O cortex é a parte externa ou casca, na estrutura dos caules e raizes das
plantas dicotiledéneas. O cambio € uma regido invisivel a olho nu, constituida por
uma faixa de células meristematicas secundarias que sao responsaveis pela
formagdo das chamadas células mée do xilema (lenho) e do floema (casca). O
tecido meristematico esta apto a gerar novos elementos celulares, constituido por
uma camada de células situadas entre o xilema e o floema, permanecendo ativo
durante toda a vida do vegetal. O floema ou liber, localizado entre a zona cambial e
a casca, € responsavel pelo transporte da seiva elaborada. A seiva elaborada ou
organica é produzida nas folhas durante a fotossintese e é composta por agua e
agucares. Apds um certo tempo, as células mais externas do floema morrem e
passam a fazer parte da casca. O xilema ou lenho é a camada central da arvore,
situada abaixo do cambio, e possui a fungao de distribuir a seiva bruta ou inorgéanica
(dgua e sais minerais). O xilema - palavra proveniente do grego xylon (madeira) - € o
que constitui a madeira propriamente dita. O xilema divide-se em duas regides

distintas: o alburno (sapwood) e o cerne (heartwood) (Figura 4). O alburno é
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constituido por células vivas que conduzem a seiva bruta em movimento
ascendente. Possui baixa resisténcia ao ataque de fungos e insetos. Em geral
possui coloracdo mais clara que o cerne. O cerne € a camada mais interna do
alburno que perdeu a atividade fisioldgica. Na grande maioria das madeiras esta
regido apresenta coloragdo mais escura e elementos anatémicos fechados devido a
deposicdo de corantes naturais, denominados de dleo-resina; em outras espécies
ocorre a formacao de tiloses nos vasos, obstruindo total ou parcialmente o lUmen
dos mesmos e propiciando uma permeabilidade muito baixa. Sua funcdo para a
planta € apenas de sustentacdo do tronco. A medula é a parte central do caule,
regido inicial de crescimento de uma arvore (tecido primario ou meristematico). Sua
funcdo é a de armazenar substancia nutritiva para a planta, durante a fase inicial de
crescimento (SJOSTROM, 1993).

Na arvore, as estruturas da madeira desempenham trés fungdes: conducao
(suprimento da planta em seiva), reserva (estocagem) e sustentacdo, conforme
mostra a Figura 3.

a) Conducgado: Poros ou vasos estdo presentes apenas nas arvores porosas
(hardwood), sdo células de grande diametro, com extremidades abertas,
justapostas, tem a fungdo de circulagdo da seiva (quando situadas no
alburno) e substituem as células longitudinais que s&o fechadas nas
extremidades. Nas coniferas (softwood) as células longitudinais sado abertas
nas extremidades, servindo para conduzir a seiva; ndo existem, entdo, os
vasos. Algumas coniferas apresentam canais, ovalados, onde séo
armazenadas as resinas. Raios medulares sao formados por grupos de
células dirigidos do centro do tronco (medula) para a periferia, responsaveis
pelo transporte e conducio da seiva na direcao transversal ao eixo da arvore
€ exercem uma espécie de amarracao neste sentido. Os raios medulares séo
pontos de falhas que proporcionam o surgimento de fendas durante a
secagem da madeira.

b) Armazenar: Parénquima constitui uma verdadeira impressdo digital da
madeira, apresentando uma coloragdo mais clara do que a parte fibrosa do
lenho. O parénquima é um tecido pouco resistente, formado por grupos de
células espalhadas na massa lenhosa, e cuja fungao consiste em armazenar
e distribuir nutrientes; nas coniferas se reduz ao tecido celular que reveste os

canais resiniferos.
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c)Sustentagdo: Fibras longitudinais séo os principais elementos resistentes da
madeira, formadas por células ocas, alongadas, com diametro de 10 a 80
micra e comprimento de 1 a 8 mm. A espessura das paredes das células
varia de 2 a 7 micrdbmetros. Elas sao distribuidas em anéis, correspondentes
aos ciclos anuais de crescimento. Muitas das propriedades fisicas e

mecanicas do caule dependem da morfologia destas células (COSTA, 2001).

Figura 3 — Representacédo esquematica da estrutura do lenho.

Camada de Secao
crescimento transversal

Fonte: (COSTA, 2001).

As caracterisiticas anatémicas (nUmero de vasos (poros) / mm? no plano
transversal e presenca de obstrucdo de vasos por tiloses) estdo relacionadas a
permeabilidade e interacao da bebida com a madeira. A pouca quantidade de poros
ou vasos indica uma madeira menos permeavel, e portanto, mais interessante para
0 armazenamento de cachaca, uma vez que permite uma maior interagao da bebida
com os constituintes quimicos da madeira, e menores perdas do destilado ao longo
do processo. A presenca de tiloses na estrutura dos vasos condutores indica a
obstrucdo destes por tecido parenquimatico, e consequentemente pouca
permeabilidade da madeira a bebida (MORI et al., 2003).

A gra, na anatomia da plantas lenhosas, refere-se ao tamanho médio,
regularidade e alinhamento, dos anéis de crescimento e orientagdo das fibras em um
pedaco de madeira. Quando o crescimento do lenho é lento o gra sera apertado e o
tamanho dos anéis pequenos. Quanto maior a gra do carvalho, maior € a sua

porosidade e aeracao (oxidagao), e a bebida envelhecida apresenta mais compostos
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extrativos e elagitaninos e menor teor de eugenol e lactonas (VIVAS, 1995).

A densidade da madeira € a quantidade de material lenhoso seco num
determinado volume verde. Madeiras com densidade média favorecem a manufatura
dos barris (FOELKEL, 1971).

A retratibilidade indica a movimentagao da madeira com a entrada e saida de
agua e sua estabilidade dimensional, quanto maior a retratibilidade maior sera sua
estabilidade dimensional. A madeira possui uma facilidade muito grande de perder e
absorver agua desta forma seu tamanho, também, varia facilmente devido entrada e
saida de agua entre as moléculas de celulose da parede celular. Desta forma,
madeiras que apresentam abundancia de células de parede espessas possuirao
instabilidade dimensional com maior frequéncia. Podemos calcular a variacdo das
dimensdes da madeira quando postas para a secagem (OLIVEIRA e SILVA, 2003).

Outras caracteristicas da madeira também sio importantes para as tonoarias
como a cor e aroma. A cor da madeira é originada por substancias corantes
depositadas no interior das células do material lenhoso, e impregnadas na parede
celular. Entre estas substancias estdo resinas, gomas, goma-resinas, derivados
tanicos e corantes (MORESCHI, 2009).

2.4 Madeiras Utilizadas no Envelhecimento de Cachacga

A madeira mais utilizada para o envelhecimento de bebidas e de cachacga é o
carvalho (Quercus sp.). Em decorréncia das dificuldades de aquisicéo e escassez do
carvalho no Brasil, tem-se substituido essa madeira por outras de origem nacional
na confecgdo de barris, para o armazenamento da cachaga (BOZA e OETTERER,
1999). No Brasil madeiras de diferentes espécies botanicas tem sido utilizadas para
o envelhecimento da cachacga, tais como: amendoim (Pterogyne nitens), cerejeira
(Amburana cearensis), cedro (Cedrela fissilis), jatoba (Hymenaea carbouril), ipé
(Tabebuia sp.), freijé6 (Cordia goeldiana), garapa (Apuleia leiocarpa), balsamo
(Myroxylon peruiferum), vinhatico amarelo (Plathymenia foliosa) e jequitiba
(Cariniana legalis), porém, predomina no Brasil a utilizagdo de barris de carvalho
(Quercus sp.). Cada madeira oferece permeabilidade e aromas diferentes no
processo de envelhecimento (MORI et al., 2003).

Independente da madeira escolhida € importante e necessario, que se

adquiram barris confeccionados com madeira certificada. Desta forma, garante-se o
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uso de madeira legalmente fornecida por empresas que manejam suas florestas de
forma sustentavel. Varios sistemas de certificacdo florestal estdo disponiveis,
atualmente, no Brasil: Sistema de Certificagdo Florestal Brasileiro (CERFLOR) do
INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial), o
Sistema do FSC — Forest Stewardship Ship Council (Conselho de Manejo Florestal),
e Sistema de Implementacdo e Verificagdo Modular (SIM) da WWF-Brasil (“World
Wildlife Fund” ou Fundo Mundial da Natureza) (ZENID, 2009).

Uma revisao de literatura foi feita sobre as seguintes madeiras escolhidas
para este estudo: cerejeira (Amburana cearensis), balsamo (Myroxylon balsamum),
carvalho branco ou white oak (Quercus alba), jaboty (Erisma uncinatum), peroba-do-
campo ou white peroba (Paratecoma peroba), courbaril (Hymenaea sp.), jequitiba
(Cariniana sp.), itauba (Mezilaurus itauba) e timborana (Piptadenia sp.). Os nomes
das madeiras utilizados neste trabalho s&o nomes internacionais (sem acento),
usados de acordo com a norma BS EN 13556:2003 da Instituicdo Britdnica de
Padrées (THE BRITISH STANDARDS INSTITUTION, 2003).

Em estudo anterior, foram determinados a composicdo quimica, densidade,
retratibilidade e caracteristicas anatdmicas de algumas das madeiras utilizadas
neste estudo, como: cerejeira (Amburana Cearensis), balsamo (Miroxylon sp.),
courbaril (Hymenae sp.), peroba-do-campo (Sweetia elegans), jequitiba-rosa
(Cariniana ligalis) e carvalho (Quercus sp.), conforme mostram as Tabelas 1 e 2
(MORI et al., 2003).

Tabela 1 — Caracteristicas fisicas e quimicas do carvalho e das espécies de madeiras nativas do

Brasil.

Madeiras Holocelulose| Lignina| Extrativos | Cinzas Densidade s Retratibilidade
(%) (%) (%) (%) | basica (g cm™) | Volumétrica (%)
Carvalho 65,22 25,9 10,47 0,52 0,626 11,27
Cerejeira 59,13 27,37 17,91 0,59 0,557 5,33
Balsamo (Oleo de 63,61 26,15 10,55 0,51 0,815 9,54

balsamo)
Courbaril (jatoba) 59,78 28,7 13,32 0,48 0,879 10,15
Peroba-do-campo 58,29 31,3 10,39 0,05 0,643 11,53
Jequitiba 64,97 28,43 9,46 1,00 0,572 8,91

(jequitiba rosa)

Fonte: MORI et. al. Utilizagao de eucaliptos e de madeiras nativas no armazenamento da aguardente
de cana-de-agucar. Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, v. 23, n. 3, Dec. 2003.
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Tabela 2 — Classificagdo do carvalho e das espécies de madeiras nativas do Brasil.

Madeiras | Numero de vasos/mm? | Classificacdo | Presenca de tiloses
Carvalho 6,7 pouco NUMerosos sim
Cerejeira 2,8 pOUCO NUMErosos nao
Balsamo (Oleo de 35,0 muito numerosos nao
balsamo)

Courbaril (jatoba) 16,0 nuUMerosos sim
Peroba-do-campo 35,8 muito numerosos sim
Jequitiba (jequitiba rosa) 11,0 NUMerosos sim

Fonte: MORI et. al. Utilizagao de eucaliptos e de madeiras nativas no armazenamento da aguardente
de cana-de-agucar. Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, v. 23, n. 3, Dec. 2003.

Conforme mostra a Tabela 1, Mori et. al. (2003) observaram que o carvalho
apresentou composi¢cao quimica (holocelulose = celulose e hemicelulose, lignina e
extrativos) semelhantes ao courbaril e jequitiba. A lignina, um polimero constituido
de unidades fenilpropano, € uma macromolécula de grande importancia para a
qualidade da bebida. Os compostos derivados da degradacdo da lignina séo a
vanilina, o siringaldeido, coniferaldeido e p-hidroxibenzaldeido, responsaveis pelo
aroma e sabor caracteristicos das bebidas alcodlicas envelhecidas. A madeira
peroba-do-campo apresentou o maior percentual de lignina, seguida por courbaril,
jequitiba, cerejeira, balsamo e carvalho. As madeiras cerejeira e courbaril
apresentaram maior teor de extrativos do que o carvalho e as demais madeiras.
Portanto, espera-se encontrar maior teor de compostos fendlicos em cachacas
envelhecidas em madeiras com maior teor de extrativos. A quantidade de cinzas
informa os constituintes inorganicos da madeira, tais como: Ca, Mg, Si, Fe, dentre
outros. A madeira jequitiba apresentou grande quantidade de cinzas (cerca de 1%),
que pode influenciar acentuadamente a qualidade da aguardente envelhecida. A
madeira courbaril e balsamo apresentaram maior densidade do que peroba-do-
campo e carvalho, seguidas por cerejeira e jequitiba. As madeiras com densidade
meédia, como o carvalho e peroba-do-campo, favorecem melhores condi¢cdes de se
trabalhar a madeira para a fabricagao dos barris. Ja as madeiras balsamo e courbairil
apresentaram maior densidade e, portanto, sdo madeiras mais “duras’e dificeis de
trabalhar. As madeiras que apresentaram maior retratibilidade foram peroba-do-
campo, carvalho, courbaril, balsamo e jequitiba. A madeira cerejeira apresentou
muito baixa retratibilidade sugerindo uma baixa estabilidade dimensional no envase.
Conforme a Tabela 2, outro parametro relativo a permeabilidade da madeira é o
nimero de vasos (poros) por mm? observadas no plano transversal da madeira.

Quanto maior o numero de vasos, maior a permeabilidade da madeira. Portanto, a
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cerejeira e o carvalho apresentaram pouca quantidade de poros, indicando serem
madeiras menos permeaveis, e portanto, mais interessantes para o armazenamento
de aguardente, uma vez que permitem uma menor interagdo da bebida com os
constituintes quimicos das madeiras, e menores perdas do destilado ao longo do
processo. O courbaril e jequitiba apresentaram permeabilidade intermediarias, ja o
balsamo e peroba-do-campo apresentaram alta permeabilidade e maior interagao
com a bebida e perda por evaporagao. O carvalho apresentou tiloses na estrutura de
seus vasos condutores, indicando a obstrucdo destes por tecido parenquimatico, o
que faz com que a madeira apresente pouca permeabilidade a liquidos. As madeiras
nativas courbaril, peroba-do-campo e jequitiba apresentaram tiloses na estrutura de
seus vasos condutores, enquanto as demais nao apresentaram tiloses. A madeira
de balsamo apresentou cheiro e gosto mais relevantes, sendo que todas as outras
madeiras foram consideradas normais. Em relacdo a cor, somente a madeira
courbaril apresentou tonalidade de cor bastante acentuada. Portanto, todas as
caracteristicas tecnolégicas de cada uma das diferentes madeiras dos barris
contribuem, de forma relevante, para determinar as alteracdes quimicas e sensoriais
tipicas proporcionadas as cachagas envelhecidas. As caracteristicas tecnoldgicas
das madeiras sdo informacdes importantes, e contribuem para a escolha das

madeiras mais adequadas para confecg¢ao dos barris (MORI et al., 2003).

2.4 1 Cerejeira

A cerejeira (Amburana cearensis A.C. Smith (sin. Torresea cearensis Fr. All)),
tem outros nomes populares: amburana, amburana-de-cheiro, cerejeira-rajada,
cumaré, cumaru-de-cheiro, emburana, imburana, imburanda-de-cheiro, louro-inga,
umburana. Apresenta, também, varios nomes internacionais, que sdo: amburana,
cerejeira (ATIBIT, 1982), roble, soriocco, trebol. A sua ocorréncia se da no Brasil,
nos seguintes estados: Acre, Amazonas, Bahia, Ceara, Espirito Santo, Gdias, Mato
Grosso, Minas Gerais, Para, Pernambuco e Rondénia, bem como em outros paises
como a Argentina. A cerejeira apresenta cerne e alburno distintos pela cor, cerne
castanho-amarelado-claro, as vezes com estrias mais escuras; cheiro caracteristico
e agradavel; gosto adocicado e densidade média (Figura 4). A madeira de cerejeira
€ considerada ndo duravel, com baixa resisténcia ao ataque de fungos, sendo

moderadamente permeavel, de facil desdobro, aplainamento, torneamento,
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desenrolamento e colagem. A secagem é classificada como facil (INSTITUTO DE
PESQUISAS TECNOLOGICAS, 2011).

Figura 4 — Cerejeira: (A) face tangencial, (B) face radial e (C) fotomacrografia 10x.

Fonte: IPT.

Na medicina popular, as cascas do caule sao tradicionalmente utilizadas na

Al

preparagao de "lambedbs" (lambedores) caseiros para tratamento de doencas
respiratérias, como gripe, resfriado, bronquite e asma. Industrialmente, a forma
farmacéutica disponivel € o xarope de cumaru, produzido pelo Programa Farmacias
Vivas, Farmacia-Escola da Universidade Federal do Ceara e por algumas empresas
privadas. Ensaios farmacologicos pré-clinicos demonstraram  atividades
antiinflamatadria, broncodilatadora e analgésica para o extrato hidroalcodlico, tendo
sido possivel ainda atribuir os efeitos observados a cumarina e a fragao flavonoidica
(LEAL et al., 2000). A analise do extrato etandlico da casca do tronco da Amburana
cearensis permitiu o isolamento e identificacdo de doze componentes: cumarina,
sacarose, dois acidos fendlicos (acido vanilico e acido protocatecuico), cinco
flavondides (afrormosina, isokaempferide, o kaempferol, quercetina, 4'-metoxi-
fisetina), um glicosideo de fenol (amburoside A) e uma mistura de B-sitosterol

glicosilada e estigmasterol (CANUTO e SILVEIRA, 2006).

2.4.2 Balsamo

O balsamo (Myroxylon balsamum (L.) Harms. (sinbnimo M. toluiferum),
Leguminosae) tem outros nomes populares no Brasil, tais como: balsamo de tolu,
cabreuva, cabriuva, cabriuva-vermelha, 6leo-balsa, 6leo-de-balsamo, o6leo-pardo,
oleo-vermelho, pau-de-balsamo, quina-quina, sangue-de-gato. O balsamo tem
outros nomes internacionais, tais como: cedro chino, chirraca, estoraque (Peru),
incienso, nabal (México), palo de balsamo, quina (Argentina), sandalo (Costa Rica),

tache e tolu (Colébmbia). Os estados brasileiros onde se da sua ocorréncia sao:
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Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana, Rondénia e
Sao Paulo. Também €& encontrado na América Central, Argentina, Colémbia,
Equador, México, Paraguai, Peru e Venezuela. O balsamo apresenta as seguintes
caracteristicas sensoriais: cerne e alburno distintos pela cor, cerne castanho-
avermelhado; cheiro perceptivel agradavel e gosto levemente adstringente;
densidade alta; dura ao corte; gra revessa; textura meédia; superficie irregularmente
lustrosa, conforme Figura 5. Madeira de alta resisténcia a fungos apodrecedores.
Apresenta resisténcia a fungos e insetos xiléfagos. O balsamo € dificil de ser
trabalhado, mas apresenta bom acabamento (INSTITUTO DE PESQUISAS
TECNOLOGICAS, 2011).

Do balsamo séo extraidos acidos benzoicos e cinamicos, tanto na forma livre,
de 12 a 20% (m/m), como na forma de ésteres, de 7 a 10% (m/m). Ainda ha uma
pequena por¢cao de cinamato de benzilo. A fracido resinosa € composta por
hidrocarbonetos mono e sequiterpénicos, e derivados fendlicos (eugenol, vaniloina e
nerolidol). Tem atividade famacolégica antiséptica e expectorante (GIMENEZ, 2003).

Myroxylon balsamum (Leguminosae-Lotoideae) contém uma série de
flavondides biogeneticamente relacionados, incluindo o () -7-hidroxi-4'-
metoxiisoflavanona, (t)-7,3'-dihidroxi-4'-metoxiisoflavanona e 2-(2',4'-dihidroxifenil)-
5,6-dimetoxibenzofurano (OLIVEIRA et al., 1978).

Figura 5 — Balsamo: (A) face tangencial, (B) face radial e (C) fotomacrografia 10x.

Fonte: IPT.

2.4.3 Carvalho Branco ou White Oak

O carvalho branco (Quercus Alba L.) também é conhecido como carvalho
americano, ocorre no leste dos Estados Unidos da América nos seguintes estados:
Texas, Oklahoma, Kansas, Nebresca, lowa, Minnesota, Michigan, Wisconsin, lllinois,

Missouri, Tennessee, Arkansas, Louisiana, Mississipi, Alabama, Giorgia, Florida,
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Carolina do Sul, Carolina do Norte, Kentucky, Indiana, Ohio, Pennsulvania, New
York, Vermont, New Hampshire, Maine, Massachusetts, Connecticut, New Jersey,
Delaware, Maryland, Virginia e West Virginia. Também ocorre no Canada nos
estados de Ontario e Quebec (UNITED STATES DEPARTAMENT OF
AGRICULTURE, 2011).

O carvalho branco apresenta as seguintes caracteristicas: o cerne é castanho
claro, algumas placas podem ter um tom rosado ou um tom ligeiramente
acinzentado. O alburno é branco ao creme, e a madeira é muito dura, com
acabamento mais escuro do que o carvalho vermelho. Ele tem uma luz de cor
amarela, um gré direito altamente alinhado, e uma densidade média, conforme
Figura 6 ( (INSTITUTO DE PESQUISAS TECNOLOGICAS, 2011).

Figura 6 — Carvalho branco: (A) face tangencial, (B) face radial e (C) fotomacrografia 10x.

Fonte: IPT.

O carvalho é utilizado, ha séculos, para armazenamento de bebidas,
principalmente, devido a sua caracteristica de estanqueidade, proporcionado por
uma extensa tilose. Tem sido usado para a producgéo de vinho, incluindo sherryes e
destilados como: uisques, bourbon e scotch. Os principais mercados fornecedores
de carvalho s&o Estados Unidos da América e Franca. (WATERHOUSE e TOWEY,
1994).

O carvalho branco (Quercus alba L.) e os carvalhos europeus (Quercus robur
L. e Q. petrea) foram as espécies escolhidas para o envelhecimento. Os carvalhos
europeus sdo, em sua maioria provenientes da Franca, embora fornecedores do
Leste Europeu e Russia estdo aumentando a sua disponibilidade (MOSEDALE e
PUECH, 1998).

Diversos estudos tém sido feitos para avaliar o potencial do carvalho para a
tanoaria, concentrando-se nas suas propriedades fisicas e mecanicas, bem como

em sua composigao quimica. carvalhos brancos normalmente contém de 45 a 50%
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(m/m) de celulose, hemicelulose de 22 a 25% (m/m), ligninas de 23 a 32% (m/m) e
de 30 a 10% (m/m) extrativeis, composto por &cidos, carboidratos, e diversos
compostos fendlicos (SINGLETON, 1974).

Foram identificados acidos fendlicos e aldeidos em extrato etandlico de lascas
de carvalho branco (MILLER et al., 1992). O carvalho americano é mais poroso do
que 0s europeus, mas a presenca de tiloses o torna mais duro e pouco permeavel.
O carvalho americano tem potencial aromatico maior do que o carvalho europeu,
devido ao seu alto conteudo de isémeros cis/trans metil-octalactonas e baixas
quantidades de polifendis extraidos (CHATONNET e DUBOURDEU, 1998).

2.4 .4 Jaboty

O jaboty (Erisma uncinatum Warm, Vochysiaceae) tem outros nomes
populares, tais como: cedrinho, bruteiro, cachimbo-de-jabuti, cambara, cambara-
rosa, cedrilho, jaboti, jaboti-da-terra-firme, quaruba-vermelha, quarubarana,
quarubatinga, verga-de-jabuti. Além de outros nomes internacionais, como: jaboty
(ATIBIT, 1982) e kwanie (Guiana). O jaboty ocorre no Brasil (Acre, Amapa,
Amazonas, Mato Grosso, Para e Rondbnia) e em outros paises (Guiana, Guiana
Francesa, Suriname e Venezuela). O jaboty apresenta o cerne e alburno distintos
pela cor, cerne castanho avermelhado; sem brilho; cheiro e gosto imperceptiveis;
densidade baixa; gra direita a revessa; textura média a grossa, conforme mostra
Figura 7. O jaboty apresenta baixa durabilidade ao ataque de organismos xil6fagos
(fungos e insetos). O cerne e o alburno sdo moderadamente faceis de trabalhar e
preservar em processos sob pressdo. O jaboty é facil de aplainar, serrar e lixar, mas
apresenta superficie de acabamento ruim (felpuda) (INSTITUTO DE PESQUISAS
TECNOLOGICAS, 2011).
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Figura 7 — Jaboty: (A) face tangencial, (B) face radial e (C) fotomacrografia 10x.

Fonte: IPT.

2.4.5 Peroba-do-campo ou White-peroba

A Peroba-do-campo (Paratecoma peroba (Record & Mell) Kuhim,,
Bignoniaceae) também tem outros nomes populares, como: ipé-claro, ipé-peroba,
ipé-rajado, peroba-branca e perobinha. Além, de outros homes internacionais, como:
peroba-de-campos e white peroba (ATIBIT, 1982).

A peroba-do-campo ocorre nos seguintes estados brasileiros: Bahia, Espirito
Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro. O cerne da peroba-do-campo varia de
amarelo-acastanhado ou amarelado ao pardo-acastanhado, as vezes apresentando
veios mais escuros; cheiro e gosto imperceptiveis; densidade média; gra direita a
ondulada; textura média, conforme Figura 8 (INSTITUTO DE PESQUISAS
TECNOLOGICAS, 2011).

Figura 8 — Peroba: (A) face tangencial, (B) face radial e (C) fotomacrografia 10x.

Fonte: IPT.

Em observagdes praticas, é considerada de durabilidade satisfatoria quando
em condi¢cdes favoraveis ao apodrecimento. Apresenta baixa permeabilidade as
solugdes preservativas, mesmo quando submetida a impregnagéo sob pressao,

devido a obstrucdo dos vasos. A madeira de peroba-do-campo pelas suas
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caracteristicas é considerada de trabalhabilidade facil (INSTITUTO DE PESQUISAS
TECNOLOGICAS, 2011)

2.4.6 Courbairil

O courbaril pertence ao género Hymenaea, que contém varias espécies
(Hymenaea courbaril L., Hymenaea intermedia Ducke, Hymenaea oblongifolia
Huber, Hymenaea parvifolia Huber, Hymenaea stilbocarpa Hayne), € encontrado em
quase todas as matas nativas do Brasil. A espécie Hymenaea stilbocarpa Hayne,
ocorre desde o estado do Piaui até o Parana, e a espécie Hymenaea courbaril L. é
mais comum na Amazbnia. Como essas madeiras sdo semelhantes quanto a
densidade de massa e caracteres anatdmicos, no comércio tém, praticamente, o
mesmo valor. Assim nesta ficha essas madeiras do género Hymenaea séao tratadas
em conjunto, sendo mencionada a espécie, quando pertinente. O courbaril tem
outros nomes populares, tais como: copal, jatai, jataiba, jatoba-curuba, jatobazinho,
jutai, jutai-agu, jutai-do-igapd, jutai-grande, jutai-mirim, jutai-vermelho e quebra
machado. Internacionalmente s&o conhecidos como: algarrobo (Colébmbia e
Venezuela), courbaril (ATIBT,1982) (Cuba, Guiana, Guiana Francesa, Peru e
Inglaterra), loksi, lokus (Suriname) e rode locus. No Brasil sdo encontrados nas
seguintes regides: Amazobnia, Mata Atlantica, Acre, Amapa, Amazonas, Bahia,
Espirito Santo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Parana, Rio
Grande do Sul, Rondbnia e Sdo Paulo. Em outros paises localizados na América
Central e do Sul ocorrem na: Argentina, Bolivia, Coldbmbia, Guiana, Guiana
Francesa, Paraguai, Peru e Suriname. O courbaril apresenta o cerne e alburno
distintos pela cor, cerne variando do castanho-amarelado ao castanho-avermelhado,
alburno branco-amarelado; cheiro e gosto imperceptiveis; densidade alta; dura ao
corte; gra regular a irregular; textura média; e superficie pouco lustrosa, conforme
Figura 9. A espécie Hymenaea courbaril L. & considerada altamente resistente aos
térmitas e fungos de podriddo branca e parda. O courbaril tem cerne, quando
submetido a impregnacéo sob pressao, impermeavel as solugdes preservativas. O
courbaril € moderadamente facil de trabalhar, pode ser aplainado, colado,
parafusado e pregado sem problemas. Apresenta resisténcia para tornear e faquear
(dobrar). O acabamento é bom. A madeira seca ao ar apresenta poucas

deformagdes e, quando a secagem € muito rapida, observa-se a presenga de
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rachaduras e empenamentos. A secagem ao ar deve ser realizada em local
protegido da luz solar direta, com boa ventilagdo, para evitar rachaduras radiais
(INSTITUTO DE PESQUISAS TECNOLOGICAS, 2011).

Figura 9 — Courbaril: (A) face tangencial, (B) face radial e (C) fotomacrografia 10x.

Fonte: IPT.

2.4.7 Jequitiba

O jequitiba (Cariniana sp.), da familia das lecitidadceas, compreendem
espécies com tronco de grandes dimensdes, tanto em comprimento como em
perimetro. As duas espécies mais conhecidas de jequitiba sdo jequitiba-rosa
(Cariniana legalis) e o jequitiba-branco ou somente jequitiba (Cariniana estrellensis),
aos quais ainda se pode acrescentar o jequitiba-vermelho (Cariniana rubra), o
jequitiba-cravinho (Cariniana parvifolia), jequitba-cravinho (Cariniana ianeirensis), e o
apenas jequitiba (Couratari pyramidata). Os nomes populares sao: jequitiba,
jequitiba-branco, jequitiba-rosa, jequitiba-vermelho, estopeira (RS, SC, PR),
estopeiro, pau-estopa, pau-de-cachimbo (SC), jequitiba-rei, estopa, cachimbeiro,
bingueiro, mussambé, coatinga, coatingua, binga-de-macaco e pito-de-macaco. Sao
arvores nativas da Mata Atlantica brasileira, existentes apenas na regiao sudeste e
em alguns estados vizinhos. Suas folhas apresentam tom avermelhado na primavera
e suas flores séo claras ou vermelhas. Em tupi-guarani significa gigante da floresta,
0 que é compreensivel, Figuram na relagdo das maiores arvores do Brasil, tal como
os courbaryl, sapucaias e angelins. Na floresta, arvore adulta desta espécie é
emergente, isto €, pode ser vista bem acima das demais. Registros atuais anotam
jequitibas com 60 metros de altura (equivalente a um prédio de 20 andares). O
jequitiba-rosa de 3.000 anos, chamado por alguns de Patriarca da Floresta, mede 49

metros de altura e tem uma circunferéncia de 16 metros, ou seja, s&0 necessarias
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10 pessoas de maos dadas para dar a volta em seu tronco. Essas arvores estao
presentes no Espirito Santo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Sao Paulo e Mato
Grosso do Sul, tanto na floresta pluvial atlantica, como na semidecidua de altitude e
da bacia do Parana. O jequitiba apresenta baixa densidade, é macia ao corte, gra
direta, textura média, de baixa resisténcia ao ataque de organismo xil6fagos quando
exposta a condicdes adversas (INSTITUTO DE PESQUISAS TECNOLOGICAS,
2011).

2.4 8ltauba

A itauba (Mezilaurus itauba (Meisn.) Taub. ex Mez.,Lauraceae.) tem outros
nomes populares, tais como: itauba-abacate, itauba-amarela, itauba-grande, itauba-
preta, itauba-verdadeira, itauba-vermelha, louro-itauba. Ainda é conhecida por
nomes internacionais como: itauba (THE BRITISH STANDARDS INSTITUTION,
2003), itauba (ATIBIT, 1982).

A sua ocorréncia no Brasil se da nos seguintes estados: Amazodnia, Acre,
Amapa, Amazonas, Mato Grosso, Para e Rondénia, além, de outros paises, como:
Guiana, Guiana Francesa e Suriname. A madeira itauba apresenta cerne amarelo-
esverdeado, quando recém serrado, tornando-se castanho-esverdeado-escuro;
cheiro agradavel, levemente adocicado, e gosto imperceptivel; densidade alta; gra
ondulada ou revessa; textura média; e superficie irregularmente lustrosa; e
apresenta raios visiveis apenas sob lente topo e na face tangencial, finos e muito
poucos conforme Figura 10. Os vasos sdo visiveis apenas sob lente, pequenos a
meédios; poucos; porosidade difusa; solitarios, multiplos e em cadeias radiais;
obstruidos por tilos. Os anéis de crescimento sao indistintas, ou eventualmente
delimitadas por zonas fibrosas tangenciais mais escuras. A madeira de itauba é
considerada de alta resisténcia ao ataque de organismos xiléfagos (fungos
apodrecedores, cupins e xiléfagos marinhos). Apresenta baixa permeabilidade as
solugdes preservantes. A madeira itauba € moderadamente dificil de ser trabalhada,
tanto com ferramenta manuais como com maquina, devido a presenca de silica;
porém permite bom acabamento. A secagem ao ar € lenta e dificil, porém sem
causar alta incidéncia de defeitos. A secagem artificial é reportada como lenta, com
ocorréncia acentuada de rachaduras e moderada de empenamentos (INSTITUTO
DE PESQUISAS TECNOLOGICAS, 2011)
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Figura 10 — ltauba: (A) face tangencial, (B) face radial e (C) fotomacrografia 10x.

Fonte: IPT.

2.4.9Timborana

A timborana pertence ao Género (Piptadenia sp.) que contém varias espécies
(Pseudopiptadenia psilostachya (DC.) G. P. Lewis & M. P. Lima, e
Piptadenia suaveolens Miq., Leguminosae). A timborana tem outros nomes
populares, como: angico, angico-vermelho, fava-de-folha-miuda, faveira-folha-fina,
parica-grande-da-terra-firme e timbauba. Sua ocorréncia no Brasil se da nos
seguintes estados: Amapa, Amazonas e Para. A madeira timborana tem cerne e
alburno pouco distintos pela cor, cerne castanho a castanho-avermelhado; cheiro e
gosto imperceptiveis, densidade alta; gra revessa; textura média. Os raios séo
visiveis apenas sob lente, no topo e na face tangencial. Os vasos sao visiveis a olho
nu no topo e na face tangencial; porosidade difusa, pequenos, solitarios e multiplos;
obstruidos por 6leo-resina, conforme Figura 11 (INSTITUTO DE PESQUISAS
TECNOLOGICAS, 2011).

Figura 11 — Timborana: (A) face tangencial, (B) face radial e (C) fotomacrografia 10x.

Fonte: IPT.

As camadas de crescimento sdo pouco distintas, de demarcadas por zonas
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fibrosas e pelas finas linhas de parénquima marginal. A madeira de timborana é
resistente ao ataque de fungos e insetos, apresenta serragem e aplainamento
dificeis, porém no torneamento e laminagdo apresentam bons resultados. A
secagem é muito rapida em estufa apresetando rachaduras fortes, moderada
tendéncia a encanoamento e torcimento (INSTITUTO DE PESQUISAS
TECNOLOGICAS, 2011).

2.5 Confecgao dos Barris

Os barris de madeira produzidos por tanoarias (tonnelleries — Franceés,
cooperage — Inglés) existem a séculos. Tanoaria, a arte de fazer barris, € uma
habilidade antiga. Com os avangos em todas as facetas da cultura, é surpreendente
saber que o real processo de fabricagdo de um barril mudou muito pouco. Para
atingir os mais altos padrbes de qualidade, o trabalho ainda deve ser realizado pelas
maos habeis de um tanoeiro (Cooper — Inglés). Os barris sdo utilizados para
envelhecer, vinho, pisco (aguardente de uva, produzidas no Peru e no Chile),
uisque, conhaque (brandy em inglés, é produto decorrente da destilagdo de vinho),
rum, cachaca, dentre outros (CROWL e CROWL, 2011).

Existe uma grande faixa de capacidade dos barris, conforme Tabela 3. No
entanto, os mais comuns sao: barrique (Bordelaise, Bordeaux 225 litros), barril tipico
de uisque Bourbon (Estados Unidos, 190 litros), barrique (Bourgogne, Borgonha 228
litros), pipa/tonel de 300 litros, Botte (Italia 422,6 litros) e butt (Sherry/Jerez 490
litros). O barril mais tradicional é a barrica (barrique) (Bordelaise, Bordeaux 225
litros), composta por aduelas e duas tampas de madeira que sao presas por 6 aros
metalicos (2 aros do bojo, 2 aros do quarto e 2 aros da harmonia), conforme mostra
a Figura 12 (THEMETER.NET, 2011).
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Tabela 3 — Classificagdo dos barris quanto ao: nome, faixa de capacidade, pais de origem e regido

de origem.
Nome |  Volume em litros | Pais Regiao

Kleinfass 30-75 Alemanha Mosel
Kleinfass 30-75 Alemanha Rhein
Quartant Beaujolais 56 Franca Beaujolais
Quartant Bordelais 56 Franca Bordeaux
Quartant de Bourgogne 57 Franca Bourgogne, V4 piece
1/8 Bota 61,4 Espanha Jerez
Fuder 100 Alemanha Mosel
Feuillette Beaujolaise 108 Franca Beaujolais
Demi-barrique Bordelaise 112 Franca Bordeaux
Aume 114 Franca Elzas
Feuillette de Bourgogne 114 Franca Bourgogne, %z piece
Pipa 127,2 Portugal Port
Feuillette de Chablis 132 Franca Chablis, Bougogne
Piece de Chablis 132 Franca Chablis, Bougogne
Gonci 136 Hungria Tokaij
Ohm 150 Alemanha Rhein
Ohm 160 Alemanha Mosel
Szerednyi 200-220 Hungria Tokaj
Kassai 200-220 Hungria Tokaij
Piece Champenoise 205 Franca Champagne
Pipa 209 Portugal Madeira
Piece Maconnaise 215 Franca Méacon
Piéce Beaujolaise 216 Franca Beaujolais
Piece de Loire 220 Franca Loire
Barricas 225-228 Espanha

Barrique Bordelaise 225 Franca Bordeaux
Piéce de Vouvray 225 Franca Loire
Piece 52u Rhéne 225 Franca Rhbéne
Piéce Bourguignonne 228 Franca Bourgogne
Szerednyi 228 Hungria Tokaj
Y2 Bota 2457 Espanha Jerez
Pipa 259 Portugal Port
Barrique d’Armagnac 276,2 Franca Armagnac
Barriques 295,3 Australia -
Barriques 295,3 Africa do Sul -
Viertel stiick 300 Alemanha Rhein
Pipas 300 Espanha -—-
Pipa 418 Portugal Madeira
Botte 422,6 Italia Marsala
Queue de Bourgogne 456 Franca Bourgogne
Zulast 480 Alemanha Mosel
Botas 490,7 Espanha Jerez
Butts 490,7 Espanha Jerez
Halbfuder 500 Alemanha Mosel
Tonneau Francaise 500 Franca Franca
Pipa 522,5 Portugal Port
Barrique de Cognac 542,2 Franca Cognac
Half stiick 600 Alemanha Rhein
Puncheon 605 America California
Demi-muid 700 Franca Midi
Tonneau Bordelais 900 Franca Bordeaux
Foudre 1000 Franca Elzas
Stuckfass 1200 Alemanha Rhein
Doppel stiick 2400 Alemanha Rhein

Fonte: (THEMETER.NET, 1999).
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Figura 12 — O Barril (Bordelaise, Bordeaux) mais utilizado atualmente.

Orificio (batoque)
Aro do bojo

Aro do quarto

Aro da
\ B . harmonia
Junta N ) N
das N NS S
aduelas

Juntas da

Superficie tampa

bojuda

Fonte: Kentucky Barrels LLC (USA)*.

Cada barril é feito, preferencialmente, com madeira de uma unica arvore,
garantindo assim maior uniformidade. As toras de madeira sdo cortadas no
comprimento desejado conforme a Figura 13A, e divididas em quartos. Os tanoeiros
americanos utilizam o método de serragem em quartos sem seguir a gra, devido a
grande presencga de tilose na madeira, o que garante uma boa estanqueidade do
barril, conforme mostra a Figura 13B. A utilizagdo do método tradicional dos
tanoeiros europeus implica na divisdo manual das toras do carvalho para fabricar as
aduelas ao longo da gra, conforme Figura 13C. Inicialmente, a fim de facilitar a sua
montagem em um corpo arredondado, as aduelas sao retiradas formando
superficies céncavas (interior) e convexas (exterior). Do ponto de vista econémico,
os barris de carvalho Francés custam o dobro, ou mais, do que o preco dos barris de
carvalho americano. A diferenca ocorre em parte, devido a maiores perdas
envolvidas no método utilizado pela tanoaria de carvalho Francés, por causa de sua
estrutura mais irregular e porosidade da gra superior da madeira. O tratamento das
aduelas durante sua confeccdo nas tanoarias ocorre em duas principais etapas:
secagem e termotratamento. A secagem é uma etapa de desidratacdo da madeira
recém abatida (65% a 75% umidade), que objetiva reduzir sua umidade para 12% a

18%, retraindo seu volume, afim de tornar os barris em condicbes de estancar a

* Figura 12 extraida de: Kentucky Barrels LLC (USA). The making of barrels. Disponivel em:
http://www.kentuckybarrels.com/barrels.html Acesso em: 31 jan. 2011.
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bebida a ser armazenada. A secagem pode ser feita em estufa, ou naturalmente ao

ar livre (MOSEDALE e PUECH, 1998; GOMEZ-PLAZA et al., 2004).

Figura 13 - llustracdo do: corte de uma tora de carvalho (A), divisdo das toras em quartos para

obtencao das aduelas na tanoaria americana (B) e européia (C).

A
B C
Serragem em quartos Divisao manual

do Carvalho americano do Carvalho europeu

um quarto de tora
dividida pelo
método tradicional

perda

Um quarto da tora serrada de
acordo com o método tradicional
Cortes serrados, =~ e * Partes

Fonte: Chaiken Vineyards (Brasil)’r .

A secagem em estufa pode transmitir flavours desagradaveis, no entanto &
mais rapida. A secagem ao ar livre € mais longa (mais do que 36 meses), e provoca

varias mudancas na madeira que sofre degradacdo de polimeros induzida pela

TFigura 13 extraida de: Chaiken Vineyards. Wine Barrel Wood Alternatives. Disponivel em:
http://www.chaikenvineyards.com/ Acesso em: 31 jan. 2011.
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exposicdo a luz, combinada com reacdes de oxidagdo, lixiviagdo de extrativos
fenolicos (hidrdlise de taninos) pelas chuvas, além da producédo de varias
substancias durante a secagem como resultado da degradacdo da madeira por
microrganismos Figura 14A. O produto da lixiviacao é visivel no chdo como um
residuo cinza e negro, uma vez que as aduelas sao removidas. Contudo, qualquer
destes produtos da madeira oriundos da secagem ao ar ivre, estdo normalmente
localizados nas camadas mais externas que devem ser removidas antes da
confeccao dos barris. Depois de passar por este processo de secagem natural as
aduelas séo serradas e aplainadas para uniformizar suas dimensdes antes do inicio
da montagem dos barris Figura 14B (MOSEDALE e PUECH, 1998).

Figura 14 — Aduelas de carvalho branco secas e empilhadas sob estrados apds secagem (A) e

aduelas serradas em tamanho uniforme (B).

Fonte: Oscar Augusto Risch®.

s

O processo de termotratamento & constituido pelas etapas de “cintragem”

(palavra de origem francesa que significa enrolamento e compresséo) e queima. A
“cintragem” inicia-se com a pré-cintragem, quando é feita uma intensa umidificacdo
com agua na parte externa das aduelas, conforme Figura 15A, em seguida eleva-se

rapidamente a temperatura a 100 °C na parte interna para que as aduelas se

¥ Figura 14 fornecida por: Oscar Augusto Risch. Tanoaria: Como os Barris de Carvalho
sdo produzidos. Disponivel em: http://mauoscar.com/2010/10/27/tanoaria-como-os-barris-de-
carvalho-sao-produzidos/ Acesso em: 10 jan. 2011.
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curvem, Figura 15B. Posteriormente, inicia-se o processo de cintragem, que ocorre a
temperatura média de 200 °C, no qual as aduelas sao presas por cintas metalicas
através de molinete ou maquina de flexdo, Figura 15C. A Uultima etapa do
termotratamento (grau de aquecimento ou grau de chauffe - em francés) é feita
através da queima dos barris, permitindo o desenvolvimento de flavours agradaveis
na bebida armazenada, e dando forma definitiva aos barris, Figura 15D. Existem 3
categorias de queima (e suas variag¢oes): fraca de 120 a 130 °C / 30 minutos; média
de 160 a 170 °C / 35 minutos e média+ de 180 a 190 °C / 40 minutos; e forte de 200
a 210 °C / 45 minutos (MOSEDALE e PUECH, 1998; LEAO, 2006).

Figura 15 — Pré-cintragem, cintragem e termotratamento.

FONTE: Oscar Augusto Risch?®.

§ Figura 15 fornecida por: Oscar Augusto Risch. Tanoaria: Como os Barris de Carvalho
sdo produzidos. Disponivel em: http://mauoscar.com/2010/10/27/tanoaria-como-os-barris-de-
carvalho-sao-produzidos/ Acesso em: 10 jan. 2011.
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Trés cortes (entalhes) sao feitos nas cabegas dos barris para colocagdo das
tampas, harmonia (chime — em francés), gebre ou jaibro (croze — em francés) e
cavilha ou batoque (howel — em francés), conforme Figura 16A . As tampas sé&o
feitas de aduelas encaixadas umas nas outras, que recebem sua forma circular ao
final, e sdo encaixadas nas extremidades do barril e vedadas com palha
(semelhante a taboa). Finalmente, as cintas metalicas sdo substituidas por aros
(normalmente séo utilizadas 6 aros, podendo variar a 8 aros para o barril tradicional),
conforme Figura 16B (SHEPHERD, 2011).

Figura 16 — Entalhes para colocagéo das tampas (A) e barril acabado e embalado (B).

A

Harmonia
~

Gebre —
Cavilha—>

hiT,

Fonte: A - Alburnam's Archive (Stephen A. Shepherd)** e B- Oscar Augusto Risc

Muitas tanoarias francesas e americanas mantem rigorosos sistemas de

Controle de Qualidade do processo de fabricagdo dos barris, implantando sistemas

*

Figuras 16A extraida de: Alburnam's Archive (Stephen A. Shepherd). State Trees. Disponivel em:
http://www.fullchisel.com/alburnam7.htm Acesso em: 10 jan. 2011.
I Figura 16B fornecidas por: Oscar Augusto Risch. Tanoaria: Como os Barris de Carvalho
sdo produzidos. Disponivel em: http://mauoscar.com/2010/10/27/tanoaria-como-os-barris-de-
carvalho-sao-produzidos/ Acesso em: 10 jan. 2011.
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de qualidade, tais como: Sistemas ISO (lternational Organization for
Standardization), HACCP (hazard analitycal critical control points) e HAHP (analise
de halofenol e haloanisol), entre outras (COOPERAGES1912NAPA, 2011).

2.6 Compostos Fendlicos

O termo compostos fendlicos tem sido usado para descrever um grupo de
diversas estruturas que compdem o metabolismo secundario de diversas plantas.
Este grupo inclui metabdlitos derivados da condensacéo de unidades de acetato (ex.
terpendides), aqueles produzidos pela modificagdo de aminoacidos aromaticos (ex.
fenilpropandides; acidos cinamicos, precursores da lignina, acidos hidroxibenzadicos,
catecois e cumarinas), flavondides, isoflavonas e taninos (dihidroxifendis e
flavondides polimerizaveis pela acdo de peroxidases e polifenoloxidases). Os
fendlicos derivados dos acidos amino aromaticos e seus precursores sao
meramente alguns de um grande grupo de compostos derivados do &cido
shiquimico, incluindo muitos outros metabdlicos secundarios (BENNETT e
ALLSGROVE, 1994).

Os compostos fendlicos ou polifendis constituem uma classe de produtos
fendlicos, em sua maioria, apresentam propriedades antioxidantes presentes na
natureza e encontram-se disponiveis nos frutos, vegetais, sementes, flores e cascas.
Nos ultimos anos tem sido motivo de muitos estudos, pois foram identificados 18
compostos fendlicos que trazem algum beneficio a saude, variando da prevencgao da
carie até ao cancer. Muito se tem dito a respeito da funcionalidade dos polifendis
que apresentam caracteristicas antiinflamatérias, antialérgicas, antiviral,
anticarcinogénicas, antiaterogénicas, antitrombdticas, antimicrobianas,
vasodilatadora, analgésica e de protetor hepatico (figado). Os polifendis exercem
estes beneficios pelo seu poder antioxidante. O nome polifendis vem da
nomenclatura poli que significa muitos; e fenol, composto constituido de um anel
aromatico ligado a um grupo hidroxila (-OH). Um polifenol é uma estrutura que
apresenta mais de um anel aromatico contendo pelo menos um grupo hidroxila
ligado em cada anel. Esta classe de compostos € uma das que apresenta o maior
grupo de substancias conhecidas no reino vegetal. Os polifendis sdo compostos que
fazem parte do metabolismo secundario das plantas e atualmente encontra-se mais

de 4000 estruturas fendlicas conhecidas. A grande variedade destes compostos se
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deve ao fato deles estarem ligados com grupos hidroxilas, metoxilas e estarem

conjugados com agucares, sendo chamados de anglicona ou genina (OLIVEIRA,

2005). Os compostos fendlicos podem ser categorizadas em varias classes como

mostradas na Tabela 4.

Tabela 4 - Classe de compostos fendlicos em plantas.

continua

Classe Esqueleto Estrutura béasica
Fenolicos simples Cs @m
Benzoquinonas Ce 0=®:0
Acidos
hidroxibenzoicos Ce—C4 COOH
(acido fendlico)
Acetofenol Cs—C> @COCHa

COOH
Acidos fenilacéticos Cs—C> Q_/
Acidos cinamicos Cs—Cs3 \ coon
Cumarinas, C(j AN o
isocumarinas e Ce—C3
cromonas 7
Flavonoides (Cs—C3—Cs)

Flavondides O N O
-Chalconas Ce~Cs=Co
Flavonoides Ce—Cs—Ca

-Auronas
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Tabela 4 - Classe de compostos fendlicos em plantas.

continua
Classe Esqueleto Estrutura basica
Flavonoides CG—C3—C6 OH
-Flavonas
(quercetina) Ho o
OH
OH
OH o
OH
/
Flavondides HO 0 e
-Flavanona Ce—C3—Cg

(Naringenina)

Flavonoides
-Flavanonol Ce—C3—C¢
(dihidroquercitina)

Flavonodides

-Leucocianidinas Ce—C3—Ce

Flavonoides
-Antocianidinas
(cianindina) e
Deoxiantocianidinas

Ce—C3—Cs

Flavonoides
-Antocianinas
(Petanina)

OH

Xantonas Ce—C1—Cs =
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Tabela 4 - Classe de compostos fendlicos em plantas.

concluséo
Classe Esqueleto Estrutura basica
Benzofenona Ce—C1—Cs O O
(0]
Estilbenos Ce—C2—Cs O 4 O

Naftaquinona

Antraquinona

Lignanas,
neolignanas

Biflavonoides

Ligninas

Taninos
condensados

O
o o i

Dibenzilbutirolacténica Aviltetralinica Dibenzociclooctano
(Ce—Cas)2
[ ) e -
Furofurano Furofurano
(Ce—C3—Ce)2
2

(Ce—Cs)n

(Ce—C3—Cop)n

Fonte: (VERMERRIS e NICHOLSON, 2008)
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Dentre os compostos fendlicos os mais estudados como extrativos em bebidas
destiladas sao: fendis simples, acidos hidroxibenzoicos e cumarinas (AQUINO et al.,
2005; MADRERA, GOMIS e ALONSO, 2003; GOLDBERG et al., 1999; SILVA et al.,
2009; MUNOZ-MUNOZ, GRENIER e GUTIERREZ-PULIDO, 2008; NG,
LAFONTAINE e HARNOIS, 2000; SANZ et al., 2010; DIAS, MAIA e NELSON, 1998;
CANAS, SILVA e BELCHIOR, 2008).

2.7 Origem dos Compostos Fendlicos no Envelhecimento

Os teores médios dos constituintes da parede celular correspondem a 40% de
celulose, 20% de hemicelulose, 25% de lignina e 15% de extrativos, conforme ilustra
a Figura 17. Além dos principais constituintes da parede celular j@ mencionados,
existem os extrativos, que na sua maioria sdo compostos fendlicos. Dentre os
extrativos, 10% sado elagitaninos e o0s outros 5% constituem-se em galotaninos,

lipideos, esterdis, 6leos, substanicas volateis e minerais (LEAO, 2006).

Figura 17 — Representacao esquematica da composigao quimica da madeira.
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Fonte: (MOSEDALE e PUECH, 1998).
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A lignina é uma macromolécula sintetizada por via radicalar a partir de trés
alcoois p-hidroxi-cinamilicos precursores: p-cumarilico, coniferilico e sinapilico.
Dependendo do grau de metoxilagdo do anel aromatico, diz-se que a unidade basica
é p-hidroxi-fenil (ndo metoxilada, derivada do alcool p-cumarilico), guaiacil (com uma
metoxila, derivada do alcool coniferilico) ou siringil (com duas metoxilas, derivada do
alcool sinapilico) (CARVALHO et al., 2009), conforme Figura 18.

Figura 18 - Estrutura quimica da lignina.

H.COH
HJ?OH ‘|3H
C"Ll CH‘. H; Q’i

H

HCOH
HOC—TH—CH:OH H(l; HC—(Catbohydrate) H-_(I:OH OCH,
0 | H, OH H_]o HC—O
H.COH |

CH,0. : : QOCH, —  CH

OH
7 o m@H
CH, H HCO—---

HOCH OH HC 0—CH O—CH HCOH
HO(]:H OCH, HOCH
HO
e o CHo ock,
H-.C\O—CH O_CH CH.O 0 TH
HOC—CH—CHOH
o—cn HC—O CH
HCOH
HOCH é |
CH,0 O——CH H
OCH, | OCH,
CHO HOCH, HC——— &)
HCOH co
? CH CHO

| HC—CH HC o CH,
CH,O HOCH, | | [ CH,
HT\ O/CH;. HO tle H(lz—o

Fonte: (SJOSTROM, 1993).

A lignina foi classificada em core e ndo core, baseado em sua
susceptibilidade relativa a hidrolise. A lignina ndo core consiste de compostos
fendlicos de baixo peso molecular, liberados da parede celular por hidrdlise, que é
representada por acidos p-hidroxicinamico éster-ligados. A lignina core consiste de

polimeros fenilpropandides da parede celular, altamente condensados e muito
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resistentes & degradacdo (FLAPIERRE, 1993 apud SALIBA et al., 2001).

As ligninas sdo compostas de unidades p-hidroxifenila (H), guaiacila (G) e
siringila (S), em propor¢des diferentes, de acordo com sua origem. As ligninas séo
classificadas segundo a presenga das unidades H, G e S, e tem-se que: ligninas de
madeiras duras, ou angiospermas, sao formadas principalmente de unidades G e S;
ligninas de madeiras moles, ou gimnospermas, s&o formadas fundamentalmente de
unidades G (BUDZIAK, MAIA e MANGRICH, 2004).

A carbonizacdo das aduelas dos barris de madeira, utilizados no
envelhecimento de cachacga, resultam na quebra das ligagbes da matriz celulose-
lignina e, subsequentemente, degradacao da lignina pela quebra das ligagbes aril-
éter do polimero lignina, conforme reagées demonstradas na Figura 19 (LEE et al.,
2001). Com o aumento da temperatura ha uma progressiva formacao de diferentes
produtos de degradagao da lignina. Inicialmente, aldeidos aromaticos sdo formados,
seguido pelo aumento abundante dos seus acidos correspondentes e o
aparecimento dos produtos de termdlise, tais como fendis metoxi (guaiacil) e
dimetoxi (siringil), cresdis e outros fendis simples, a temperatura acima de 200 °C. O
carvalho (Quercus sp.), assim com outra madeiras duras, ou angiospermas, sao
formadas principalmente de unidades G e S, no entanto, o carvalho contém maior
concentracido de unidades S do que unidades G. Contudo, devido as unidades G se
degradarem a temperaturas mais baixas do que as unidades S, a relagdo de
mondémeros G e S declina com o aumento do aquecimento. Bebidas destiladas em
barris queimados (ex. quase todos os uisques) poderao, portanto, ser caracterizadas
por seus produtos de pirélise e maiores niveis de compostos de degradagédo da
lignina da unidade base S do que os encontrados em bebidas estocadas em cascos
submetidos a aquecimento menos intenso (tais como conhaque e outros destilados)
(MOSEDALE e PUECH, 1998).

Reacdes de Maillard, em queima, produzem compostos heterociclos de
nitrogénio tais como pirazinas, pirrols, e piridinas. Além disso, compostos
heterociclos de oxigénio, tais como aldeidos furanicos, tem sido propostos como
derivados das reagdes de Maillard, tanto quanto os originados da pirdlise direta de
pentoses e hexoses (MOSEDALE e PUECH, 1998).

" LAPIERRE, C. Application of new methods for the investigation of lignin structure. In: JUNG, H.G.,
BUXTON, D.R., HATFIELD, R.D. et al. Forage cell wall structure and digestibility. Madison:
American Society for Agronomy, 1993. p.133-163.



Figura 19 - Transformacdes dos aldeidos aromaticos derivados da lignina
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SIRINGATO DE ETILA

Os componentes acidentais ou extrativos sdo substancias consideradas como
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nao integrantes da parte estrutural da parede celular (celulose, hemicelulose e
lignina), muitos estdo contidos pelo sistema vascular das plantas, e podem ser
produtos intermediarios do metabolismo secundario ou primario derivado do acido
shiquimico, e variam de acordo com a familia e a espécie (BENNETT e
ALLSGROVE, 1994). Os extrativos, na sua maioria, sdo soluveis em agua ou
solventes organicos neutros, sendo uma minoria insoluveis como proteinas, sais de
acidos inorganicos. Os extrativos sdo associados a propriedades como cor, odor e
sabor, e sao constituidos por substancias de baixa massa molar envolvidos no
metabolismo da planta. Consistem em glicosideos, compostos aromaticos
(compostos fendlicos), substancias alifaticas (ceras e acidos graxos) e resinas
(terpenos, lignanas, estilbenos, flavondides), esterdides e substancias nitrogenadas,
entre outros. Em geral, perfazem de 2 a 8% da massa total em base seca, sendo os
teores encontrados em folhosas geralmente superiores aqueles presentes em
coniferas (CARVALHO et al., 2009; KLOCK et al., 2005).

Dentre os extrativos mais estudados em bebidas destiladas estdo os
compostos fendlicos (ARNOUS, MAKRIS e KEFALAS, 2001).

Taninos sdao metabdlitos secundarios das plantas superiores, sao tanto os
ésteres galoil e seus derivados, em que metades galoil ou seus derivados estédo
ligados a uma variedade de polidis-, catequina- e nucleos de triterpendides
(galotaninos, elagitaninos e taninos complexos) chamados de taninos hidrolisaveis,
ou sao proantocianidinas oligoméricas e poliméricas, que sao os taninos
condensados, responsaveis pelas caracteristicas normalmente atribuidas a estas
substancias, como adstringéncia, precipitacdo de proteinas, entre outros
(KHANBABAEE e REE, 2001). Normalmente, os taninos hidrolisaveis sao divididos
em galotaninos, que produzem &cido galico apds hidrélise, e em elagitaninos, que
produzem o acido hexahidroxidifénico (HHDP) e apés lactonizagdo produz o acido
elagico, conforme Figura 20 (WILSON e HAGERMAN, 1990; MOSEDALE e PUECH,
1998; SINGLETON, 1995; MADRERA, GOMIS e ALONSO, 2003).

Os extrativos mais abundantes encontrados na madeira ndo aquecida, sdo os
elagitaninos (MOSEDALE e PUECH, 1998). Os elagitaninos sao rapidamente
solubilizados durante os primeiros anos do envelhecimento e sao simultaneamente
degradados em acido elagico (VIRIOT et al., 1993).
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Figura 20 - Hidrdlise dos galotaninos produzindo acido galico e dos elagitaninos produzindo o acido

hexahidroxidifénico (HHDP), e a espontanea lactonizagdo produzindo o acido elagico.

OH
H O/

GO oG OH

H o6 H OH
on Galotaninos Acido Galico
H E

Go n oG HO O O OH
(o] OH HO OH
o Elagitaninos Acido Acido Elagico
| on Heaxaidroxidifénico
G= N
‘ =

OH
OH

Fonte: (VIRIOT et al., 1993).

As cumarinas (cumarina e escopoletina) sdo lactonas derivadas do acido o-
hidroxi-cin@micos, pela ciclizagdo entre o-hidroxil e grupos quimicos carboxilicos
(Figura 21), e compdem o sistema de defesa das plantas contra predadores (LEAO,
2006).

Figura 21 - Estrutura quimica da (a) cumarina e (b) escopoletina.
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A escopoletina a principal cumarina detectada em conhaques de cidra
(MADRERA, GOMIS e ALONSO, 2003). O aroma da cumarina tem sido descrito
como doce, aromatico, odor de creme de fava de baunilha com tons fortes. A
cumarina era sintetizada e usada como flavorizante em bebidas. A principal fonte de
cumarina na dieta é a canela e em bebidas alcodlicas é a Hierochloe odorata usada

para aromatizar um tipo especial de vodka, que se chamava subrowka, produzida,
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principalmente, no leste europeu. O Codex alimentarius estabeleceu o nivel maximo
para cumarina em alimentos e bebidas em 2 mg kg'1, com excecao para caramelos e
bebidas alcodlicas, sendo 10 mg kg’ (SPROLL et al., 2008). A escopoletina (6-
metoxi-7-hidroxicumarina) € uma cumarina que tem varias propriedades bioativas,
como antiinflamatdria, antioxidante, antitumor e atividade antiangiogenesis (LI et al.,
2009).

Os compostos que estao claramente associados com as alteracdes sensoriais
durante o envelhecimento sdo, compostos fendlicos e furanicos, como: aldeidos
fendlicos aromaticos (siringaldeido e vanilina), acidos fendlicos (acido vanilico e
acido siringico), derivados do tanino (acido galico e acido elagico), cumarinas
(cumarina e escopoletina) e aldeidos furanicos (furfural, 5-metilfurfural e 5-
hidroximetilfurfural) (MOSEDALE e PUECH, 1998).

2.8 Capacidade Antioxidante e Compostos Fendlicos

A capacidade antioxidante € um mecanismo importante contra o estresse
oxidativo na defesa de sistemas vivos, sendo traduzida como a habilidade de
capturar radicais que, em profusdo, podem induzir danos oxidativos em
biomoléculas que causam aterosclerose, envelhecimento, cancer e muitas outras
doencas. Antioxidantes sdo espécies de moléculas que, presentes em baixas
concentragbes, comparativamente as biomoléculas que supostamente protegem,
podem prevenir ou reduzir a extensdo do dano oxidativo (HALLIWELL, 1996).
Recentemente, mais atencdo tem sido dada aos compostos com capacidade
antioxidantes e a sua possibilidade de prevenir muitas doencas crénicas envolvendo
o estresse oxidativo (VALKO et al.,, 2006; OLIVEIRA, VALENTIM e GOULART,
2009).

Tem havido um interesse crescente em torno dos radicais livres, mais
conhecidos como espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERON), em medicina
clinica e experimental. Radicais livres sdo definidos como moléculas ou fragmentos
moleculares contendo um ou mais elétrons desemparelhados. Os radicais livres
ERON sao produzidos por fontes enddgenas (mitocondria, metabolismo do
citocromo P450, peroxissomas e células inflamadas) e fontes exdgenas (toxinas
ambientais, metais, radiagdo e barbituratos, entre outros), conforme Figura 22.

Alguns pesquisadores tém utilizado a denominagéo estresse oxidativo para se referir
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a produgdo cumulativa de radicais livres ERON, ou seja, um simples desbalango
global de pré-oxidantes e antioxidantes. Este conceito parece ser inadequado e
limitado. As informag¢des acumuladas definem o estresse oxidativo como uma
ascensao dos niveis oxidantes intracelulares, causando dois efeitos potencialmente
importantes: danos a varios componentes celulares e interrupgao da sinalizacéo e
controle redox. Notadamente, as “queimas” oxidativas dos ERON pelos neutréfilos e
macrofagos durante a fagocitose s&o os principais mecanismos nao especificos de
defesa contra bactérias e a morte celular. Mais insidiosamente, o estresse oxidativo
tem sido associado a oxidagdo de lipideos e proteinas, mutagénese do acido
desoxirribonucleico DNA, envelhecimento, e doencas como asma, cancer,
aterosclerose, doenca de Alzheimer, diabetes e artrite reumatéide. Um sofisticado
sistema de defesa antioxidante enzimatico, incluindo catalase, superéxido
dismutase, glutationa peroxidase, glutationa; e n&do enzimatico incluindo o tocoferol,
vitamina C, carotendides, compostos fendlicos (flavondides), e outros; neutralizam e
regulam os niveis globais de ERON, para manter a homeostase fisioldgica através
da destruicdo quimica ou transformacéo em radicais menos prejudiciais, ou em
espécies diamagnéticas mais estaveis (VALKO et al., 2006; OLIVEIRA, VALENTIM e
GOULART, 2009; HALLIWELL, 1996; FINKEL e HOLBROOK, 2000).

O interesse em medir a capacidade antioxidante em alimentos, bebidas e
cosmeéticos tem resultado em pesquisas nessa linha. Antioxidantes fendlicos formam
uma importante classe de compostos que servem para inibir a oxidacdo. Ha dois
mecanismos para a oxidagao em que os antioxidantes podem desempenhar um
papel preventivo: HAT (transferéncia do atomo de hidrogénio, em inglés - “hydrogen
atom transfer’) e SET (transferéncia de um unico elétron, im inglés - “single-electron
transfer’). O resultado é o mesmo, independente do mecanismo, mas a cinética e o
potencial para cada reacao é diferente (PRIOR, WU e SCHAICH, 2005).

Segundo WRIGHT, JOHNSON e DILABIO (2001) o mecanismo HAT é
baseado na classica habilidade de um antioxidante (HA) em eliminar radicais livres
pela doagao de hidrogénio (H). A equacédo 1 mostra o mecanismo HAT para o caso

de peroxidacao lipidica.

RH - Re+H (iniciagdo) (1)
Re + O, — ROge (adicéo de Oy) (2)
ROz* + RH - ROOH + Re (troca do H-atomo) (3)
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Figura 22 — Mecanismo do estresse oxidativo.
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Fonte: (HILLARD et al., 2008; FINKEL e HOLBROOK, 2000).

Uma vez que um radical livre Re tiver sido gerado, em seguida, as reagdes (2)
e (3) formam uma reagcdo em cadeia. Com as reagdes (2) e (3) muitas moléculas
lipidicas (RH) sdo convertidas em lipideo hidroperoxideo (ROOH), resultando na
oxidagao e rancificagdo de fato. A reagéo (2) é muito rapida e a reacgéo (3) € muito
lenta.

Um antioxidante fendlico genérico ArOH, que por definicdo, contém pelo
menos um grupo hidroxil ligado ao anel benzénico intercepta a reacdo em cadeia de

acordo com a reagéao (4).
RO, + ArOH — ROOH + ArOe (4)
Para ser efetivo o ArOs deve ser um radical livre relativamente estavel, de

forma que ele va reagir, lentamente, com o substrato RH, e, rapidamente, com RO,

dai o termo “antioxidante que quebra a cadeia”. Sabe-se que o antioxidante mais
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eficaz, liposoluvel, que quebra a cadeia no plasma sanguineo humano é o a-TOH
(a-tocoferol), o componente mais ativo da vitamina E. A taxa de reacdo do substrato
RH com radicais peroxil depende da altura da barreira para a transferéncia de um
atomo de H- de RH (ou ArOH no caso de um antioxidante). Como a reagdo com
RO2* e ArOH torna-se mais exotérmica, a barreira diminui, os antioxidantes reagirdo
mais rapidamente com radicais peroxil, previnindo a reacdo com o substrato. O
mesmo argumento se aplica a outros radicais livres de interesse, incluindo alcoxil,
alquil e superodxido. Desta discussao fica claro que a BDE em ArOH sera um fator
importante na determinacdo da eficacia de um antioxidante, uma vez que quanto
mais fraca a ligagdo OH mais rapida sera a reagao com os radicais livres. Um fator
adicional de seletividade vai desempenhar um importante papel, por exemplo, todos
os antioxidantes fendlicos podem reagir com o radical hidroxila devido a BDE muito
elevada da ligacdo HO-H da agua, 119 kcal mol™, tornando todas as reacdo com

ArOH muito exotérmicas de acordo com a reagao (5).

HO+ + ArOH — HOH + ArO- (5)

Outro mecanismo possivel em que o antioxidante pode desativar um radical
livre € o SET, mecanismo pelo qual o antioxidante desativa um radical livre pela
transferéncia de elétron, em que o cation radical € primeiramente formado segundo

uma rapida e reversivel deprotonagdo em solugéo, de acordo com (6), (7), (8) e (4).

RO2+ + ArOH — RO, + ArOH" (transferéncia de elétron) (6)
ArOH" +H,O S ArO- + H3;O" (equilibrio da deprotonagédo) (7)

RO, + H30" 5 ROOH + H,O (formagéo do hidroperoxido) (8)

ROz + ArOH — ROOH + ArOe (o mesmo resultado do HAT) (4)

Contudo, se o cation radical ArOH" tem grande tempo de vida ele pode atacar
outros substratos. Esta claro contudo, que tanto as propriedades moleculares
especificas como o BDE (energia de dissociacédo de ligagdo), mas também o

potencial de ionizagdo (IP em inglés “ionization potential’) sao de particular
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importancia. Tanto o mecanismo HAT como o SET devem ocorrer em paralelo, mas
com taxas diferentes. No entanto, para compostos fendlicos o mecanismo HAT
ocorre em taxas maiores do que com o mecanismo SET. O mecanismo HAT, na
presenca de metais redutores pode levar a alta capacidade antioxidante aparente
errénea (WRIGHT, JOHNSON e DILABIO, 2001).

Existem varias metodologias de analise para determinagdo da capacidade
antioxidante. Os métodos que utilizam mecanismos de reacdo HAT sdo: o método
ORAC (capacidade de absorgédo do radical oxigénio, ou em inglés “Oxygen Radical
Absorbance Capacity”), e o método TRAP (paréametro antioxidante reativo total ou
em inglés “Total radical-trapping Antioxidant Parameter’), e algumas de suas
variantes. O método FRAP (poder antioxidante de redugéo férrica, ou em inglés
“Ferric Reducing Antioxidant Power”), principalmente, utiliza o mecanismo de reagéo
SET. Os métodos que utilizam ambos mecanismos HAT e SET sao: TEAC [atividade
antioxidante equivalente ao Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido
carboxilico)] ou outros métodos ABTS™ [2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido
sulfénico], e DPPH (capacidade de redugdo do antioxidante pelo radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil - DPPH ). Finalmente, o método FC (Foulin-Ciocalteu), sobre o qual ha
sempre uma controvérsia sobre o que esta sendo detectado, se a capacidade
antioxidante total, apenas fendis, ou fendis e agentes redutores, possivelmente,
quelantes de metais. Nao existe uma padronizacdo dos métodos para analises de
controle de qualidade da capacidade antixidante. Apdés o Primeiro Congresso
Internacional de Métodos Antioxidantes em 2004, foi sugerido que os métodos o
ORAC (HAT), FC (SET) e TEAC (SET) fossem padronizados para determinacdo da
capacidade antioxidante mas até agora nao ha um consenso sobre a padronizagéo
dos métodos (PRIOR, WU e SCHAICH, 2005).

Neste estudo foram escolhidos trés métodos de analise da capacidade
antioxidante: método de determinagcdao dos fendis totais por Foulin Ciocalteu,
capacidade antioxidante pelo radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH-) e método do
poder antioxidante de redugdo férrica (FRAP). Estes trés métodos foram
empregados para determinar a capacidade antioxidante das cachagas durante o
processo de envelhecimento, porque sao metodologias que englobam mecanismos
HAT e SET, sado metodologias simples, que requerem equipamentos pouco

especializados, estdo bem estabelecidas, e sao utilizadas comumente no
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Laboratério de Eletroquimica, do Instituto de Quimica e Biotecnologia da
Universidade Federal de Alagoas. Portanto, a seguir foi feita uma breve revisdo de

literatura sobre os métodos de analise da capacidade antioxidante empregados.

2.8.1Fendis Totais por Foulin-Ciocalteu

O método FC (Foulin-Ciocalteu) utilizado para a determinagao de fendis totais, e
foi originalmente desenvolvido em 1927. Foi utilizado para a analise de tirosina e
empregava reagentes quimicos, no qual a oxidacdo de fendis pelo reagente
molibidotungstato formava um produto colorido a Amax de 745-750 nm, conforme

equacgdes (9) e (10).

Na;WO4/Na;MoO,; —  (fenol-MoW;1040)™ (9)
Mo (VI) (amarelo) + e* — Mo (V) (azul) (10)

O método é simples, sensivel e preciso. No entanto, a reacéo € lenta em meio
acido e tem baixa especificidade. O método foi melhorado com um reagente
heteropolianion molibdotungsto-fosforico representado por (11) e (12) (SINGLETON
e ROSSI, 1965).

3 H20 — P205 — 13 WO3 — 5Mo0O; - 10H,O0  (11)
3 Hzo — P205 -14 WO3 — 4MOO3_ 10H20 (12)

Os fendis reduzidos formam produto azul em Anax de 765 nm. Foram impostas
medidas e condigbes obrigatdrias para a obtengdo de dados confiaveis e previsiveis
com o método FC: (1) relagdo de volume adequado de alcalis e reagente FC, (2) o
tempo de reagdo e temperatura o6tima para o desenvolvimento de cor, (3)
monitoramento da densidade Optica a 765 nm e (4) uso de &acido galico como
referéncia-padrao de fenol. Foi entdo que se especificou as condicdes para
minimizar e eliminar a variabilidade de resultados incertos do método FC
(SINGLETON e ROSSI, 1965).

O método FC tem alguns interferentes como agucares, aminas aromaticas,

diéxido de enxofre, acido ascoérbico e outros enedidis e redutonas, acidos organicos,
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Fe (Il), dentre outros. A correlagdo do FC com o método ORAC é usualmente boa
R?=0,82 (PRIOR, WU e SCHAICH, 2005).

2.8.2 Capacidade Antioxidante pelo Radical DPPH

O método que mede a capacidade antioxidante empregando o DPPH:
(radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil) é utilizado mundialmente na quantificacdo da
capacidade de capturar radicais livres. O DPPH:- (Figura 23) € um dos poucos
radicais estaveis de nitrogénio organico com cor purpura intensa. Ele esta disponivel
comercialmente e nédo precisa ser produzidos antes do ensaio, como o ABTS™. O
DPPH- é conhecido como um radical livre estavel, porém, ele é sensivel a luz,
oxigénio, pH e ao tipo de solvente utilizado. Este ensaio € baseado na medi¢cao da
capacidade de reducao de antioxidantes por DPPH - . A habilidade pode ser avaliada
por EPR (ressonancia paramagnética eletrénica), ou medindo a diminuicdo de sua
absorvancia. O ensaio é baseado na medicao da perda de cor do DPPH- a 517 nm,
epectrofotometricamente, sendo um método amplamente utilizado e relativamente
rapido quando comparado a outras técnicas (SCHERER e GODOQY, 2009; BRAND-
WILLIANS, CUVELIER e BERSET, 1995).

Figura 23 — Reducgéo do antioxidante por 2,2-difenil-1-picrilhidrazil radical (DPPH -).

X
N02 N02 |
. H Z
O,N N-N T AH > O,N N-N + A
A
NO, NO, | /
DPPH - purpura a 517 nm DPPH-H descolorido

Fonte: (HALLIWELL E GUTTERIDGE, 2007).

2.8.3 Capacidade Antioxidante pelo FRAP (Poder de Redugéo Férrica)

O ensaio FRAP (poder antioxidante de reducao férrica, ou em inglés “Ferric

Reducing Antioxidant Power”) foi originalmente desenvolvido para medir o poder de



75

reducao do plasma (BENZIE e STRAIN, 1996). No entanto, o ensaio foi adaptado e
utiizado para determinagcdo de antioxidantes em produtos vegetais (PULIDO,
BRAVO e SAURA-CALIXTO, 2000). A reacao é medida pela redugao do TPTZ (ferro
2,4 ,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) para um produto colorido azul, conforme mostra a
Figura 24 (RUFINO et al., 2006).

A reacao detecta compostos com potencial redox <0,7 V (o potencial redox
Fe**-TPTZ), assim FRAP é um metodo razoavel com capacidade de manter o status
redox em células ou tecidos. O poder redutor parece estar relacionado ao grau de
hidroxilagdo e extensdo da conjugacao em polifendis. No entanto, o método FRAP
nao consegue detectar compostos que agem por supressao radical (transferéncia
H), especialmente tidis e proteinas. Isso provoca uma séria subestimagao no soro.

Tem-se argumentado que a habilidade de reduzir o ferro tem pouca relagéo
com os processos de transferéncia de radicais (HAT), mediada pela maioria dos
antioxidantes. O mecanismo FRAP basea-se na transferéncia de elétrons (SET) ao
invés de uma mistura de SET e HAT, assim, em combinagdo com outros métodos
pode ser muito util na distincdo entre os mecanismos dominantes com diferentes
antioxidantes. Além disso, como os metais reduzidos sdo propagadores das cadeias
ativas, através da reducdo do radical hidroperdoxido RO e, seria interessante avaliar
se os altos valores de FRAP tem alguma correlagdo com a tendéncia dos polifendis
de se tornar pro-oxidantes em algumas condigdes. Isso tem sido demonstrado por
algumas flavonas e flavanonas, que também tém altos valores FRAP (PRIOR, WU e
SCHAICH, 2005).

Figura 24 — Reducgéo de antioxidantes por ferro 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ).

X X X X
/|’/]N\ 'N/ /’}\‘/‘N\ ’N/
\N\F/\l"fN N ‘ \N\F ")/N N
N7 4 AN ] NT f\l/ X

/N’ \NP/N|'\’/ /N| S, /le/
X N N X

Fe**-TPTZ + antioxidante redutor > Fe?*-TPTZ (azul intenso a 595 nm)

Fonte: (RUFINO et al., 2006).
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2.9 Capacidade Antioxidante de Bebidas Alcodlicas

Sao encontrados compostos fendlicos com propriedades antioxidantes em
diversos alimentos como o vinho, azeite de oliva, café, amora-preta, cha verde,

frutas e vegetais, dentre outros.

A capacidade antioxidante do vinho esta claramente demonstrada em um
grande numero de estudos, sendo atribuida aos compostos fendlicos, dos quais se
destacam os flavonoéides (RIVERO-PEREZ et al., 2008). A quantidade de compostos
fendlicos no vinho tinto é maior (1000 a 4000 mg L™) do que no vinho branco (200 a
300 mg L™). As uvas tintas contém em sua composicdo as antocianinas, moléculas
responsaveis pela pigmentacdo (ausentes em uvas brancas). A diferenca da
quantidade de compostos fendlicos dos vinhos tintos e brancos ndo se deve apenas
a presenga das antocianinas, mas também aos processos de fabricacdo para
obtencéo do vinho. Em alguns tipos de vinho tinto, as uvas sdo esmagadas com o
engaco (conjunto dos pedunculos e ramificagdes dos cachos de uva), casca e
semente, gerando maior quantidade de compostos fendlicos. O engago contém de 1
a 4% de compostos fendlicos, a casca cerca de 1 a 2% e as sementes 5 a 8%. Os
compostos fendlicos desempenham fungdo importante na qualidade do vinho,
contribuindo para seu sabor e aroma. Os antioxidantes sdao muito importantes para a
saude humana, e muitos laboratérios reportam dados mostrando que os
constituintes fendlicos presentes em vinhos, tais como a quercetina, resveratrol e
derivados da catequina, possuem capacidade antioxidante, e sugerem que o vinho
tinto tenha um impacto mais favoravel na reducdo da mortalidade do que outras
bebidas alcodlicas. Os compostos fendlicos do vinho sdo capazes de atuar como
antioxidante, tanto em sistema aquoso quanto em sistema lipofilico. Varios estudos
constataram que os compostos fendlicos de vinho sdo capazes de inibir a oxidagao
da lipoproteina de baixa densidade (LDL). A oxidagdo da lipoproteina da baixa
densidade esta intimamente correlacionada com as complicagcdes da aterosclerose,
que se manifesta como doencga arterial coronaria (DAC), acidente vascular cerebral
e/ou doenga vascular periférica. A ingestdo diaria e moderada de vinho pode
promover a saude e prevenir o risco de incidéncia de doencas do coracao e certos
tipos de cancer. No entanto, ndo deve ser considerada como tratamento para

pessoas que ja desenvolveram essas enfermidades (MAMADE e PASTORE, 2004)
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Dr. Renaud sugeriu que o consumo de vinho explica o “Paradoxo Francés”,
com uma baixa incidéncia de ataques do coragao na Franga, mesmo com uma dieta
com gorduras saturadas e alcool. Esses efeitos do vinho sdo atribuidos ao
sinergismo de diversas propriedades dos muitos componentes bioquimicos do vinho,
tais como: alcool, resveratrol, e especificamente os compostos fendélicos. O consumo
de alcool é dividido em trés categorias, leve, moderado e pesado, dependendo da
quantidade de etanol puro ingerido diariamente. A categoria leve e moderada é
definida como o consumo médio de menos que 30 g de etanol por dia, e a categoria
pesada o consumo de mais do que 30 g de etanol por dia. O consumo de
quantidade excessivas de alcool (> 30 g de puro alcool por dia), regularmente e por
anos, é toxica para a maioria dos tecidos do corpo, aumentando o risco de doencga
no figado, doencas do coracgdo, ulceras pépticas, certos tipos de céancer,
complicagdes durante a gestagdo, defeitos ao nascer e danos ao cérebro. No
entanto, evidéncias epidemioldgicas e clinicas mostram que o consumo moderado
de alcool esta associado com a reducao dos riscos de doencas coronarias, de curso
total ou isquémico e de mortalidade total de homens e mulheres na meia idade e
idosos. Por outro lado, o consumo regular de alcool, de leve a moderado (menos de
30 g de puro alcool por dia), é largamente reconhecido como diminuidor global da
mortalidade de todas as causas, predominantemente pela diminuicdo do risco de
doenga cardiaca coronaria (CHD), a principal causa de mortes em homens de 40
anos assim como em mulheres apés a menopausa (GOLDBERG et al., 1999) e por
reduzir a coagulacdo do sangue evitando placas de aterosclerose (RENAUD e
LORGERIL, 1992; ARGAWAL, 2002).

O consumo moderado de alcool € atingido quando se ingere, por exemplo, 360
mL de cerveja que contém 4 a 5% (v/v) de alcool, 250 mL de vinho branco, 170 mL
de Champagne, 120 mL de vinho e 1 dose (aproximadamente 45 mL) de bebidas
destiladas como uisque, vodka e cachaga, cujo porcentual alcodlico oscila entre 40 e
42% (v/v) (SACCO et al., 1999). Esses valores podem variar em funcdo do tipo de
bebida, sexo e idade (ARGAWAL, 2002).

Além do vinho, outras bebidas, tais como uisque e licor tem capacidade
antioxidante. Bebidas alcodlicas, como rum, vinho, uisque, conhaque tém conteudo
variado de compostos fendlicos e capacidade antioxidante. Varios outros compostos
fendlicos foram isolados do uisque e sua capacidade antioxidante foi proporcionada

pelo processo de envelhecimento em barris de madeira (AOSHIMA et al., 2004).
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O envelhecimento € uma das principais fontes de compostos fendlicos em
bebidas alcodlicas destiladas (OLIVEIRA, VALENTIM e GOULART, 2009; AOSHIMA
et al., 2004; AQUINO et al., 2006; GOLDBERG et al., 1999; DIAS, MAIA e NELSON,
1998). Varios fatores afetam o envelhecimento, e consequentemente, o teor de
compostos fendlicos, como: caracteristicas da bebida, espécie e origem da madeira
utilizada para confecgao dos barris, tamanho do barril, tratamento do barril (queima),
tempo de envelhecimento, e as condigbes ambientais onde o envelhecimento ocorre
(MOSEDALE e PUECH, 1998).

O efeito de diferentes madeiras (amburana, balsamo, jequitiba, courbaril, ipe e
carvalho) foi avaliado em relagdo a composi¢céo da aguardente de cana envelhecida
por seis meses, e foi constatado que cada madeira introduziu compostos fendlicos
especificos na bebida (DIAS, MAIA e NELSON, 1998).

Madeiras brasileiras ja foram avaliadas, em trabalhos anteriores, e as madeiras
amendoim, pereiro e courbaril foram as melhores candidatas para substituir o
carvalho na analise sensorial realizada, apresentando conteudo de fendis totais
entre 8 a 30 mg L (FARIA et al., 2003).

Recentemente, trabalhos determinaram o perfil dos compostos fendlicos em
extratos de cachacga, preparados a partir de serragem de diferentes espécies de
madeiras (courbaril, cabreuva-parda, amendoim, canela-sassafras, pequi e
carvalho). A cumarina e a catequina foram os compostos mais abundantes nas
madeiras brasileiras, quando comparadas com os extratos de carvalho, os quais
apresentaram maiores concentragdes de siringaldeido e coniferaldeido (SILVA et al.,
2009; SILVA, 2006).

Foi avaliada a capacidade antioxidante de extratos de aguardente-de-cana,
preparados a partir de serragem de seis diferentes espécies de madeiras brasileiras
(amendoim, canela-sassafras, castanheira, ipe, jatoba, louro-canela e carvalho), e os
extratos de amendoim e courbaril apresentaram maior capacidade antioxidante do
que os demais (CARDOSO et al., 2008).

2.10 Congéneres da Cachacga

A maioria das bebidas alcodlicas contem pequenas quantidades de outros
compostos biologicamente ativos, que incluem outros alcodis, além do etanol. Estes

compostos, conhecidos como congéneres, também contribuem para o sabor, aroma
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e aparéncia das bebidas alcodlicas. Nas bebidas alcodlicas, os congéneres podem
ser produzidos juntamente com o etanol durante a fermentagdo. Durante o
envelhecimento podem ser produzidos através da degradagdo de compostos
organicos. Acredita-se que os congéneres podem contribuir para efeitos intoxicantes
numa subsequente ressaca por bebidas alcodlicas. Pesquisas mostram que as
bebidas compostas pelo etanol mais puro, como o gin ou vodka, induzem menos
efeitos de ressaca do que bebidas contendo um grande numero de congéneres, tais
como o uisque, conhaque ou vinho tinto (SWIFT e DAVIDSON, 1998).

De acordo com a Instrugdo Normativa 13, de 30 de junho de 2005, e seu
anexo o Regulamento Técnico para Fixagdo dos Padrbes de ldentidade, foram
definidos os requisitos de qualidade dos congéneres da cachaga, descritos na
Tabela 5 (BRASIL, 2005).

Tabela 5 - Requisitos de qualidade dos congéneres da cachaca.

Congéneres Maximo
(mg 100 mL™" aa*)
Acidez volatil, expressa em acido acético 150
Esteres totais, expressos em acetato de etila 200
Aldeidos totais, em aldeido acético 30
Soma de Furfural e Hidroximetilfurfural 5
Soma dos alcoois isobutilico (2-metil propanol), isoamilicos (2-metil-1-butanol + 360

3-metil-1-butanol) e n-propilico (1-propanol)

Fonte: (BRASIL, 2005)

Nota: *aa = alcool anidro

O coeficiente de congéneres (componentes volateis "nao alcool", ou
substancias volateis "nao alcool", ou componentes secundarios "nao alcool", ou
impurezas volateis "ndo alcool") é a soma de: acidez volatil (expressa em acido
acético), aldeidos (expressos em aldeido acético), ésteres totais (expressos em
acetato de etila), alcoois superiores (expressos pela soma do n-propanol, isobutanol
e alcoois isoamilicos), e furfural somado ao hidroximetilfurfural. O Coeficiente de
Congéneres para cachaga e cachaga envelhecida ndo pode ser inferior a 200 mg
100 mL™" aa, e ndo podera ser superior a 650 mg 100 mL™ aa (BRASIL, 2005).
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2.10.1 Acidos

Os acidos sao produtos secundarios da fermentagao alcodlica, dentre eles, o
acido acético (C1) tem sido quantitativamente o principal componente da fragéo
acida das aguardentes, representando de 90 a 95% do total de acidos encontrados.
A levedura Sacharomyces cerevisae na presenga de oxigénio pode converter até
30% do acgucar do mosto em acido acético (NASCIMENTO et al., 1998).

Os &acidos de cadeia média, mais significativos, e os acidos graxos foram
identificados e quantificados em cachagas brasileiras (NASCIMENTO et al., 2000),

conforme Tabela 6.

Tabela 6 - Acidos presentes nas cachagas comerciais brasileiras.

Acidos Média Minimo Maximo
Acido acético 89,68 27,40 367,00
Acido propiénico 0,22 0,10 0,39
Acido isobutirico 0,25 0,11 0,47
Acido butirico 0,36 0,25 0,53
Acido isovalérico 0,70 0,35 0,97
Acido valérico 0,11 n.d. 0,27
Acido isocaproéico 0,06 n.d. 0,21
Acido caproico 0,65 0,19 0,88
Acido heptanoico 0,11 0,00 0,24
Acido caprilico 1,29 0,62 2,97
Acido caprico 1,74 0,76 3,20
Acido laurico 1,42 0,37 2,87
Acido mirisitico 0,72 0,13 1,59
Acido palmitico 1,29 0,25 4,12

Fonte: (NASCIMENTO et al., 2000)
Nota: Resultados expressos em mg 100 mL™" aa ou n.d. (ndo detectado). N (nimero de amostra) = 17

amostras.

Os acidos graxos que sao produzidos durante o periodo de aeragdo das
leveduras, para a formagdo do mosto fermentativo, sdo altamente indesejaveis,
porque seu arraste durante a destilagdo acarreta turvagdo e aromas desagradaveis
na bebida (DIAS, MAIA e NELSON, 1998; FARIA et al., 2003).

A alta acidez presente em aguardentes pode ser atribuida a contaminagao da

cana ou do proprio mosto fermentativo por bactérias acéticas e outras, seja na
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estocagem da cana ou no proprio caldo de cana, fazendo com que parte do
substrato sofra fermentacdo acética, elevando, assim, a acidez e diminuindo o
rendimento da producdo de etanol (33MAIA et al., 1994 apud MARINHO,
RODRIGUES E SIQUEIRA, 2009).

Durante o envelhecimento em barris de madeira, a concentracido dos acidos
organicos aumenta como resultado dos extrativos acidos da madeira, oxidagdo do

etanol e evaporagao do etanol e da agua (CONNER, 1999 ).

2.10.2 Aldeidos

Os aldeidos sao compostos volateis, com toxicidade bem conhecida. O
aldeido acético (acetaldeido, etanal, CH3CHO), esta presente em bebidas alcodlicas
e em diversos alimentos, € utilizado amplamente como aromatizante artificial sabor
de frutas como macga, damasco, banana e péssego. Aldeido acético € comumente
encontrada em frutas (citricas), pois € um produto intermediario na respiragdo das
plantas superiores (MIYAKE e SHIBAMOTO, 1993). O aldeido acético é o aldeido
encontrado em maior quantidade na cachaga (NASCIMENTO et al., 1997), conforme

mostra Tabela 7.

Tabela 7 - Aldeidos presentes nas cachagas comerciais brasileiras.

Aldeido Média Minimo Maximo

Formaldeido 0,19 0,002 1,20
Hidroximetilfurfural 0,49 n.d. 1,86
Acetaldeido 11,20 3,30 20,00
Acroleina 0,14 n.d. 0,66
Furfural 0,40 n.d. 2,60
Propionaldeido 0,02 n.d. 0,06
Butiraldeido 0,20 n.d. 1,90
Benzaldeido 0,13 n.d. 0,54
Isovaleraldeido 0,06 n.d. 0,21
Valeraldeido 0,11 n.d. 0,31

Fonte: (NASCIMENTO et al., 1997)
Nota: Resultados expressos em mg 100 mL™" aa ou n.d. (ndo detectado).

Em vinhos, o aldeido acético pode ser formado pelas leveduras, bactérias do

% MAIA, A. B. et al. Segundo curso de tecnologia para producado de aguardente de qualidade.
Escola de Engenharia da UFMG e Fundagéao Cristiano Otoni, 1994.
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acido acético, e auto-oxidagdo acoplada do etanol e compostos fendlicos (LIU e
PILONE, 2000). O aldeido acético esta presente na cachaga, sendo metabolizado a
partir do etanol no organismo humano (SWIFT e DAVIDSON, 1998), conforme
Figura 25.

O etanol é metabolizado a aldeido acético através da enzima ADH (alcool
desidrogenase), e reducdo do NAD (nicotinamida adenina dinucleotideo). O aldeido
acético é metabolizado no organismo pela enzima ALDH (aldeido-desidrogenase-2),
que o converte em acetato. A metabolizacdo do aldeido acético ocorre de forma
rapida e eficiente, para que este metabdlito intermediario ndo se acumule em altas
concentragdes no organismo durante a intoxicagdo alcodlica, embora pequenas
quantidades estejam presentes no sangue normalmente. No entando, em algumas
pessoas, a variante genética da enzima ALDH permite que o aldeido acético se
acumule. Essas pessoas rotineiramente apresentam reagdes como suor,
vermelhiddo facial, cefaléia, taquicardia, tontura e nauseas apds consumir pequenas
quantidades de alcool (SWIFT e DAVIDSON, 1998).

Figura 25 — Metabolismo de bebidas alcodlicas (etanol) pela via ADH (alcool desidrogenase).

CH,CH,OH ADH CH,CHO ALDH CH,COO
etanol ; acetaldeido ) acetato

NAD NADH  NAD NADH

Fonte: (SWIFT e DAVIDSON, 1998).
Nota: ADH (alcool desidrogenase), ALDH (Aldeido-Desidrogenase-2), NAD (nicotinamida adenina
dinucleotideo) e NADH (NAD reduzida).

Varios produtos tém apresentado altas concentragdes de aldeido acético
como, cachaga (cuxa) da Guatemala, a tequila (aguardente de agave no México), e
certos destilados da China, bem como vinhos licorosos e aguardentes de frutas da
Europa. Outros pesquisadores também detectaram niveis igualmente elevados na
sidra francesa (LACHENMEIER, KANTERES e REHM, 2009).

O aldeido acético é extremamente reativo e se liga rapidamente as proteinas,
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especificamente a glutationa ou a aminoacidos individuais, gerando varios
compostos aromatizantes (LIU e PILONE, 2000). De acordo com a Agéncia
Internacional de Pesquisa do Céancer (International Agency for Research on Cancer
IARC), o aldeido acético esta classificado como substancia possivelmente
carcinogénica para humanos (Grupo 2B) (INTERNATIONAL AGENCY FOR
RESEARCH ON CANCER (IARC), 1999). Portanto, a ocorréncia de aldeido acético
em bebidas alcodlicas, incluindo a cachaga, € um problema prevalente em escala

mundial.

2.10.3 Esteres

Esteres sdo agentes flavorizantes que fornecem caracteristicas impares
florais e frutiferas a cervejas, vinhos e destilados, tais como uisque e conhaque. Sua
presenca € aceitavel em determinadas concentracbes. No entanto, falhas no
controle das fermentacdes podem resultar em niveis de ésteres inaceitaveis para o
produto final. Mais de 90 diferentes ésteres tem sido detectados em cerveja, vinho,
uisque e cachaga. Os mais importantes sao acetato de etila (aroma frutado), acetato
de isoamila (aroma de banana e macga), acetato de isobutila (aroma de banana e
frutado), caproato de etila (aroma de macga e anis) e acetado de R-feniletila (aroma
de rosas e mel). Varios fatores afetam os niveis de ésteres nas fermentagdes:
caracteristicas da levedura, composicdo do mosto e as condi¢des da fermentagcao. A
via metabdlica de producéo de ésteres pela leveduras segue de uma forma geral o
esquema da Figura 26 (LEE et al., 2001).

Figura 26 — Metabolismo do agucar nas fermentagdes e produgao de ésteres.

Aminoacidos |g—w=f ;-ceto 4cidos |- Alcoois superiores > Esteres
a-Cetolactatd

- co CO.

Agucares NG | P

do mosto [P Piruvato |- Acetil CoA | |Malonil Coa|2=| ACidOS graxos gl 4 ¢ araxos

* / CoA

Acetaldeido ——— | Etanol P> | Esteres etilicos

Fonte: (LEE et al., 2001).
Nota: Acetil CoA (Acetil Coenzima A), Acil CoA (Acil Coenzima A), CoA

(Coenzima A).
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O acetil CoA é formada pela via glicolitica a partir dos agucares do mosto, e do
intermediario piruvato. O piruvato resultante da clivagem da glicose perde seu grupo
carboxila formando o acetil-CoA, que sofre carboxilagdo formando o malonil-CoA.
Para a formagéo do acido graxo, uma molécula de acetil-CoA e sete moléculas do
acido maldnico, na forma de seu tioéster malonil-CoA, que s&o agregados
sucessivamente para sintetizar uma molécula de acido graxo (ex. acido palmitico,
C16), com a liberagdo de sete moléculas de CO,. Nas fermentag¢des alcodlicas, os
acidos graxos CoA reagem com alcodis livres para formar ésteres, com velocidades
que sao inversamente proporcionais ao tamanho da cadeia alifatica, e sua produgao
estd diretamente relacionada a concentragdo de acidos graxos. Certos acidos,
nomeadamente hexandico (caproéico, C6) e tetradecandico (miristico, C14), reagem
lentamente em maturacdes, e outros como o decanoato de etila (caprato, C10),
hexadecanoato (palmitato, C16) e 9,12,15-octadecatrienoate (linoleato, C18) —
reagem rapidamente (LEE et al., 2001). H& um processo integrado dos produtos do
metabolismo do agucar, portanto, a concentragao celular do acetil-CoA e CoA livre,
regulam o metabolismo intermediario, e a sintese de éster deve ter um método de
controle da carga-acetil. O metabolismo do éster deve ser um processo de
detoxicacdo de acidos graxos (C8 e C14) que s&o toxicos as células de levedura.
Entdo, a esterificagcdo desses acidos graxos deve funcionar como uma protegao
celular (STEWART, 2008).

Nas cachagas comerciais foram identificados os seguintes ésteres, conforme

mostra Tabela 8.

Tabela 8 - Esteres presentes nas cachagas comerciais brasileiras.

Esteres Média Minimo Méximo
(mg 100 mL™) (mg 100 mL") | (mg 100 mL™")

Acetato de etila 44,0 1,56 433
Butirato de etila 0,631 0,0036 19,7
Benzoato de etila 0,20 0,0342 1,20
Lactato de etila 25,5 0,0766 244
Octanoato de etila 0,661 0,0991 3,6
Nonanoato de etila 0,0722 0,0377 0,138
Decanoato de etila 1,37 0,1320 7,33
Octanoato de isoamila 0,114 0,0666 0,234
Laurato de etila 0,633 0,0831 4,03

Fonte: (NASCIMENTO, CARDOSO e FRANCO, 2008)
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No envelhecimento de bebidas alcodlicas, a esterificacdo dos acidos graxos
origina grandes quantidades de acetato de etila, produzido a partir do acido acético
por hidrélise dos grupos acetil da hemicelulose, oxidagdo do etanol, e queima da
madeira. No entanto, as reacdes de esterificacdo durante o envelhecimento ocorrem
via reacdo quimica direta, sem a presenca das enzimas do processo fermentativo,
mas em menor velocidade (NASCIMENTO et al., 2000).

O principal éster encontrado na cachacga é o acetato de etila que, em pequenas
quantidades, incorpora um aroma agradavel de frutas. No entanto, em grandes
quantidades, o acetato de etila confere a bebida um sabor indesejado e enjoativo
(CARDOSO, 2006).

2.104 Alcodis Superiores

Os alcodis superiores com mais de 2 atomos de carbono sdo comumente
chamados de alcool fusel. Sabe-se que os alcodis superiores sao formados pelo
metabolismo das leveduras a partir de aminoacidos e, portanto, sdo constituintes
naturalmente encontrados em bebidas alcodlicas. Alcoois superiores sdo formados
na via Ehrlich, onde aminoacidos do mosto sdo metabolizados pelas leveduras e,
apos transaminacdo a-ceto acidos e suas descarboxilagcbes subsequentes, sao
formados os alcoois correspondentes, conforme Figura 26. Por exemplo, alcool
isoamilico, isobutanol e n-propanol sdo provenientes, respectivamente, da leucina,
valina, treonina e vias biossintéticas (NYKANEN e SUOMALAINEN, 1983;
HAZELWOOD, 2008).

Os principais alcodis superiores sao: 1-propanol (n-propanol), 1-butanol (n-
butanol), 2-butanol (sec-butanol), isobutanol (2-metil-1-propanol) e alcool isoamilico
(3-metil-1-butanol, alcool isopentilico, alcool isobutil carbinol, (CH3),CHCH,CH,OH).
Os alcoois superiores sao importantes flavorizantes, geralmente apresentam um
odor caracteristico de flores, e, juntamente com os ésteres, sado responsaveis pelo
flavour (sabor e aroma) da cachacga. Os alcodis superiores encontrados em maior
quantidade nas cachagas foram: alcool isoamilico, isobutilico e propilico, alcool cetil
(1-hexadecanol), e alcool cinamico (2E)-3-fenilprop-2-en-1-ol) (BOSCOLO et al.,
2000).
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Os principais alcoois superiores encontrados em cachacas estdo descritos na

Tabela 9.

Tabela 9 - Alcodis superiores presentes nas cachagas comerciais brasileiras.

Alcoois superiores Média Minimo Maximo
Alcool amilico 0,13 0,05 0,20
1,4-butanodiol 0,13 0,04 0,20
Alcool cetil

(1-hexadecanol) 613 220 1010
Alcool cinamico

(2E)-3-fenilprop-2-en-1-ol) 095 350 12,00
Decanol 0,21 n.d. 0,60
n-dodecanol 0,01 n.d. 0,05
Geraniol 0,62 0,25 0,86
Alcool isoamilico 138,00 13,00 198,00
Isobutanol 62,00 40,00 96,00
Mentol 0,51 0,25 0,73
Alcool 2-feniletil 0,02 n.d. 0,09
n-propanol 46,00 37,00 60,00
n-tetradecanol 0,04 n.d. 0,17

Fonte: (BOSCOLO et al., 2000)
Resultados expressos em mg 100 mL™" aa ou n.d. (ndo detectado).

Trabalhos anteriores, descreveram que grandes quantidades de 6leo fusel

diminuem o valor comercial e a qualidade das cachacas, e o teor de alcoois

superiores devem acompanhar, proporcionalmente, os ésteres em uma cachaca de

boa qualidade (" SOUSA et al., 1978 apud VILELA et al., 2007).

2.10.5

Furanicos

O furfural (FURF) e o hidroximetilfurfural (HMF) podem ser formados nas

etapas de: colheita da cana-de-acucar, se esta sofrer queima prévia; destilagao, a

partir de agucares residuais ou bagacilho presentes durante o aquecimento do vinho;

e envelhecimento, principalmente, na carbonizagdo dos barris (MASSON et al.,

2007).

*** SOUSA et al. Alguns componentes do coeficiente ndo alcool da aguardente de cana:
determinagao por cromatografia de fase gasosa - Brasil Agucareiro, Rio de Janeiro, 1978.
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A celulose € um homopolissacarideo linear formado por unidades de glucose
unidas entre si através de ligagdes glicosidicas do tipo B (1—4), que resultam da
perda de uma molécula de agua. A celulose é fibrosa e humida, e em sua estrutura
se estabelecem multiplas ligagcdes de hidrogénio entre os grupos hidroxilas das
distintas cadeias juntapostas de glicose, fazendo-as impenetraveis a agua e,
portanto, insoluveis, originando fibras compactas que constituem a parede celular
dos vegetais (CARVALHO et al., 2009).

Quando os barris de madeira sdo confeccionados, a parte interna das aduelas
€ queimada e molhada para evitar sua ruptura, ocorrendo nesta etapa a reducéo
parcial da celulose por termdlise e formacd&o do 5-hidroximetilfurfural (HMF).
Portanto, o HMF é um extrativo por decomposicéo originado através do processo de
pirélise (Figura 17) (MOSEDALE e PUECH, 1998).

A hemicelulose é o polimero estrutural mais susceptivel a degradagao, sendo
menos estavel do que a celulose e menos abundante. E um polissacarideo
bidimensional, formado por uma mistura de polimeros de pentoses (xilose e
arabinose) e/ou hexoses (glucose, manose e galactose), acidos urénicos e grupos
acetila, que podem ser lineares ou ramificados, amorfo e possui peso molecular
relativamente baixo. As hemiceluloses séo divididas em pentosanas e hexosanas,
que por hidrélise produzem pentoses (xilose e arabinose) e hexoses (glucose),
respectivamente (CARVALHO et al., 2009).

A formacdo de furfural (FURF) origina-se da pir0lise das pentoses da
hemicelulose, e ocorre quando as aduelas sdo submetidas a carbonizagdo no
processo de queima durante a fabricacdo dos barris nas tanoarias (Figura 15). A
formagdo do FURF inicia-se a 200 °C, quando as ligagdes glicosidicas e C-C dos
anéis dos piranos sdo quebradas, a 225 °C inicia-se a destruicdo molecular e a 290
°C fragmentos moleculares sao desidratados dando origem ao FURF. A origem dos
dois aldeidos furanicos, HMF e FURF ocorrem via reacdes de escurecimento de
Maillard ou ao processo de caramelizagdo, quando alguns agucares sao aquecidos
acima do seu ponto de fusdo, portanto, o HMF e o FURF sao extrativos por
decomposicdo originados através do processo de pirolise, conforme Figura 27
(MOSEDALE e PUECH, 1998).
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Figura 27 - Rotas de formagéo do hidroximetilfurfural (HMF) e furfural (FURF).

HEXOSES PENTOSES
HMF FURF

|

CH,OHO CHO CHO

Fonte: (MOSEDALE e PUECH, 1998).

A queima e tostagem dos barris sdo extremamante complexas mas estao
claramente associados ao desenvolvimento de flavours durante o envelhecimento da
cachaga. No entanto, a concentragdo dos aldeidos furanicos relacionada ao
envelhecimento em barris de madeira € influenciada por diversos aspectos que
envolvem o processo de carbonizagdo, a composicdo quimica da madeira, e a
presenca ou auséncia de caramelo. Portanto, considerando que o furfural pode ser
adicionado ao produto através do emprego do caramelo, ele ndo pode ser
empregado como um marcador do envelhecimento (MASSON et al., 2007;
GRANADOS et al., 1996).

A legislacado brasileira determina o limite maximo de 5 mg 100 mL™" aa para a
soma de furfural e 5-hidroximetilfurfural em cachaca (BRASIL, 2005).

2.11 Contaminates da Cachacga

As substancias contaminantes da cachaca sdo aquelas que nao trazem
beneficio a bebida (flavour, aroma, etc) e sdo extremamente toxicas aos
consumidores, como: metanol, alcool sec-butanol, alcool n-butanol, acroleina e
carbamato de etila. Segue abaixo uma pequena revisao de literatura sobre cada um

dos contaminantes que foram analisados neste estudo.

2.11.1 Metanol

O metanol esta relacionado aos efeitos da ressaca (em inglés hangover). O
metanol é encontrado nas bebidas alcodlicas juntamente com o etanol. O metanol é
originado da degradagao da pectina (CARDOSO, 2006).
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O etanol e o metanol diferem ligeiramente na estrutura quimica, e portanto, as
mesmas enzimas que metabolizam o etanol, alcool desidrogenase (ADH) e aldeido
desidrogenase (ALDH), também metabolizam o metanol. O metanol é rapidamente
distribuido em todos os tecidos do corpo, sendo lentamente oxidado pela alcool
desidrogenase (ADH) do figado a formaldeido, que é convertido em acido férmico ou
formato, pela aldeido desidrogenase (ALDH). O acido féormico é desintoxicado do
organismo por uma via folato-dependente até didxido de carbono, num processo
lento. Como os processos oxidativos nas células sdo toxicos, acidos organicos se
acumulam tornando a acidez extrema. A toxicidade aguda € caracterizada pela
sindrome da acidose metabdlica, depressédo do sistema nervoso central, cegueira,
coma e até morte. A gravidade da acidose metabdlica é variavel e se correlaciona
com a quantidade de metanol ingerida. A variabilidade da dose téxica é uma
caracteristica proeminente na toxicidade do metanol. Os sintomas de
envenenamento por metanol, que podem aparecer de 12 a 24 horas, incluem
disturbios visuais, nauseas, dores abdominais e musculares, dores, tontura,
fraqueza e disturbios de consciéncia, que vao do coma a clonicas. A dose letal de
metanol para os seres humanos ndo se sabe ao certo, mas é relatado que pode
variar de 0,3 a 1 g kg™'. O metanol permanece no organismo apds a queda de niveis
de etanol, porque o etanol inibe competitivamente o metabolismo do metanol (WHO,
1997).

Foi determinada a concentracdo média de metanol em diversas cachacas
comerciais no Brasil e foram encontrados 5,66 mg 100mL™" aa (faixa de variacdo de
0,87 a2 9,20 mg 100 mL™" aa) (BOSCOLO et al., 2000).

A legislacao brasileira define que o metanol (alcool metilico) ndo pode estar

presente na cachaca, em quantidade superior a 20 mg 100 mL™" aa (BRASIL, 2005).

2.11.2 sec-butanol e n-butanol

Os alcodis sec-butanol e n-butanol sdo contaminantes oriundos da fermentagao
dos carboidratos, e apresentam baixa toxicidade (WHO, 1987).

Portanto, a legislagdo estabeleceu os seguintes limites para a presenga desses
alcodis na cachaca: sec-butanol em quantidade nao superior a 10 mg 100 mL™" aa e

n-butanol em quantidade n&o superior a 3 mg 100 mL™" aa (BRASIL, 2005).
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2.12 Carbamato de Etila

Carbamato de etila (CE) ou uretana € um composto genotdxico in vitro e in
vivo, se liga covalentemente ao DNA sendo, provavelmente, cancerigeno aos seres
humanos, conforme Figura 28. A Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer
(IARC) recentemente reclassificou o CE para o grupo 2A (provavelmente
cancerigeno para humanos) (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON
CANCER (IARC), 1974). CE é encontrada, principalmente, como um constituinte
traco, natural em diferentes alimentos fermentados como pao, iogurte, e bebidas
alcodlicas (SCHLATTER e ZIMMERLI, 1991).

De acordo com a Instrucdo Normativa 13, de 29 de junho de 2005 foi
estabelecido o limite maximo permitido de 150 pg L™ para CE em cachaca, e um
prazo maximo de 5 anos (até 2010) para adequacgao e controle desse contaminante
com inicio na data da publicacdo da referida instrugdo normativa. E importante o
conhecimento dos niveis de ocorréncia do CE, porque além de ser uma substancia
potencialmente carcinogénica, a sua presenga em concentragdes superiores a 150
Mg L™ constitui uma barreira para exportacdes desses alimentos e bebidas para a
Europa e América do Norte (BRASIL, 2005).

Figura 28 — Estrutura quimica do carbamato de etila (CE).

)

A

Carbamato de etila (uretana)

HoN

Fonte: (NIST, 2011).

Varios estudos identificaram CE em cachacas na faixa de concentracdo de 55
a 700 pg L (70%), valores estes, superiores ao limite de 150 pg L™ estabelecido
pela legislacdo (NOBREGA et al., 2009).

Existem varias vias possiveis para a formagdao de CE nos alimentos,
geralmente, envolvendo a reacdo entre o etanol e precursores nitrogenados, tais
como uréia, fosfato de carbamila e cianeto (SCHLATTER e ZIMMERLI, 1991)
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Uma das maneiras mais comuns de CE de producdo, em meio acido, € a

reacao de uréia com etanol mostrada pela equagao (13):

NH,CONH, + C,H50H — C,H5s0CONH, + NH3 (13)

A uréia pode ser encontrada em diversos alimentos e bebidas alcodlicas. A
uréia € uma fonte de nitrogénio para as leveduras e, frequentemente, era adicionada
as dornas de fermentagao. No entanto, a uréia também pode ser produzida durante
a fermentagdo (POLASTRO et al., 2001).

Alguns outros mecanismos de formagao de CE, a partir da uréia sdo descritos.
A uréia pode se decompor em isocianato e cianato em solu¢des aquosas de etanol
entre 60 e 100 °C. Pela reacdo com etanol, isocianato e cianato formam CE em meio
acido (equagéao 14). Outro caminho possivel é a decomposigéo térmica de uréia de
amoénia e acido cianidrico (equacédo 15), e formacado de CE pela reagdo do acido

cianidrico com etanol.

NCO" + C,HsOH + H* — C,HsOCONH, (14)

H,NCONH,— NH*s NCO™ — NH3 + HCNO (15)

Durante a fermentacdo malolactica e, especialmente, durante a fermentacao,
diferentes precursores CE como a citrulina, e em menor quantidade o
carbamilfosfato sdo produzidas por leveduras ou bactérias a partir de proteinas . A

etandlise destes precursores leva ao alto nivel de CE (ver equacao 16).

NH,COOPO3H; + CoHs0H — CoHsOCONH; + H3POy4 (16)

Outra fonte natural ocorre via anion cianeto (CN’). H& muitas plantas que
produzem cianoglicosideos, tais como a cana-de-agucar (Sacharum officinarum), e
principalmente, a mandioca (JONES, 1998). O que pode explicar o fato da tiquira ter
apresentado um maior teor de CE do que a cachaga (ANDRADE-SOBRINHO et al.,
2002). A mandioca, matéria-prima empregada na produgdo da tiquira, contém mais
cianogénicos do que a cana-de-acucar. O anion cianeto & convertido em cianato e

isocianato que s&o os maiores precursores do CE. A conversdo direta de cianeto a
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cianato, em solugdo aquosa e sem catalisador, € lenta em meio acido (equagéo 17).
As principais formas indiretas para a formacao de cianato e isocianato, através do

catalisador cobre (Il), estdo demonstradas nas equagdes 18 e 21.

CN" +20H — CNO™ +H,0 (17)

CN™ +20H +2Cu(ll)» CNO +2Cu(l) +H,0  (18)

4CN" +2Cu(ll) > 2Cu(CN),  (19)

2Cu(CN); = 2Cu(CN) + C,N, (20)

CoN, +20H — NCO™ +CN + H,0 (21)

Sabe-se que a destilagdo da cachaca, em muitos alambiques, é feita em
destiladores de cobre, tornando-se uma importante fonte de catalisador para as
reagcdes de formagdo do carbamato de etila (ARESTA, BOSCOLO e FRANCO,
2001).

No entanto, muitos outros mecanismos aumentam a produgdao de CE por
diferentes reagdes na fase gas durante a destilagcéo. Isto pode ser explicado porque
apenas uma pequena parte do carbamato de etila € vaporizado e encontrado no
destilado, devido ao seu alto ponto de ebulicdo proximo de 184 °C. Estima-se que
80% do carbamato de etila seja formado durante a destilagdo ou nas primeiras 48
horas depois da destilagdo. Os precursores do CE na fase gas sdo o HCN e HCNO
(HOCN) presentes ou formados durante a destilagdo em solugdo etandlica. Devido
ao baixo ponto de ebulicdo desses acidos eles podem ser vaporizados e produzirem
CE na fase gas. Principalmente, quando na presenga do cobre (1) dos alambiques

de cobre, bons catalisadores da reagao de formagao do CE, equagao 22.

Cu (I)
HCN gas + 1/20, — HNCO=HOCN (22)
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O HCNO (HOCN) pode reagir com o etanol e gas e produzir varios

intermediarios como o acido carbamico e o etil cianato (equagdes 23, 24, 25).

HNCO + H,0 » H,NCOOH + EtOH — H,NCOOEt + H,0  (23)

HNCO + FEtOH — H,NCOOEt (24)

HNCO + EtOH —» EtNCO + H,O e EtNCO + H,O — H,;NCOOEt (25)

Ja se sabe, que dois fatores sdo muito importantes na producédo de CE, que
sdo: a presencga de sais metalicos (Cu(ll) ou Fe(ll)) e luz (principalmente UV). O
sinergismo entre esses dois fatores ja foi observado. A via para o produgao de CE
inicia-se com a etandlise catalitica dos precursores do CE, que sdo formados na
fase gas durante a destilagédo, e posterior reagdes conduzidas pelo radical hidroxil
(OHe) através da bem conhecida auto-oxidagdo de compostos insaturados, seguida
da oxidagdo do cianeto a cianato, e finalmente produgdo do CE (WEBER e
SHARYPOV, 2009).

As acbes de prevencdo da formacdo do CE em bebidas destiladas sao
singulares por varios aspectos:

1 - Apresentam altos niveis de CE dentre alimentos e bebidas;

2 - Seus precursores hao sao precisamente a uréia, nem proteinas (arginina), mas
principalmente o acido cianidrico;

3 — O CE é o produto final formado durante e, principalmente, depois da destilacao;
4 — O cobre dos alambiques ¢é o catalisador inicial da oxidacdo do HCN, precursor do
CE na fase gas ou em solugéo.

Em bebidas destiladas, a prevencao para a formacgcao o CE pode ser feita pela
eliminagcao do cianeto da matéria-prima, antes da destilacdo. Além, da eliminagao do
cobre (IlI) do destilado, evitando a formagao catalitica do CE. A dupla destilagdo tem
sido o procedimento mais comum para a remoc¢ao de CE de bebidas alcodlicas
destiladas, devido a sua baixa volatilidade em solugdes alcodlicas (RIFFKIN et al.,
1989). No entanto, esse procedimento normalmente leva a perdas na produgao de
etanol e aroma.

Os menores valores de CE foram encontrados ao maximizar o refluxo na

destilacdo na parte ascendente, e minimizando a exposicdo ao cobre na parte
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descendente (através da utilizacdo de ago inoxidavel), pdde-se reduzir o CE, e
também evitar a contaminagéo por cobre (BRUNO et al., 2007).

Os niveis de CE da cachaga de cor amarelada (envelhecida em barris)
apresentavam-se muito mais contaminadas do que as cachagas incolores
(NOBREGA et al., 2009).

As boas praticas de fabricagcdo, que incluem a boa qualidade da matéria-
prima, controle adequado da fermentagao, tempo de estocagem, e limpeza periddica
dos alambiques de cobre (Il), sdo indicadas para a redugao dos niveis de CE na
cachaca (WEBER e SHARYPOV, 2009).
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3 MATERIAL E METODOS

As analises dos compostos fendlicos, furfuraldeido e capacidade antioxidante
foram desenvolvidas no Laboratério de Analise Instrumental, da Coordenacdo de
Quimica, do Instituto Federal de Alagoas.

As anadlises dos congéneres, contaminantes e carbamato de etila foram
desenvolvidas no Laboratério de Pesquisa em Quimica dos Produtos Naturais -
LPQPN, do Instituto de Quimica e Biotecnologia, da Universidade Federal de

Alagoas.

3.1 Amostras de Cachaga

Um lote de cachacga, produzido numa unica batelada, foi adquirido numa
destilaria local, J. Gomes Neto - Me (Joaquim Gomes, Alagoas, Brasil). Novos barris
de 20 litros foram adquiridos de produtores brasileiros para o envelhecimento da
cachaca. Exceto o barril de carvalho que foi comprado reformado. Todas as
madeiras usadas na produgao dos barris foram identificadas botanicamente por
métodos macroscopicos e microscopicos de exame da anatomia do lenho pelo
Laboratério de Madeiras e Produtos Derivados, do Instituto de Pesquisas
Tecnoldgicas - IPT (Sao Paulo, Brasil). O IPT certificou amostras das madeiras de
todos os barris empregados neste trabalho: courbaril (Hymenaea sp.), peroba-do-
campo (Paratecoma peroba), balsamo (Myroxylon balsamum), jequitiba (Cariniana
sp.), cerejeira (Amburana cearensis), timborana (Piptadenia sp.), jaboty (Erisma
uncinatum), itauba (Mezilaurus itauba) e carvalho branco (Quercus sp.), conforme
mostra o Anexo 1. Os barris com 20 litros apresentavam aproximadamente as
seguintes dimensdes: 33 cm de diametro da base, 28 cm de didmetro de topo e 44
cm de altura, conforme mostra a Figura 29. Foi feito o envase de exatamente 20 L
de cachaga em cada barril. A cachaga apresentava teor alcodlico de 47,10% (v/v a
20 °C). Depois do envase todos os barris foram armazenados por 18 meses na
posicao vertical e no mesmo ambiente, com pouca iluminacao, temperatura entre 19
°C e 26,5 °C, e umidade relativa do ar entre 67 a 80%. Foram coletadas amostras da
cachaga nao envelhecida (CNE) e das cachagas em processo de envelhecimento
nos meses 0, 1, 3, 6, 9, 12 e 18. A denominagao utilizada para as amostras foi o

nome da madeira seguido pelo més de envelhecimento, como por exemplo: balsamo
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18, peroba 1, balsamo 1-18 (refere-se as amostras coletadas nos meses 1, 3, 6, 9,
12 e 18). ApOs a coleta, as amostras foram filtradas em filtros seringas Millex
descartaveis com diametro de 25 ym e membrana de 0,45 ym de fibra de vidro
ligada a resina de acrilico, e armazenadas em frascos de vidro sob a temperatura de
-12 °C, em ambiente escuro. Um total de 61 amostras de cachagas foram
analisadas, considerando a cachaga nao envelhecida e nove cachacgas envelhecidas
em diferentes madeiras analisadas nos meses 1, 3, 6, 9, 12 e 18 do envelhecimento,
conforme mostra a Figura 30.

Trés amostras comerciais de cada uma das seguintes bebidas alcodlicas: vinho

tinto, vinho branco, conhaque e uisques.

Figura 29 — Barris utilizados para o envelhecimento da cachacga.

Courbaril Balsamo Timborana

Perobha-do-campo Jequitiba

Carvalho branco Itauba Jaboty

Fonte: A autora, 2011.
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Figura 30 — Cachacas envelhecidas nos nove diferentes barris envelhecidas por 1, 3, 6, 9, 12, 18

meses.

rejeirab
- rv al : r-

———

Fonte: A autora, 2011.
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3.2 Reagentes e Padrées

Os reagentes utilizados para as analises de compostos fendlicos,
furfuraldeido e capacidade antioxidante estdo descritos a seguir. Todos os solventes
de grau HPLC utilizados foram adquiridos da Sigma-Aldrich Brasil Ltda. (Sdo Paulo,
Brasil). A agua purificada foi produzida por um sistema Milli-Q. Millipore (Bedford,
MA, USA). Os padrbes e reagentes de grau analiticos, adquiridos da Sigma-Aldrich
Brasil Ltda., foram: acido galico (acido 3,4,5-trihidroxibenzéico), acido siringico
(dcido  3,5-dimetoxi-4-hidroxibenzdico), acido vanilico (acido 4-hidroxi-3-
metoxibenzdico), vanilina (acido 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido), siringaldeido (acido
3,5-dimetoxi-4-hidroxibenzaldeido), escopoletina (7-hidroxi-6-metoxi-2H-cromen-2-
ona), cumarina (2H-cromen-2-ona), 2-furfuraldeido (2-furancarboxaldeido), DPPH -
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil), reagente fenol Foulin-Ciocalteau 2N, acetato de sodio
trinidratado, acetona p.a., acido acético glacial p.a., acido cloridrico p.a., cloreto
férrico hexahidratado, TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina).

Os reagentes e padrdes utilizados para as andlises de congéneres e
contaminantes estdo descritos a seguir. Os padrbes analiticos utilizados foram:
aldeido acético, acetona, acetato de etila, metanol, sec-butanol, n-propanol, iso-
butanol, n-butanol, isoamilico e n-pentanol fornecidos pela Vetec Quimica Fina Ltda.
Todos os padrées eram de grau de pureza analitico. Para o preparo da solugao
alcoodlica (etanol/agua) 50% (v/v) foi utilizado alcool etilico grau cromatoGrafico,
fornecido pela Merck, e agua purificada por um sistema de purificagao Milli-Q.

O padrao utilizado para as analises de carbamato de etila foi o carbamato de

etila ou uretana fornecido pela Sigma-Aldrich (pureza = 99%).

3.3 Validagcao dos Métodos Analiticos

A validagcdo dos métodos analiticos foi realizada baseando-se no guia da ICH
(International Conference of Harmonization of Technical Requirements for
Registration on of Pharmaceuticals for Human Use) através dos seguintes
parametros: linearidade, faixa de trabalho, precisdo (CV ou “coefficient of variation”),
exatidao, limite de deteccéo (LD) e limite de quantificagdo (LQ).

A linearidade correspondeu a capacidade do método analitico em fornecer

resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substancia exame, dentro
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de uma determinada faixa de aplicacdo. A linearidade foi avaliada através das
curvas analiticas de cada padrdo e do coeficiente de correlacdo (R?). As curvas
analiticas (y = ax + b) foram determinadas através de regressao linear a partir das
medig¢des experimentais de pelo menos cinco concentragdes diferentes e do branco,
e foram obtidos os coeficientes da curva analitica a (inclinagdo da curva) e b
(intercepto da curva). Nas curvas analiticas foram avaliados os erros padrao,
calculados dividindo-se o desvio padrao (Std.) pela raiz quadrada do numero de

medidas que compdem a média (representado por N), conforme equagéao (25).

Erro padréo = Std. / VN (25)

A preciséo é representada pelo CV (coeficiente de variagdo) determinado
pela proximidade dos resultados obtidos, em trés niveis de concentragdes (medidas
em triplicata cada uma) dos padrdes analiticos englobando toda a faixa de trabalho,

através da equacéo (26).

CV = Std. / X * 100 (26)

O desvio padrdo e a média das concentracdes medidas foram representados
por Std. e X, respectivamente.

A exatiddo foi determinada através de ensaios de recuperacao (spiking),
realizados através de medidas experimentais em trés niveis de concentracdes
(medidas em triplicata cada uma) pelo método de adigado de padrdo em amostras de

cachaga, cujas concentragdes tedricas eram conhecidas, conforme a equacgao (27).

Exatiddo = concentracdo experimental x 100 (27)
concentracao teodrica esperada

Os limites de detecgdo (LD) e quantificagdo (LQ) foram determinados a partir
do desvio padrdo do intercepto (Sp) e da inclinagdo da curva analitica (a), e

aplicados as equacgoes (28) e (29), respectivamente.

LD=3,3*Sp/a  (28)
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LQ=10*Sp/a  (29)

A faixa de trabalho foi definida com valor minimo igual ao limite de
quantificacdo (LQ) e valor maximo como a maior concentracdo medida na
elaboragao da curva analitica. As amostras que apresentaram resultado acima do
limite maximo estabelecida pela faixa de trabalho, foram diluidas com agua destilada
na propor¢ao adequada para que a concentragao final seja a concentragdo média da
faixa de trabalho (ICH - INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONIZATION),
1994; MILLER e MILLER, 2005).

3.4 Analises dos Compostos Fendlicos e Furfuraldeido em HPLC

As analises dos compostos fendlicos e furfuraldeido foram determinadas por
cromatégrafia liquida de alta eficiéncia (HPLC) utilizando um sistema Shimadzu LC-
10Ai (Kyoto, Japao), composto pelos seguintes modulos: sistema de controle SCL-
10-AVP, detector UV-VIS SPD-10AV, bomba reciproca de 2 estagios, injetor manual
Rheodyne ID 0495 com um loop de 20 L, e software de aquisicdo de dados Class-
VP, conforme Figura 31. Os compostos fendlicos e furfuraldeido foram separados
em cromatografia em fase reversa numa coluna Shimadzu C18 Shim-pack CLC-

ODS (M) com 4,6 mm ID X 15 centimetros de comprimento (Tosoh, Jap&o).

Figura 31 — Sistema HPLC (Shimadzu).

Fonte: A autora, 2011.
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As analises em HPLC para quantificacdo dos compostos fendlicos e
furfuraldeido, foram desenvolvidas através de modificagdes feitas na metodologia
previamente desenvolvida para analise em cachaga (AQUINO et al., 2006).
Diferentes fases méveis foram avaliadas, e as melhores condicbes para separacao
foram obtidas com uma eluigdo isocratica de uma mistura dos solventes agua / acido
acético / metanol (93,1% / 1,9% / 5,0%) (v/v). A eluigdo foi feita a temperatura
ambiente, vazdo constante a 1,25 mL min™', resultando num tempo total de eluigdo
de 75 minutos. Foi escolhido o comprimento de onda de 280 nm para o detector,
com base na maxima absorvancia dos compostos e avaliagcdo do formato de cada
pico. Ao final de cada analise foi feita a limpeza da coluna, por 10 minutos, utilizando
o metanol 100% (v/v) como fase moével.

Os analitos foram quantificados pelo método do padrdao externo, utilizando
onze solugdes padrdo multielementos (em etanol 50% (v/v) e ajustados o pH para

4,3 com acido acético) nas seguintes faixas de concentragao, conforme Tabela 10.

Tabela 10 — Concentragdes das solugdes dos padrbes analiticos dos compostos fendlicos e

furfuraldeido.

Solugées Padrao (mg L")
PADROES
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11
Acido galico 0,02 0,07 0,22 0,45 0,89 1,79 3,57 7,14 14,29 28,57 57,14
Furfuraldeido 0,01 0,04 0,11 0,22 0,45 0,89 1,79 3,57 7,14 1429 28,57
Acido vanilico 0,10 0,30 0,89 1,79 3,57 7,14 14,29 28,57 57,14 114,29 228,57
Vanilina 0,05 0,15 0,45 0,89 1,79 3,57 7,14 14,29 28,57 57,14 114,28

Acido siringico 0,10 0,30 0,89 1,79 3,57 7,14 14,29 28,57 57,14 114,29 228,57

Siringaldeido 0,05 0,15 0,45 0,89 1,79 3,57 7,14 14,29 28,57 57,14 114,28
Cumarina 0,05 0,15 0,45 0,89 1,79 3,57 7,14 14,29 28,57 57,14 114,28
Escopoletina 0,12 0,37 1,12 2,23 4,46 893 17,86 35,71 71,43 142,86 285,71

Fonte: A autora, 2011.

Nota: Foi feito o branco com o solvente (agua / etanol 50% (v/v)).

Através das analises, em ftriplicatas, de 20 uL de cada uma das onze solugdes
padrdao multielementos, foram obtidos os cromatogramas das solugbes padréao,

apresentados nos Apéndices 1 e 2.
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A partir dos cromatogramas dos padrdes analiticos foram construidas as
curvas analiticas do acido galico, furfuraldeido, acido vanilico, vanilina, acido
siringico, siringaldeido, cumarina e escopoletina, demonstradas nos Apéndices de 3
a 10, respectivamente. A partir das curvas analiticas foram calculadas as respectivas
equacgdes analiticas (y = a x + b), conforme apresentados na Tabela 11.

Foram feitas inje¢cdes de 20 pL de cada uma das amostras de cachaga (sem
diluicdo) em triplicata. A identificacdo dos compostos fendlicos e furfuraldeido nas
amostras foi feita pela comparacao direta dos tempos de retencdo das amostras de
cachaga com os padrdes analiticos, conforme mostram os cromatogramas nos
Apéndices 11 a 21. Os tempos de retencéo e os parametros de validagao do método
estao apresentados nas Tabelas 11 e 12. As quantificagdes dos compostos fendlicos
e furfuraldeido nas amostras foram feitas a partir das equacgdes analiticas e das
respectivas areas dos picos dos cromatogramas. A soma dos compostos fendlicos
(SCF) analisados em HPLC foi determinada calculando-se o somatério da

concentracédo de cada composto fendlico analisado, conforme equagéao (30).

SCF = [acido galico] + [acido vanilico] + [vanilina] + [acido siringico] + [siringaldeido]
+ [cumarina] + [escopoletina] (30)
Tabela 11 — Parametros das curvas analiticas das analises de compostos fendlicos e furfuraldeidos

em HPLC: tempo de retengdo (TR), coeficientes a e b das curvas analiticas*, coeficiente de

correlagao (Rz) e faixa de trabalho.

COMPOSTOS TR (min.) a b R? Faixa (mgL”)
Acido galico 3,00 40136,81 -1392,64 0,9997 1,02 - 57,1
Furfuraldeido 5,15 100770,22 2619,27 0,9999 0,17 - 28,6
Acido vanilico 16,54 27856,84 748,52 0,9999 0,95 — 228,6
Vanilina 24,10 67223,99 -5860,82 0,9999 0,54 — 228,6
Acido siringico 28,29 47225,36 1915,42 0,9999 1,94 — 228,6
Siringaldeido 42,82 34024,61 -13448,04 0,9998 1,86 — 228,6
Cumarina 57,14 66226,67 -15371,81 0,9999 1,35 - 114,3
Escopoletina 66,30 16339,43 -3077,09 0,9998 3,567 — 285,7

Fonte: A autora, 2011.

Nota: *Curva analitica y = ax + b, onde y = Conc. composto (mg L'1), e X é a area do pico.
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Tabela 12 — Validagdo do método de analise de compostos fendlicos e furfuraldeidos em HPLC:

precisdo (CV), recuperacao, limites de detecgdo (LD) e limites de quantificagédo (LQ).

CV (%)

COMPOSTOS ; , 5 Recuperagao (%) LD (mg L) LQ (mgL”)
Acido galico 6,51 3,75 4,50 100,82 0,34 1,02
Furfuraldeido 298 1,47 2,06 100,97 0,06 0,17
Acido vanilico 1,43 2,43 3,05 105,01 0,31 0,95
Vanilina 3,82 2,15 0,36 101,36 0,18 0,54
Acido siringico 1,56 0,69 2,52 97,27 0,64 1,94
Siringaldeido 520 2,30 2,24 99,71 0,61 1,86
Cumarina 551 2,28 5,71 104,03 0,41 1,35
Escopoletina 0,85 0,70 4,37 104,69 1,18 3,57

Fonte: A autora, 2011.
Notas: 1 = conc. 4; 2 = conc. 10; 3= conc. 11 da Tabela 10. N = 3 (triplicata).

3.5 Analise da Capacidade Antioxidante

As analises de capacidade antioxidante foram desenvolvidas através de trés
métodos indiretos: fendis totais através do método de Foulin-Ciocalteu (FC)
(SINGLETON e ROSSI, 1965), método do 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH*-)
(BRAND-WILLIANS, CUVELIER e BERSET, 1995) e método de reducao do ferro
(FRAP) (RUFINO et al., 2006). As analises de capacidade antioxidante
determinadas pelos métodos de FC e DPPH- foram desenvolvidas em
espectrofotometro Shimadzu modelo UV mini — 1240, ilustrado na Figura 32 A. As
anadlises de FRAP foram desenvolvidadas em espectrofotdmetro de microplaca

Multiskan Spectrum, ilustrado na Figura 32 B.

Figura 32 — Espectrofotdmetros Shimadzu (A) e de microplaca Multiskan Spectrum (B).

Fonte: A autora, 2011.
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3.5.1 Fendis Totais por Foulin Ciocalteu

Os fendis totais foram determinados de acordo com o método de Foulin-
Ciocalteu, e os resultados equivalentes em acido galico (GAE) foram expressos
como mg L' de cachaca (SINGLETON e ROSSI, 1965). Inicialmente, foram
preparadas solugbes padrao de acido galico na faixa de concentracédo de 0 a 1000
mg L™, para obtencdo da curva analitica. Em seguida, foram realizadas analises das
solugdes padrao de acido galico, e das amostras de cachaga conforme a sequéncia
especificada a seguir. Em tubos de ensaio foram adicionados 50 uL da amostra (de
cachaga ou de solugdo de acido galico), 3,7 mL de agua destilada, 250 uL do
reagente Foulin-Ciocalteu 2 N, e 1 mL de solugéo de carbonato de sédio 20% (m/v).
Os tubos de ensaio foram agitados para homogeneizagéo e deixados por 30 minutos
para que a reacao se estabilizasse. A absorvancia a 750 nm foi determinada em
cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico. As amostras que tiveram o resultado
acima de 1000 mg L' GAE, foram diluidas com agua destilada na proporgéo de 1 :
2,5, e a analise foi refeita. A partir dos dados de absorvancia das solugdes de acido
galico foi determinada a curva analitica com as concentragbes de equivalente em
4cido galico de 0 a 1000 mg L™ versus as respectivas absorvancias medidas & 750
nm, conforme mostra o Apéndice 21. A partir da curva analitica foi calculada a
equacgao (31), por regressao linear, pelo método dos minimos quadrados, e obteve-

se o coeficiente de correlagcdo R? = 0,9979.

Azsonm = 9,27 10 x GAE - 2,06 102 (31)

A partir da equagao da curva analitica foram calculados os resultados das
analises de fendis totais das amostras de cachaga como equivalente de acido galico

(GAE) expressos em mg L™,

3.5.2 Capacidade Antioxidante por Radical DPPH

A avaliacdo da capacidade antioxidante frente ao radical DPPH-: foi
determinada através de medidas espectrofotométricas do consumo do radical, na
presenca de substancias antioxidantes nas amostras de cachaga. O consumo de

DPPH- é, portanto, uma referéncia utilizada para estimar a capacidade antioxidante
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na captura de radicais livres presentes no meio. No ensaio espectrofotométrico, a
absorvancia a 517 nm diminui como resultado da alteragao da coloragao violeta para
amarela, haja vista que, o radical foi capturado por antioxidantes presentes na
amostra, uma vez que o elétron impar do atomo do nitrogénio do DPPH - é reduzido
pelo recebimento de um atomo de hidrogénio dos compostos antioxidantes, para
formar a molécula estavel DPPH-H (SCHERER e GODOQY, 2009).

A capacidade antioxidante foi determinada pelo método do DPPH - modificado
(AOSHIMA et al., 2004; SCHERER e GODOQY, 2009). Inicialmente, foi preparada
uma solucdo controle de DPPH- em metanol (40 pg mL™), mantida sob refrigeracéo
e protegida da luz. Em seguida, foram preparadas diluicdes da solugéo estoque de
DPPH: em metanol (40 pg mL™"), até obtencdo de solucdes de DPPH- com as
seguintes concentragdes: 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 ug mL™". O metanol foi utilizado
como branco. Foi construida uma curva analitica do DPPH- numa faixa de
concentracdo de 1 a 40 ug mL™ versus a absorvancia medida a 517 nm, conforme
mostra o Apéndice 22. A partir da curva analitica foi calculada, por regressao linear e
pelo método dos minimos quadrados, a equagao analitica (32), com coeficiente de
correlacdo (R?) de 0,9992.

Asi7om = 2,93 102 x [DPPH- ] - 2,10 10 (32)

Onde, Asi7nm € a absorvancia da mistura reacional apés um determinado
tempo, e [DPPH - ] é a concentragdo do radical DPPH expressa em ug mL™".

Misturas reacionais, na seguinte ordem, foram feitas pela adigdo de: 140 uL da
amostra de cachaga, 160 uL de metanol e 2,7 mL da solugédo controle de DPPH - (40
ug mL™"). Depois da adigdo da solugdo controle de DPPH- foi iniciada a contagem
do tempo de reacdo. A 517 nm foram determinadas as absorvancias apés o 1, 5, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 e 55 minutos de reacdo em um espectrofotbmetro
modelo UV mini — 1240, Shimadzu, em cubetas de quartzo com caminho 6ptico de 1
cm.

Os resultados de capacidade antioxidante foram expressos como porcentagem
remanescente de DPPH-: (DPPHgrem) € porcentagem de inibicdo do radial livre
DPPH- (l). A porcentagem remanescente de DPPH- (DPPHgem) foi obtida a partir

das absorvancias das misturas reacionais das amostras de cachaca e da equacéao
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da curva analitica de DPPH . Entéo, foram determinados os percentuais de DPPH -

remanescentes através da equacgao (33).
DPPHgem = ([DPPH - ]; / [DPPH - ]i=0) x 100 (33)

Onde, [DPPH - }; corresponde a concentragao de DPPH - no tempo t da mistura
reacional e [DPPH - ]i=o foi a concentracédo DPPH - (40 ug mL'1) no tempo zero.
Os resultados também foram expressos como a inibigdo do radial livre DPPH -

em porcentagem (I), calculado através da equacgao (34).
| = [(Absp — Abs1) / Absg] x 100 (34)

Onde, | foi expresso como porcentagem, Absy foi a absorvancia da solugéo
controle de DPPH-e Abs; foi a absorvancia da mistura reacional no tempo de

reacado de 30 minutos apds o estado de equilibrio.

3.5.3 Capacidade Antioxidante pelo FRAP (Poder de Reducgéo Férrica)

A capacidade antioxidante das cachacgas foi determinada através do método
FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power — Poder antioxidante do Ferro) (RUFINO
et al., 2006; BENZIE e STRAIN, 1996). Inicialmente, foram preparadas diversas
solugdes: solugdo aquosa de metanol 50% (v/v), solugdo aquosa de acetona 70%
(v/v), solugdo de TPTZ 10 mmol L™ em solugcdo de &cido cloridrico 40 mmol L™,
solugdo aquosa de cloreto férrico 20 mmol L', tamp&o acetato 0,3 mol L™ (pH 3,6) e
solugdo aquosa de sulfato ferroso 2 mmol L. A solugdo do reagente FRAP foi
preparada adicionando-se 25 mL de tamp&o acetato 0,3 mmol L', 2,5 mL de
solugdo de TPTZ 10 mmol L™ e 2,5 mL de solugdo de cloreto férrico 20 mmol L™,
usada imediatamente apds seu preparo.

Inicialmente, foram preparadas solucbes de sulfato ferroso na faixa de
concentragdo de 0, 500, 1000, 1500 e 2000 umol L', para obtencdo da curva
analitica. Em seguida foram realizadas as analises das solu¢des padrao de sulfato
ferroso e das amostras de cachaga, conforme a sequéncia especificada a seguir. Na
microplaca com 96 micropogos (Thermo Microtiter), com capacidade de 300 pL

cada, foram adicionados em cada micropogo: 7,5 yL da amostra (de cachaga ou do
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padrao sulfato ferroso), 22,5 yL de agua destilada, 220 pyL do reagente FRAP. O
espectrofotdbmetro de microplaca Multiskan Spectrum foi programado para agitar a
microplaca por 10 segundos a 480 rpm, com amplitude de agitacdo de 3 mm,
mantendo a temperatura a 37 °C, e as leituras de absorvancia a 595 nm foram
realizadas apds repouso de 30 minutos. A partir dos dados de absorvancia das
solugdes de sulfato ferroso foi determinada a curva analitica com as concentragdes
de sulfato ferroso (de 0 a 2000 umol L") versus as respectivas absorvancias
medidas a 595 nm, conforme mostra o Apéndice 23. A partir da curva analitica foi
calculada a equacdo analitica (35), com coeficiente de correlagdo R? = 0,9999, por

regressao linear pelo método dos minimos quadrados.
Asgsnm = 4,41 10 x [sulfato ferroso] - 3,88 107 (35)

Onde, Asgsnm representa a absorvancia da mistura reacional apds 30 minutos, e
[sulfato ferroso] é a concentracdo de sulfato ferroso expressa em umol L. A partir
da equagao da curva analitica foram divididos os resultados das analises de FRAP
das amostras de cachaga por 1000 para expressar a concentracido de sulfato ferroso

em umol mL™.

3.6 Analise dos Congéneres e Contaminantes por GC/MS

Para a identificacdo e quantificagdo dos congéneres e contaminantes da
cachaga foi utilizado o sistema GC/MS (Shimadzu) GC-17A acoplado ao
espectrometro de massa QP-5050, autoinjetor AOC-20i, e software de controle GC
Solution 1.20, conforme mostra a Figura 33. O sistema GC-MS localiza-se no
Laboratério de Pesquisa e Produtos Naturais, do Instituto de Quimica, da
Universidade Federal de Alagoas. Os congéneres da cachaga foram separado em
uma coluna capilar Rtx-WAX fase ligada de polietileno-glicol com comprimento (L)
de 60 m, espessura de filme (FT) 0,25 ym, didmetro interno (ID) 0,25 mm adquirida
da J & W Scientific Wc Inc. (Folsom, CA, USA).

As condi¢des cromatograficas foram as seguintes: gas de arraste (hélio), fluxo
da coluna foi de 1,4 mL min™; fluxo total foi de 94,8 mL min™"; modo de injecdo
utilizado foi razdo de split (1:63); volume de inje¢do de 1,0 uL; programa de

temperatura da coluna foi de 45 °C por 10 min, subindo a taxa de aquecimento de 3
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°C min™ até 100 °C, e taxa de aquecimento de 10 °C min™ até atingir 200 °C, onde
permaneceu por 40 minutos; temperatura do injetor 240 °C e temperatura da
interface 240 °C. O espectrdbmetro de massa foi programado para o modo de

ionizagdo com impacto de elétrons com energia de 70 eV.

Figura 33 — GC/MS (Shimadzu) GC-17A acoplado ao espectrometro de massa QP-5050.

Fonte: A autora, 2011.

Conforme a Tabela 13 e os Apéndices 24 a 34, foi feita a identificacdo dos
congéneres e contaminantes das cachagas, comparando-se os tempos de retengao
dos analitos das amostras de cachaca com os dos padrbes analiticos. Foi feito
também a identificagdo pela comparacéo e interpretacdo da fragmentacdo dos
espectros de massas das amostras de cachagca com a espectroteca Willey 330.000
(7a ed.) e a espectroteca NIST numero 69 (NATIONAL INSTITUTE OF
STANDARDS AND TECHNOLOGY (NIST), 2008).

As curvas analiticas foram determinadas através do método de padronizacao
interna, pela adi¢cao de 2,0 yL do padrao interno n-pentanol em 5 mL das amostras
de cachaga e nas solugdes dos padrées analiticos. As curvas analiticas foram
construidas a partir dos cromatogramas obtidos com a técnica de GC/MS, das sete
diluicdes dos padrdes analiticos preparados em solugédo de agua / etanol 50% (v/v),

conforme Tabela 14.



109

Tabela 13 — Parametros de identificagdo dos congéneres e contaminates em GC/MS: tempo de

retencédo (TR), probabilidade comparada com a espectroteca Wiley 330.000 (7a ed.), e método de

identificagcdo empregados.

a . gy b MM e s ~

n. Compostos TR (min) |Probabilidade (Dalton) Método de Identificagao

Wiley, NIST, Padrao,
1 Aldeido acético 5,28 98% 44 (GIUCH, CYTAWA e MICHALAK,
2008)

2 Acetona 7,26 94% 58 NIST, PE, (ASMS, 2001)
: Wiley, NIST, Padrao
0, 3 ’ )

3 Acetato de etila 9,90 97% 88 (NASCIMENTO et al., 1997)

4 Metanol 10,43 97% 32 Wiley, NIST, Padrao
5 Alcool sec-butanol 17,75 97% 74 Wiley, NIST, Padrao
6  Alcool n-propanol 18,70 96% 60 Wiley, NIST, Padrao
7 Alcool iso-butanol 22,37 92% 74 Wiley, NIST, Padrao
8 Alcool n-butanol 28,42 <LD°® 74 Wiley, NIST, Padrao
9  Alcool isoamilico 29,05 90% 88 Wiley, NIST, Padrao
10 n-pentanol 31,34 98% 88 Wiley, NIST, Padrao

Fonte: A autora, 2011.

Nota: ® Numero dos compostos para fins de identificagéo. ® Probabilidade por comparagao com

espectroteca Wiley (7a ed.). © Menor do que o limite de detecgéo (<LD).

Os cromatogramas das sete concentragbes dos padrbes analiticos estao

ilustrados nos Apéndices 35 e 36.

Tabela 14 - Concentracdo dos padrbes analiticos (mg 100 mL™ aa) dos congéneres e

contaminantes.

Padrées analiticos Conc. 1 | Conc. 2 | Conc. 3 | Conc.4 | Conc.5 | Conc. 6 | Conc. 7
Aldeido acético 3,86 7,72 9,96 15,44 19,30 30,88 38,61
Acetona 1,98 3,96 4,76 7,93 9,92 15,87 19,84
Acetato de etila 5,46 10,92 13,11 21,85 27,32 43,71 54,64
Metanol 1,94 3,88 4,65 7,76 9,70 15,52 19,40
Alcool sec-butanol 1,94 3,89 4,67 7,78 9,73 15,57 19,46
Alcool n-propanol 6,53 13,06 15,67 26,11 32,64 52,23 65,29
Alcool iso-butanol 6,5 13,00 15,60 26,00 32,50 52,00 65,00
Alcool n-butanol 0,32 0,65 0,77 1,29 1,62 2,59 3,24
Alcool isoamilico 16,09 32,18 38,60 64,36 80,45 128,72 160,90
Alcool n-pentanol * 32,31 32,31 32,31 32,31 32,31 32,31 32,31

Fonte: A autora, 2011.

Nota: * Alcool n-pentanol foi o padréo interno, e o branco com o solvente (4gua / etanol 50% (V/v).
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Foram construidas as curvas analiticas a partir dos cromatogramas dos sete
padrdées analiticos obtidos em triplicata, utilizando-se as razdes de area Rz (A),
calculadas através da areas dos analitos divididos pela area do Pl (padréo interno),

conforme equacéo (36).

Rz (A) = Area analito (36)
Area PI

As concentragdes dos analitos foram divididas pela concentracido do padrao

interno, obtendo-se as razbes de concentragdo Rz (C), conforme equacgéao (37).

Rz (C) = Conc. analito (37)
Conc. PI

Aos dados aplicou-se a regresséo linear, obtendo-se a equagéao (38) para cada

congénere e contaminante determinado, conforme Tabela 15 e Apéndices 37 a 45.

Rz(A)=aRz(C) +b (38)

Apds obtencdo das curvas analiticas, foram calculadas as concentragdes dos
congéneres e contaminantes, através das equagdes das curvas analiticas e razdes
de area Rz (A) obtidas dos cromatogramas das analises em GC/MS. Para validagao
do método, foram determinados, o tempo de retencdo, os coeficientes das curvas
analiticas a e b, o coeficiente de correlacdo (R?), a faixa de trabalho precisdo (CV), a
recuperacao, os limites de detecgado (LD) e quantificagdo (LQ), conforme dados das
Tabelas 15 e 16.
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Tabela 15 — Parametros das curvas analiticas das andlises de congéneres e contaminantes em

GC/MS: tempo de retengdo (TR), coeficientes das curvas analiticas a e b*, coeficiente de correlagao

(R?) e faixa de trabalho.

Padréo TR (min) a b R? mg oo
Aldeido acético 5,28 3,35 10" -2,42 10°° 0,9995 1,17-38,61
Acetona 7,26 4,48 10" 2,15 10 0,9940 0,78-19,84
Acetato de etila 9,90 3,31 10™ 9,89 10 0,9970 0,48-54,64
Metanol 10,43 2,96 10" 5,42 10 0,9973 1,43-19,40
Alcool sec-butanol 17,75 6,71 10™ 2,95 10°° 0,9987 0,63-19,46
Alcool n-propanol 18,70 7,46 10" 3,87 10 0,9987 0,68-65,29
Alcool iso-butanol 22,37 8,85 10" -1,9010 2 0,9976 0,136-65,00
Alcool n-butanol 28,42 9,03 -6,70 10 0,9974 0,1-3,24
Alcool isoamilico 29,05 1,01 -6,39 102 0,9958 8,36-160,90
n-pentanol 31,34 Pl Pl PI 32,31

Fonte: A autora, 2011.

Nota: * Equagdo das curvas analiticas Rz (A) = a Rz (C) + b, onde Rz(A) é a area do composto

analisado / area do n-pentanol; e Rz (C) é a concentragdo do composto analisado / concentragédo do

n-pentanol; a é a inclinagao da reta; b é o intercepto da reta; e Pl significa padrao interno.

Tabela 16 — Validagdo da analise dos congéneres e contaminantes em GC/MS: precisdo (CV),

exatidao, limites de deteccéo (LD) e limites de quantificacdo (LQ).

Padrao CV (%) Recuperacao (%) LD LQ
1 | 2 3

Aldeido acético 6,83 0,59 1,51 96,60 0,38 1,17
Acetona 9,57 9,00 13,34 94,52 0,26 0,78
Acetato de etila 13,36 16,24 12,26 97,88 0,16 0,48
Metanol 7,29 1,60 10,90 94,41 0,47 1,43
Alcool sec-butanol 2,83 1,75 5,76 94,42 0,21 0,63
Alcool n-propanol 3,89 291 8,98 98,05 0,23 0,68
Alcool iso-butanol 5,77 177 5,93 98,04 0,64 1,94
Alcool n-butanol 1,66 859 13,58 89,03 0,1 0,3
Alcool isoamilico 6,83 1,35 1,51 99,19 2,76 8,36

Fonte: A autora, 2011.

Notas: 1 = conc. 1; 2 = conc. 5; e 3 = conc. 7 da Tabela 14.
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3.7 Andlise do Carbamato de Etila em GC/MS (SIM)

A metodologia de analise para o carbamato de etila foi desenvolvida através de
modificagdes feitas em duas metodologias previamente reportadas para analise em
cachaca (ANDRADE-SOBRINHO et al., 2002; LABANCA, GLORIA e AFONSO,
2008). O sistema GC/MS (Shimadzu) utilizado para a analise do carbamato de etila
foi o GC-17A com o espectrdbmetro de massa QP-5050, autoinjetor AOC-20i, e
software de controle GC Solution 1.20 localizado no Laboratério de Pesquisa de
Produtos Naturais, do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Alagoas. O
carbamato de etila foi separado em uma coluna capilar DB-WAX fase estacionaria
poli(etileno-glicol) com comprimento (L) de 60 m, espessura de filme (FT) 0,25 ym,
didmetro interno (ID) 0,25 mm adquirida da J & W Scientific Wc Inc. (Folsom, CA,
USA).

As condi¢cbes cromatograficas foram as seguintes: gas de arraste (hélio), 1,8
mL min.”; modo de injecdo utilizado foi split-less; volume de injecdo de 1,0 pL;
programa de temperatura do forno, 70 °C mantido por 2 min, a taxa de aquecimento
de 8 °C/ min." até 150 °C, segunda taxa de aquecimento de 20 °C min.”" até 230 °C,
mantido por 1 minuto; injetor a 210 °C, e temperatura da interface 240 °C. O
espectro de massa foi programado para o0 modo SIM (monitoramento seletivo de
ion), onde o ion selecionado foi m/z 62, a fonte de ion foi programada para a
temperatura de 250 °C, e o modo ionizacao utilizado foi o impacto de elétrons com
energia de 70 eV.

O pico do carbamato de etila (TR= 11,28 minutos) continha o ion m/z 62 usado
para identificagdo e quantificacéo (através da area do pico do ion) do carbamato de
etila, conforme mostra a Figura 34.

Como mostra a Tabela 17, a identificagdo do carbamato de etila nas cachagas
foi feita comparando-se os tempos de retengéo (TR = 11,28 minutos) do ion seletivo
m/z 62 das amostras de cachaga com o padrdo analitico; e pela comparagao dos
espectros de massas do CE das amostras de cachaga com os disponiveis na
espectroteca Willey 330.000 (7a ed.) e na espectroteca NIST numero 69 (NATIONAL
INSTITUTE OF STANDARDS AND TECHNOLOGY (NIST) , 2008).
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Figura 34 — Parte do cromatograma de massas com o pico do ion m/z 62 do carbamato de etila no

TR = 11,28 minutos (a); e espectro de massas do carbamato de etila (b).
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Fonte: A autora, 2011.

A curva analitica dos padrdes de carbamato de etila foram determinadas
através do método de padronizagdo externa construidas nas seguintes
concentracdes: 0, 25, 100, 120, 150, 200, 400, 500, 700 e 1100 pg L™ em solucéo
de agua / etanol 50% (v/v), conforme Apéndice 56. Os cromatogramas das sete

concentracdes dos padrdes analiticos foram ilustrados no Apéndice 57.

Tabela 17 — Parametros de identificagcdo da analise de carbamato de etila em GC/MS: tempo de
retencédo (TR), probabilidade comparada com a espectroteca Wiley 330.000 (7a ed.), massa

molecular e método de identificagdo do carbamato de etila.

TR
n.? Compostos il b mMm Método de Identificagao
(min) Probabilidade (Dalton)
1 Carbamato de etila 11,28 90% 89 Wiley, NIST e Padrao

Fonte: A autora, 2011.

Para validagdao do método, foram determinados a precisdo (CV), exatidao,
limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacéo (LQ), conforme dados da Tabela 18.

Para quantificacdo do carbamato de etila nas amostras de cachaca, a area do pico
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do ion monitorado m/z 62 foi aplicada a equacédo da curva analitica para obtencao

das concentragdes do carbamato de etila.

Tabela 18 — Parametros da curva analitica e validagdo da analise de carbamato de etila em GC/MS-
SIM: tempo de retencao (TR), coeficientes da curva analitica a e b*, coeficiente de correlagdo (R2),

faixa de trabalho, precisdo (CV), recuperacao, limite de detecgéo (LD) e limite de quantificagédo (LQ).

Padrao TR a b R’ Faixa CV Recuperagdo LD LQ
(min) wg L") (%) (%)

Carbamato de
il 11,28 83,39 3,97 10,9993 27,93 -1100,00 5,13 100,04 9,08 27,61
etila

Fonte: A autora, 2011.
Nota:* Equagido das curvas analiticas area = a conc. + b, onde area do pico do ion m/z 62 da
amostra analisada; e conc. é a concentragao (ug L'1) do carbamato de etila; a é a inclinagéo da reta; e

b é o intercepto da reta.

3.8 Analise Estatistica

A analise estatistica foi desenvolvida utilizando-se o software Statistica 5.0
(Statsoft, Inc. USA.). Neste estudo foram avaliados 2 fatores: as espécies botanicas
das madeira dos barris, e os tempos de envelhecimento. As espécies botanicas das
madeiras variaram em dez niveis, a cachaca ndo envelhecida (CNE) e 9 espécies de
madeiras: courbaril, peroba-do-campo, balsamo, jequitiba, cerejeira, timborana,
jaboty, itauba e carvalho branco. Os tempos de envelhecimento variaram em sete
nives: 0, 1, 3, 6, 9, 12 e 18 meses, para as analises de compostos fendlicos,
furfuraldeido, capacidade antioxidante, congéneres e contaminantes. A analise de
variancia avaliou o efeito dos fatores em todas as variaveis:

- Compostos fendlicos (acido galico, acido vanilico, vanilina, acido siringico,
siringaldeido, cumarina e escopoletina), furfuraldeido e capacidade antioxidante (FC,
DPPH: e FRAP). Total de 11 variaveis.

- Congéneres (aldeido acético, acetona, acetato de etila, n-propanal,
isobutanol, e isoamilico) e contaminantes (metanol, 2-butanol e n-butanol). Total de
9 variaveis.

O teste de Tukey foi empregado para avaliar a diferenga entre as médias,

com nivel de significancia (P < 0,05). Os resultados de carbamato de etila foram
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avaliados apenas quanto ao teste de diferenca de Tukey, por terem sido obtidos
resultados nos tempos 0, 6, 9 e 18 meses de envelhecimento.

A analise multivariada foi desenvolvida através dos métodos de analise dos
componentes principais (PCA — Principal Component Analysis) e analise hierarquica
de agrupamento (HCA — Hierarchical Cluster Analysis). A andlise multivariada foi
empregada para avaliar a similaridade entre as amostras de cachacga através da
formagao de diferentes grupos, em funcao das espécies botanicas das madeiras dos
barris, e dos tempos de envelhecimento. Os dados experimentais foram compilados
e geraram duas matrizes finais.

Na analise multivariada de compostos fendlicos, furfuraldeido e capacidade
antioxidante foi desenhada uma matriz (11 x 61), com 11 variaveis (acido galico,
acido vanilico, vanilina, acido siringico, siringaldeido, cumarina, furfuraldeido, SCF,
GAE (FC), | (DPPH) e sulfato ferroso (FRAP)), e 61 amostras (sendo 7 de cachaga
nao envelhecida e 54 amostras de cachacas envelhecidas, em barris de 9 diferentes
madeiras, coletadas durante o processo de envelhecimento nos meses 1, 3, 6, 9, 12
e 18).

Na analise multivariada de congéneres e contaminante foi desenhada uma
matriz (9 x 61), com 9 variaveis (aldeido acético, acetona, acetato de etila, n-
propanol, isobutanol, isoamilico, metanol, 2-butanol e n-butanol) e 61 amostras (7 de
cachaca nao envelhecida e 54 amostras de cachacas envelhecidas em barris de 9
diferentes madeiras, coletadas durante o processo de envelhecimento nos meses 1,
3,6,9,12¢e 18).

Foram gerados dois dendogramas com enlace completo e distancias
Euclideanas empregando-se a analise hierarquica de agrupamentos (HCA) (MILLER
e MILLER, 2005). O primeiro empregou os resultados analiticos dos compostos
fendlicos, furfuraldeido e capacidade antioxidante e o segundo os congéneres e
contaminates. Antes de gerar o dendograma os dados foram previamente
padronizadas para variancia de 0 a 1, para assegurar que todas as variaveis
contribuissem igualmente para o modelo, independente da escala em que foram

medidas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Compostos Fendlicos, Furfuraldeido e Capacidade Antioxidate

Sob as condi¢cdes experimentais da analise em HPLC foram quantificados o
acido galico, acido vanilico, vanilina, acido siringico, siringaldeido, cumarina,
escopoletina e furfuraldeido, em amostras de cachaga nao envelhecida e cachacas
envelhecidas em courbaril, peroba-do-campo, balsamo, jequitiba, cerejeira,
timborana, jaboty, itauba e carvalho avaliadas em 0, 1, 3, 6, 9, 12 e 18 meses de

envelhecimento, conforme Tabela 19.
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Tabela 19 — Compostos fendlicos (mg L'1) da cachacga nédo envelhecida e das cachagas envelhecidas em diferentes tempos de envelhecimento em barris de
jaboty, itauba, carvalho, timborana, jequitiba, balsamo, courbaril, cerejeira e peroba.

continua
Tempo de envelhecimento
e Efeito | Cachacga nao
fendlicos var 1 més 3 meses 6 meses 9 meses 12 meses 18 meses
envelhecida
Jaboty
Ac. galico ns 1,07+0,28 1,01+0,08 1,50+0,24 0,88+0,06 1,05+0,39 1,98+0,04 2,18+0,14
Ac. vanilico ns 0,61+0,87 LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Vanilina ns <LQ 0,40+0,01 <LQ <LQ <LQ 0,53+0,21 0,63+0,09
Ac. Siringico ns <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Siringaldeido ns <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Cumarina ns <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 0,72+0,58 <LQ
SCF ns 1,68+0,91 1,41+0,08 1,50+0,24 0,88+0,06 1,05+0,39 3,23+0,62 3,260,117
Itauba
Ac. galico * 1,07+0,28° 0,70+0,18° 0,75+0,03° 1,23+0,07° 1,42+0,28° 1,92+0,16° 5,30+0,52°
Ac. vanilico ns 0,61+0,87 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Vanilina ns <LQ 0,50+0,03 0,47+0,02 0,47+0,00 0,55+0,02 0,58+0,02 0,71+0,05
Ac. Siringico ns <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Siringaldeido ns <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Cumarina ns <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
SCF ns 1,68+0,91 1,20+0,18 1,22+0,04 1,70+0,07 1,97+0,28 2,50+0,16 6,01+0,52
Carvalho
Ac. galico * 1,07+0,28° 0,52+0,05°°  0,73+0,19°®°  1,31+0,10°"°° 1,5540,06™>%%°  299+0,07*>%%*"  3,62+0,09%%°
Ac. vanilico ns 0,61+0,87 <LQ <LQ 0,59+0,04 0,90+0,22 1,32+0,63 0,86+0,13
Vanilina ns <LQ 0,41+0,04 0,61+0,18 0,73+0,07 1,07+0,02 1,51+0,13 1,47+0,13
Ac. Siringico ns <LQ <LQ <LQ 1,14+0,29 1,05+0,22 2,32+1,45 1,6410,21
Siringaldeido * <LQ <LQ <LQ 1,09+0,03% 1,48+0,19° 2,20+0,11° 2,67+0,28°
Cumarina ns <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
SCF ns 1,68+0,91 0,93+0,06 1,34+0,26 4,86+0,31 6,05+0,37 10,34+1,59 10,26+0,40
Timborana

Ac. galico * 1,07+0,28° 2,29+0,10%°  3,21+0,08*"° 4,15+0,10>°¢ 5,06+0,63°%° 5,67+0,07°%°" 8,95+0,48°
Ac. vanilico * 0,61+0,87° <LQ 5,79+0,56*" 11,49+1,14° 18,81+2,49° 23,84+0,17%° 33,71+1,56'
Vanilina * <LQ 0,43+0,00° 0,51+0,05° 0,60+0,10° 0,83+0,24°° 1,24+0,09%° 2,09+0,15°
Ac. Siringico ns <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Siringaldeido ns <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Cumarina ns <LQ <LQ 1,93+0,08 3,28+0,12 4,71+0,37 6,01+0,09 7,27+0,01
SCF * 1,68+0,91° 2,72+0,10° 1,44+0,57° 19,52+1,19° 29,41+2,60°° 36,76+0,22° 52,02+1,63°
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continua
Compostos Tempo de envelhecimento
fendlicos Efelto %i%g?ﬁ:c? daao 1 més 3 meses 6 meses 9 meses 12 meses 18 meses

) Jequitiba
Ac. gélico 5 1,07+0,28° 13,78+0,61° 18,43+0,46° 24,23+0,09° 26,20+0,19%¢ 27,59+0,44° 39,69+1,76°
Ac. vanilico ns 0,61%0,87 1,58+0,12 1,97+0,13 2,43+0,01 3,10+0,22 3,50+0,16 4,680,08
Vanilina ns <LQ 0,65+0,01 0,70+0,16 0,86+0,08 1,06+0,07 1,08+0,06 1,46+0,14
Ac. Siringico ns <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 1,20+0,14 22442 34
Siringaldeido ns <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Cumarina ns <LQ 2,58+0,01 3,56+0,05 3,40+0,02 3,86+0,02 3,80+0,04 3,77+0,28
SCF S 1,68+0,91° 18,59+0,62°  24,66+0,50°°  30,92+0,12°%°  34,22+0,30%°¢ 37,17+0,48%%¢ 51,84+2,94'
) Balsamo
Ac. gélico 5 1,07+0,28° 13,32+0,06" 23,76+0,96° 28,22+0,31° 41,96+0,30° 40,29+1,86°" 49,39+2,12°
Ac. vanilico * 0,61+0,87° 2,25+0,22%° 5,09+1,50%° 4,72+0,15%° 6,71+0,48° 4,99+0,25%° 7,58+0,94"
Vanilina E <LQ 0,86+0,03%"¢ 1,44+0,15%°¢ 1,62+0,06"¢ 2,38+0,17¢ 2,14+0,12 ¢ 1,31+0,12*P°
Ac. Siringico * <LQ 1,12+0,212 2,52+0,68° 3,010,112 3,84+0,57° 4,680,26° 3,20+0,36°
Siringaldeido E <LQ 0,93+0,00° 1,64+0,33° 1,96+0,20%¢ 2,33+0,10° 2,69+0,01" 1,24+0,00°
Cumarina * <LQ 7,30+0,13° 20,94+0,41° 10,60+0,20° 10,91+0,16° 8,50+0,15° 5,97+0,19°
SCF S 1,68+0,91° 25,78+0,34" 55,39+1,98° 50,13+0,46%° 68,13+0,84° 63,29+1,90%%¢ 68,69+2,35°
, Courbaril
Ac. galico 5 1,07+0,28° 13,67+0,22° 29,58+1,00° 35,47+1,56° 44,58+1,46° 64,00+2,00' 65,41+1,03'
Ac. vanilico * 0,61%0,87° <LQ 1,18+0,21° 1,53+0,16° 1,73+0,44° 2,16%1,35° 11,64+0,15°
Vanilina 5 <LQ 0,59+0,07° 1,10+0,08° 1,13+0,12° 1,06+0,01° 2,01+0,08" 0,38+0,02%¢
Ac. Siringico * <LQ 23,56+1,18° 58,79+5,28° 60,6820,72° 71,02+1,42° 85,80+4,02° 75,99+1,43'
Siringaldeido ns <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Cumarina ns <LQ 1,11+0,02 1,39+0,00 <LQ <LQ <LQ <LQ
SCF 5 1,68+0,91° 38,93+1,20" 92,04+5,37¢ 98,81+1,72° 118,39+2,08° 153,97+4,68° 153,42+1,76°
) Cerejeira
Ac. galico * 1,07+0,28° 2,21+0,25%° 4,48+1,04>¢ 5,36+0,59°° 7,02+1,69%%¢ 7,92+1,59%° 9,94+2,69'
Ac. vanilico * 0,61+0,87° 47,47+4,12° 77,73+1,03° 86,18+3,75° 117,46+1,80° 103,36+3,04' 124,85+2,61°
Vanilina ns <LQ 0,47+0,04 0,74%0,11 0,67+0,03 0,98+0,07 0,99+0,17 1,25+0,01°
Ac. Siringico * <LQ 1,63+0,112 2,59+0,88° 2,78+0,10° 4,01+0,30° 3,78+0,14° 4,86+0,45°
Siringaldeido ns <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Cumarina * <LQ 184,89+7,02°  300,02+1,71° 328,42+8,13°  429,83+10,64%  404,77+12,21° 443,51+7,52'
SCF 5 1,68+0,91° 236,67+8,14° 385,542 41° 423,41+8,97°  559,30+10,92° 520,82+12,68' 584,488,419
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Conclusao
Compostos Tempo de envelhecimento
fendlicos SEe C;i(\:/r;?ﬁ:cin daao 1 més 3 meses 6 meses 9 meses 12 meses 18 meses
Peroba

Ac. gélico * 1,07+0,28° 2,35+1,51%" 5,60+1,51¢ 4,98+0,66"¢ 4,23+0,94°°°  3,00+0,00%"°¢ 2,63+0,36%"¢
Ac. vanilico * 0,61+0,87° 10,75+1,01° 22,74+3,03° 32,55+3,90° 54,63+6,33° 60,95+4,43' 78,38+5,28°
Vanilina * <LQ 8,38+0,28° 25,71+0,19° 28,08+2,40° 35,93+1,88° 32,22+1,20° 59,84+0,88'
Ac. Siringico * <LQ 17,66+4,16° 23,06+2,81° 40,06+1,90° 43,1843,27° 37,69+0,38° 99,20+3,57°
Siringaldeido * <LQ <LQ 1,40+0,22° 10,63+0,45° 10,45+0,16" 11,85+0,57¢ 2,36+0,40°
Cumarina ns <LQ 2,97+0,10 4,06+0,74 4,79+1,47 5,67+0,20 4,64+0,67 4,08+0,58
SCF * 1,68+0,91° 42,1149,32" 82,57+4,47¢ 121,09+5,23° 154,09+7,43° 150,35+4,68° 246,49+10,61"

Fonte: A autora, 2011.

NOTA: Valor médio + desvio padrdo. (Trés amostras para cada tipo de cachaga); valores na mesma linha com letras diferentes sdo significativamente
(*P<0.05) diferentes pelo teste de Tukey; ns: sem diferenga significativa; <LQ: abaixo do limite de quantificacao (LQ).



120
4.1.1 Acido Galico
As concentragbes médias de acido galico na cachaga nao envelhecida e nas

cachacas envelhecidas, durante 18 meses, estdo demonstradas no Grafico 1 e
Tabela 19.

Grafico 1 — Concentragdes de acido galico (mg L'1) nas cachacgas durante o processo de

envelhecimento em barris de diferentes tipos de madeiras.
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Fonte: A autora, 2011.

A cachaga nao envelhecida (CNE) apresentou concentragdo constante de
acido galico de 1,07 mg L™". A cachaca que apresentou maior concentragéo de acido
gélico foi courbaril 18 (65,41 mg L"), seguida por balsamo 18 (49,39 mg L™),
jequitiba 18 (39,69 mg L), cerejeira 18 (9,94 mg L™), timborana 18 (8,95 mg L™),
itauba 18 (5,30 mg L") e peroba 9 (4,23 mg L™"). As cachacas em processo de
envelhecimento em barris de jequitiba, balsamo e courbaril apresentaram um rapido

aumento da concentragéo de acido galico, desde o primeiro més de envelhecimento.
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O aumento da concentragdo de acido galico pode ser explicado devido a hidrélise
dos taninos dessas madeiras, como ja reportado para conhaques de sidra
(MANGAS et al., 1996). As cachagas envelhecidas em barris de jaboty 1-18, itauba
1-12, carvalho 1-18, peroba 1, 12 e 18, timborana 1-3, e cerejeira 1, né&o
apresentaram diferenga signifacativa (P<0,05) nas concentragbes de acido galico
quando comparadas com a CNE. Dentre os compostos fendlicos analisados neste
estudo, o acido galico foi o composto fendlico encontrado em maior percentual em
60% das cachacgas analisadas. O acido galico apresentou-se em maior percentual
na cachagao nao envelhecida (47,13%), e nas cachagas envelhecidas em jaboty 18
(66,87%), itauba 18 (88,19%), carvalho 18 (35,28%), jequitiba 18 (76,56%), e
balsamo 18 (71,90%).

Em trabalhos anteriores, foi quantificado 0,63 mg L" de acido galico em
cachagas comerciais de pequenos produtores e 0,15 mg L' em cachagas tipo
exportacdo (AQUINO et al.,, 2006). Estes resultados sdo da mesma ordem de
magnitude dos encontrados neste estudo, para cachaga envelhecida em carvalho.
Foi determinado 6,6 mg L™ de acido galico em extratos de serragem de carvalho
(SILVA et al., 2009). Esta alta quantidade de acido galico encontrada nos extratos
deve ter ocorrido em fungédo da serragem ter uma area de contato maior do que o
barril de carvalho utilizado neste estudo, promovendo uma maior extracao de
compostos fendlicos. Em estudo anterior, foi encontrado 3,23 mg L™ de acido galico
em conhaques (GOLDBERG et al., 1999). Contudo, o tempo de envelhecimento
para o conhaque foi de mais de 10 anos em barris de carvalho Limosin. Foi
determinado, em trabalho anterior, a concentracdo de 288,40 mg L™ de acido galico
em vinho da Grécia, envelhecido em barris de carvalho, sendo equivalente a 85,3%
do total de acidos fendlicos de sua composicao (ARNOUS, MAKRIS e KEFALAS,
2001). A maior parte do acido galico encontrada em vinhos tintos envelhecidos em
barris de carvalho €& proveniente da propria uva, sofrendo um aumento do seu
conteudo durante o envelhecimento em barris de carvalho (DEL SOUZA, CARCEL e
GRACIA, 2004). As variagdes encontradas no conteudo de compostos fendlicos
analisados ocorre devido a numerosos fatores, como tempo de envelhecimento;
caracteristicas relacionadas aos barris como espécie botanica das madeiras, método
de construgdo, tratamento e condicbes ambientais (temperatura e humidade) de
armazenamento; e caracteristicas quimicas do destilado, dentre outros (MOSEDALE
e PUECH, 1998).
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4.1.2 Acido Vanilico
As concentragdes médias de &acido vanilico, durante o processo de

envelhecimento por 18 meses, na cachaca n&do envelhecida e nas cachacas

envelhecidas, estao apresentados nos Grafico 2 e Tabela 19.

Grafico 2 — Concentragbes de acido vanilico (mg L'1) nas cachagas durante o processo de

envelhecimento em barris de diferentes tipos de madeiras.
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Fonte: A autora, 2011.

A cachaca nao envelhecida apresentou concentracdo média de acido vanilico
de 0,61 mg L. As cachacas que apresentaram aumento significativo (P<0,05) da
quantidade de acido vanilico em funcdo do tempo de envelhecimento foram,
principalmente, as amostras de cachagas cerejeira 1-18, peroba 1-18 e timborana 6-
18. Também houve uma pequena variagao nas amostras de cachacga envelhecidas
em courbaril 18 e balsamo 9, 18. As cachacas envelhecidas por 18 meses, com

maior concentragdo de &cido vanilico, foram cerejeira 18 (124,84 mg L), seguida
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por peroba 18 (78,37 mg L), timborana 18 (33,70 mg L"), courbaril 18 (11,64 mg L~
") e balsamo 18 (7,57 mg L™"). As amostras de cachaca jaboty 18 (0,45 mg L),
itauba 1-18, carvalho 1-18, timborana 1-18, jequitiba 1-18, balsamo 1-6 e 12, e
courbaril 1-12 ndo apresentaram alteragcdo significativa em relagcdo a CNE na
concentracio de acido vanilico.

Dentre todos os compostos fendlicos analisados, o acido vanilico foi o
composto fendlico encontrado em maior percentual na cachaga timborana (64,80%).
O &cido vanilico, depois do acido galico, foi o composto fendlico encontrado em
maior quantidade em 50% das seguintes cachagas analisadas: cachaga nao
envelhecida (26,8%), jequitiba 18 (9,03%), balsamo 18 (11,04%), cerejeira 18
(21,36%), e peroba 18 (31,80%).

Trabalhos anteriores encontraram 0,9 mg L™ de acido vanilico em cachacas
comerciais envelhecidas e 0,18 mg L™ de extrato de carvalho (AQUINO et al., 20086;
SILVA et al., 2009). A maioria das cachagas comerciais no Brasil sdo envelhecidas
em barris de carvalho, o que explica os baixos valores para o acido vanilico. Foram
encontrados 34,92 mg L™ em cachaga envelhecida, por 6 meses, em barril de 20 L
de cerejeira e 7,59 mg L' em cachaca envelhecida, por 6 meses, em barril de 20 L
de ipé (DIAS, MAIA e NELSON, 1998).

4.1.3Vanilina

As concentragcbes de vanilina na cachaga, durante o processo de
envelhecimento por 18 meses em diferentes madeiras, estdo apresentadas nos
Grafico 3 e Tabela 19.

A cachaga nao envelhecida apresentou concentracdo média de vanilina
abaixo do limite de quantificacdo do método (LQ < 0,27 mg L™). As cachacas que
apresentaram aumento significativo da quantidade de vanilina em fungao do tempo
de envelhecimento foram as amostras de cachaca peroba 1-18, courbaril 12 e
balsamo 6-12. A cachaga envelhecida em peroba mostrou aumento significativo
(P<0,05) da concentracdo de vanilina, de 8,88 mg L”, no primeiro més de

envelhecimento, para 59,84 mg L™, no 18° més.
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Grafico 3 — Concentragdes da vanilina (mg L-1) nas cachagas durante o processo de envelhecimento

em barris de diferentes tipos de madeiras.

45
40 |
35t
30 ¢
< g
o5 | faenl
o> /
E
g 20t /
£ /
> / | —#=CNE
157 / --I3- Jaboty
~%-Itauba
10 ¢ —A -Carvalho
—i2-Timborana
S —B - Jequitiba
zBalsamo
0r --& - Courbaril
0 1 3 6 9 12 18 - Cerejeira
—k-Peroba

Tempo de envelhecimento (meses)

Barras verticais: intervalo de confianca de 0,95.

Fonte: A autora, 2011.

Em geral, ja esta bem estabelecido que acidos benzdicos tais como acido
vanilico e acido siringico, resultam de aldeido cindmico, vanilina e siringaldeido,
respectivamente, pelo processo de 3-oxidacao, e subsequente oxidacdo do aldeido
benzdéico formado (LEE et al., 2001). Contudo, uma diminui¢do do correspondente
aldeido cinamico, a vanilina, nao foi detectada para cachacga envelhecida em peroba.
Ao contrario, a concentracéo de vanilina aumentou com o tempo de envelhecimento.
Este fato deve ser explicado com base na mais extensiva hidrélise da lignina em
relagdo ao processo de oxidacao dos aldeidos que promovem a acumulacido de
alcodis e aldeidos cinamicos, assim como ja observado em trabalho anterior
(MANGAS et al., 1996). As cachagas envelhecidas que ndo apresentaram diferencga
significativa na concentragdo de vanilina da CNE foram: jaboty 1-18, itauba 1-18,
carvalho 1-18, timborana 1-12, jequitiba 1-18, balsamo 1-3, courbaril 1-9 e 18, e

cerejeira 1-18.
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Dos compostos fendlicos analisados na cachaga peroba, a vanilina encontra-
se na terceira maior quantidade (24,28%), conforme Tabela 19.

Em trabalhos anteriores, foram encontrados 1,31 a 1,54 mg L™ de vanilina em
amostras de cachagas comerciais envelhecidas (AQUINO et al., 2006). A vanilina foi
quantificada em extratos de serragem de carvalho (0,077 mg L), cerejeira (0,0094
mg L"), ipé (7,26 mg L™), courbaril (<LD) e castanheira (0,053 mg L") (SILVA,
2006). A vanilina foi determinada em cachacgas envelhecidas, por 6 meses, em barris
de 20 L de balsamo (14,91 mg L") e ipé (<LD) (DIAS, MAIA e NELSON, 1998).
Variacdes das concentragdes de vanilina de 0 a 9,8 mg L™ foram determinadas em
extratos de serragem de diversas madeiras brasileiras e diversas espécies de
carvalho (SILVA et al., 2009). Como mencionado anteriormente, as variagdes
encontradas no conteudo de compostos fendlicos analisados ocorre devido a
numerosos fatores, como tempo de envelhecimento, espécie botanica das madeiras
dos barris, método de contrugdo dos barris, tratamento dos barris, condicbes
ambientais (temperatura e humidade) em que os barris sdo armazenados,
caracteristicas quimicas do destilado, entre outros (MOSEDALE e PUECH, 1998).

Todas as cachagas envelhecidas apés 18 meses mostraram conteudo de
vanilina superior ao limite de detec¢do de odor de 0,1 mg L' em 40% de etanol, o
que deve proporcionar um aroma adocicado de baunilha a cachaga (SINGLETON,
1995; LEE et al., 2001). A cachacga envelhecida em peroba apresentou conteudo de
vanilina extremamente elevado. Portanto, a madeira peroba demonstrou ser a
madeira mais indicada para o processo de envelhecimento da cachaca, devido as
caracteristicas sensoriais que o seu alto conteudo de vanilina pode proporcionar a
bebida.

4.1.4 Acido Siringico

As concentragdes do acido siringico nas cachagas, durante o processo de
envelhecimento por 18 meses em diferentes madeiras, estdo apresentadas nos
Graficos 4 e Tabela 19.
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Grafico 4 — Concentragbes de acido siringico (mg L'1) nas cachagas durante o processo de

envelhecimento em barris de diferentes tipos de madeiras.
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A concentragdo do acido siringico na cachaga ndo envelhecida apresentou
valor menor do que o limite de detecgao do método analitico (LD < 0,58 mg L™).

As cachacgas envelhecidas em barris de peroba e courbaril apresentaram
aumento significativo da quantidade de acido siringico ao longo do tempo de
envelhecimento até 18 meses, atingindo os valores 99,20 mg L e 75,99 mg L™,
respectivamente. A concentragcdo de acido siringico na cachaga envelhecida em
peroba aumentou 62,00% do 12° més de envelhecimento para o 18° més. As
cachagas envelhecidas que ndo incorporaram quantidade significativa de acido
siringico em sua composi¢ao foram: jaboty 1-18, itauba 1-18, carvalho 1-18,
timborana 1-18, jequitiba 1-18, balsamo 1-9 e 18 e cerejeira 1-12.

Dos compostos fendlicos analisados na cachaga peroba 18, o acido siringico

mostrou ser o composto fendlico encontrado em maior percentual (40,25%).
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Em trabalhos anteriores, foram determinadas variacdes de 1,94 a 2,1 mg L™
de acido siringico em amostras de cachagas envelhecidas (AQUINO et al., 2006).
No entanto, outros trabalho ndo detectaram acido siringico em extrato de serragem

de diversas espécies de madeiras (SILVA et al., 2009).

4.1.5 Siringaldeido

A concentragdo média de siringaldeido na cachaga n&o envelhecida foi
menor do que o limite de quantificacdo de 0,93 mg L™, conforme Grafico 5 e Tabela
19.

As cachagas envelhecidas que mostraram aumento significativo da
concentragédo do siringaldeido quando comparados com a CNE, foram carvalho 6-
18, balsamo 1-18 e peroba 3-18. As cachacas envelhecidas apés 18 meses com
maiores concentracdes de siringaldeido foram carvalho (2,67 mg L™), peroba (2,36
mg L") e balsamo (1,24 mg L"). No entanto, a concentragdo do siringaldeido
aumentou nas cachacas envelhecidas em peroba e balsamo até o 12° més de
envelhecimento, declinando a partir dai rapidamente. Isto deve ser explicado pela
conversdo parcial do siringaldeido a acido siringico, demonstrado pelo rapido
aumento da concentragédo do acido siringico a partir do 12° més de envelhecimento
na cachaga peroba (MOSEDALE e PUECH, 1998). A concentracdo do &cido
siringico aumentou concomitantemente com a diminuicdo da concentragdo do
siringaldeido (correspondente aldeido cinamico do &cido siringico), no mesmo
periodo.

As cachagas envelhecidas que nao incorporaram siringaldeido, em
quantidades significativas, foram: jaboty 1-18, itauba 1-18, carvalho 1-3, jequitiba 1-
18, timborana 1-18, courbaril 1-18, cerejeira 1-18 e peroba 1.

Dos compostos fendlicos da cachaga carvalho 18, o siringaldeido foi o
composto fendlico encontrado com segundo maior percentual (26,02%), depois do
acido galico.

O siringaldeido foi encontrado em maior quantidade em extratos de carvalho
do que em extratos de madeiras brasileiras (SILVA et al., 2009). Em trabalhos
anteriores, foram derterminadas concentragbes de 5,24 a 6,26 mg L’ de
siringaldeido em cachagas comerciais (AQUINO et al., 2006). Silva e colaboradores

(2006) quantificaram siringaldeido em extratos de serragem de carvalho e em
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cachacas comerciais, que apresentaram variacdo de 0,14 a 0,21 mg L' e 0,22 a 3
mg L™, respectivamente (SILVA, 2006).

Grafico 5 — Concentragdes de siringaldeido (mg L'1) nas cachacas durante o processo de

envelhecimento em barris de diferentes tipos de madeiras.
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4.1.6 Cumarina

Conforme o Grafico 6 e Tabela 19, a cachaga nédo envelhecida apresentou
concentracdo média de cumarina abaixo do limite de quantificagdo (LQ < 0,68 mg
L™"). As cachagas que apresentaram concentracdo de cumarina significantemente
diferentes da CNE foram balsamo 3-9 e cerejeira 1-18. No entanto, apenas a
cachaga envelhecida em cerejeira incorporou quantidade significativa de cumarina
apos 18 meses de envelhecimento. A amostra de cachaga cerejeira 18 apresentou
concentracdo média de cumarina de 443,51 mg L™, valor este 46,6 vezes maior do
que o limite maximo permitido, de 9,52 mg L™, estabelecido pelo Codex Alimentarius

(equivalente a 10 mg Kg ™', considerando a densidade da cachaga de 0,9521 g mL™)
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(SPROLL et al., 2008). A concentracdo de cumarina em cachaga envelhecida em
barril de cerejeira foi muito alta, tornando a cerejeira uma madeira ndo recomendada
para o envelhecimento de cachagca. Mesmo que fossem utilizados barris com
maiores capacidades (200 a 700 litros) e, portanto, com maior volume de cachaca
por area de contato, de 3 a 5 vezes maiores do que um barril de 20 L, ndo seria
suficiente para diminuir a concentracdo de cumarina na cachaga envelhecida a
niveis aceitaveis pela legislacédo. A relagdo volume de cachaga por area de contato
dos barris foi calculada para os barris de 20 L (25,87 L m™), para barril de 200L
(86,93 L m™) e para tonéis de 700L (152,67 L m?). Portanto, ndo é recomendada a
utilizagdo do barril de cerejeira para o envelhecimento de cachaga,
independentemente de sua capacidade, porque a concentracdo de cumarina pode

apresentar-se muito acima do limite estabelecido pelo Codex Alimentarius.

Grafico 6 — Concentragdes de cumarina (mg L'1) nas cachagas durante o processo de

envelhecimento em barris de diferentes tipos de madeiras.
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A cachaca envelhecida em balsamo apresentou aumento da concentragao de
cumarina no 1° més de envelhecimento (7,30 mg L") até o0 9° més (10,91 mg L™). A
partir dai, a concentragdo de cumarina comecou a diminuir até atingir 5,97 mg L' de
cumarina no 18° més de envelhecimento. A concentragdo de cumarina em balsamo
excedeu o limite estabelecido pelo Codex Alimentarius do 3° ao 9° més de
envelhecimento, enquanto todas as outras amostras de cachaga apresentaram
baixas concentragbes de cumarina, exceto a de cerejeira. A concentragdo de
cumarina da cachaca envelhecida em balsamo deve ser monitorada para evitar que
o limite estabelecido seja ultrapassado.

Dos compostos fendlicos analisados na cachaga cerejeira 18, a cumarina foi
encontrada em maior percentual (75,88%), conforme Tabela 19.

Os extratos de serragem de madeiras brasileiras sdo mais abundantes em
cumarina do que os extratos de serragem de carvalho (SILVA et al., 2009). Esta
constatacdo foi observada, também, neste estudo, apenas nas cachacas

envelhecidas nas madeiras brasileiras cerejeira e balsamo.

4.1.7 Escopoletina

A cachaca nao envelhecida e todas as cachacas envelhecidas, apresentaram
concentracdo de escopoletina menores do que o limite de detecgao do método de
analise em HPLC utilizado (LD < 1,07 mg L™). A cumarina e a escopoletina t&ém sido
propostas para medir o grau de envelhecimento de bebidas; no entanto,
recentemente, um estudo encontrou escopoletina e cumarina em extrato
hidroalcodlico com colorante caramelo, empregado na industria de bebidas,
indicando que as cumarinas nao podem ser usadas como marcadores do
envelhecimento (IZQUIERDO et al., 2000).

4.1.8 Soma dos Compostos Fendlicos (SCF)

O Gréfico 7 e a Tabela 19 mostram os resultados da soma dos compostos
fendlicos analisados em HPLC (SCF = acido galico + acido vanilico + vanilina +

acido siringico + siringaldeido + cumarina).
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Grafico 7 — Soma dos compostos fendlicos (mg L'1) analisados nas cachagas em HPLC durante o

processo de envelhecimento em barris de diferentes tipos de madeiras.
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Fonte: A autora, 2011.

A cachaca ndo envelhecida apresentou SCF de 1,68 mg L. As cachacas
que apresentaram diferengas significativas da SCF quando comparadas com a CNE
foram: cerejeira 1-18, peroba 1-18, courbaril 1-18, balsamo 1-18, jequitiba 1-18 e
timborana 6-18. As cachagas envelhecidas com maior SCF foram: cerejeira 18
(584,48 mg L), seguida por peroba 18 (246,49 mg L"), courbaril 18 (153,42 mg L™),
balsamo 18 (68,69 mg L™), timborana 18 (52,02 mg L™) e jequitiba 18 (51,84 mg L™).
As cachacas envelhecidas em barris de jaboty 1-18, itauba 1-18 e carvalho 1-18 n&o

apresentaram diferengas significativas do SCF quando comparadas com a CNE.

4 .1.9 Furfuraldeido

A cachaca nao envelhecida apresentou concentracdo média de 2-

furfuraldeido de 4,48 mg L™, conforme mostra o Grafico 8 e a Tabela 20.
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Grafico 8 — Concentragdes de furfuraldeido (mg L'1) nas cachagas durante o processo de

envelhecimento em barris de diferentes tipos de madeiras.
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Fonte: A autora, 2011.

O furfuraldeido contido na cachaca nao envelhecida pode ter sido formado
durante a colheita, principalmente, se a cana-de-acucar foi queimada; ou durante a
destilagao, se o vinho continha agucares residuais ou fragmentos de bagago durante
o aquecimento (MADRERA, GOMIS e ALONSO, 2003).

As cachacas envelhecidas que incorporaram as maiores concentragoes de 2-
furfuraldeido foram: courbaril 18 (11,68 mg L™), seguido de balsamo 18 (10,64 mg L
"), peroba 18 (6,53 mg L™), cerejeira 18 (6,35 mg L") e timborana 18 (5,86 mg L™).
As cachacas que nao diferiram significativamente da CNE foram: jaboty 1-18,
carvalho 1-18 e itauba 1-18. Além disso, as amostra de cachaga jequitiba 3-18
apresentaram uma diminuicdo de até 86,6% da concentracdo de 2-furfuraldeido no
18° més de envelhecimento, quando comparadas com a cachaga n&o envelhecida.
Em trabalho anterior, verificou-se que o 5-metilfurfural e o 5 hidroximetilfurfural sao
formados durante a queima da madeira, pela degradagéao de carboidratos. No vinho

estes dois aldeidos e o furfuraldeido sdo acumulados em 10 meses, e depois sao
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degradados extensamente, através de sua redugéo ao alcool correspondente (alcool
furfuril), por mecanismos biolégicos ou reducdo quimica (CERDAN, GONI e
AZPILICUETA, 2004). Possivelmente, neste trabalho, o furfural foi reduzido ao alcool
furfuril na cachaga envelhecida em barril de jequitiba.

O furfuraldeido formado durante o envelhecimento apresentou concentragao
variada dependendo da espécie de madeira empregada. Nenhum desses trés
aldeidos tém seus limites de deteccdo de odor reportados, mas em baixas
concentracbes, podem aumentar o aroma das lactonas no carvalho. As
concentracdes de 2-furfuraldeido da cachaca ndo envelhecida e das cachacas
envelhecidas se apresentaram muito abaixo do limite maximo de 50 mg 100 mL™" aa
estabelecido pela legislagdo brasileira (soma de furfural e 5-hidroximetilfurfural)
(BRASIL, 2005).
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Tabela 20 — Concentragdes de furfuraldeido (mg L'1) na cachaga ndo envelhecida e cachagas envelhecidas em diferentes tempos de envelhecimento em
barris de jaboty, itauba, carvalho, timborana, jequitiba, balsamo, courbaril, cerejeira e peroba.

Tempo de envelhecimento

Cachaga nao

Madeira Efeito Ihecid 1 més 3 meses 6 meses 9 meses 12 meses 18 meses
enveinecida
Jaboty * 4,48+0,04° 4,06+0,08%" 3,53+0,02" 3,96+0,25%" 4,12+0,16%F 4,11+0,03°"° 4,15+0,04 ®°
Itauba * 4,48+0,04° 4,71+0,05°  4,07+0,03%°° 3,91+0,02%°  4,19+0,18%°°  4,19+0,48 3¢ 4,86+0,04 2°
Carvalho S 4,48+0,28° 3,85+0,02*°  4,13+0,18*>°  3,83+0,10*"°  4,35+0,04 *"¢ 4,92+0,18F 4,73+0,28 *°
Timborana * 4,48+0,35° 4,74+0,34%° 6,22+0,40°  4,27+0,12%™%  4,73+0,03*>%°  4,94+0,05 *>4° 5,86+0,35 ©
Jequitiba S 4,48+0,70° 4,69+0,07° 2,72+0,07" 2,41+0,22°¢ 2,29+0,11 ¢ 1,58+0,07 ©° 0,60+0,70°
Balsamo * 4,48+0,08° 6,36+0,25" 7,71%£0,19° 9,0+0,40° 11,63+0,20° 9,61+0,36 ¢ 10,65+0,08"
Courbaril S 4,48+0,04° 5,95+0,16" 7,660,08° 7,54+0,14 ¢ 8,50+0,57 ¢ 10,07+0,47 11,68+0,04 '
Cerejeira * 4,480,012 5,04+0,38%" 5,80+0,28"° 5,55+0,16 °° 6,89+0,50¢  6,49+0,09°%°  6,35+0,01 ©%°
Peroba S 4,48+0,07° 6,47+0,37" 6,56+0,24>¢ 5 91+0,06 ¢ 5,10+0,37 *¢ 5,38+0,27 %¢  6,35+0,07 >

Fonte: A autora, 2011.

NOTA: Valor médio + desvio padrdo. (Trés amostras para cada cachacga); valores na mesma linha com letras diferentes sédo significativamente (*P<0.05)

diferentes pelo teste de Tukey; ns: sem diferenga significativa; <LQ: abaixo do limite de quantificagcao (LQ)
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A capacidade antioxidante das cachacas estdo representadas pelos fendis
totais (mg L"), inibicdo do DPPH- | (%) e sulfato ferroso (umol L") por FRAP,

descritos na Tabela 21.

4.2 .1 Fendis Totais por Foulin Ciocalteu

Os resultados das analises de capacidade antioxidante pelo método de Folin-

Ciocateu foram representados como fendis totais em mg L' no Grafico 9 e na

Tabela 21.

Grafico 9 — Fendis totais (mg L'1) na cachacgas durante o processo de envelhecimento em diferentes

barris pelo método FC.
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Tabela 21 — Capacidade antioxidante das cachacgas expressos por fendis totais (mg L'1), | (%) e sulfato ferroso (umol mL'1) determinados pelos métodos FC,
DPPH- e FRAP, respectivamente nas cachacgas.

continua
ACa;_)ac!' dade N e T A Tempo de envelhecimento (meses)
ntioxidante envelhecida 1 més 3 meses 6 meses 9 meses 12 meses 18 meses
Jaboty
Fe('::;SEﬂtfis ns  13,90£1,98  0,53%0,10 1,34+0,40 9,72+0,38 12,60+4,45 14,64+1,52 19,19+1,72
| (%) * 0,83+1,44°  6,8146,11°° 6,72+0,712°° 15,44£326°  11,3044,25°°%°  14,07+0,98 %°' 18,74+0,76 '
St‘:;tgl ffr’]fﬂfo ns  0,32+0,01 0,3240,01 0,3340,02 0,37+0,01 0,39£0,05 0,4040,01 0,42+0,04
Itauba
Fe('::;SEﬂtfis ns  13,90£1,98  0,00£0,00 5,86+2,80 5,65+2,30 7,67+1,53 28,56+18,17 54,24+23,78
| (%) * 0,83+1,44° 2,19+1,90° 3,95+0,52° 12,09+0,65° 12,20+1,71°° 15,67+1,40 °°¢ 23,08+2,87 °
St‘:;tgl ffr’]fﬂfo ns  0,32+0,01 0,2940,00 0,32+0,02 0,39:0,02 0,37+0,04 0,38+0,03 0,3840,03
Carvalho
Fe('::;SEﬂtfis ns  9,2748,27 4,127,13 17,27+14,40 22,72+2,45 34,19+0,81 34,62+11,08 38,9649,65
| (%) * 0,83+1,44° 8,41+1,01° 11,66+5,14>°  17,82+1,43 ¢ 19,95+4,36 ° 24,79+4,59° 33,78+4,51°9
St‘:;tgl ffr’]fﬂfo ns  0,32+0,01 0,30£0,01 0,35:0,03 0,400,03 0,43£0,03 0,43+0,01 0,45+0,03
Timborana
Fe('::;SEﬂtfis * 927+827°  72,5041,15°°  75224520°°° 139,8743,00°°7 176,3148,27°°  194,66+7,61%°  405,38+84,71
| (%) *  0,83:144°  2873%2,25°  92,0240,45°  93,41+0,06° 93,83+0,49° 92,64+0,27° 92,59+0,23°
St‘:;tgl ffr’]fﬂfo *0,3240,01°  0,46:0,04°° 0,9140,19° 1,03£0,15 ¢ 1,5240,23° 1,52+0,22° 1,910,22"
Jequitiba
FEIS UL »  9278,27°  81,674556°"  151,06+3,99°° 209,72+14,77°° 225,36%20,80°° 276,58+31,33%*"  321,14%27,31"
(T?O/I;) : «  0,83:144°  5433:0,97°  77,58+1,17°  91,98+1,19° 92,12+3,16° 92,9040,22° 92,2040,68°
Sulfato ferroso +  0,32¢0,01°  0,52+0,05°" 0,60+0,06 *°° 0,69+0,08 *¢ 0,89+0,11°%%  0,75+0,01°%%®  0,79+0,07 **%®

(umol mL™)
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Conclusao
Capacidade Efeito [ Cachaca rio Tempo de envelhecimento
Antioxidante envellfeci da 1 meses 3 meses 6 meses 9 meses 12 meses 18 meses
Balsamo
Fe(”éiStﬂt)aiS * 9,27+8,27° 377,85¢11,73" 466,54£38,16°°  578,82+32,52° 648,46+22,89°° 746,59+30,94'  776,58+43,22"
mg L
| (%) * 0,831,447  9244%1,06°  93,10£0,09° 90,11%0,57° 91,10£1,37° 91,96£0,86°  91,74%1,03°
S‘("fatolferlfﬂfo * 0,3240,01° 1,72+0,00° 2,50%0,08 ¢ 3,36+0,03° 3,630,14 °¢ 3,55+0,15%'  3,91+0,20 ®°
umol m
Courbaril
Fe(”o'Stﬂt)a"S x 9,278,27° 304,22+66,32° 39552+19,02°° 423,51+39,38°°  524,03%33,67°  591,25:41,31° 745,20+71,63
mg L
| (%) . 0,83+1,44°  90,00+1,09°  93,33t0,11”°  91,43%0,12"°"  90,02+0,99°°%°  88,190,57 *°**"  84,80+0,63 "'
S;"fatol ferl_rﬂfo . 0,32¢0,01°  1,06:0,11°  2,38:0,06°  2,3620,02°°  2,300,15°¢ 308:026°  2,81£0,00°
umol m
Cerejeira
Fe(”éiStﬂt)aiS . 9,27+8,27° 520,1233,72° 676,38250,00°  746,13:26,10°  874,21:88,05°  877,78+21,10° 1126,2352,43°
mg L
| (%) . 0,83£1,44°  36,68£0,45°  67,46£1,43° 78,53:1,29°  83,05+2,06%° 86,41£0,40°"  87,15+2,87°%
S?Ifatolferigio ’ 0,32£0,01°  068+0,15°  0,720,16"™  0,95:0,21°°°  0,9840,20"°¢ 1,05£0,00°  1,15£0,00°
umol m
Peroba
Fe(néiStﬂt)a s * 9,27+8,27°  331,4419,66° 472,53+14,65°  489,06+8,60°° 525,89+12,43 "¢ 612,73+1,07°  726,89+38,98'
mg L
| (%) * 0.831,44°  57,140,44°  67,66+2,29° 89,61+1,33° 91,61+1,17¢ 90,78+0,05°  90,14+0,96°
S‘("fatolferlfﬂfo - 0,32:0,01°  0,65:0,06°  1,02£0,13¢ 1,2340,14°¢ 1,10£0,10°¢ 1248016° 0,080,085
umol m

Fonte: A autora, 2011.

Nota: Valor médio + desvio padrdo. (Trés amostras para cada tipo de cachaga); letras diferentes na mesma linha mostra valores significativamente (*P<0.05)
diferentes pelo teste de Tukey; ns: sem diferenga significativa; nd: abaixo do limite de quantificagdo (LQ).
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A cachaca nao envelhecida apresentou concentracao média de fendis totais
de 9,26 mg L. As cachacas envelhecidas que apresentaram aumento significativo
de fendis totais, quando comparados com a CNE, foram: timborana 6-18, jequitiba 3-
18, balsamo 1-18, courbaril 1-18, cerejeira 1-18 e peroba 1-18. Foi observado que o
conteudo de fendis totais destas cachacas envelhecidas aumentou continuamente
com o tempo de envelhecimento. As cachagas envelhecidas com maior
concentragao de fendis totais apos 18 meses de envelhecimento foram: cerejeira 18
(1126,22 mg L™, balsamo 18 (776,58 mg L™), courbaril 18 (745,19 mg L), peroba
18 (726,89 mg L), timborana 18 (405,38 mg L") e jequitiba 18 (321,10 mg L™"). As
cachagas envelhecidas em barris de jaboty 1-18, carvalho 1-18 e itauba 1-18, n&o
diferiram significativamente(P<0,05) da CNE. Estes resultados indicam que a origem
botanica da madeira dos barris pode afetar o teor de fendis totais, e estes resultados
ja haviam sido reportados, anteriormente, para mescal e vinho (AVILA-REYES et al.,
2010). Desta forma, as cachagas envelhecidas em barris de timborana, jequitiba,
balsamo, courbaril e peroba, apresentaram conteudo de fendis totais superiores aos
das cachacas envelhecidas em barris de carvalho, jaboty, itauba e CNE.

Os resultados acima descritos estdo de acordo com trabalho anterior, que
reportou que extratos de serragem de coubaril (jatoba) apresentaram teor de fendis
totais de 1100 mg L™ (SILVA et al., 2009). Foi reprtado, também, o teor de fendis
totais de diversos extratos de carvalho, que variaram de 236 a 488 mg L
(CARDOSO et al., 2008). Estes valores estdo muito superiores aos resultados
encontrados neste trabalho (33,78 mg L) para cachaga envelhecida em carvalho
por 18 meses. Esta discrepancia pode ter sido ocasionada devido a utilizagao de
extratos de serragem de carvalho, que apresentam area superficial de contato muito
maior do que os barris, enquanto nesse trabalho foi feito o efetivo envelhecimento

em barris de 20 L de carvalho.

4.2.2 Capacidade Antioxidante por Radical DPPH

Os resultados da capacidade antioxidante, determinada pelo método do
DPPH -, foram expressos como inibicdo do radial livre DPPH - | (%) e porcentagem
remanescente de DPPH- (DPPHgrgwm).

No Grafico 10 foram mostrados os resultados da avaliacdo quantitativa da

capacidade antioxidante da cachaca nao envelhecida e das cachacas envelhecidas
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(em diferentes barris e tempos de envelhecimento), expressos como inibicdo do

radial livre DPPH - em porcentagem (I).

Grafico 10 — Capacidade antioxidante medida como inibigdo ao radical DPPH - (%) pelo método FC,

nas cachagas durante o processo de envelhecimento em diferentes barris .
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Fonte: A autora, 2011.

As cachacas nao envelhecidas apresentaram inibicdo ao radical DPPH -
desprezivel (CNE 0 de 0,83% a CNE 18 de 3,38%). Todas as cachagas
envelhecidas diferiram da CNE 0, exceto jaboty 1-3 e itauba 1-3. As cachacgas
envelhecidas apdés 18 meses, com maior inibigdo do radical DPPH foram: timborana
18 (92,59%), seguida por jequitiba 18 (92,20%), balsamo 18 (91,74%), peroba 18
(90,14%), cerejeira 18 (87,15%), courbaril 18 (84,8%), carvalho 18 (33,78%), itauba
18 (23,08%) e jaboty 18 (18,74%). Estes resultados estdo de acordo com a literatura
reportada anteriormente, que determinou que extratos de serragem de madeiras
brasileiras apresentaram, em média, maior capacidade antioxidante do que extratos

de carvalho (CARDOSO et al., 2008). De forma geral, a capacidade antioxidante foi
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determinado pela origem botanica da madeira, e pelo tempo de envelhecimento. A
habilidade em inibir o radical DPPH - aumenta com o tempo de envelhecimento das
cachacgas. Acredita-se que o processo de envelhecimento de bebidas em barris de
madeira € caracterizado pela difusdao de compostos com capacidade antioxidante da
madeira para a cachaca.

Observou-se que inibicdo ao radical DPPH na cachacga envelhecida em barril
de courbaril diminuiu significativamente, a partir do 3° més de envelhecimento
(93,33%), chegando a atingir no 18° més 84,8%, e no mesmo periodo, houve um
aumento da SCF e dos fendis totais. Tal fato, pode estar relacionado a propriedades
pré-oxidantes, que algums compostos fendlicos oriundos de plantas apresentam,
quando encontram-se em elevadas concentracdes, favorecendo reacbdes de
oxidagdo (LAUGHTON et al.,, 1989). Além dos resultados de inibicdo ao radical
DPPH -, foi importante avaliar o comportamento cinético da reacdo do DPPH- em
cada cachaca estudada individualmente. Portanto, foram apresentados os
resultados em porcentagem remanescente de DPPH: (DPPHgem) em fungdo do
tempo (min) de reacdo, das cachacas ndo envelhecidas e envelhecidas, e de
solugdes padrdo de acido galico nas concentracdes 50 e 100 pg mL™", conforme os
Graficos 11 a 21.

O Grafico 11 mostra a cinética do acido galico, utilizado como padréao de
comparagéo frente ao radical DPPH-. O &cido galico a 100 ug L™ consumiu, no
primeiro minuto de cinética, 68,42% do DPPH- presente no meio, enquanto que o
4cido galico a 50 ug L™ consumiu 48,20%. O &cido galico a 100 ug L' e 50 ug L,
atingiu, ap6s 55 minutos de reagéo, DPPHgrem de 8,25% e 25,26%,
respectivamente.

O Grafico 12 mostra a cinética das cachacas nao envelhecidas, armazenadas
em frascos de vidro durante 18 meses, frente a 40 ug L' de DPPH-. As CNE nao
consumiram DPPH - presente no meio em 55 minutos. Portanto, as cachagas nao
envelhecidas nao apresentam capacidade antioxidante, pelo método do DPPH -,
conforme mencionado anteriormente.

A evolucao das diferentes cinéticas das reacdes depende da natureza e dos
tipos de antioxidantes que estdo presentes em cada cachaca. Trés tipos de
comportamento foram observados e classificados, conforme trabalhos anteriores
(BRAND-WILLIANS, CUVELIER e BERSET, 1995). Os Grafico da cinético das
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cachacas envelhecidas em balsamo, courbaril, timborana e &cido galico (100 ug L™)
sao classificados como comportamento cinético rapido. Neste caso os compostos
antioxidantes reagiram rapidamente com o DPPH -, atingindo o estado de equilibrio
em poucos minutos, conforme Graficos 11, 16, 18 e 19. O segundo tipo observado
foi o comportamento cinético intermediario, apresentado pela cinética de reacdo do
DPPH- nas cachagas envelhecidas em: jequitiba, cerejeira, peroba e acido galico
(50 ug L), conforme Graficos 11, 17, 20 e 21. Para estas reagdes, o estado de
equilibrio foi atingido depois de aproximadamente 15 minutos para a cachaca
envelhecida em jequitiba, 20 minutos para a cachaga envelhecida em peroba, 35
minutos para a cachaga envelhecida em cerejeira e 30 minutos para o acido galico
(50 ug L™"). As demais cachacas (jaboty, itauba e carvalho) reagiram muito
lentamente com o DPPH -, apresentando curvas hiperbdlicas, e levando cerca de 55
minutos para atingir o estado de equilibrio, conforme Graficos 13, 14 e 15.
Observou-se o aumento da velocidade da cinética reacional das cachacas
frente ao radical DPPH-, com o passar do tempo de envelhecimento, constatado

pela diminuicdo do DPPH - remanescente.



Grafico 11 — Cinética dos padrdes de acido
galico (50 ug L™ e 100 ug L'1) frente ao radical
DPPH-.
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Grafico 12 — Cinética da CNE frente ao DPPH -.
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Grafico 13 - Cinética das cachacas

envelhecidas em barril de jaboty frente ao

DPPH .
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Grafico 14 - Cinética das cachacas
envelhecidas em barril de itauba frente ao
DPPH-.
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Grafico 15 - Cinética das cachacas
envelhecidas em barril de carvalho frente ao
DPPH-.
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Grafico 16 -
envelhecidas em barril de timborana frente ao

DPPH .
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Grafico 17 - Cinética das cachacas

envelhecidas em barril de jequitiba frente ao

DPPH .
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Grafico 18 - Cinética das cachacas
envelhecidas em barril de balsamo frente ao
DPPH-.
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Grafico 19 -
envelhecidas em barril de courbaril frente ao

DPPH .
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Grafico 20 - Cinética das cachacas

envelhecidas em barril de cerejeira frente ao

DPPH .
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Grafico 21 -
envelhecidas em barril de peroba frente ao

DPPH .
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4.2.3 Capacidade Antioxidante por FRAP (Poder de Reduc¢ao Férrica)

As analise da capacidade antioxidante nas cachacgas foram determinados pelo
método do FRAP (Ferric reducing antioxidant Power - poder antioxidante do ferro)
apresentando resultados de concentragcdo equivalente de sulfato ferroso expressos

em umol mL™" de cachaca, conforme Grafico 22 e Tabela 21.

Grafico 22 — Capacidade antioxidante medida como equivalente de sulfato ferroso (umol mL™) pelo

método FRAP, nas cachacgas durante o processo de envelhecimento .
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Fonte: A autora, 2011.

A cachaca nao envelhecida apresentou 0,32 umol mL™ equivalente de sulfato
ferroso. As cachagas que apresentaram aumento da capacidade antioxidante
medida por FRAP, com diferenga significativa da CNE, foram: timborana 3-18,
jequitiba 6-18, balsamo 1-18, courbaril 1-18, cerejeira 1-18 e peroba 1-18. As
cachagas envelhecidas em jaboty 1-18, itauba 1-18 e carvalho 1-18 nao diferiram

significativamente (P<0,05) da CNE. As cachagas que apresentaram maiores
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valores equivalentes de sulfato ferroso apés 18 meses de envelhecimento foram:

balsamo (3,91 umol mL™"), seguido por courbaril (2,81 umol mL™), timborana (1,90

umol mL™), cerejeira (1,15 umol mL™), peroba (0,98 umol mL™") e jequitiba (0,79

umol mL™"). A capacidade antioxidante, medida por FRAP, nessas cachagas

envelhecidas variou conforme a origem botanica, e aumentou continuamente com o

tempo de envelhecimento. Trabalhos anteriores determinaram a capacidade

antioxidante em vinho tinto pela metodologia FRAP, e obtiveram resultado médio de

4,3 umol mL™ de equivalente de sulfato de ferroso, cujo valor encontra-se na mesma

ordem de grandeza dos encontrados neste trabalho (SEERAM et al., 2008).

4.3 Correlagao entre Compostos Fendlicos e Capacidade Antioxidante

A partir de todos os resultados das analises de compostos fendlicos,

capacidade antioxidante e furfuraldeido,

apresentados anteriormente,

foram

calculados os coeficientes de correlagcdes entre todas essas variaveis duas a duas,

conforme Tabela 22.

Tabela 22 - Coeficientes de correlagao (Rz) das analises de compostos fendlicos, furfuraldeido e
capacidade antioxidante (FC, DPPH- e FRAP).

Fendis

Sulfato

Acido | Acido - Acido | Siringal- . p 1% Furfural-
- P Vanilina| .. . P’ Cumarina| SFC | totais ferroso .
gdlico | vanilico siringico | deido (FC) (DPPH) (FRAP) deido

Acido galico 1,00

Acido 0,075 1,000

vanilico

Vanilina -0,084 0,382 1,000

Acido 0511 0,180 0571 1,000

siringico

3",'"9""' -0,049 0,230 0,686 0,289 1,000

eido

Cumarina  -0,060 0,874 -0,067 -0,084 -0,112 1,000

SCF 0,137 0,943 0,198 0,251 0,063 0,934 1,000

tFe"f"‘s 0,540 0,742 0,342 0,466 0,258 0,620 0,810 1,000

otais (FC)

1% (DPPH) 0,617 0,423 0,305 0,440 0,271 0,247 0,455 0,765 1,000

Sulfato

Ferroso 0,818 0,094 0,072 0,443 0,165 0,018 0,213 0,680 0,707 1,000

(FRAP)

P 0,622 0,190 0,116 0,516 0,133 0,137 0,319 0,652 0,456 0,839 1,000

deido 3 bl b b b t b b b b b

Fonte: A autora, 2011.

Nota: As correlagdes foram calculadas com os dados de todas as amostras.
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A SCF apresentou para todas as cachacas analisadas, forte correlagdo (R?)
com as determinacdes de acido vanilico (R?> = 0,943), cumarina (R? = 0,934), e
fendis totais (R? = 0,810).

Os fendis totais mostraram boa correlagdo entre os resultados de | (R?=0,765),
acido vanilico (R? = 0,742) e sulfato ferroso - FRAP (R? = 0,680); e média correlagado
entre furfuraldeido (R?= 0,652), cumarina (R?=0,620) e 4cido galico (R*=0,540).

A inibicdo ao radical DPPH - (1) apresentou alta correlagdo entre sulfato ferroso
(R?=0,707); e boa correlagdo entre acido galico (R*=0,617).

Os resultados das analises de capacidade antioxidante por FRAP
apresentaram alta correlagdo com furfuraldeido (R? =0,839) e &cido galico (R? =
0,818).

O 4cido siringico mostrou média correlagdo com vanilina (R? =0,571),
furfuraldeido (R?= 0,516) e acido galico (R*=0,511).

A vanilina mostrou boa correlagdo com siringaldeido (R*=0,686).

O 4cido vanilico apresentou alta correlagdo com a cumarina (R? = 0,874).

O 4cido galico mostrou média correlagdo com o acido galico (R*= 0,622).

As variaveis que apresentaram maior numero de coeficientes de correlagéo
maiores do que R?> 0,5 foram: fendis totais (FC), seguido por acido galico, sulfato
ferroso (FRAP), furfuraldeido, SCF, | (DPPH), acido siringico, vanilico, cumarina,
vanilina e siringaldeido.

A correlacdo de | e SCF (R? = 0,455) foi baixa, porque cada composto fendlico
individualmente tem uma capacidade antioxidante diferente do outro. Eles podem
juntos apresentar efeito de sinergismo ou antagonismo, modificando a capacidade
antioxidante da mistura complexa dos compostos fendlicos (LAGUERRE, LECOMTE
e VILLENEUVE, 2007). Na cachacas envelhecidas deve ter ocorrido sinergismo
entre os compostos fendlicos, provendo uma maior capacidade antioxidante,
reduzindo a correlagdo entre estes fatores (I e SCF); estes resultados estdo de
acordo com observacgdes de trabalhos anteriores (CARDOSO et al., 2008). A baixa
correlacao entre SCF e | foi observada, principalmente, nas cachacas envelhecidas
em peroba e balsamo. As cachacas envelhecidas em peroba apresentaram maior
SCF do que as cachacas envelhecidas em balsamo, enquanto que, este mostrou
maior | do que peroba. Este fato, sugere que o acido galico, composto fendlico

encontrado em maior concentracdo em balsamo, deve ter maior capacidade de



147

capturar o radical DPPH- do que os outros compostos fendlicos, pois apresentam
trés grupos hidroxila. Portanto, a composi¢do fendlica mais do que sua
concentracdo, determinou a maior capacidade antioxidante das cachacas

envelhecidas em balsamo do que as envelhecidas em peroba.

4.4 Analise Multivariada dos Constituintes Fendlicos, Furfuraldeido e
Capacidade Antioxidate

Baseado na analise dos componentes principais (PCA) foi possivel separar as
cachagas em diferentes grupos, em funcdo das similaridades entre os resultados
das analises de compostos fendlicos (acido galico, acido vanilico, acido siringico,
vanilina, siringaldeido, cumarina e SCF), furfuraldeido e capacidade antioxidante
(FC, DPPH- e FRAP), conforme mostra o Grafico 23. Foram formados cinco grupos
distintos: grupo 1 (CNE, itauba, jaboty e carvalho), grupo 2 (timborana 1-18 e
jequitiba 1-18 ), grupo 3 (courbaril 1-18 e balsamo 1-18), grupo 4 (cerejeira 1-18), e
grupo 5 (peroba 1-18). O aumento do tempo de envelhecimento propiciou um
distanciamento linear, em diferentes angulos, a partir da cachaga néo envelhecida. A
soma dos trés primeiros componentes principais (PC1 43,41%, PC2 24,28% e PC3
17,23%) representam 84,92% de toda a variabilidade. O componente principal PC1
estd mais correlacionado com as cachacgas envelhecidas em barris de cerejeira,
seguida por courbaril, peroba, balsamo, timborana, jequitiba, carvalho, itauba e
jaboty. O componente principal PC2 estda mais correlacionado com cerejeira,
courbaril, balsamo, peroba, jequitiba, timborana, jaboty, itauba e carvalho.

As variaveis que mais contribuiram para a diferenciagcdo da cachaga cerejeira
foram: SCF, acido vanilico e cumarina, conforme mostram Graficos 23 e 24. As
variaveis que mais contribuiram para a diferenciagao das cachagas envelhecidas em
courbaril e balsamo foram: | (DPPH), FRAP, furfuraldeido, acido siringico e acido
galico. As variaveis que mais contribuiram para a diferenciacdo das cachacgas
peroba, timborana, jequitiba, carvalho, jaboty, itauba e CNE foram: fendis totais,
vanilina e siringaldeido.

Através da analise hierarquica de agrupamento (HCA), as cachagas também
foram agrupadas em cinco grupos, os mesmos descritos anteriormente na PCA,

conforme mostra o dendograma apresentado no Gréfico 25.
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Grafico 23 — Analise dos componentes principais (PCA): PC1 X PC2 e projegdo das amostras de

cachaca durante o processo de envelhecimento em diferentes barris.
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Grafico 24 — Analise dos componentes principais (PCA): PC1 X PC2 e projegcdo das variaveis

compostos fendlicos, furfuraldeido e capacidade antioxidante.
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Grafico 25 — Dendograma da analise hierarquica de agrupamento (HCA) das cachagas, com dados padronizados (sem escala), enlace completo e distancias
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As cachacas do grupo 1 (CNE, jaboty, itauba e carvalho) apresentaram muitas
similaridades entre si, formando um grupo bem definido. De forma geral, foi possivel
classificar as cachagas envelhecidas em seus respectivos grupos, a partir do 6° més
de envelhecimento. As cachagas envelhecidas em barril de cerejeira foram
classificadas a partir do 1° més de envelhecimento, pois apresentaram uma rapida
extracdo dos compostos fendlicos da madeira, e consequentemente, alta
capacidade antioxidante, apresentando pouca similaridade com a CNE. No entanto,
as cachacas envelhecidas em barris de carvalho e itauba apresentaram pouca e
lenta extracdo e baixa capacidade antioxidante, e portanto, mostraram composig¢ao

muito similares as da CNE.

4.5 Capacidade Antioxidante de Cachag¢as Envelhecidas e outras Bebidas
Alcodlicas

Foi estabelecido um comparativo da capacidade antioxidante das cachacas
envelhecidas com outras bebidas alcodlicas, através dos métodos de FC e DPPH -,
conforme apresentado na Tabela 23 e Grafico 26.

Considerando os resultados de ambos métodos, FC e DPPH-, as bebidas
foram classificadas em trés grupos com relagédo a sua capacidade antioxidante: alta,
média e baixa. As cachagas envelhecidas por 18 meses (cerejeira, courbaril e
jequitiba) e os vinhos tintos, encontram-se no grupo com alta capacidade
antioxidante. Os vinhos brancos, uisques e cachaca envelhecida em carvalho por 18
meses, encontram-se no grupo com média capacidade antioxidante. E a cachaga
nao envelhecida encontra-se no grupo com baixa capacidade antioxidante.

Em trabalho anterior, a capacidade antioxidante determinada em fendis totais
(FC) foi em média de 2057 mgL" e 119 mg L™, respectivamente, para vinhos tintos
e vinhos brancos Italianos (SIMONETTI, PIETTA e TESTOLIN, 1997). Estes

resultados estido de acordo com os valores encontrados neste trabalho.
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Tabela 23 — Comparagdo da capacidade antioxidante das cachagas e outras bebidas, por fenois
totais (mg L'1) e inibigdo ao DPPH - (%).

Bebidas 1 (%) desvio Fenois totais desvio
DPPH - padrao (mg L'1) padrao

Cachaga Cerejeira (18 meses) 91,11° 6,15 2814,71° 75,63
Vinho tinto do Alentejo — Portugués 73,78° 219 2203,78"° 30,84
Vinho tinto da regido das Terras do Sado
envelhecido carvalho (5 meses) — 78,31°%P 0,60 1988,69 ° 62,59
Portugués
Cachaga courbaril (18 meses) 91,11° 2,47 1862,77 ¢ 103,33
Vinho tinto frizante de Lambrusco - Italiano 84,49°° 0,31 1492,83° 57,56
Cachaga jequitiba (18 meses) 92,37° 0,20 803,32° 39,39
Uropencoregonal eoTerssdoSade g7 sar zos' 289
Blended Malt Scotch Whisky (15 anos) 71,44 ° 2,03 163,74 7,39
Blended Malt Scotch Whisky (12 anos) 47,90° 5,18 151,00 "¢ 5,91
Vinho branco frizante Lambrusco - Italiano 30,27 %¢ 0,30 138,619 4,48
Blended Malt Scotch Whisky (8 anos) 36,24 °¢ 0,97 101,55 "¢ 2,48
Whisky A 30,91°¢ 0,09 86,78"9 1,75
Blended whisky A 31,40 % 2,26 83,86 "9 2,78
Whisky B 26,24 ° 2,77 76,25"9 3,21
Blended whisky B 22,18¢ 2,04 62,339 5,55
Cachaga carvalho (18 meses) 33,87 2,67 39,33"9 5,57
Cachaga n&o envelhecida 0,30° 1,14 5,739 8,64
Efeito o >

Fonte: A autora, 2011.

Nota: Valores médios + Desvio padrao. (Trés amostras para cada tipo de bebida); valores médios na
coluna com letras diferentes séo significativamente (*P<0.05) pelo teste de Tukey; ns: sem diferenga
significativa.

A capacidade antioxidante de vinhos e uisque ja é conhecida, e neste trabalho
foi demonstrado a alta capacidade antioxidante das cachacas envelhecidas, que sao
uma fonte rica em polifendis. A capacidade antioxidante das cachacas envelhecidas
€ comparavel a dos vinhos tintos analisados neste estudo, cuja alta capacidade
antioxidante, entre as bebidas alcodlicas, ja € conhecida. No entanto, a cachaga sé
adquiriu capacidade antioxidante em altos niveis com o envelhecimento em barris
feitos com algumas espécies botanicas de madeira. E importante observar que a
cachaca envelhecida em barril de carvalho apresentou capacidade antioxidante
desprezivel.

Foi encontrada uma boa correlacdo (R?> = 0,7904), entre os valores de
capacidade antioxidante da bebidas alcodlicas determinados pelos métodos de FC e
DPPH-.
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Grafico 26 — Comparagao da capacidade antioxidante das cachacgas envelhecidas com outras bebidas alcodlicas.
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Nota: as barras verticais representam o desvio padréao.
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4.6 Congéneres e Contaminantes das Cachagas Envelhecidas

Sob as condi¢cbes experimentais da analise em GC/MS foram quantificados os
congéneres (aldeido acético, acetona, acetato de etila, n-propanol, isobutanol, e
isoamilico) e contaminantes (metanol, sec-butanol e n-butanol), conforme
cromatogramas ilustrados nos Apéndices 46 a 55. As analises dos congéneres e
contaminantes foram feitas em amostras de cachaca nédo envelhecida e cachacas
envelhecidas em courbaril, peroba-do-campo, balsamo, jequitiba, cerejeira,
timborana, jaboty, itauba e carvalho branco, avaliadas em 0, 1, 3, 6, 9, 12 e 18
meses do envelhecimento, e os resultados foram apresentados na Tabela 24 e nos
Graficos 27 a 34.

4.6.1 Aldeido Acético

As concentragbes médias de aldeido acético na cachaca nédo envelhecida e
nas cachacas envelhecidas, durante 18 meses, estdo demonstradas no Grafico 27 e
Tabela 24.

A concentracdo do aldeido acético aumentou em média 41,90% de sua
concentragédo inicial apos 18 meses nas cachacgas, jaboty, itauba, timborana e
courbaril.

Nas cachagas envelhecidas em carvalho, jequitiba, balsamo e peroba, a
concentragdo de aldeido acético manteve-se constante durante os 18 meses de
envelhecimento. Estes dados ndo estdo de acordo com trabalho anterior, que
detectou o aumento do aldeido acético (aldeido acético) em cachaca envelhecida
em barris de carvalho (PARAZZI et al., 2008).

A cachacga envelhecida em cerejeira apresentou diminuigdo de 41,13% da sua

concentracdo inicial de aldeido acético apdés 18 meses de envelhecimento.
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Tabela 24 - Congéneres e contaminantes (mg 100 mL™” aa) da cachaca nio envelhecida e das cachagas envelhecidas em diferentes tempos de
envelhecimento em barris de jaboty, itauba, carvalho, timborana, jequitiba, balsamo, courbaril, cerejeira e peroba.

continua
Congéneres e Efeito Tempo de envelhecimento
contaminantes Omeses | 1 més | 3meses | 6 meses | 9 meses | 12 meses | 18 meses
CNE
Aldeido acético g 6,71£0,01° 7,14£0,25° 8,07+0,04° 7,70£0,50° 7,47+1,46° 7,51£0,44° 9,11+1,07°
Acetona * 0,99+0,25° 0,98+0,04° 0,81+0,04° 2,67+0,11° 2,05+0,50° 0,94+0,112 1,100,172
Acetato de etila G 20,06+0,95° 11,59+1,19" 6,94+0,35" 20,25+1,05>°  22,63+0,23*°° 28,09+0,91° 47,52+0,45°
Metanol * 3,04+0,91° 3,97+0,10° 4,82+0,78°° 4,93+0,82°%¢ 5 25+0,38°%%¢ 6,86+0,16°" 2,82+0,717"9
sec-butanol ns 2,28+0,29 3,07+1,47 <LQ 1,56+1,35 1,18%1,77 <LQ 0,66+0,43
n-propanol * 38,64+0,19°  43,70+1,31*°  36,37+0,05°  40,72+1,49°°°  40,49+1,23*"° 39,26+0,43%"° 31,13+0,51°
isobutanol G 36,18+£0,23°  38,82+2,04*"  32,09+0,35%° 36,09+3,40*"°¢  38,77+2,79*"%¢  38,44+0,08*"%°" 21,30+1,49°
n-butanol ns <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
isoamilico G 115,1120,0°  142,62+0,86°  145,35+0,74°  147,87+7,02°°  136,86+2,88"° 136,74+0,28"° 88,49+2,70°
alcoois superiores * 189,92+0,29°  225,14+4,12°  213,81+1,13" 224,68+5,14° 216,12+6,86° 214,44+0,61° 140,91+4,47°
Jaboty

Aldeido acético * 6,71+0,01° 8,50+0,25° 8,81+0,22° 9,23+0,38° 9,17+0,62° 9,06+0,11° 9,69+0,27°
Acetona * 0,99+0,25° 1,99+0,12° 0,86+0,01° 1,32+0,24%° 1,08+0,12° 0,84+0,09° 1,40+0,15°
Acetato de etila G 20,06£0,95°  17,76+0,42°" 5,23+1,21° 27,85£1,47°  19,58+0,907"¢ 30,91+1,25% 37,80+5,06°
Metanol ns 3,04+0,91 2,15+0,38 2,99+0,28 3,13+0,79 3,43+0,34 3,73+0,92 3,06£0,55
sec-butanol ns 2,28+0,29 1,99+0,43 2,01%1,02 <LQ 0,78+0,46 <LQ <LQ
n-propanol * 38,64+0,19° 39,26+0,86° 32,82+1,32° 39,79+0,36° 41,37+1,50° 39,88+0,85° 41,75+0,75°
isobutanol G 36,18+0,23°  35,20+4,66*"  29,55+0,99°¢  40,28+1,77*"° 39,88+2,06¢ 41,77+1,67°¢ 44,00%1,57°
n-butanol ns <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
isoamilico G 115,1120,0°  132,13%0,93° 117,73%4,05°¢ 145,01+3,18° 147,56+3,14° 147,04+1,24° 164,79+2,96°

alcodis superiores

189,92+0,29°

206,59+4,54°

180,10+5,63°

225,09+5,19°

228,82+6,54°

228,69+3,54°

250,54+5,27°
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continua
Congéneres e Efei Tempo de envelhecimento
, eito =
contaminantes O meses | 1 més 3 meses | 6 meses 9 meses 12 meses | 18 meses
Itauba
Aldeido acético * 6,71+0,01° 6,54+0,47° 7,04+0,56° 7,54+0,70%°¢ 5,28+0,297°° 6,84+1,65>"°° 9,56+0,31°
Acetona * 0,99+0,25° 1,68+0,14%° <LQ <LQ <LQ 0,79+0,01%° 2,17+0,36°
Acetato de etila G 20,06+0,95° 12,82+0,78" 3,97+1,57° 21,71£1,15%¢ 12,54+1,01°¢ 21,99+3,83%% 39,09+0,78°
Metanol * 3,04+0,91° 5,87+1,17° 2,91+0,29°° 5,29+0,04"¢ 5,24+0,05"¢ 5,19+0,06"° 5,42+0,07"¢
sec-butanol ns 2,28+0,29 0,83+1,44 <LQ 1,32+1,15 <LQ <LQ <LQ
n-propanol * 38,64+0,19° 39,01+0,77° 31,82+0,06° 32,46+0,91°° 33,28+2,72°° 36,60+3,57°° 39,39+2,27°¢
isobutanol G 36,18+0,23° 36,11+0,24° 23,00+0,26" 34,25+2,28°¢ 30,33+2,71°¢ 35,93+2,22%¢¢ 42,64+2,46'
n-butanol <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
isoamilico G 115,11£0,00°  131,38%1,05° 106,87+1,00®°  126,94+11,84°°  113,13%2,14%°¢ 132,78+2,83%°" 150,34+3,03°
alcoois superiores * 189,92+0,29° 206,51+1,65°°  161,69+0,80° 193,64+14,18*°%  176,74+6,17°°°  205,31+7,82*>%" 232,37+7,65°
Carvalho
Aldeido acético ns 6,71£0,01 7,19£0,79 7,69+0,26 8,19+0,55 7,23+0,54 7,24+0,62 8,5110,44
Acetona * 0,9940,25° 0,89+0,02°° <LQ 0,980,149 2,14+0,16° 2,46+0,16° 1,29+0,12%°4
Acetato de etila G 20,06£0,95°  15,94+0,91°F 3,95£0,07°  19,49+0,83*"¢  23,48+0,90**¢  25,02+2,66*%° 29,64+1,11°"
Metanol * 3,04+0,91° 3,50+0,24 ° 6,26+0,41° 8,84+0,38° 5,99+0,68°° 7,43+0,16%%°" 1,91+0,58%°¢
sec-butanol ns 2,28+0,29 3,18+0,52 2,15+0,06 1,630,96 <LQ <LQ <LQ
n-propanol * 38,640,19°  39,33+0,44%° 33,59+1,08°  39,80+0,61*"¢ 43,95+3,28%°  39,17+1,73**%"  40,13+0,83*" ¢
isobutanol G 36,18+£0,23°  39,71+1,11*°  30,64+0,14*°  41,60+0,73*"° 42,46+1,14°° 41,09+1,287"¢ 43,43+0,32"°
n-butanol ns <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
isoamilico G 115,11£0,00°  135,50£0,70° 122,55+1,09%°  144,12+1,42°°  150,94+2,17%¢ 145,54+1,02%°" 160,41+2,25%¢
alcodis superiores * 189,92+0,29°  214,54+1,35° 186,78+0,27°°  22551+1,80°°  237,35+6,15°° 225 81+3,25"%°" 243,97+3,35%9
Timborana
Aldeido acético * 6,71+0,01° 7,96+0,69%" 4,07+1,08° 5,93+0,81*"°° 8,94+1,01°°¢ 10,08+0,89°° 10,35+0,28°
Acetona * 0,99+0,25° 0,90+0,02° <LQ 1,35+0,24° 1,53+0,07°° 1,15+0,15° 0,94+0,24°
Acetato de etila G 20,06£0,95°  14,55+0,71°" 7,3581,17°  17,70%2,46>"¢ 28,00+1,73¢ 39,94+1,16' 46,19+2,38°
Metanol * 3,04+0,91° 5,90£1,20°  4,42+0,42%"° 3,05+0,29%%¢ 6,32+0,20°° 5,90+0,70°°° 7,00£0,57°
sec-butanol ns 2,28+0,29 2,58+0,5 1,80+0,22 <LQ <LQ 1,18+1,02 <LQ
n-propanol * 38,6410,19°  42,10+0,40°° 40,15+2,50*°°  40,62+1,50°°°  41,09+0,77*"° 46,26+0,00"° 36,51+0,05%°°
isobutanol G 36,18+0,23° 38,70+1,99° 37,69+3,37° 27,98+0,69" 41,63+0,50° 37,88+1,73° 38,88+0,14°
n-butanol ns <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
isoamilico G 115,1120,00°  139,92+0,70° 138,16+4,95°°  143,34+2,45°°°  148,52+0,15"%¢ 138,07+1,40"%% 134,65+1,38"%%

alcodis superiores

189,92+0,29°

220,71+1,59°

216,01+£10,76°

211,94+3,57°°

231,25+1,13>¢

222,22+3,13>¢d

210,04+1,29>°¢
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continua
Congéneres e Efeito Tempo de envelhecimento
contaminantes O meses | 1 més 3meses | 6 meses | 9 meses | 12 meses | 18 meses

Jequitiba
Aldeido acético * 6,71+0,01° 7,50+0,72*  7,13+0,30°°¢ 6,77+0,82%° 6,01+1,40%¢  3,89+0,24*"°% 4,50+0,09%%%%
Acetona * 0,99+0,25° 1,05+0,24° <LQ <LQ 1,12+0,44° 0,81+0,12° 1,33+0,34%°
Acetato de etila G 20,06£0,95°  14,19+1,04°F 3,50+0,38° 22,48+0,27°¢ 27,37£1,51%¢  23,37+1,94%%°1 30,58+1,90°9
Metanol * 3,04+0,91° 3,78+0,27*°  3,50+0,387"° 5,63+0,15° 5,72+1,22%¢  4,53+0,39%P e 2,05+0,70*°9
sec-butanol ns 2,28+0,29 1,84+0,85 <LQ 1,80%0,22 1,35+1,49 <LQ <LQ
n-propanol * 38,64+0,19°  40,65+2,06*°  36,02+2,08*° 44,75+1,16°°  40,84+1,25*P%° 50,39+0,51" 55,03+2,26°
isobutanol G 36,18+0,23° 35,90+0,89° 28,33+2,83" 44,38+0,23° 41,12+0,53%¢ 50,37+0,25° 64,41+1,51°
n-butanol ns <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
isoamilico G 115,11£0,00°  130,90%1,06°  115,37+2,91° 155,30+1,31°¢ 147,64+1,58¢ 182,66+1,03° 223,38+2,76°
alcodis superiores * 189,92+0,29°  207,45+3,70°  179,72+7,43° 244,42+1 65° 229,60+0,86° 283,43+1,80° 342,81+6,12°

Balsamo
Aldeido acético * 6,71+0,01° 6,30£0,27°%  6,59+0,20°"° 8,88+0,83%° 9,68+0,21%¢ 7,44+0,36°°°%"  8,55+0,61%%%°
Acetona * 0,99+0,25° 0,870,012 <LQ 0,92+0,05° 0,88+0,10° 0,85+0,15° 1,94+0,34°
Acetato de etila G 20,06+0,95° 11,4320,79" 13,67+1,29" 27,39+2,51° 38,98+3,61° 29,41+3,87° 47,98+0,30°
Metanol * 3,04+0,91° 5,12+0,21° 6,49+0,06"° 7,51+0,99° 7,73+1,38° 6,35+0,35°°¢ 0,43+0,03°
sec-butanol ns 2,28+0,29 1,3820,34 2,75+0,48 1,24%+1,13 0,76+0,56 <LQ <LQ
n-propanol * 38,64+0,19°  41,70+1,55%°  44,79+2,77°°  43,66+1,79°°¢ 50,35+0,86° 41,05+0,95°%%"  44,93+1,10>%%'
isobutanol G 36,18+£0,23°  37,81+1,57*"  42,05+1,73°¢  42,25+1,59°°°  46,12+0,94°%¢ 41 55+2,30*" e 49,01+2,15°¢
n-butanol ns <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
isoamilico G 115,11£0,00°  138,22+2,42° 142,23+0,43°°  150,30+1,48°¢ 160,09+2,12° 151,00+3,68°%¢ 174,77+4,03'
alcodis superiores * 189,92+0,29°  217,73+2,51° 229,07+4,53°°  236,21+4,73°° 256,56+0,73° 233,59+6,83"°¢ 268,7116,35°

Courbaril
Aldeido acético g 6,71£0,01° 6,13£0,12°%  7,08+0,23°"°  8,03%0,36°"° 7,31£0,717°° 8,61+0,20°° 8,90+0,83°
Acetona ns 0,99+0,25 1,09+0,04 0,84+0,04 1,16+0,18 0,83+0,06 1,24+0,26 1,31+0,06
Acetato de etila G 20,06+0,95° 8,02+0,53" 7,00£1,46" 17,13+0,60%¢ 20,10+2,143¢ 41,65+1,31° 49,37+0,90°
Metanol * 3,04+0,91° 5,22+0,64° 4,35+0,25° 4,10+0,11° 4,17+0,12° 4,25+0,13° 3,36+0,39°
sec-butanol ns 2,28+0,29 3,4610,48 2,32+0,45 3,14+0,29 1,27+1,19 <LQ <LQ
n-propanol ns 38,64+0,19 42,72+1,05 40,12+1,66 42,79+0,73 42,80+0,42 39,04+1,74 41,10+0,93
isobutanol G 36,18+0,23°  40,26+0,55°° 38,8312,48%"¢  42,81+0,75"°° 44,87+1,29°° 42,92+2,70°°¢ 47,97+1,84°
n-butanol ns <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
isoamilico G 115,11£0,00°  150,05%1,95°  144,18+3,67" 146,31+1,66" 153,36+6,08" 149,09+3,35° 167,26+1,65°

alcodis superiores

189,92+0,29°

233,02+2,51°

223,13+7,70°°

231,91+0,91°>¢4

241,03+6,95>%°

231,04+7,75>C %

256,33+4,32%¢
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conclusao
Congéneres e Efeito Tempo de envelhecimento
contaminantes 0 meses | 1 més | 3meses | 6 meses | 9 meses | 12 meses | 18 meses
Cerejeira
Aldeido acético * 6,71+0,01° 5,94+1,34*"  6,81+1,27°"¢ 7,68+1,612°°°  6,75+0,35>"°%¢ 5,10+0,60*°°° 3,95+0,58""
Acetona * 0,99+0,25° 1,22+0,26° <LQ 0,92+0,27%° 1,50+0,28%° <LQ <LQ
Acetato de etila S 20,06+0,95° 11,9242,98" 17,36+1,06%°¢  22,80+0,87*°°  19,88+1,44%°%¢  16,51+3,71%0%e! 12,76+1,33%°"
Metanol ns 3,04+0,91 3,85+0,73 3,44+0,04 4,18+0,34 3,75+0,00 3,57+0,40 2,75+0,26
sec-butanol ns 2,28+0,29 1,0420,26 0,90+0,17 0,76+0,22 <LQ <LQ 1,00%1,14
n-propanol * 38,6410,19°  43,54+0,20°°  43,77+2,46°° 47,56+1,27"° 46,35+1,71°° 44,46+2,28"° 41,98+1,99%°
isobutanol S 36,18+0,23°  39,54+0,19*"  41,18+0,94°" 452142,27°¢ 47,4742,12° 44,29+3,15°¢ 43,55+2,69°°
n-butanol ns <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
isoamilico S 115,1120,0°  137,01£0,43°  142,07+6,61" 154,26+0,89¢ 163,85+3,38° 159,22+3,90°¢ 156,05+2,39°
alcoois superiores * 189,92+0,29°  220,09+0,82° 227,01+10,0°° 247,03+2,71° 257,6816,69° 247,97+9,12° 241,57+7,0%¢
Peroba

Aldeido acético * 6,71+0,01° 8,42+0,57%" 8,95+0,45° 9,49+0,35°° 7,02+0,43%°° 7,70+1,012°°%9%¢ 5,13+0,42%°
Acetona * 0,9940,25° 1,38+0,63*° 0,84+0,54° 1,38+0,24%° 1,52+0,12%° 1,43+0,24%° 1,71+0,37°
Acetato de etila S 20,06+0,95°  14,23+0,44°F 11,37+0,60° 35,15+1,51° 31,90+2,70%¢ 40,55+3,92°" 42,36+4,80"
Metanol * 3,04+0,91° 4,82+0,41° 5,88+0,04"° 6,55+0,25° 5,59+0,11°° 6,15+0,97"° 5,83+0,21°°
sec-butanol ns 2,28+0,29 1,22+1,06 3,26+0,13 1,22+0,25 <LQ <LQ <LQ
n-propanol * 38,64+0,19° 45,43+0,08° 52,43+1,10° 43,85+0,81°° 36,30+0,62%° 38,32+1,14*%"  41,52+0,56>>%
isobutanol S 36,18+0,23°  41,59+0,79*"  47,03+0,71°¢  42,28+0,22°%° 33,77+1,90%¢  37,1241,72*"%%"  40,41+1,82%°%f
n-butanol ns <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
isoamilico S 115,1120,0°  145,64+1,53°  166,89+1,54°  144,92+1,12°¢ 127,7342,52° 134,45+3,56°"  147,96+1,81°%9

alcodis superiores

189,92+0,29°

232,66+0,85"

266,36+3,10°

231,05+2,16"¢

197,81+5,03%°

209,89+6,30°

229,88+4,19>¢

Fonte: A autora, 2011.
Valor médio + desvio padrdo. (Trés amostras para cada tipo de cachaga); valores na mesma linha com letras diferentes sao significativamente (*P<0.05)
diferentes pelo teste de Tukey; ns: sem diferenga significativa; <LQ: abaixo do limite de quantificagcao (LQ).
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Grafico 27 — Concentragdes de aldeido acético (mg 100 mL” aa) nas cachacgas durante o processo

de envelhecimento em diferentes barris.

Aldeido acético (mg 100 mL" aa)

CNE Jaboty [tauba Carvalho
14
12
10
; _sEEiet J=tyid
6
4
2
0
01 3 6 9 1218 01 3 6 9 1218 01 3 6 9 1218 01 3 6 9 1218
Timborana Jequitiba Balsamo Courbaril
14
12
10
6
4
2
0
01 3 6 9 1218 01 3 6 9 1218 01 3 6 9 1218 01 3 6 9 1218
Cerejeira Peroba
14
12
10
ﬁ % —[ Intervalo de confianga de 0,95.
4
2
0
01 3 6 9 1218 01 3 6 9 1218

Tempo de envelhecimento (meses)

Fonte: A autora, 2011.

A concentracdo do aldeido acético aumentou durante o envelhecimento em

alguns barris de madeira, devido a oxidacdo do etanol em acido acético, com o

aldeido acético como intermediario, conforme equacdes (38) e (39) (REAZIN, 1981).
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Essas reacbes envolvem componentes do destilado que sao oxidados pelo ar,
que se difunde através das aduelas dos barris madeira, proporcionando a oxidagao
do etanol a aldeido acético, que posteriormente €& oxidado a acido acético
(SINGLETON, 1995). Neste estudo foi demonstrado que a concentracéo de aldeido
acético aumento apos 18 meses de envelhecimento em barris de jaboty, itauba,
timborana e courbaril.

O limite maximo permitido de aldeidos expressos em aldeido acético
estabelecido pela legislacéo brasileira € de 30 mg mL™ de alcool anidro. Para manter
a concentracao de aldeido acético dentro deste limite, os produtores de cachaca
devem manter um controle rigoroso, prinicipalmente, sobre o processo de destilagao.
O aldeido acético tem ponto de ebulicdo baixo (21,0 °C), e portanto deve estar
presente em maiores quantidades no destilado de cabega (CARDOSO, 2006).

O aldeido acético é o aldeido encontrado em maior quantidade na cachaca,
representando em média 86% de todos aldeidos, seguido por 3,80% de
hidroximetilfurfural, 3,00% de furfural e 6,56% de outros aldeidos (NASCIMENTO et
al., 1997).

4.6.2 Acetona

As concentracbes médias de acetona na cachaga nao envelhecida e nas
cachacas envelhecidas durante 18 meses, estdo demonstradas na Tabela 24 e
Grafico 28.

A cachaca nado envelhecida (CNE 0) apresentou concentragdo média de
acetona de 0,99 mg 100 mL™ aa. A concentragcdo maxima de acetona nas cachacas
foi de 2,67 mg 100 mL™" aa na CNE 6. Grandes intervalos de confianca foram
obtidos, e atribuidos as proximidade das concentragdes de acetona com o limite de
quantificacdo do método analitico de 0,78 mg L™.

A concentracdo de acetona aumentou apds 18 meses de envelhecimento nas
cachaca itauba, balsamo e peroba. Nas demais cachacas ndo houve aumento apés
18 meses de envelhecimento.

A acetona pode ser o produto de oxidagdo do alcool secundario (2-propanol),

durante o envelhecimento em barris de madeira, conforme equacéo (40).
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OH [O] O
—
(40)
2-propanol acetona
(propanona)

Grafico 28 — Concentragbes de acetona (mg 100 mL™” aa) nas cachagas durante o processo de

envelhecimento em diferentes barris.
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4 .6.3 Acetato de etila

As concentracdes médias de acetato de etila na cachaca ndo envelhecida e
nas cachacas envelhecidas, durante 18 meses, estdo demonstradas nos Grafico 29
e Tabela 24.
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Grafico 29 — Concentragdes de acetato de etila nas cachagas durante o processo de envelhecimento

em diferentes barris.
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A concentragado de acetato de etila da cachaga néo envelhecida (CNE 0) foi de
20,06 mg 100mL™" aa. O acetato de etila encontrado na cachaga ndo envelhecida, é
um produto do metabolismo secundario das leveduras produzido durante a
fermentacdo (CARDOSO, 2006).

A concentracdo de acetato de etila aumentou em média 91,07% da
concentragdo inicial (CNE 0) em todas as cachagas, independente de ser
envelhecida em barril de madeira ou ndo (CNE) apés 18 meses. Exceto para a
cachaga envelhecida em cerejeira, sendo a unica que apresentou uma redugao de
36,4% da concentracdo inicial de acetato de etila no 18° més de envelhecimento.

Nos primeiros trés meses, houve uma diminuigdo da concentragcdo de acetato
de etila em todas as cachacas. Esta diminuigcdo da concentracao do acetato de etila
pode ter ocorrido devido a uma estabilizagcdo do barril e difusdo da cachaca para a

madeira, e posteriormente, grande evaporagdo do etanol e dos compostos volateis
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da cachacas nesse periodo. Depois dos trés meses iniciais, a concentracido do
acetato de etila comegou a aumentar em fungcdo do tempo. As cachacas que
apresentaram as maiores concentracdes de acetato de etila apés 18 meses foram:
courbaril, seguido por balsamo, CNE, timborana, peroba, itauba, jaboty, jequitiba e
carvalho.

O grande aumento da concentragao de acetato de etila, no envelhecimento, ou
maturagcdo no caso da CNE, foi provavelmente ocasionado pela reagao entre o
etanol e o acido acético, formando continuamente o acetato de etila, conforme
equacgao (41). Segundo Reazin (1981), no uisque parte do acido acético encontrado
no destilado é originaria da madeira, ou de algum produto de sua degradagao
(REAZIN, 1981).

o 0
— OH .\ Y )k P + H,O
OH o

Etanol Acido acético Acetato de etila

(41)

Em estudo anterior, foi determinado que o acetato de etila € o principal éster
encontrado nas cachacas comerciais, representando em média 60,12% de todos os
ésteres; seguido do lactato de etila com 38,84%. Juntos, o acetato de etila e o
lactato de etila, representam 94,96% dos ésteres da cachaga (NASCIMENTO,
CARDOSO e FRANCO, 2008). O lactato de etila € um metabdlito secundario da
fermentagcdo do Lactobacillus spp., um microrganismo contaminante durante a
fermentacdo. O acetato de etila e o lactato de etila sdo os principais produtos de
esterificacdo entre o principal alcool (etanol) e os acidos acido acético e acido latico,
respectivamente, presentes no destilado.

As cachacas analisadas neste estudo apresentam teor médio de acetato de
etila de 38,01 mg 100 mL" aa apdés 18 meses. Este valor apresentou-se muito
abaixo do limite maximo permitido pela legislagéo brasileira para aldeidos de 200 mg
100 mL™" aa, expressos em acetato de etila (BRASIL, 2005).
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4.6.4 Metanol

As concentracbes de metanol na cachaga nao envelhecida e nas cachacas

envelhecidas, durante 18 meses, estdo demonstradas no Grafico 30 e Tabela 24.

Grafico 30 — Concentragbes de metanol (mg 100 mL™ aa) nas cachagas durante o processo de

envelhecimento em diferentes barris.
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A concentracdo de metanol na cachaga ndo envelhecida (CNE 0) foi de 3,04
mg 100 mL" aa. A concentracdo de metanol da CNE, jaboty, carvalho, jequitiba,
courbaril e cerejeira, ndo aumentaram com o tempo, apresentando valor médio de
2,65 mg 100 mL" aa apds 18 meses. As cachacas envelhecidas em itauba,
timborana e peroba apresentaram uma aumento de metanol de 100% da sua
concentragdo inicial, apés 18 meses. A cachaga envelhecida em balsamo
apresentou reducao 86,00% da sua concentracao inicial de metanol.

Durante o envelhecimento a concentracdo do metanol pode aumentar em

funcdo da taxa de evaporagdo do etanol e agua pela madeira do barril, e
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consequente concentragdo aparente dos demais congéneres presentes em
pequenas quantidades. A concentracdo do metanol pode diminur, semelhantemente
as reacdes de oxidacao do etanol, em funcdo da taxa de oxidagdo do metanol a
formaldeido (conc. aproximada de 0,5 ppm), que posteriormente pode ser oxidado a
acido férmico (acido etandico).

A legislacao brasileira permite uma concentracdo maxima de metanol de 20 mg
100 mL™" aa (BRASIL, 2005). Portanto, todas as cachagas analisadas neste estudos

apresentaram teor de metanol dentro da legislagao vigente.

4 .6.5 sec-butanol

As concentracbes médias de sec-butanol na cachaca nado envelhecida e nas
cachacas envelhecidas, durante 18 meses, estdo demonstradas nos Grafico 31 e
Tabela 24.

Grafico 31 — Concentragdes do sec-butanol (mg 100 mL” aa) nas cachacgas durante o processo de

envelhecimento em diferentes barris.
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A concentragdo de sec-butanol na cachacédo nédo envelhecida (CNEOQ) foi de
2,28 mg 100 mL" aa. Em todas as amostras a quantidade de sec-butanol nao
apresentou diferenga segnificativa, considerando o intervalo de confiaga de 0,95. A
concentracido de sec-butanol nas cachacgas apés 18 meses foi menor do que o limite

de quantificacéo de 0,63 mg 100 mL™" aa.

4.6.6 n-propanol

As concentragdes médias de n-propanol na cachaca nao envelhecida e nas
cachacas envelhecidas, durante 18 meses, estdo demonstradas nos Grafico 32 e
Tabela 24.

Grafico 32 — Concentragdes de n-propanol (mg 100 mL™ aa) nas cachagas durante o processo de

envelhecimento em diferentes barris.
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Fonte: A autora, 2011.

A concentragdo do n-propanol na cachaga nao envelhecida (CNE 0) foi de

38,64 mg 100 mL™" aa. A cachacga ndo envelhecida sofreu uma reducédo de 19,43%
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de n-propanol da sua concentracdo inicial apés 18 meses. As cachacas
envelhecidas apdés 18 meses em jaboty, itauba, carvalho, timborana, courbaril,
cerejeira e peroba, ndo apresentaram diferenga significativa na concentracéo de n-
propanol, quando comparadas com a CNE 0. Essas cachacas envelhecidas apos 18
meses, apresentaram concentragdo média de n-propanol de 40,34 mg 100 mL™" aa.
Apenas as cachacgas jequitiba e balsamo apresentaram aumento médio de
29,24% da sua concentracdo inicial de n-propanol apdés 18 meses de

envelhecimento.

4.6.7 Isobutanol

As concentracbes médias de isobutanol na cachaca nao envelhecida e nas
cachacas envelhecidas, durante 18 meses, estdo demonstradas nos Grafico 33 e
Tabela 24.

Grafico 33 — Concentragbes de isobutanol nas cachagas durante o processo de envelhecimento em

diferentes barris.
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A concentracdo de isobutanol na cachaga ndo envelhecida (CNE 0) foi de
36,18 mg 100 mL"' aa. A cachaca ndo envelhecida manteve constante a
concentracdo de isobutanol até 12 meses. Apés 18 meses a cachagca nao
envelhecida apresentou uma redugao significativa de isobutanol de 41,12% da sua
concentracgéo inicial (CNE 0).

As cachagas jaboty, itauba, carvalho, jequitiba, balsamo, courbaril e cerejeira
apresentaram um aumento médio significativo de isobutanol de 32,27% do valor
inicial (CNE 0), ap6s 18 meses de envelhecimento.

As concentracdes de isobutanol das cachagas envelhecidas em timborana e
peroba, permaneceram praticamente constantes durante os 18 meses de

envelhecimento.

4.6.8 n-butanol

O n-butanol nao foi detectado em nenhuma das cachacas analisadas.

4.6.9 Alcool Isoamilico

As concentragdes médias de alcool isoamilico na cachaga nao envelhecida e
nas cachagas envelhecidas, durante 18 meses, estdo demonstradas nos Grafico 34
e Tabela 24.

A concentracao do alcool isoamilico na cachaga ndo envelhecida (CNE 0) foi
de 115,11 mg 100 mL™" aa. No entanto, sua concentragdo aumentou no primeiro més
de armazenamento atingindo 142,62 mg 100 mL" aa, e depois manteve-se
constante até o 12° més, diminuindo rapidamente a 88,49 mg 100 mL™ aa.

Todas as cachacas envelhecidas apresentaram aumento médio de 42,82% da

concentracio de alcool isoamilico, comparado com a concentracio inicial.
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Grafico 34 — Concentragdes de alcool isoamilico (mg 100 mL™ aa) nas cachacgas durante o processo

de envelhecimento em diferentes barris.
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4.6.10 Alcodis Superiores

As concentracbes médias de alcodis superiores na cachaga nao envelhecida e
nas cachacas envelhecidas, durante 18 meses, estdo demonstradas no Grafico 35 e
Tabela 24.

As concentracdes de alcodis superiores foram calculadas através da soma dos
alcodis n-propanol, isobutanol e isoamilico, determinados neste estudo. A
concentragdo dos alcodis superiores na cachaga nao envelhecida (CNE 0) foi de
189,92 mg 100 mL™" aa. Apds o primeiro més de armazenamento, a concentracéo
aumentou chegando a 225,14 mg 100 mL™" aa, mantendo-se constante até o 12°
més, e diminuindo rapidamente até¢ 140,91 mg 100 mL" aa no 18° més. Este
comportamento ocorreu similarmente aos alcodis n-propanol, isobutanol e

isoamilico, descritos anteriormente.
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Grafico 35 — Concentragbes dos alcoodis superiores (mg 100 mL™” aa) nas cachagas durante o

processo de envelhecimento em diferentes barris.
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Todas as cachacas envelhecidas apresentaram aumento médio de 33,16% da
sua concentragéo inicial de alcodis superiores (CNE 0), quando envelhecidas por 18
meses.Os alcodis que mais contribuiram para o aumento da concentragao de alcodis
superiores na cachaga foram o alcool isoamilico, seguido do isobutanol e n-
propanol.

Nos estudos de Reazin (1981), os alcodis superiores (6leo fusel) no uisque
aumentaram cerca de 12% de sua concentracao inicial, quando envelhecidos em
barris de madeira por 4 anos. Foi constatado que os alcodis superiores (n-propanol,
isobutanol, n-butanol e isoamilico) ndo foram produzidos a partir do etanol, e o
aumento aparente da sua concentracdo, foi atribuida a perda por evaporacdo do
etanol durante o envelhecimento (REAZIN, 1981). A teoria de Reazin (1981) ndo se
aplica para a cachaca, pois o teor médio de etanol evaporado, para as madeiras

deste estudo, foi de 9,8%, ou seja, um valor muito menor do que o0 aumento médio
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da porcentagem dos alcodis superiores de 33,16%. Portanto, parte dos alcodis
superiores sdo formados durante o processo de envelhecimento em barris de
madeira. Portanto, o aumento da concentracdo dos alcodis superiores nido €
totalmente aparente, ou seja, ndo é totalmente causado pela evaporagao do etanol.
O aumento da concentragcdo de alcodis superiores deve estar relacionado ao
processo de envelhecimento em barris de madeira, j4 que apenas as cachacgas
envelhecidas apresentaram aumento da concentracdo de alcodis superiores.
Portanto, deve haver algum composto oriundo da madeira dos barris participando
das reagdes de formacao dos alcodis superiores.

A legislagdo permite que os alcodis superiores representados pela soma dos
alcoois isobutanol (2-metil propanol), isoamilicos (2-metil-1-butanol+3-metil-1-
butanol) e n-propanol (1-propanol), resultem em no maximo 360 mg 100 mL™" aa
(BRASIL, 2005). Neste estudo, o maior valor encontrado de alcodis superiores
ocorreu na cachaga envelhecida em jequitiba com 342,81 mg 100 mL™" aa. Desta
forma, todas as cachacas apresentaram concentracdo de alcodis superiores em

acordo com a legislagao vigente.

4.7 Analise Multivariada dos Congéneres e Contaminantes

Através da andlise multivariada, empregando a analise dos componentes
principais (PCA) e anadlise hierarquica de agrupamento (HCA), ndo foi possivel
diferenciar as cachagas e formar grupos, através dos resultados das analises de
congéneres e contaminates, conforme mostram os Graficos 36 e 38. A soma das
trés primeiras componentes principais (PC1 35,87%, PC2 23,67% e PC3 14,77%)
representaram 74,31% de toda a variabilidade. As variaveis que mais contribuiram
para a diferenciacdo de jequitiba 18 foram os alcoois superiores (isoamilico,
isobutanol e n-propanol), conforme mostram os Graficos 36 e 37. As variaveis que
mais contribuiram para a diferenciacdao das cachacas balsamo 18, courbaril 18,
jaboty 18, carvalho 18, itauba 18 e peroba 18 foram: acetato de etila e acetona. A
variavel que mais contribuiu para a diferenciagdo da cachacga timborana 18 foi o

aldeido acético, para a CNE 18 foi o metanol e para a cerejeira 18 foi o sec-butanol.
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Grafico 36 — Analise dos componentes principais: PC1 X PC2 e projecao das cachagas em diferentes

tempos de envelhecimento e em diferentes barris, em fungcédo dos congéneres e contaminantes, .
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As variaveis que mais contribuiram para PC1 foram isobutanol, isoamilico, n-
propanol, acetato de etila, acetona, adeido acético, metanol, e sec-butanol,
conforme mostra o Grafico 37. As variaveis que mais contribuiram para PC2 foram
acetato de etila, aldeido acético, sec-butanol, acetona, n-propanol, isoamilico,

isobutanol e metanol.

Grafico 38 — Dendograma das cachagas em fungdo da anadlises de congéneres e contaminantes,

com dados padronizados (sem escala), enlace completo e distancias Euclideanas.
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4.8 Carbamato de Etila das Cachagas Envelhecidas

Sob as condigdes experimentais da analise em GC/MS, o carbamato de etila foi
quantificado em amostras de cachaca nao envelhecida e cachacas envelhecidas em
barris de: courbaril, peroba-do-campo, balsamo, jequitiba, cerejeira, timborana,
jaboty, itauba e carvalho. As cachagas foram avaliadas nos meses 0, 6, 9, e 18 de

envelhecimento, conforme apresentam a Tabela 25 e o Grafico 39.
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Tabela 25 — Concentragbes de carbamato de etila (ug L'1) na cachagca nao envelhecida e nas cachagas envelhecidas em diferentes tempos de

envelhecimento em barris de jaboty, itauba, carvalho, timborana, jequitiba, balsamo, courbaril, cerejeira e peroba.

S _— Tempo de envelhecimento
achacgas eito
0 meses 6 meses 9 meses 18 meses Média

CNE * 510,35+8,30° 493,13+57,72° 624,06+33,72°% 280,60+15,40° 477,04+132,91
Jaboty * 510,35+8,30° 420,72+4 1 22P 358,14J_r25,58b 296,96+51 ,99b 396,54+86,20
Itauba ns 510,35+8,30 382,57+21,30 403,00+0,00 428,24+22,46 431,04+52,59
Carvalho * 510,35+8,30° 996,38+108,1 7° 408,74+24,21° 527,30+12,91° 610,69+242,11
Timborana * 51 0,35i8,30""b 574,59+22,81° 533,37+32,57° 386,74+22,1 5° 501,26+75,78
Jequitiba ns 510,3548,30 450,05+21,44 583,72+0,00 528,20+50,91 518,42+55,70
Balsamo ns 510,35+8,30 581,46+5,13 596,78+0,00 467,00+20,88 538,90+56,08
Courbaril * 510,35+8,30° 541,98+51,72° 550,88+11,99% 368,79t50,85b 493,00+82,82
Cerejeira ns 510,35+8,30 467,43+24,66 525,65+5,51 419,33+42,43 480,78+48,33
Peroba * 510,35+8,30° 790,941145,83b 1303,01+98,91° 1006,05t29,14OI 902,59+312,77
Média 510,35+8,30 569,93+189,51 588,90+259,10 470,92+200,75 535,03+192,82

Fonte: A autora, 2011.
Nota: Valores médios + desvio padrdo (irés amostras para cada tipo de cachaga); valores médios na mesma linha com letras diferentes sao
significativamente (*P<0.05) diferentes pelo teste de Tukey; ns: sem diferencga significativa; <LQ: abaixo do limite de quantificagao (LQ).
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Grafico 39 — Concentragdes de carbamato de etila (ug L'1) nas cachagas durante o processo de
envelhecimento em diferentes barris.
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Fonte: A autora, 2011.

A concentracdo de carbamato de etila da cachaga ndo envelhecida foi de
510,35 ug L. A concentracdo de carbamato de etila nas CNE, jaboty e courbaril,
ndo variaram significativamente nos meses 0, 6 e 9 de envelhecimento. No entanto,
no 18° més a concentragao de carbamato de etila diminuiu 61,80% da concentracao
inicial (CNE 0).

As cachacgas envelhecidas em itauba, carvalho, timborana, jequitiba, balsamo e
cerejeira, nao apresentaram variagao significativa do teor de carbamato de etila apos
18 meses de envelhecimento. A cachacga envelhecida em carvalho no més 6
apresentou um inesperado aumento do teor de carbamato de etila, que pode ser um
erro experimental.

A cachaca envelhecida em peroba foi a uUnica que apresentou aumento
significativo de 97,12% da concentragdo de carbamato de etila durante o

envelhecimento por 18 meses.
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O Grafico 40 representa as médias das concentracdes de carbamato de etila
das cachacgas agrupadas em fung¢do da espécie da madeiras, em diferentes tempos

de envelhecimento (média de todos os tempos de envelhecimentos).

Grafico 40 — Concentragdes médias de carbamato de etila (ug L'1) nas cachacgas envelhecidas em

diferentes barris de madeira.
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Fonte: A autora, 2011.

A cachaca envelhecida em peroba apresentou a maior concentragao média de
carbamato de etila de 902,59 ug L'. As demais cachagas mantiveram a
concentracdo de carbamato de etila constante, considerando o intervado de
confianca de 0,95.

O Grafico 41 representa as médias das concentracdes de carbamato de etila
das cachagas agrupadas por tempos de envelhecimento, independente da espécie

da madeira do barril.
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5 CONCLUSAO
5.1 Constituintes Fenodlicos, Furfuraldeido e Capacidade Antioxidante

Foram quantificados sete compostos fendlicos (acido galico, acido vanilico,
vanilina, acido siringico, siringaldeido, cumarina e escopoletina), 2-furfuraldeido, e a
capacidade antioxidante (fendis totais, inibicdo ao radical DPPH- e FRAP) na
cachaca nao envelhecida e nas cachacgas envelhecidas em barris de jaboty, itauba,
carvalho, timborana, jequitiba, balsamo, courbaril, cerejeira e peroba, durante 18
meses de envelhecimento.

Dentre os compostos fendlicos analisados neste estudo, o acido galico foi o
composto fendlico encontrado em maior quantidade em 60% das cachacas
analisadas.

A vanilina foi encontrada em grande quantidade na cachacga envelhecida em
peroba, atingindo 59,84 mg L™ no 18° més de envelhecimento. O alto contetido de
vanilina deve proporcionar caracteristicas sensoriais desejaveis a cachaga.

O acido siringico foi encontrado em maior quantidade nas cachagas
envelhecidas em barris de peroba (99,20 mg L™") e courbaril (75,99 mg L™).

O siringaldeido foi encontrado em grandes concentragdo nas cachacgas
envelhecidas, por 18 meses, em barris de carvalho (2,67 mg L), peroba (2,36 mg L’
') e balsamo (1,24 mg L™).

A cumarina foi encontrada em grandes quandidades na cachaga envelhecida
em cerejeira (443,51 mg L™), valor este 46,6 vezes maior do que o limite maximo
permitido, de 9,52 mg L™, estabelecido pelo Codex Alimentarius (SPROLL et al.,
2008). Portanto, ndo é recomendado que se empregue a madeira de cerejeira na
confecgao de barris no envelhecimento de cachaga. Algumas madeiras brasileiras
apresentam maior conteudo de cumarina do que o carvalho.

A escopoletina ndo foi detectada em nenhuma das cachacgas analisadas (LD <
1,07 mgL™).

A SCF (Soma dos Compostos Fendlicos) das cachagas foram: cerejeira 18
(584,48 mg L), peroba 18 (246,49 mg L"), courbaril 18 (153,42 mg L"), balsamo 18
(68,69 mg L"), timborana 18 (52,02 mg L), jequitiba 18 (51,84 mg L), carvalho 18
(10,26 mg L"), itauba 18 (6,01 mg L), jaboty 18 (3,26 mg L") e CNE (2,27 mg L™).
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A concentracao do furfuraldeido aumentou nas cachacas envelhecidas pos 18
meses, atingindo as seguintes concentragdes: courbaril 18 (11,68 mg L"), balsamo
18 (10,64 mg L"), peroba 18 (6,53 mg L"), cerejeira 18 (6,35 mg L") e timborana 18
(5,86 mg L™"). Manteve-se constante na CNE (4,48 mg L"), itauba 18 (4,86 mg L™),
carvalho 18 (4,73 mg L) e jaboty 18 (4,15 mg L ™). Diminuiu na cachaca envelhecida
em jequitiba 18 (0,60 mg L™).

As cachagas com maior capacidade antioxidante, baseando-se no ranking dos
resultados obtidos pelos trés métodos de analise utilizados (FC, DPPH- e FRAP),
foram as envelhecidas em barril de balsamo, seguido por timborana, cerejeira,
courbaril, peroba, jequitiba, carvalho, itauba e jaboty. A cachaga nao envelhecida
apresentou capacidade antioxidante desprezivel.

A capacidade antioxidante medida pelos métodos Folin-Ciocalteu, DPPH- e
FRAP, demonstraram boa correlagdo entre si: FRAP e DPPH- (R = 0,707); FRAP e
FC (R?*=0,680); FC e DPPH- (R? = 0,765).

Através da PCA e HCA e a partir dos resultados de compostos fendlicos,
furfuraldeido e capacidade antioxidante, as cachacgas foram classificadas em 5
grupos: grupo 1 (CNE, itauba, jaboty e carvalho), grupo 2 (jequitiba e timborana),
grupo 3 (balsamo e courbaril), grupo 4 (cerejeira) e grupo 5 (peroba).

O perfil fendlico tornou-se mais complexo e a concentracdo de cada composto
fendlico aumentou com o tempo de envelhecimento. A origem botancia da madeira
afetou a composigdo fendlica de cada cachaga. O envelhecimento permitiu a
incorporacdo de compostos fendlicos que conferiram capacidade antioxidante as
cachacas envelhecidas, visto que a cachaca nao envelhecida apresentou conteudo
de compostos fendlicos e capacidade antioxidante despreziveis. A composi¢ao
fendlica determinou a capacidade antioxidante das cachacas envelhecidas. A
cachaga envelhecida € uma fonte de antioxidantes exdgenos. Neste estudo, a
maioria das madeiras brasileiras apresentaram maior teor de compostos fendlicos e
capacidade antioxidante do que o carvalho.

As cachacgas envelhecidas em barris de cerejeira, courbaril e jequitiba por 18
meses e o0s vinhos tintos apresentaram alta capacidade antioxidante. Os vinhos
brancos, uisques e cachaca envelhecida por 18 meses em carvalho apresentaram

meédia capacidade antioxidante.
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5.2 Congéneres e Contaminantes

Os congéneres (aldeido acético, acetona, acetato de etila, n-propanol,
isobutanol, e isoamilico) e contaminantes (metanol, sec-butanol e n-butanol) foram
quantificados na cachacga nao envelhecida e nas cachagas envelhecidas em barris
de nove madeiras diferentes (jaboty, itauba, carvalho, timborana, jequitiba, balsamo,
courbaril, cerejeira e peroba) no 1°, 3°, 6°, 9°, 12° e 18° més de envelhecimento.

Dentre os congéneres e contaminantes analisados, os compostos encontrados
em maior concentragcdo nas cachagas analisadas foram: alcool isoamilico 140,41 mg
100 mL™" aa, n-propanol 40,81 mg 100 mL™ aa, isobutanol 39,23 mg 100 mL™" aa,
acetato de etila 22,44 mg 100 mL™" aa, metanol 4,5 mg 100 mL™" aa, acetona 1,03
mg 100 mL™ aa, sec-butanol 1,11 mg 100 mL™" aa e n-butanol < LQ.

A concentracao de aldeido acético aumentou em média 16,54% nas cachacas
envelhecidas em barris de madeira.

A concentragdo da acetona e sec-butanol mantiveram-se praticamente
constante durante o envelhecimento da cachaca.

A concentragdo do metanol diminuiu cerca de 86% em balsamo, manteve-se
constante em CNE, jaboty, carvalho, jequitiba, courbaril e cerejeira, e aumentou
cerca de 100% em itauba, timborana e peroba.

A concentragao de acetato de etila aumentou em média 91,07% nas cachacas
apos 18 meses.

O n-butanol ndo foi detectado em nenhuma cachacga analisada.

A concentragao de n-propanol permaneceu constante na maioria das cachacas
durante o envelhecimento. Exceto nas cachagas envelhecidas em jequitiba e
balsamo, cujas concentragdes aumentaram em média 29,34%.

A concentracdo de isobutanol aumentou cerca de 32,25% na maioria das
cachacas apoés 18 meses de envelhecimento.

Todas as cachacgas envelhecidas apresentaram aumento significativo de
42,82% da concentracdo de alcool isoamilico apés 18 meses de envelhecimento.

A concentracdo de alcodis superiores aumentou em média cerca de 33,16% da
sua concentragao inicial em todas as cachagas envelhecidas. Dos alcoodis
analisados, os que mais contribuiram para o aumento da concentracdo de alcoodis

superiores na cachaga foram: o alcool isoamilico, seguido do isobutanol e n-
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propanol. Deve haver algum composto oriundo da madeira dos barris, participando
das reagdes de formacao dos alcodis superiores.

Através da analise dos componentes principais (PCA e HCA) nao foi possivel
diferenciar as cachacas envelhecidas em funcdo das espécies das madeiras, e
formar grupos através dos resultados das analises de congéneres e contaminates.
No entanto, as variaveis que mais contribuiram para a diferenciagao das cachacas
foram isobutanol, isoamilico, n-propanol, acetato de etila e aldeido acético.

No envelhecimento, o acetato de etila e o aldeido acético parecem ser
originarios de reagdes entre componentes da cachaca. No entanto, ha indicativos de
que os alcodis superiores sdo originarios de reagdes envolvendo o destilado e
compostos oriundos dos barris de madeira. Dos congéneres analisados, as maiores
alteragdes foram a formacdo de: acetato de etila (91,01%), alcodis superiores
(33,16%) e aldeido acético (16,54%). Dentre os alcodis superiores, 0s que mais
apresentaram aumento de sua concentracdo foi o alcool isoamilico (42,82%),

seguido do isobutanol (32,25%) e n-propanol (29,34)

5.3 Carbamato de Etila

O carbamato de etila foi quantificado na CNE e nas cachacgas envelhecidas em
barris de diferentes madeiras (jaboty, itauba, carvalho, timborana, jequitiba, balsamo,
courbaril, cerejeira e peroba) no 6°, 9° e 18° més de envelhecimento.

A concentragdo de carbamato de etila nas cachacas manteve-se constante em
itauba, carvalho, timborana, jequitiba, balsamo e cerejeira.

Na CNE, jaboty e courbaril, a concentracdo de carbamato de etila diminuiu
cerca de 61,80% da sua concentracdo inicial.

A cachaca envelhecida em peroba foi a Unica que apresentou aumento da
concentragdo de carbamato de etila (97,12%) durante o envelhecimento por 18
meses. Este aumento pode estar relacionado aos alto teor de extrativos da peroba,
que além de compostos fendlicos, podem conter precursores nitrogenados, que
fazem parte das varias vias possiveis para a formagao de CE, através de reacdes

com o etanol.
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5.4 Consideragodes Finais

A madeira balsamo, seguida por timborana, courbaril, jequitiba, carvalho, itauba
e jaboty foram as mais indicadas para o envelhecimento porque apresentaram maior
capacidade antioxidante, e se adequaram aos limites estabelecidos pela legislagao
para cumarina, congéneres, contaminates e carbamato de etila. Os barris de
cerejeira e peroba ndo foram indicados porque durante o envelhecimento
apresentaram aumento da concentragdo de cumarina e carbamato de etila,

respectivamente, com valores muito acima dos permitidos pela legislagdo vigente.
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APENDICES

Apéndice 1 — Cromatogramas das solugdes padrao 1 a 5, contendo os seguintes
picos: (1) acido galico; (2) furfuraldeido; (3) acido vanilico, (4) vanilina; (5) acido
siringico; (6) siringaldeido (7) cumarina; (8) escopoletina.
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Apéndice 2 — Cromatogramas das solugbes padrédao 6 a 11, contendo os
seguintes picos: (1) acido galico; (2) furfuraldeido; (3) acido vanilico, (4) vanilina;

(5) acido siringico; (6) siringaldeido (7) cumarina; (8) escopoletina.
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Apéndice 3 — Curva analitica do acido galico.
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Apéndice 4 — Curva analitica do furfuraldeido.
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Apéndice 5 — Curva analitica do acido vanilico.
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Apéndice 6 — Curva analitica da vanilina.
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Apéndice 7 — Curva analitica do acido siringico.

y =47225x + 1915,4
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Apéndice 8 — Curva analitica do siringaldeido.
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Apéndice 9 — Curva analitica da cumarina.
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Curva analitica da escopoletina.
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Apéndice 11 — Cromatograma da cachaca ndo envelhecida, contento: (2) 2-

furfuraldeido.
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Apéndice 12 — Cromatograma da cachaga envelhecida por 18 meses em barril de
balsamo, contento (1) acido galico; (2) furfural; (3) acido vanilico; (4) vanilina; (5)

acido siringico; (7) cumarina.
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Apéndice 13 — Cromatograma da cachaga envelhecida por 18 meses em barril de

jaboty, contento (1) acido galico; (2) furfural; (3) acido vanilico; (4) vanilina; (5)

acido siringico.
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Apéndice 14 — Cromatograma da cachaga envelhecida por 18 meses em barril de

carvalho branco, contento (1) acido galico; (2) furfural; (3) acido vanilico; (4)

vanilina; (5) acido siringico; (6) siringaldeido.
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Apéndice 15 — Cromatograma da cachaga envelhecida por 18 meses em barril de

peroba, contento (1) acido galico; (2) furfural; (3) acido vanilico; (4) vanilina; (5)

acido siringico; (6) siringaldeido; (7) cumarina.
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Apéndice 16 — Cromatograma da cachaga envelhecida por 18 meses em barril de

courbaril, contento (1) acido galico; (2) furfural; (3) acido vanilico; (4) vanilina; (5)

acido siringico; (7) cumarina.
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Apéndice 17 — Cromatograma da cachaga envelhecida por 18 meses em barril de

jequitiba, contento (1) acido galico; (2) furfural; (3) acido vanilico; (4) vanilina; (5)

acido siringico; (7) cumarina.
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Apéndice 18 — Cromatograma da cachaga envelhecida por 18 meses em barril de

itauba, contento (1) acido galico; (2) furfural; (3) acido vanilico; (4) vanilina; (5)

acido siringico; (7) cumarina.
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Apéndice 19 — Cromatograma da cachaga envelhecida por 18 meses em barril de
timborana, contento (1) acido galico; (2) furfural; (3) acido vanilico; (4) vanilina;

(5) acido siringico; (7) cumarina.
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Apéndice 20 — Cromatograma da cachaga envelhecida por 18 meses em barril
de cerejeira, contento (1) acido galico; (2) furfural; (3) acido vanilico; (4) vanilina;

(5) acido siringico; (7) cumarina.
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Apéndice 21 — Curva analitica do padrao acido galico (0 a 1000 mg L") analisado

pelo método de Foulin-Ciocalteu.

y =0,0009x + 0,0206
R?=0,9980

0,9 0
0,8

0,7 /

0,6
0,5
0,4

0,3
0,2

0,1
0 "./

A750nm

0 200 400 600 800 1000 1200
GAE( mg L")

Barras verticais: desvio padrao (n=3 triplicata).

Apéndice 22 — Curva analitica do padrdo DPPH- (0 a 40 ug mL™) analisado
pelo método do DPPH - .

y =0,0293x - 0,021
R? =0,9992

1,35

-0,05 >
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

DPPH- (ug mL-)
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Barras verticais: desvio padrao (n=3 triplicata).

Apéndice 23 — Curva analitica do padrdo sulfato ferroso (0 a 2000 umol L)

analisado pelo método do FRAP.

y =0,0004x - 0,0039
R?=0,9999

0,9 /E

0,8

06 A

s e

02 /

N | | | |

0 500 1000 1500 2000 2500

Sulfato ferroso (umol L)

A595nm

Barras verticais: desvio padrao (n=3 triplicata).
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Apéndice 24 — Espectros de massa do aldeido acético no modo scan.

Aldeido acético — OCHMe
CAS#75-07- MM 44

Espectro de massas do aldeido acético das amostras cachacgas

CoH0*
] AV O
] et \F
"
_500—_ C,0* *
- 4’)
: fl i
0 ] I I 1 I I 1 : I 1 I I 1 I 1 I 1 1 1
30 40 50 60 70
Espectro de massas do aldeido acético da espectroteca Wiley (7a ed.).
Int. | 29
b 44
OCHMe
500:
250:
0: [T R : | ;
25 | 250 215 ' ‘300 335 350 35 400 @ 425 450 mb

[Dados do espectro de massas das amostras de cachaga]
n. do pico 1

TR  5.092 -> 5.158 (scan : 491 -> 499)

Background 5.192 -> 5.475 (scan : 503 -> 537)

Pico base m/z 44.05 (Inten : 7,296)

m/z Instensidade absoluta Instensidade relativa
44.05 7296 100.00
43.05 4118 56.44
42.05 1685 23.09
41.05 1184 16.23
39.95 531 7.28
30.10 382 5.24
45.05 259 3.55
73.10 174 2.38




Apéndice 25 — Espectros de massa da acetona no modo scan.

Acetona (Propanona) - MeCOMe
CAS#67-64-1 MM 58

Espectro de massas da acetona das amostras cachagas

i 4 C2Hs0” \”/
5000-

- 0

: C3HsO" 58

: P |

0 |l t Ll 1 I ] 1 Ll 1 I } } I I Ll 1 1 ] 1 ] 1 1 1 1 | 1 1 I 1
30 35 40 45 50 55 60
Espectro de massas da acetona das espectroteca Wiley (7a ed.).
Int. | 43
MeCOMe

500+

58

27

[ | ! | !
T P " P VLI P I LT I IR P PN A PR oy

[Dados do espectro de massas da amostra de cachacga]
n.do pico 2

TR  7.117 -> 7.275 (scan : 614 -> 633)

Background 7.283 -> 7.592 (scan : 634 -> 671)

Pico base m/z 43.05 (Inten : 9,889)

206

m/z Instensidade absoluta Instensidade relativa
43.05 9889 100.00
58.05 2838 28.70
32.00 1797 18.17
42.05 945 9.56
39.00 472 4.77
41.00 390 3.94
30.00 295 2.98
44.05 321 3.25
38.05 118 1.19
59.05 103 1.04
73.10 2 0.02
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Apéndice 26 — Espectros de massa do acetato de etila no modo scan.

Acetato de etila — EtOAc
CAS#141-78-6 MM 88

Espectro de massas do acetato de etila das amostras cachacgas.

CoH3Q"
"5000- ¥ it
: CzHs0" )ko/\
i * C4HsO" C4Hs05"
7 61 7
0 N [ ¥ 88

30 .
'35 4 s, e 10 s 90

Espectro de massas acetato de etila da espectroteca Wiley (7a ed.).

o EtOAcC

250+

0 .|.T. [ 11 | | gr

EE st eh e T 9 iz

8: ~

% 3b----35----4b-- -4.5----Sb----5|5----sb----6|5----

[Dados do espectro de massas do acetato de etila das amostras de cachacga]
n.do pico 3

TR  9.525->9.633 (scan : 783 -> 796)

Background 9.208 -> 9.375 (scan : 745 -> 765)

Pico base m/z 43.05 (Inten : 36,562)

m/z Instensidade absoluta Instensidade relativa
43.05 36562 100.00
45.05 4722 12.92
61.05 3979 10.88
70.05 3634 9.94
42.05 2886 7.89
73.05 1734 4.74
88.05 1038 2.84
44.05 878 2.40
30.05 789 2.16
41.10 275 0.75
32.00 235 0.64
34.05 32 0.09
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Apéndice 27 — Espectros de massa do metanol no modo scan.

Metanol — MeOH

CAS#67-56-1 MM 32

Espectro de massas do metanol das amostras cachagas.

R CH30H
200e3- £3) e
. /
: CH30+ H 0
100e3-
- H
0e3-l ! LI L LI | l I l. 1 4;4 | L LI N B B U B B | 5|9 I
30 35 40 45 50 55 60
Espectro de massas do metanol da espectroteca Wiley (7a ed.).
Int. | 31
MeOH
5005
250:
] 1
D- I ’5 R | | L
125 “150° 115 "200 235 250 215 300 35 oz

[Dados dos espectro de massas do metanol das amostras de cachaga]

n.do pico 4

TR  10.750 -> 10.917 (scan : 810 -> 830)
Background 11.000 -> 11.292 (scan : 840 -> 875)

Pico base m/z 32.00 (Inten : 9,461)

m/z Instensidade absoluta Instensidade relativa
32.00 9461 100.00
31.05 7316 77.33
30.00 1049 11.09
39.95 368 3.89
44.00 100 1.06
45.10 40 0.42
42.10 19 0.20




Apéndice 28 — Espectros de massa do sec-butanol no modo scan.

2-Butanol/sec-butanol — s-BuOH

CAS#78-92-2

Espectro de massas do sec-butanol das amostras de cachaga.

MM 74

N M- Et HO
i 45
] 3] M* - Me
] 1
0- 1 ! LI I DL I | Il I| ll II Il ll L L L
30 35 40 45 50 55 60
Espectro de massas do sec-butanol da espectroteca Wiley (7a ed.).
Int. | 45
s—BuOH
5004
250:
] 31 5
0: ! | | | | . | | [ 12
"2 T s 0 T3 T4o0 0 45 so 0 sso e s 70 i

[Dados do espectro de massas do sec-butanol das amostras de cachaga])

n.dopico 5

TR

17.658 -> 17.850 (scan : 1519 -> 1542)

Background 17.875 -> 18.217 (scan : 1545 -> 1586)
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Pico base m/z 45.05 (Inten : 11,367)

m/z Instensidade absoluta Instensidade relativa
45.05 11367 100.00
31.05 3295 28.99
59.05 2226 19.58
41.05 1995 17.55
43.05 1389 12.22
44.05 1143 10.06
32.00 712 6.26
46.05 648 5.70
42.05 550 4.84
39.10 456 4.01
39.95 169 1.49
57.15 187 1.65
55.15 154 1.35
30.05 153 1.35
34.05 1

0.01




Apéndice 29 — Espectros de massa do n-propanol no modo scan.

Propanol — PrOH

CAS#71-23-8 MM 60

Espectro de massas do n-propanol das amostras de cachaga.

— 31 Me*OH /\/OH
250004 .
- 36
] t M-1)"
0 i ] t 1 1) 1 1] I 1 1) 1 ll ‘I ll ll 4;3 1] I 1 1] 1 1] 1 1] 1 ] ' 1 1] 1 Slglll 1
30 35 40 4% 50 55 60

Espectro de massas do n-propanol da espectroteca Wiley (7a ed.).

Int. 31

PrOH

[Dados do espectro de massas do n-propanol das amostras de cachagal)
n.do pico 6

TR  18.358 -> 18.625 (scan : 1603 -> 1635)

Background 18.700 -> 19.108 (scan : 1644 -> 1693)

210

Pico base m/z 31.05 (Inten : 30,421)

m/z Instensidade absoluta Instensidade relativa
31.05 30421 100.00
42.10 3754 12.34
59.10 2770 9.1
41.10 2368 7.78
60.10 1524 5.01
39.05 1310 4.31
43.05 833 2.74
30.05 829 2.73
39.95 491 1.61
33.10 398 1.31
45.10 345 1.13
44.05 100 0.33
57.15 61 0.20
38.10 73 0.24
34.05 10 0.03
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Apéndice 30 — Espectros de massa do isobutanol no modo scan.

Isobutanol /2-metil-1-propanol — i-BuOH
CAS#78-83-1 MM 74

Espectro de massas do isobutanol das amostras de cachaga.

150004 (M—OH-CHy) « (M- OH-CH)
JCHz - OH)* }1 4B
100009 4 ' OH
50004 ‘ N M-’
o L 37 7

4 0 & 1M

Espectro de massas do isobutanol da espectroteca da Wiley (7a ed.).

Int. 43

750 j_ - Bu OH

74

5
0...:..1.§......:.!l.!:....:.' !!.......:.!!!.!9...........!....
1 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 miz

[Dados do espectro de massas do isobutanol das amostras de cachacga]
n. do pico 7

TR  21.950 -> 22.158 (scan : 2034 -> 2059)

Background 22.242 -> 22.608 (scan : 2069 -> 2113)

Pico base m/z 43.10 (Inten : 13,758)

m/z Instensidade absoluta Instensidade relativa
43.10 13758 100.00
41.05 10274 74.68
4210 9453 68.71
33.05 9111 66.22
31.05 8894 64.65
39.05 3042 22.11
74.05 1109 8.06
56.10 664 4.83
55.10 714 5.19
44.05 502 3.65
57.10 397 2.89
40.00 433 3.15
38.05 369 2.68
45.05 324 2.35
59.10 310 2.25
73.10 217 1.58
34.00 135 0.98
30.05 168 1.22
37.15 82 0.60




Apéndice 31 — Espectros de massa do n-butanol no modo scan.

n-Butanol - Me(CH;);OH
CAS#71-363 MM 74

Espectro de massas do n-butanol das amostras de cachaca.

30007, cr.omy (CaHg)"
N CsH7)"
20003 e NG NG i
. l OH
10003 ' |
O:I;IlllI!IIlll|JlllllIlI|I
35 40 45 50 55
Espectro de massas do n-butanol da espectroteca da Wiley (7a ed.).
Int. | 56
Me (CH» ) 30H
750 31
4 41
500{
250{
ol 1 || | | | | | .
25 3 3s 40 " 4s 50 55 60 65 0 T Tz

[Dados do espectro de massas do n-butanol das amostras de cachaga]
n.do pico 8

TR  28.017 -> 28.142 (scan : 2402 -> 2417)
Background 28.167 -> 28.500 (scan : 2420 -> 2460)
Pico base m/z 31.05 (Inten : 1,955)
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m/z Instensidade absoluta Instensidade relativa
31.05 1955 100.00
41.05 1798 91.97
56.05 1603 81.99
42.05 1026 52.48
43.05 897 45.88
39.95 436 22.30
39.05 295 15.09
45.10 187 9.57
44.05 160 8.18
33.10 64 3.27
34.05 11 0.56




Apéndice 32 — Espectros de massa do isoamilico no modo scan.
Isoamilico / 3-metil-1-butanol - HOCH,CH>.CHMe:>

213

CAS#123-51-3 MM 88
Espectro de massas do isoamilico das amostras de cachaga.
- (M-H20-C2Ha)" (M-H20-CHa)"
. + +
5 (M-H20)
25000+ J\/\ 7
] OH
0- 1 I ) | 1 | | I : J ’ l. ; - - ; 1 7I1 .
] 1 1 1 1 1l I 1 1
30 40 50 60 70
Espectro de massas do isobutanol da espectroteca da Wiley (7a ed.).
Int. § 41 55
. HOCH2CH2CHMe»
750+ 0
5004
250:
o A S
ERE) T s 0 55 60 65 0 75 80 85 iz
[Dados do espectro de massas do isoamilico das amostras de cachacga]
n. do pico 9
TR 28.650 -> 28.867 (scan : 2838 -> 2864)
Background 28.908 -> 29.342 (scan : 2869 -> 2921)
Pico base m/z 41.05 (Inten : 27,903)
m/z Instensidade absoluta Instensidade relativa
41.05 27903 100.00
55.05 23214 83.20
42.10 21852 78.31
70.10 17722 63.51
43.10 15963 57.21
31.05 15141 54.26
57.10 13229 47.41
56.10 11157 39.98
39.05 9007 32.28
32.00 4408 15.80
45.10 4248 15.22
46.10 1816 6.51
40.00 1450 5.20
71.05 1346 4.82
69.10 1204 4.31
44.05 1213 4.35
30.05 1130 4.05
58.10 957 3.43
53.10 897 3.21
38.05 701 2.51
59.10 318 1.14
51.05 233 0.84
47.15 227 0.81
33.05 214 0.77
50.10 178 0.64
37.05 122 0.44
60.20 38 0.14
54.05 45 0.16




Apéndice 33 — Espectros de massa do pentanol (Pl) no modo scan.

1-Pentanol — Me(CH;),OH
CAS#71-41-0 MM 88

Espectro de massas do pentanol adicionado nas amostras de cachaga como padréo interno (PI).

1 (M-H20-CoHa)*
] . -H,0- * AN
10000 i (He0-CFe) Ho
B 5 (M-H20)"
50007 7
0: |l : | | I | ; | i l | I | I I | I | | . 7A].I
30 40 50 60 10
Espectro de massas do pentanol da espectroteca da Wiley (7a ed.).
Int. | 42
: Me (CH»2) 4OH
750: 3
] 55
5005
i 7
2505
0: ] | ! . | | | . | ‘ ] | .
I ) EEEERES Tss 0 e s 90 mig

[Dados do espectro de massas pentanol das amostras de cachaga]

n. do pico 10
TR  31.117 -> 31.258 (scan : 3134 -> 3151)
Background 31.342 -> 31.733 (scan : 3161 -> 3208)

214

Pico base m/z 42.10 (Inten : 18,917)

m/z Instensidade absoluta Instensidade relativa
42.10 18917 100.00
41.05 12369 65.39
55.10 11533 60.97
31.05 10790 57.04
70.10 7413 39.19
43.10 4355 23.02
32.00 3857 20.39
39.05 3582 18.94
57.10 3015 15.94
56.10 2378 12.57
45.10 881 4.66
69.10 746 3.94
30.05 545 2.88
44.05 455 2.41
71.15 348 1.84
40.00 326 1.72
58.05 248 1.31
53.20 189 1.00
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Apéndice 34 — Cromatogramas das analises em GC/MS dos padrbes analiticos

nas concentracoes de 1 a 3.

mYy
L B b N preees Py r-peritariol
Tar ol isoamilico
10 == m e  RELTTL R EEEERCE TR PR  RECTTEEELTLEELEEL LT LRI
) R aldeido™ """ acetato | "‘"'""s'e'rg;-_biébéhbl'l's'dﬁﬁféﬁb """""""
e o SN L T |
] | 2% fmatand WASDIMOL L A Rl o
0 10 Tempo (minutos) 20 30

Apéndice 35 — Cromatogramas das analises em GC/MS dos padrbes analiticos

nas concentracbes de 4 a 7.

my
T S R R S R——
etana . ’ .
T b isoamilico - .- ____
20{----mem e ecsansenansnfsensss S FAPRRRRPSRRSRRRRR R TSRS RR R | [ F——
aldfa!do acetato | iso-butanol ri-pentanol
acetico de etila n-propanos
acetona atana sec-butariol n-butanol
U e 3
0 10 Tempo (minutos) 20 30




Apéndice 36 - Curva analitica do aldeido acético em GC/MS.

y = 0,3352x - 0,0024
R2 = 0,9995

0,45
0,40
0,35
0,30
0,25

0,20

Rz (A)

0,15
0,10
0,05

0,00
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 14

Rz (C)

-0,05

Barras verticais: desvio padréo (n=3 triplicata).

Apéndice 37 — Curva analitica da acetona em GC/MS.

y = 0,4478x + 0,0022
R?=0,9940
0,3

®
0,25 /
0,2 /

0,15 /§//
0,1 /

0,05 N /.

Rz (A)

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Rz (C)

Barras verticais: desvio padrao (n=3 triplicata).
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Apéndice 38 — Curva analitica da acetato de etila em GC/MS.

Rz (A)

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

y =0,3311x - 0,001
R?=0,9970

0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8
Rz (C)

Barras verticais: desvio padréo (n=3 triplicata).

Apéndice 39 — Curva analitica do metanol em GC/MS.

Rz (A)

0,24

0,19

0,14

0,09

0,04

-0,01 e
0

y = 0,2962x + 0,0054
R#=0,9973

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Rz (C)

Barras verticais: desvio padréo (n=3 triplicata).



Apéndice 40 — Curva analitica da n-propanol em GC/MS.

Rz (A)

218

y = 0,7462x + 0,0039

R?=0,9987

1,8
1,6
1,4

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

0 0,5 1 1,5 2
Rz (C)

Barras verticais: desvio padrao (n=3 triplicata).

Apéndice 41 — Curva analitica da sec-butanol em GC/MS.

Rz (A)

2,5

y =0,6713x + 0,0029

R?=0,9987

0,45

0,4 »
0,35 -

0,3 -
0,25 -

0,2 >
0,15 -

0,1 i}
0,05 P

0oe

005 0 0.1 0,2 0.3 0.4 0.5 0.6

Rz (C)

Barras verticais: desvio padrao (n=3 triplicata).

0,7



Apéndice 42 — Curva analitica da isobutanol em GC/MS.

Rz (A)

1,8
1,6
1,4

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

0,5 1 Rz (C) 1,5

y =0,8802x - 0,013
R?=0,9980

Barras verticais: desvio padrao (n=3 triplicata).

Apéndice 43 — Curva analitica da n-butanol em GC/MS.

Rz (A)

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

y =9,0261x - 0,0067

R?=0,9974
e
P
///
7
e
-
//
////
///
j//
=
0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
Rz (C)

Barras verticais: desvio padrao (n=3 triplicata).

2,5

0,12
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Apéndice 44 — Curva analitica da isoamilico em GC/MS.

y = 1,0082x - 0,0639

R?=0,9958

6

5 [
<
N 3
14

2

1

0oe

0 1 2 3 4 5 6

Rz (C)

Barras verticais: desvio padrao (n=3 triplicata).

Apéndice 45 — Cromatograma da cachaca ndo envelhecida (CNE) contento:
aldeido acético, acetona, acetato de etila, etanol, n-propanol, isobutanol,

isoamilico, e o n-pentanol (padrao interno).

mV
40
20
) “I\ “‘ " ‘
0 1 UL N 4 G A O R A ‘\___
0 10 20 30

minutos
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Apéndice 46 — Cromatograma da cachaga envelhecida em jaboty por 18 meses

contento: aldeido acético, acetato de etila, metanol, etanol, n-propanol,

isobutanol, isoamilico e o n-pentanol ( padréo interno).

nv
|
20 |
104
\ \ “l "l [
0 l . IL ~— N
0 1'0 minutos 2-0 3'0

Apéndice 47 — Cromatograma da cachaca envelhecida em itauba por 18 meses
contento: aldeido acético, acetona, acetato de etila, etanol, n-propanol,

isobutanol, isoamilico, e o n-pentanol (padré&o interno).

1004

mV‘

0+ - - A ) S S— P—

0 10 minutos
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Apéndice 48 — Cromatograma da cachaga envelhecida em carvalho por 18

meses contento: aldeido acético, acetato de etila, etanol, n-propanol, isobutanol,

isoamilico, e o n-pentanol (padréo interno).

mV
!

40 i
)
]l.

. \

204 )

!
- 1 ’1“ ‘ ‘ ‘
O I _ N \ A A L -
0 10 minutos 20 30

Apéndice 49 — Cromatograma da cachaga envelhecida em timborana por 18

meses contento: aldeido acético, acetona, acetato de etila, etanol, n-propanol,

isobutanol, isoamilico, e o n-pentanol (padréo interno).

mv

2004 ‘

100+ .

0 I A J | S— e /‘;_

0 10 minutos 20
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Apéndice 50 — Cromatograma da cachaga envelhecida em jequitiba por 18

meses contento: aldeido acético, acetato de etila, etanol, n-propanol, isobutanol,

isoamilico, e o n-pentanol (padréo interno).

mv

2004

1004

A

10

minutos

20

30

Apéndice 51 — Cromatograma da cachaga envelhecida em balsamo por 18

meses contendo: aldeido acético, acetato de etila, etanol, n-propanol, isobutanol,

isoamilico, e o n-pentanol (padrao interno).

mv

404

20

minutos

20
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Apéndice 52 — Cromatograma da cachaga envelhecida em courbaril por 18
meses contento: aldeido acético, acetato de etila, etanol, n-propanol, isobutanol,

isoamilico e o n-pentanol (padrao interno).

mv
10, ‘
|
) * |
| | fr '\ ’
3] A || 7& L I L -_,‘_.‘L__..._.
0 10 minutos 20 30

Apéndice 53 — Cromatograma da cachaga envelhecida em cerejeira por 18
meses contento: aldeido acético, acetato de etila, etanol, n-propanol, isobutanol,

isoamilico, e o n-pentanol (padrao interno).

mV

404

204 ' » ‘

0 10 minutos 20 30
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Apéndice 54 — Cromatograma da cachaca envelhecida em peroba por 18 meses

contento: aldeido acético, acetato de etila, etanol, n-propanol, isobutanol,

isoamilico, e o n-pentanol (padrao interno).

mv

M
(as]

[
[a=]
f

[as]

10 minutos 20

Apéndice 55 — Curva analitica do carbamato de etila em GC/MS
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Apéndice 56 — Cromatogramas com o modo ion selecionado (m/z 62) dos
padroes de carbamato de etila em GC/MS nas concentracdes: 0, 25, 100, 120,
150, 200, 400, 500, 700 e 1100 ug L.
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ANEXOS
Anexo 1 — Laudo de identificacdo das espécies das madeiras utilizadas para

confecgao dos tonéis de envelhecimento da cachaga.

1 l INSTITUTO DE
PESQUISAS
TECNOLOGICAS

Laboratério de Madeira e Produtos Derivados

RELATORIO DE ENSAIO N2 1 008 531 - 203

CLIENTE: Cecilia Dantas Vicente
Rua Dr. Pompeu de Miranda Sarmento, 163, apto 604 - Ponta Verde
57035-050 - Maceid, AL

NATUREZA DO TRABALHO: Identificagao Botanica.

REFERENCIA: Orgamento CT-FLORESTA/LMPD-384/10 de 7 de abril de 2010,
aprovado em 7 de abril de 2010.
Ficha de controle de ensaio n® 53/10.

1 MATERIAL
Uma amostra fornecida pelo cliente constituida por 12 segmentos de madeira
codificados pelo cliente como: castanheira 20L, ipé 20L, balsamo 20L, carvalho 20L,
jequitiba 20L, peroba 20L, umburana 20L, timborana 20L, jatoba 20L,
castanheira 15 120L, carvalho 14 e jequitiba 30.
Segundo declaracgao do cliente os segmentos de madeiras foram extraidos de tonéis
para armazenamento de cachacga.

2 METODO UTILIZADO
2.1 Procedimento CT-FLORESTA-LMPD-ID-PE-001 - “ldentificagdo botanica de
madeiras”. De acordo com esse método, a identificagdo botanica foi obtida pelo
processo macroscopico e microscopio de exame da anatomia do lenho.

12

2.2 Os equipamentos, instrumentos e dispositivos utilizados no ensaio foram:

Descricao Cddigo
faca para polimento nao ha
lupa conta fios (10 vezes de aumento) nao ha
micrétomo de deslize, Tipo B 111176, Reichert ID-MT-002
microscopio optico, Jenamed 2 Histology, Carl| ID-MC-007
Zeiss Jena

Observagao: equipamentos nao calibraveis.

3 RESULTADOS
3.1 segmento: castanheira 20L,
nome popular: cedrinho,
nome cientifico: Erisma uncinatum, Vochysiaceae.

3.2 segmento: ipé 20L,
nome popular: peroba-do-campo,
nome cientifico: Paratecoma peroba, Bignoniaceae.

3.3 segmento: balsamo 20L,
nome popular: cabritiva-vermelha,
nome cientifico: Myroxylon balsamum, Leguminosae.

3.4 segmentos: carvalho 20L e carvalho 14,

Atencgao: Este é um arquivo digital para consulta. O original deste Relatorio de Ensaio, impresso em papel
com a marca d’agua IPT e devidamente assinado, é o inico documento que possui validade legal.
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Av. Prof. Almeida prado, 532 — Butanta —-05508-901- Sao Paulo — SP - Tel: (11) 3767-4000 — www.ipt.br
Servico de Atendimento ao Cliente — SAC - Tel: (11) 3767-4126, 3767-4456 e 3767-4744 — Fax(11) 3767-4002 — sac@ipt.br
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nome popular: carvalho,
nome cientifico: Quercus sp., Fagaceae.

3.5 segmentos: jequitiba 20L e jequitiba 30,
nome popular: jequitiba,
nome cientifico: Cariniana sp., Lecythidaceae.

3.6 segmento: peroba 20L,
nome popular: itauba,
nome cientifico: Mezilaurus itauba, Lauraceae.

3.7 segmento: umburana 20L,
nome popular: cerejeira,
nome cientifico: Amburana cearensis, Leguminosae.

3.8 segmento: timborana 20L,
nome popular: timborana,
nome cientifico: Piptadenia sp., Leguminosae.

3.9 segmento: jatoba 20L,
nome popular: jatoba,
nome cientifico: Hymenaea sp., Leguminosae.

3.10 segmento: castanheira 15 120L,
nome popular: castanheira,
nome cientifico: Bertholletia excelsa, Lecythidaceae.

Parte dos segmentos de madeira recebidos encontra-se a disposicao do cliente. Os
segmentos nao retirados até 60 dias da data de emissao deste Relatério de Ensaio
serao descartados pelo Laboratério.

Sao Paulo, 23 de abril de 2010.
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