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Resumo

A aguardente de cana-de-agucar, tradicional e popular bebida brasileira, é o destilado mais consu-
mido em nosso Pais. Estima-se uma produgéo anual de 1,6 bilhdo de litros da bebida, sendo que
90% séo provenientes da producdo industrial e 10% da artesanal. O habito de armazenamento esta
tornando-se uma préatica comum entre os produtores, que buscam agregar valores ao seu produto.
Madeiras nativas vém sendo usadas para o armazenamento, substituindo a tradicional madeira de
carvalho. Diante do exposto, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade fisico-quimica da bebida
e quantificar compostos fendlicos e acroleina em aguardentes de cana-de-aglcar armazenadas em
diferentes madeiras. As analises fisico-quimicas realizadas foram: teor alcodlico, acidez volatil, éste-
res, aldeidos, &lcoois superiores, furfural, metanol e cobre. A determinagdo dos compostos fendlicos
e acroleina foram realizadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE/UV). Os valores
obtidos para os compostos fendlicos variaram de 0,13 a 14,51 mg L™, observando a predominancia
de diferentes compostos que dependem da madeira utilizada. A presenga do contaminante acroleina
nas amostras apresentou valores abaixo do limite estabelecido pela legislagdo, com excecao de uma
amostra que apresentou valores acima do permitido. Das amostras analisadas, 66,6% demonstraram
ser bons produtos para comercializacéo.

Palavras-chave adicionais: Bebida; destilado; cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Abstract

The sugar cane spirit is the most traditional and popular distilled alcoholic beverage in Brazil. The
total annual output is of 1.6 billion liters, 90% of which is industrially produced and the remaining 10%
is home brewed. The practice of storage is becoming common among producers, who seek to in-
crease the value of their product. Casks made of native woods are being used, replacing the tradi-
tional oak wood. Therefore, the present study sought to evaluate the physical and chemical quality of
the beverage and to quantify phenolic compounds and acrolein in sugar cane spirits stored in casks
made from different woods. The physicochemical analyses to which the spirits were submitted viewed
to quantify the following components: alcohol, volatile acidity, esters, aldehydes, higher alcohols, furfu-
ral, methanol, and copper. Phenolic compounds and acrolein were determined by High Performance
Liquid Chromatography (HPLC/UV). Phenolic compounds concentration varied from 0.13 to
14.51 mg L*. The compounds verified to be predominant depended on the type of wood used to
make the cask. Acrolein in the examined samples was verified to occur in levels below the limits
established by legislation with the only exception of a sample in which acrolein level was above the
established limit. Most of the samples analyzed (66.6%) proved to be good products for
commercialization.

Additional keywords: Beverage; distilled; high performance liquid chromatography
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Introducéo

A aguardente de cana-de-agUcar é uma
bebida fermento-destilada, cuja origem vem
desde o tempo da escraviddo, especificada-
mente no século XVI. Por ser produzida em to-
das as regibes do Pais, a aguardente torna-se
diferenciada pelos métodos de producéo e pelas
caracteristicas culturais e histéricas que caracte-
rizam cada regido. E uma bebida genuinamente
brasileira, sendo o destilado mais consumido no
Pais. Estima-se uma producédo anual de 1,5 bi-
Ihdo de litros da bebida, sendo que 90% sé&o
provenientes da producéo industrial e 10% da
artesanal (CARDOSO, 2006).

De acordo com a Instru¢do Normativa
n® 13, de 30 de junho de 2005, aguardente de
cana-de-aclcar € a bebida com graduacdo al-
codlica de 38 a 54% v/v a 20 °C, obtida do des-
tilado alcodlico simples de cana ou pela destila-
¢édo do mosto fermentado do caldo de cana, po-
dendo ser adicionada de actcares até 6 g L™,
expressas em sacarose. A cachaca, entretanto, é
definida como sendo toda aguardente de cana-
de-aclcar que apresenta graduacdo alcodlica
entre 38 e 48% em volume (MAPA, 2005a).

No processo de envelhecimento de
aguardente, ocorrem diversas reac¢des quimicas
que proporcionam a incorporacdo de compostos
provenientes das madeiras utilizadas na confec-
¢do dos tonéis, assim como reacdes entre alguns
compostos presentes na bebida, os quais séo
provenientes de etapas anteriores ao envelheci-
mento. Tais reagfes sao responsaveis por mu-
dancas quimicas, fisicas e sensoriais no produto,
como, por exemplo, cor, aroma e sabor. A incor-
poragdo dos compostos durante o envelheci-
mento da bebida ndo depende exclusivamente
da espécie de madeira utilizada no armazena-
mento, mas também do tempo de permanéncia
desta no interior dos tonéis. Devido a grande
competitividade da bebida no mercado, o arma-
zenamento desta em barris de madeira tem-se
tornado uma pratica comum entre os produtores,
agregando, assim, maior valor ao produto. Em-
bora a madeira tradicionalmente utilizada para o
envelhecimento de bebidas alcodlicas seja o
carvalho (Quercus sp.), varias madeiras de ori-
gem nativa brasileira tém sido utilizadas na con-
feccdo de barris e tonéis para o envelhecimento
da aguardente, como amendoim (Plerogyne
nitens), cerejeira (Amburana cearensis), cedro
(Cedrela fissilis), jatoba (Hymenaeae carbouril),
ipé (Tabebuia sp), freijo (Cordia goeldiana), ga-
rapa (Apuleia leiocarpa), balsamo (Myroxylon
peruiferum), vinhatico-amarelo  (Plathynemia
foliosa) e jequitiba (Carinian legalis) (CARDOSO,
2006; PARAZZI et al., 2008).

Além dos compostos secundarios prove-
nientes de diferentes etapas do processo de

producdo da aguardente de cana-de-agUcar,
responsaveis pelo sabor e aroma caracteristicos
da bebida, e dos compostos agregados a esta
apos o envelhecimento, alguns contaminantes
também podem ser encontrados na cachaca.
Entre eles, o 2-propenal (acroleina) destaca-se e
desperta interesse aos estudiosos, devido a sua
alta toxicidade a saude humana. Sua quantifica-
¢do é feita por varios métodos analiticos, sendo
a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) a mais empregada (AZEVEDO et al.,
2007).

A quantificacdo dos teores da acroleina
em aguardentes de cana-de-agUcar faz-se ne-
cesséria visto que a legislacdo Brasileira esta-
belece o limite maximo de 5 mg/100 mL de alcool
anidro, sendo que acima deste limite a bebida
estara impropria para ser comercializada. Outro
fato que deve ser considerado é o pequeno nd-
mero de estudos relacionados a quantificacao de
acroleina em aguardente de cana. A maioria dos
estudos limita-se a determinagéo de formaldeido
e acetaldeido.

Diante do exposto, 0 objetivo deste tra-
balho foi avaliar a qualidade fisico-quimica e
guantificar os seguintes compostos fendlicos -
- acido galico, catequina, acido vanilico, fenol,
acido siringico, vanilina, siringaldeido, acido p-
cumarico, acido sinapico, cumarina, 4-
-metilumbeliferona (4- muf), 4cido o-cumérico e
eugenol -, bem como quantificar acroleina em
aguardentes de cana-de-aglcar armazenadas
em carvalho (Quercus sp.), louro-canela (Aniba
parviflora), balsamo (Myroxylon peruiferum),
castanheira (Bertholletia excelsa) e cerejeira
(Amburana cearensis).

Material e métodos

Amostras

Foram coletadas seis amostras de
aguardente de cana-de-acUcar de diferentes
produtores dos municipios de Itajuba e Perddes,
na regido sul do Estado de Minas Gerais, arma-
zenadas em barris de diferentes madeiras e com
capacidades distintas. As madeiras utilizadas
para o armazenamento das bebidas, com seus
respectivos tempos de armazenamento, foram:
carvalho [W1 (96 meses) e W3 (8 meses)], louro-
canela [W2 (42 meses)], balsamo [W4 (4 me-
ses)], castanheira [W5 (5 meses)] e cerejeira [W6
(4 meses)].

Padrdes e Reagentes

Os padrbes utilizados para a analise
cromatografica dos compostos fendlicos foram o
acido galico, catequina, acido vanilico, fenol,
acido siringico, vanilina, siringaldeido, acido p-
cumarico, &cido sinapico, cumarina, 4-
-metilumbeliferona (4-muf), acido o-cumarico e
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eugenol. Todos os padrdes foram adquiridos da
Sigma-Aldrich ou Acros Organics.

Os reagentes empregados para analise
de acroleina foram o padrao de acroleina (Sigma-
Aldrich), acido sulfarico (Merck), etanol absoluto
(Merck) e 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH)
(Acros Organics). Este dltimo foi previamente
purificado por trés sucessivas recristalizacfes
com metanol.

Todos os solventes utilizados para cro-
matografia foram de grau analitico; metanol
(Merck), acido acético glacial (JT Baker), aceto-
nitrila (JT Baker) e agua ultrapura obtida de um
sistema Milli-Q.

Anélises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas foram reali-
zadas em triplicata no Laboratério de Andlises de
Qualidade de Aguardente do Departamento de
Quimica/UFLA, de acordo com as metodologias
recomendadas pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (MAPA,
2005b). Os parédmetros analisados foram o teor
alcoolico, acidez volatil, ésteres, aldeidos, alco-
ois superiores, furfural, metanol e cobre. As me-
todologias empregadas para as analises estao
descritas a seguir:
Teor alcodlico: foi determinado por densiometria,
sendo o resultado expresso em % em volume.
As amostras foram redestiladas, e o teor alco6-
lico obtido a partir de medidas a 20 °C, com o
auxilio de um densimetro digital DensiMat
Gibertini.
Acidez volétil: foi determinada por titulagdo volu-
métrica de neutralizacdo. Os &cidos volateis
foram extraidos da bebida por arraste de vapor,
utilizando o Destilador Eletrdnico Enochimico
Gibertini. Posteriormente, os acidos obtidos fo-
ram titulados com hidréxido de sédio 0,1 mol L™
em presenca de fenolftaleina a 1% como indica-
dor. Os resultados obtidos foram expressos em
gramas de acido acético por 100 mL de amostra.
Esteres: foram determinados pela titulacdo dos
acidos carboxilicos obtidos por transesterificacao
dos ésteres presentes nas bebidas. Suas quanti-
dades foram expressas em gramas de acetato
de etila por 100 mL de amostra.
Aldeidos: foram analisados pelo método titulo-
métrico direto com iodo 0,05 mol L™, titulando o
SO, formado por meio das rea¢fes envolvidas na
andlise. A quantidade de aldeidos presente nas
amostras foi expressa em gramas de aldeido
acético por 100 mL da amostra.
Alcoois superiores: a quantidade total de alcoois
superiores foi determinada por meio de reacéo
colorimétrica e quantificacdo em espectrofotd-
metro Shimadzu UV-1601 PC a 540 nm. As con-
centracdes foram determinadas por meio da
construcdo de curvas analiticas de solucédo de
alcoois superiores diluidos em agua/etanol 1:1. A

guantidade total desses compostos foi expressa
em miligrama por 100 mL de &lcool anidro.
Furfural: a quantificacdo foi realizada por meio
das leituras espectrofotométricas a 520 nm
(Shimadzu UV-1601 PC), por comparacdo das
absorbancias observadas nas amostras da be-
bida com valores de absorbancias de uma curva
analitica, previamente construida com solucdes-
padrdo de etanol/furfural. Para a analise de furfu-
ral, o grau alcodlico do destilado foi corrigido
para 50° GL. Os resultados obtidos foram ex-
pressos em miligrama de furfural por 100 mL de
alcool anidro.

Metanol: a quantificagéo foi realizada por rea-
¢Bes colorimétricas e determinacdo no espec-
trofotdmetro a 575 nm (Shimadzu UV-1601 PC).
As quantidades deste composto foram determi-
nadas por meio da construcdo de curvas analiti-
cas de solucéo de etanol/metanol. Os resultados
obtidos foram expressos em mL de metanol por
100 mL de alcool anidro.

Cobre: a quantificacdo do cobre foi realizada por
meio de medidas espectrofotométricas a 546 nm
(Shimadzu UV-1601 PC), comparado a valores
de absorbéncia referentes a uma curva analitica
previamente construida, utilizando-se de sulfato
de cobre como padréo priméario. As reagfes colo-
rimétricas foram realizadas previamente nas
amostras de cachaca sem redestilar.

Anélises cromatogréficas

A determinacdo dos compostos fendlicos
e da acroleina foi realizada utilizando-se da téc-
nica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
O equipamento utilizado foi um HPLC Shimadzu,
equipado com duas bombas de alta pressao
modelo SPD-M20A, degaseificador modelo
DGU-20A;, interface modelo CBM-20A, injetor
automatico modelo SIL-10AF e detector de ar-
ranjo de diodos (PDA). A coluna cromatografica
empregada em ambas as analises foi uma co-
luna Agilent - Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x
250 mm, 5 pum) conectada a uma pré-coluna
Agilent — Zorbax Eclipse XDB-C18 4-Pack (4,6 x
12,5 mm, 5 ym).

Compostos fenolicos

A metodologia utilizada para a andlise
dos compostos fendlicos nas amostras de aguar-
dente armazenadas em diferentes tonéis de ma-
deira foi realizada de acordo com aquela descrita
por ANJOS et al. (2011). Para os padrbes, foram
preparadas solu¢bes-estoque com concentragdo
de 1.000 mg L™ em &lcool etilico a 40%.

O método utilizado para a quantificacdo
foi o da padronizacéo externa. Para a construcao
das curvas analiticas, foram realizadas diluicdes
de uma solucdo intermediaria, contendo uma
mistura de todos os padrdes, sendo que esta foi
obtida por meio da diluicdo das solucfes-estoque
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previamente preparadas. Nesta solucdo interme-
diaria, os padrdes encontravam-se nas seguintes
concentracdes: acido galico (6,80 mg L™), cate-
quina (11,61 mg L™), acido vanilico (6,73 mg L™),
fenol (3,73 mg L™), acido siringico (7,90 mg L™),
vanilina (6,08 mg L™), siringaldeido (7,29 mg L™),
acido p-cumarico (6,56 mg L™), acido sinapico
(8,97 mg LY, cumarina (5,85 mg L), 4-muf
(7,05 mg L™), acido o-cumarico (6,56 mg L) e
eugenol (6,56 mg L™).

Foram utilizados como fase mével para a
eluicAdo dos compostos analisados a solugédo de
acido acético a 2% em agua (Solvente A) e me-
tanol: agua: acido acético (70: 28: 2% v/v) (Sol-
vente B). As amostras e os padrdes foram elui-
dos de acordo com o gradiente de 0 a 25 min
(00-40% B); 25-40 min (40-55% B); 40-50 min
(55-100% B); 50-60 min (100-00% B). O compri-
mento de onda utilizado foi de 280 nm, fluxo de
0,8 mL min™ e volume de injecdo de 20 pL.

As amostras e os padrfes foram filtrados
em membrana de polietileno de 0,45 pm (Mili-
pore) e injetados diretamente no sistema cro-
matografico. As injecdes dos padrdes foram rea-
lizadas em triplicata, e as amostras foram injeta-
das em duplicata, sendo a identidade dos anali-
tos confirmada pelo tempo de retencgéo, e o perfil
dos picos da amostra, comparados aos dos pa-
drbes.

Acroleina

A metodologia empregada para a quanti-
ficagcdo de acroleina baseou-se nas metodolo-
gias descritas por NASCIMENTO et al. (1997) &
ZACARONI et al. (2011a). Esta consiste na deri-
vacdo da amostra para posterior analise por
CLAE/UV.

Para a preparacao da 2,4-
-dinitrofenilhidrazona de acroleina, 2 mL de &cido
sulfarico (H,SO,4) foram adicionados a 0,4 g de
2,4-DNPH, seguida da adicdo de 3 mL de agua
destilada, gota a gota, até a solubilizagdo com-
pleta. Imediatamente 10 mL de etanol a 95%
foram adicionados. Em outro recipiente, dissol-
veu-se 0,1 g de acroleina em 20 mL de etanol,
que foram adicionados a solugéo preparada an-
teriormente, deixando a mistura em repouso por
15 min, até a formacéo de um precipitado. Filtra-
ram-se e recristalizaram-se duas vezes com
etanol absoluto. A pureza foi confirmada por
determinacé@o da temperatura de fusao e analise
elementar (C, H e N) e por CLAE/UV.

A derivagdo das amostras foi realizada
pela adicdo de 4 mL da amostra e 50 uL de
HCIO,, consecutivamente, a 1 mL da solucdo a
0,4% de 2,4-DNPH em acetonitrila. A solucéo
resultante foi estocada a temperatura ambiente
por aproximadamente 45 min e filtrada em mem-
branas de polietileno 0,45 ym (Milipore).

A fase moével utilizada para a analise
cromatografica foi acido acético a 2% em agua
(Solvente A) e metanol (Solvente B). As amostras
e o0s padrbées foram eluidos de acordo com o
gradiente 0 a 3 min (70-85% B); 3 a 10 min (85-
80% B); 10 a 12 min (80-70% B); 12 a 15 min (70-
70% B). A absorbéancia foi medida a 365 nm, fluxo
de 0,9 mL min™ e volume de injecdo de 20 pL.

A conversdo quantitativa do aldeido nas
bebidas destiladas em 2,4-dinitrofenilhidrazona foi
garantida pelo excesso de 2,4-DNPH empregado.
A quantificacdo foi realizada utilizando-se do
método de padronizagdo externa. A curva
analitica foi obtida por sucessivas diluicdes da
solugéo-estoque (1.000 mg L* em acetonitrila) em
solucéo de alcool a 50%, com uma faixa linear de
0,5-10,5 mg L. Essa foi obtida por regressao
linear, plotando a &rea do pico versus
concentracao.

Limites de detecc¢éo (LD) e quantificacdo (LQ)

Os limites de deteccdo e quantificacdo
dos métodos foram estimados utilizando-se dos
pardmetros da curva analitica, conforme as
equacbes matematicas: LD = 3 x (s/S) e LQ =10
X (s/S), em que s é a estimativa do desvio-padréo
da equacdo da linha de regressdo, e S é o
coeficiente angular da curva analitica (SNYDER et
al., 1997).

Resultados e discussao

Analises fisico-quimicas

Os resultados das avaliagbes fisico-
guimicas das aguardentes de cana-de-agucar
estdo apresentados na Tabela 1.

Alguns dos compostos analisados po-
dem ser formados durante o periodo de arma-
zenamento / envelhecimento da aguardente.
Destacam-se os ésteres, que sao formados por
meio da reacdo entre os alcoois e os acidos or-
ganicos presentes na bebida. Tais compostos,
juntamente com os alcoois superiores, aldeidos
e &cidos, sao responsaveis pela formacdo do
sabor e do aroma da mesma, compondo, assim,
o0 chamado flavour ou buqué da aguardente
(PEREIRA et al., 2003). Analisando as
concentracdes desses compostos, péde-se notar
gue a aguardente armazenada em tonel de
louro-canela apresentou maior concentracéo
destes, enquanto a amostra armazenada em
tonel de castanheira apresentou o menor teor
destes congéneres, exceto os aldeidos, para os
guais apresentou valor semelhante ao observado
para a amostra armazenada em amburana. Além
disso, parte desses compostos pode ser
proveniente da madeira utilizada no arma-
zenamento da bebida e pelas reacbes de oxi-
dacdo ocorridas nas mesmas (ANJOS et al.,
2011).

192




Cientifica, Jaboticabal, v.40, n.2, p.189 — 19

7,2012 ISSN: 1984-5529.

Tabela 1 - Avaliacédo fisico-quimica das aguardentes de cana-de-aclicar armazenadas em tonéis de
diferentes madeiras.* Physicochemical characteristics of the sugar cane alcoholic beverages stored

in casks made of different types of wood.

Amostra Amostra

Caracteristicas W1 W2

Amostra Amostra Amostra Amostra
W3 W4 W5 W6

Grau alcodlico® 36,11+0,1 52,05+0,1 47,38 +0,1 39,55+0,4 44,68 +0,1 4542+0,2
Acidez volatil® 63,54 +0,1 67,6 0,1 29,23+0,3 58,02+0,1 27,39+0,1 26,94+0,1

Esteres’ 262414  5236+19 2250+01 2246%01  1060+11 11,08+11
Aldeidos® 10,18+0,3  23,33:0,1 1390+01  1330%02 208401 21,88+0,1
Sus(':r%?ssz 162,23+0,2 191,32+0,8 131,19+0,7 1771704 1152601 116,77 +0,4
Furfural® 247101 19902  1,07+01  060+01 19301 056%01

Metanol® 756+06 11,3405 ND ND ND ND
Cobre® 03901  074:01 00801  060+01  026%01 0,18%01

*Média + desvio-padrao (* %v/v; > mg/100 mL de alcool anidro; * mg L™); ND = N&o detectado

As concentracfes de furfural em todas
as amostras apresentaram-se abaixo do limite
estabelecido pela legislagdo, que €& de
5 mg/100 mL de alcool anidro. De acordo com
que foi descrito por PEREIRA et al. (2003) &
MASSON et al. (2007), a formacédo de furfural
ocorre durante a destilagdo e no armazena-
mento da aguardente por meio da acao de &ci-
dos sobre as pentoses e seus polimeros (hemi-
celulose). No entanto, todas as amostras apre-
sentaram concentragdes de furfural dentro dos
limites permitidos. A presenca desse composto
na bebida é indesejavel devido a toxicidade que
ele apresenta ao organismo humano.

As amostras W1 e W2 apresentaram
concentracdes de metanol abaixo do limite
permitido (20 mg/100 mL de &lcool anidro) e
nao foi detectado nas demais amostras, o que
mostrou uma possivel preocupacao dos produ-
tores quanto a presenca de bagacilho no pro-
cesso fermentativo durante a producéo dessas
bebidas, levando & ndo contaminacao do pro-
duto por esse composto (CARDOSO, 2006).

Um problema comum que preocupa 0s
produtores de aguardente de cana-de-acUcar
do Estado de Minas Gerais é 0 excesso de co-
bre nas bebidas. A presenca deste metal deve-
se, principalmente, a dissolucdo do carbonato
basico de cobre [Cu,(OH),CO3] presente nas
paredes internas do alambique, pelos vapores
acidos da bebida. A contaminacdo pode ser
evitada, fazendo-se uma cuidadosa higieniza-
¢do dos alambiques nas safras e entressafras,
utilizando-se agua e limao na primeira destila-
¢éo ou utilizando-se de filtros com adsorventes,
como o carvdo ativado e as resinas de troca
ibnica (CARDOSO, 2006; LIMA et al., 2009).

Apesar dessa preocupacéo, as amostras
analisadas apresentaram valores abaixo do li-
mite estabelecido pela legislacdo (5 mg L™).
Trabalhos de CAVALHEIRO e colaboradores
(2003) mostraram que o envelhecimento pode
reduzir significativamente o teor desse metal na

bebida, representando uma possivel alternativa
para o controle do excesso desse contaminante
na cachaca. Uma provavel explicacdo para a
ocorréncia desse fato seria a possibilidade de
interacdo dos ions cobre com compostos pre-
sentes nas madeiras utilizadas para o armaze-
namento da bebida.

Compostos fendlicos

A Figura 1 ilustra o cromatograma da so-
lucdo-padrdo dos compostos fendlicos, obtido
apos injecdo de 20 pL, utilizando-se deteccgéo
espectrofotométrica. Pode-se observar que 0s
compostos em andlise foram bem separados nas
condicdes cromatogréaficas empregadas.

Na Tabela 2, estdo citados os valores
obtidos dos parametros, coeficientes de determi-
nacgéo das curvas analiticas (a, b e Rz) e os valo-
res dos limites de detec¢éo (LD) e quantificacdo
(LQ) em mg L™

As equacdes das curvas analiticas foram
calculadas pelo método dos minimos quadrados,
medindo-se a resposta do detector (area) em
funcdo da concentragdo, apos a inje¢cdo em tripli-
cata das solucdes contendo todos os padrdes.
Foram obtidos coeficientes de determinagéo
variando de 0,992 a 0,999, mostrando a forte
correlacdo linear entre a concentracdo dos com-
postos analisados e as areas dos picos, conforme
recomendado na literatura (SNYDER et al.,
1997).

Os resultados médios obtidos para a
guantificacdo dos compostos fendlicos em
aguardentes de cana-de aguUcar, armazenadas
em tonéis de diferentes madeiras, estdo apre-
sentados na Tabela 3. Valores estatisticamente
significativos podem ser observados para os
compostos analisados quando comparados nas
diferentes madeiras do armazenamento.

De acordo com MIRANDA et al. (2006),
alguns fatores podem influenciar na qualidade da
bebida no armazenamento, como espécie da
madeira, tamanho e pré-tratamento do barril,
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condi¢cdes ambientais, tempo de envelhecimento
e teor de alcool da bebida.

A predominancia de diferentes compos-
tos fendlicos pode ser observada quanto as es-
pécies de madeiras analisadas. Na aguardente
de cana-de-acUcar armazenada em barris de
louro-canela (W2), tem-se a predominancia de
siringaldeido (11,77 mg L™); em balsamo (W4),
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eugenol (1,14 mg L'l); em castanheira (W5),
acido galico (1,13 mg L™), em amburana (W6),
4-muf (14,51 mg L. Estudos de ZACARONI et
al. (2011b) apresentaram similaridade quanto a
alguns compostos majoritarios, como eugenol e
acido galico, nas aguardentes armazenadas em
balsamo e castanheira, respectivamente.

12

10
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Figura 1 - Cromatograma da solugao-padrao de compostos fendlicos, com deteccao espectrofotomé-
trica. Identificacdo dos picos: 1 (tgr = 8,12 min) &cido galico; 2 (tg = 22,04 min) catequina; 3 (tg = 27,03
| min) &cido vanilico; 4 (tg = 28,67 mim) fenol; 5 (tz = 29,63 min) &cido siringico; 6 (tz = 30,74 mim)
vanilina; 7 (tg = 32,81 min) siringaldeido; 8 (tg = 35,12 min) acido p-cumarico; 9 (tg = 38,10 min) acido
sinapico; 10 (tg = 41,04 min) cumarina; 11 (tx = 43,96 min) 4-muf; 12 (tx = 46,46 min) acido o-
cumarico; 13 (tg = 55,97 min) eugenol. Concentragcédo de cada padrdo: 8,0 x 10° mol L™. Chromato-
gram of the standard solution of phenolic compounds with spectrophotometric detection. Peak identi-
fication : 1 (tg = 8.12 min) gallic acid; 2 (tr = 22.04 min) catechin; 3 (tr = 27.03 min) vanillic acid; 4 (tg
= 28.67 min) phenol; 5 (tg = 29.63 min) syringic acid; 6 (tg = 30.74 min) vanillin; 7 (tg = 32.81) syrin-
galdehide; 8 (tgr = 35.12) p-cumaric acid; 9 (tg = 38.10 min) sinapinic acid; 10 (tg = 41.04 min ) couma-
rin; 11 (tg = 43.96 min) 4- muf; 12 (tg = 46.46 min) o-cumaric acid; 13 (tg = 55.97 min) eugenol. Con-

centration of each standard : 8,0 x 10° mol L™

Tabela 2 - Pardmetros, coeficientes de determinagéo (R? das curvas analiticas, limites de deteccgéo
(LD) e quantificacdo (LQ). * Parameters, determination coefficients (R?) of the analytical curves, de-

tection (LD) and quantification (LQ) limits.

Compostos B a R’ LD (mg L™ LQ (mg L™
Acido galico 62.575,12 -5.246,32 0,992 0,168 0,561
Catequina 15.036,74 -324,62 0,998 0,099 0,331
Acido vanilico 38.961,13 -680,05 0,999 0,037 0,124
Fenol 9.993,77 -115,93 0,998 0,037 0,126
Acido siringico 67.980,39 -846,47 0,999 0,037 0,123
Vanilina 92.486,88 -1.254,13 0,999 0,053 0,178
Siringaldeido 4.2269,19 -707,19 0,999 0,047 0,158
Acido p-cumarico 10.6730,17  -1.010,82 0,999 0,042 0,139
Acido sinapico 29.124,37 -2.988,28 0,993 0,203 0,677
Cumarina 95.761,46 -1.943,73 0,999 0,051 0,168
4-metilumbeliferona 36.837,27 -1.074,17 0,998 0,065 0,216
Acido o-cumarico 128.591,69 -907,92 0,999 0,031 0,104
Eugenol 20.704,31 -2.032,51 0,992 0,168 0,563

*Regressao linear: y =bx + a
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As amostras W1 e W3, armazenadas em
carvalho, apresentaram o acido galico
(1,42mgL™ 1,13 mg L% e siringaldeido
(1,16 mg L% 2,25 mg L™, respectivamente,
como compostos majoritarios. A diferenca nos
teores desses compostos pode estar relacionada
ao tempo de armazenamento (W1 = 96 meses e
W2 = 8 meses), tempo de uso do barril e condi-
¢Bes de armazenamento. Esses resultados cor-
roboram os de MADRERA et al. (2003), que ob-
servaram diferencas em relagdo aos teores e a
presenca de &cido galico e derivados do aldeido
cindmico presentes em conhaques, com diferentes
tempos de armazenamento. ANJOS et al. (2011),
analisando aguardente de cana armazenada em
barril de carvalho durante o periodo de um ano,
obtiveram o acido gdlico e siringaldeido como

compostos majoritarios. Os mesmos autores
observaram, também, alteracbes em relacdo ao
cheiro e a cor, devido ao armazenamento.

Essas diferencas observadas na compo-
sicdo fendlica da bebida em relacao as diferentes
madeiras podem ser explicadas pela morfologia
da célula, cujas caracteristicas variam de espé-
cie para espécie. Essa morfologia engloba tama-
nho de fibra, distribuicdo de vasos e espessura
de parede celular. Dependendo da espécie, es-
ses vasos podem estar obstruidos, impedindo a
penetragdo da bebida e, consequentemente, o
contato dessa com os extrativos e com as subs-
tancias da parede celular. Assim, causaria dimi-
nuicdo da incorporacdo dos compostos a bebida
(ZACARONI, 2011b).

Tabela 3 - Valores médios da concentracéo (mg L™) de compostos fenélicos nas amostras de aguar-
dente de cana-de-agucar armazenadas em tonéis de diferentes madeiras. Mean concentration values
(mg L‘l) of phenolic compounds in samples of sugar cane alcoholic beverage stored in casks made of

different types of wood.

Compostos Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra
w1 w2 w3 w4 W5 W6
Acido galico  1,42+0,1® 566+0,2® 1,13 +0,01¢ <LD 1,13 +0,1© <LQ
Catequina <LQ <LD ND 0,92 +0,1@ <LQ 1,90 + 0,1®
Acido vanilico 0,47+0,1® 0,83+0,1” 045+0,1% 030+0,19 0,12+0,1® 052+0,1?®
Fenol 0,56 +0,1® 0,29 +0,1® ND 0,16 + 0,19 0,32+ 0,1® 0,21 +0,1¢
Acido siringico  0,93+0,1® 1,37+01® 1,08+0,1° <LD <LD <LD
Vanilina 0,48+01® 131+01® 0,71+0,1° <LQ <LD <LQ
Siringaldeido 1,16 +0,1® 11,77+0,4® 2,25+0,19 0,32+0,1® <LQ 0,64 +0,1©
Acido p-cumaérico 0,16 +0,1® 0,90 + 0,2® <LD <LD <LD 0,24 +0,1®
Acido sinapico ND ND ND 0,38 +0,1® 0,14+0,1® 0,66+0,1¢
Cumarina ND 1,79 +0,1® ND <LD <LD 0,31 +0,1®
4-muf ND <LQ ND <LQ ND 14,51 + 0,3
Acido o-cumarico ND ND ND 0,13+0,1@ ND <LQ
Eugenol <LQ <LQ <LQ 1,14 +0,1® <LQ ND

ND = N&o detectado; LD = limite de deteccdo; LQ = limite de quantificacdo. Médias com letras diferentes na
mesma linha diferem significativamente, a 5%, pelo teste de Tukey. ND = Not detected; LD = limit of detection;
LQ = limit of quantification. Means followed by different letters in the same line differs significantly at 5%

probability by Tukey’s test.

Acroleina

A Figura 2 ilustra o cromatograma da 2,4-
-dinitrofenilhidrazona da solucdo-padrdo de
acroleina com deteccédo espectrofotométrica.

O excesso de 2,4-dinitrofenilidrazina
ocasiona a conversdo quantitativa dos aldeidos
nas bebidas alcodlicas destiladas aos derivados
2,4-DNPHSs. A curva analitica foi obtida pela re-
gresséo linear (y = 61.069,06x — 7.812,37), plo-
tando a area de pico versus concentragdo. O
coeficiente de determinacdo linear foi igual a
0,999 e os limites de deteccdo e quantificacdo
foram de 0,28 e 0,93 mg L, respectivamente.

As concentracBes de acroleina presen-
tes nas amostras de aguardente de cana anali-

sadas estdo apresentadas na Tabela 4. O limite
maximo estabelecido pela legislacdo brasileira
quanto ao teor de acroleina para aguardente de
cana é de 5 mg/100 mL &lcool anidro. Dos re-
sultados apresentados, podem-se observar con-
centracdes inferiores ao limite estabelecido pela
legislacao, com excec¢do da amostra W2,
Observam-se na literatura, poucos rela-
tos sobre a quantificacdo de acroleina em aguar-
dentes de cana-de-aglcar. NASCIMENTO et al.
(1998), analisando 35 amostras de aguardente
de cana, encontraram teor médio para acroleina
de 0,094 mg/100 mL de alcool anidro, resultado
este inferior aos obtidos neste trabalho. Para
AZEVEDO e colaboradores (2007), esse conta-
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minante pode ser formado durante o processo de
fermentacdo da bebida, por meio da degradacdo
do glicerol, podendo também estar associado a
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presenca de bactérias termofermentativas
(Bacillus amaracrylus e Lactobacillus colinoides).
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Figura 2 - Cromatograma da solucdo-padrdo de acroleina (1) com tgr = 9,05 min. Concentracdo do
padréao: 1,87 x 10™ mol L™. Chromatogram of the acrolein standard solution (1) with tz = 9.05 min.

Standard concentration : 1.87 X 10 mol L™

Tabela 4 - Valores médios da concentracdo de acroleina nas amostras de aguardente de cana-de-
aclcar analisadas. Acrolein mean concentration values in sugar cane alcoholic beverage samples.

Amostra Concentracéo Concentrag&o
(mg L) (mg/100 mL &lcool anidro)
wi 4,56 + 0,1 126+0.1
w2 34,20+ 0,7 6,57 +0.1
W3 4,70 £ 0,1 0.99+0.1
W4 <LQ <LQ
W5 <LQ <LQ
W6 <LQ <LQ

* Média * desvio-padrédo; LQ = limite de quantificagcdo. * Mean + standard deviation; LQ = limit of quantification.

Conclusoes

Fisico-quimicamente, 66,6% das amos-
tras analisadas mostraram-se dentro dos limites
de identidade e qualidade estabelecidos pelo
MAPA, com excecdo das amostras W1 e W2,
que apresentaram valores baixos para
graduacdo alcoolica e alto para concentracao de
acroleina, respectivamente.

De acordo com o método analitico em-
pregado, pode-se inferir que as amostras anali-
sadas apresentam heterogeneidade em relacao
aos compostos fendlicos analisados. As cacha-
cas armazenadas em carvalho (W1 e W3) apre-
sentaram como compostos majoritarios o acido
galico e siringaldeido; em louro-canela (W2),

predominou o siringaldeido; no balsamo (W4), o
composto majoritario foi o eugenol; na casta-
nheira (W5), acido galico e, em amburana (W6),
4-metilumbeliferona.
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