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RESUMO

Foram analisados, por cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE,
compostos fendlicos de baixo peso molecular (Acido Galico, 5-hidroximetilfurfural,
Furfural, Acido Vanilico, Acido Siringico, Vanilina, Siringaldeido, Coniferaldeido,
Sinapaldeido e Cumarina) em cachacas envelhecidas, originadas de todas as
regides produtoras do Estado do Ceara e em extratos de Amburana cearensis (Fr.
All.) A. C. Smith. O objetivo foi o de estabelecer o perfil destes compostos na
cachacga cearense e de avaliar o potencial dos extratos de Amburana como fonte
destes compostos para cachacas no periodo de envelhecimento. A validacdo da
metodologia analitica, baseada em procedimentos usados para a analise destes
analitos em diferentes matrizes, constituiu a fase inicial deste trabalho. Em seguida,
contemplou-se a comparacédo do conteudo de fendlicos em extratos de Amburana
em relacdo aos de Carvalho e de Balsamo. Num terceiro momento, pesquisaram-se
rotinas para a maximizacao do rendimento nos extratos de Amburana e, finalmente,
realizaram-se analises em cachacas envelhecidas. Os valores encontrados foram
comparados com cachacas comerciais envelhecidas de grande aceitacdo pelos
consumidores. Em relagdo ao método analitico, os resultados alcancados
demonstraram a conformidade da metodologia perante todos os parametros
necessarios para que o procedimento analitico obtivesse o status de método
validado. As variacdes, e as novas etapas propostas para os procedimentos mais
usuais de obtencdo de extratos, apresentaram resultados satisfatorios e o perfil,
tanto qualitativo como quantitativo, obtido para os compostos fendlicos de baixo
peso molecular para as cachacas envelhecidas cearenses, revelou-se compativel
com o que se tem para cachacas envelhecidas comerciais, lideres em vendas nos
Estados do Cearda, Pernambuco e ainda com o de uma outra originada de Minas
Gerais e distribuida nacionalmente por uma grande rede de supermercado. Desta
forma, o trabalho fornece importantes informacées para a conducdo do
envelhecimento de cachacas, com ou sem o emprego de extratos, e ainda para a
avaliacédo da veracidade, ou nédo, do envelhecimento atribuido a uma cachaca.



ABSTRACT

It was analyzed, by high performance liquid chromatography - HPLC, low
molecular weight phenolic compounds (Gallic Acid, 5-(hydroxymethyl)furfural(HMF),
Furfural, Vanillic Acid, Syringc Acid, Vanillin, Syringaldehyde, Coniferaldehyde,
Sinapaldehyde and Coumarin) in aged cachacas (sugar cane spirits), originated of all
the producing regions of the Ceara State and in extracts of Amburana cearensis
(Fr. All.) A. C. Smith. The objective it was stablished the profile of these compounds
in the cachaca from Ceara and also investigated the potential of the extracts of
Amburana as source of these analytes in cachaca on the aging period. The validation
of the analytic methodology, based on procedures used for the analysis of these
substances in different aging beverages, it constituted the initial point of this work.
Soon after, the comparison of the phenolics content was contemplated in extracts of
Amburana in relation to the oak and Balm. In a third moment, they were researched
routines for optimize the gain in the extracts of Amburana and, finally, they took place
analyses in aged cachacas. The found values were compared with aged commercial
cachacgas of great acceptance by the consumers. In relation to the analytic method,
the reached results demonstrated the conformity of the methodology before all the
necessary parameters so that the analytic procedure obtained the status of Validated
Method. The variations, and the new stages proposed for the most usual procedures
to obtaining of woods extracts, they presented satisfactory results and the profile, so
much qualitative as quantitative, obtained for the low molecular weight phenolic
compounds for the cachaca from Ceard, it was revealed compatible with the most
popular commercial cachacas, leaders in sales in the States of Ceara, Pernambuco
and still with the more another one originated of state of Minas Gerais and distributed
nationally by a great supermarket net. This way, the work supplies important
information for the conduction the aging cachacas, with or without the employment of
extracts, and still for the evaluation of the truth, or not, aging attributed to one

cachagca.
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1. INTRODUCAO

Definida, oficialmente, como a denominagdo tipica e exclusiva da
aguardente de cana produzida no Brasil, com graduacao alcodlica de trinta e oito
a quarenta e oito por cento em volume, a vinte graus Celsius e com
caracteristicas sensoriais peculiares (BRASIL, 2002), a cachaca, com sua origem
datando do século XVII, quando a cana-de-agUcar comecou a ser plantada na
regido nordeste em meio a colonizacdo portuguesa (CARVALHO, 1988), é bebida
tradicional do Brasil, da mesma maneira que em outros paises no mundo também
ha bebidas que em muitos casos chegam até mesmo a fazer parte das suas

tradicoes.

J& a aguardente de cana, por esta mesma legislagcéo, é definida como a
bebida com graduacéo alcodlica de trinta e oito a cinqlienta e quatro por cento em
volume, a vinte graus Celsius, obtida de destilado alcodlico simples de cana-de-
acucar ou pela destilacdo do mosto fermentado de cana-de-agucar, podendo ser
adicionada de acUcares até seis gramas por litro (BRASIL, 2002).

Historicamente, a producdo de cachaca no Ceara também teve inicio em
meados do século XVII nas regides do Cariri, Ibiapaba e do Macico de Baturite,
sem carater comercial, o que sO passou a ocorrer a partir do século XVIII,
conforme Thomaz Pompeu de Souza Brasil (Apud SINDIBEBIDAS, 1992). De
maneira que, hoje, o Ceara figura entre os maiores produtores de cachaca do
Brasil, com destilarias de pequeno e médio distribuidas por todo o Estado e de
grande porte localizadas somente na Regido Metropolitana de Fortaleza
(PINHEIRO, 1999).

Atualmente, o Brasil conta com mais de cinco mil marcas de cachaca,
cerca de trinta mil produtores disseminados por todo o seu territério, gerando
aproximadamente quatrocentos mil empregos diretos e indiretos, uma receita
proxima de quinhentos milhdes de reais ao ano (LOPES, 2003; PBDAC, 2004),
fechando o ano de 2003 com uma producao estimada de dois bilhdes de litros,
onde menos de um por cento deste montante foi exportado (VASCONCELOS,
2003).



Apesar destes numeros, a cachaga por muito tempo foi estigmatizada por
ter sua origem nas classes menos favorecidas da populacdo brasileira e, apenas
recentemente, € que acbes realmente concretas foram tomadas no intuito de
valorizar a imagem da cachaca como bebida genuinamente nacional, e organizar
o setor produtor para capacita-lo a disputar o mercado internacional, onde se
destacam:

A criacdo, pela ABRABE - Associacao Brasileira das Industrias de Bebidas, do
Programa Brasileiro de Desenvolvimento da Cachaga - PBDAC em 1997
(LOPEZ, 2003);

A sua incluséo no Programa Especial de Exportaces do Governo Federal,;

A adocao de medidas legais que definiram a cachaca como produto genuino do
Brasil (BRASIL 1997, BRASIL 2001, BRASIL 2002).

Mesmo com a inegavel importancia destas acdes, é consenso entre 0s
pesquisadores, produtores e apreciadores da cachacga, de que nao basta apenas
que a cachaca atenda aos requisitos legais estabelecidos para sua producéo e
composicdo quimica, para tornd-la uma bebida detentora do “status” de bebida
fina (BOZA; OETTERER, 1999; CAMPOS, 2000; FURTADO, 1994; PINHEIRO,
1999), de forma que as quatro etapas necesséarias para a obtencdo de uma
aguardente (Preparo e obtencdo do mosto, fermentacdo, destilacdo e
envelhecimento) passaram a ser alvo de investigacdes cientificas que se

intensificaram, principalmente a partir de 1990.

Um outro ponto de convergéncia entre os que estdo “ligados” a cachaca é
o de que, por melhor que sejam realizadas as trés primeiras etapas do seu
processo produtivo, o destilado recém obtido apresentara sabor seco, ardente e
um aroma ndo muito agradavel (BOZA; OETTERER, 1999; CARDELLO; FARIA,
2000, CERDAN, 2002; ESCALONA, et al., 2002; PLAZA, et al., 2002). De maneira
que o envelhecimento se torna fundamental para que a cachaca adquira as
caracteristicas desejadas pelos seus consumidores, pois ao longo deste periodo a
bebida apresente os atributos necessarios de cor, aroma e sabor tipicos dos
destilados de alta qualidade (MOSEDALE; PUECH, 1998; CALDEIRA, et al.,
1999; CAMPOS, 2000; FARIA et al., 2003).



Para uma eficiente conducdo no envelhecimento dos destilados, séao
necessarios cuidados para a manutengdo do teor alcodlico da bebida em funcéo
das perdas por evaporacdo (SINGLETON, 1995), conhecimentos das
caracteristicas fisico-quimicas das madeiras dos tonéis, da composi¢cdo quimica
da bebida, das caracteristicas sensoriais esperadas dentre outras (MOSEDALE;
PUECH, 1998).

Internacionalmente, o carvalho é a madeira tradicionalmente usada na
confeccédo de barris para o envelhecimento e guarda dos mais variados tipos de
bebidas (uisque, vinho, conhaque, etc.), existindo para ele uma vasta literatura
(DIAS, S.; MAIA, A.; NELSON, 1998; CHATONNET, et al., 1999; CANAS, S.; et
al., 2000), que se estendem, inclusive, a investigacoes sobre o uso dos seus
extratos com o intuito de serem incorporados as bebidas fermentadas e/ou
fermento-destiladas, reduzindo o tempo do envelhecimento (PUECH, 1988;
BOWEN et al., 1994; MARINOV,1996).

No Brasil, 0 uso de extratos de madeiras é realizado, na maioria das vezes,
de maneira empirica e praticamente restrito a producdes artesanais, de modo que
a reduzida literatura a este respeito contem poucos trabalhos, cujo foco esta
voltado para a investigagao do emprego dos extratos de madeiras regionais como
agentes bonificadores durante o envelhecimento da cachaga.

A literatura internacional, principalmente a referente ao whisky e o vinho,
aponta varios compostos que podem ser utilizados como marcadores de
envelhecimento em bebidas, dentre os quais temos os compostos fendlicos de
baixo peso molecular, que sédo extraidos da madeira durante o seu periodo de
guarda por varios mecanismos degradacao da celulose, hemicelulose e da lignina
gue se constituem nos componentes majoritarios da madeira (CANAS et al., 1999;
CHATONNET, 1999; MONEDERO et al., 2000; PIGGOTT; HUNTER;
MARGOMENOU, 2000).

Os trabalhos de CAMPOS (2000) e mais recentemente, (CAMPOS et al.,
2004) séao, provavelmente, os Unicos a tratarem do tema realizados no Ceara,
inexistindo ainda dados quantitativos sobre os compostos fendlicos de baixo peso
molecular em amostras oriundas de todas as regides produtoras do Estado.



Pelo exposto, o presente trabalho tem como objetivo:
Validar uma metodologia analitica para determinacdo dos compostos fendlicos
de baixo peso molecular (Acido Galico, 5-Hidroximetilfurfural (5-HMF), Furfural,
Acido Vanilico, Acido Siringico, Vanilina, Siringaldeido, Coniferaldeido,
Sinapaldeido e Cumarina), via cromatografia liquida de alta eficiéncia, que sera
aplicada durante todo o trabalho, proporcionando confiabilidade aos resultados

alcancados.

Avaliar o potencial da Amburana cearensis, como fonte dos compostos fenoélicos
citados, por meio da comparacdo de extratos da mesma com extratos de
Carvalho e Béalsamo, que serdo obtidos por de uma metodologia descrita pela

literatura internacional;

Verificar as variagbes nos extratos de Amburana cearensis A.C. Smith,
originadas por variacdes no processo de obtengcdo, como o uso da Amburana
em po, o tratamento térmico por microondas, 0 emprego de banhos ultrasénicos
etc.,, que buscardo a maximizacdo do seu rendimento, empregando como
parametros 0s niveis dos compostos fendlicos de baixo peso molecular,

determinados e quantificados pela metodologia validada

Analisar cachacas envelhecidas das principais regides produtoras do Estado,
determinando a presenca e as concentracfes dos analitos estudados, buscando

caracteristicas referentes as cachagas envelhecidas de cada regiéo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Por mais criterioso que tenha sido o processo de obtencéo da cachaca, ou de
outras bebidas como o whisky ou o rum, o destilado recém obtido sera
sensorialmente pobre, transparente, com sabor seco, ardente, de odor pungente e
desagradavel, devido as altas concentracbes de alcoois e acidos contidos no
produto fresco, o que o torna de dificil degustagdo. Com o envelhecimento, obtém-se
um decréscimo gradativo destes compostos e uma simultanea elevacéo no teor de
ésteres que, presentes na diversificada e complexa mistura de substancias em
equilibrio, tornam a cachaca detentora de adjetivos como macia, suave e doce, 0s
guais sdo usados frequientemente pelos consumidores ao referir-se a bebidas de
alta qualidade (CARDELLO; FARIA, 1998; LEE et al., 2001; ESCALONA et al.,
2002).

O envelhecimento, além de benéfico, se faz necessario, pois no seu decorrer
sdo gerados os congéneres que agregam valores sensoriais e, consequientemente,
financeiros aos destilados, de forma que, em fungéo das peculiaridades existentes
no processo de envelhecimento, como os aspectos da tanoaria (capacidade do
recipiente, tipo de madeira, intensidade da sua queima, nimero de virtudes do tonel,
etc), ambientais (temperatura e umidade) e o tempo de guarda propriamente dito,
etc, um destilado pode vir a ser detentor de caracteristicas singulares que o valorize

e destaque em relacdo aos demais.

Do ponto de vista cientifico, devido a diversidade de fatores influentes na
maturagéo de destilados, continuamente, temos trabalhos sendo publicados sobre o
envelhecimento de bebidas destiladas e fermentadas englobando aspectos distintos

como.

- Sensoriais: Nesta area tem-se a busca de descritores sensoriais para
aguardentes envelhecidas, formacdo de céamaras de provas, estudos de
tendéncia de mercado em funcdo das caracteristicas do publico consumidor
(CALDEIRA et al., 1998; CARDELLO; FARIA, 2000; LEE et al., 2001; CALDEIRA
et al., 2002).



— Tecnologicos: Procura por novas madeiras para tanoaria, investigacdo dos
efeitos causados por variagdes na manufatura dos barris, empregos de extratos
de madeiras (CHATONNET et al., 1999; MONEDERO et al., 2000; FARIA et al.,
2003; CAMPOS et al., 2004).

— Analiticos e Forenses: Desenvolvimentos de novas metodologias analiticas
aplicaveis no monitoramento do envelhecimento por meio de compostos
marcadores, na avaliacdo da autenticidade de destilados, na elucidagédo da
génese dos congéneres, em estudos quimiométricos etc. (BRONZE; VILAS
BOAS; BELCHIOR, 1997; VANDERHAEGEN et al., 2004; CARDOSO et al.,
2004).

— Fisiolégicos e toxicoldgicos: Impulsionadas pelo fato amplamente reconhecido
de que o consumo moderado de bebidas alcoodlicas pode reduzir o risco de
morte por doencgas coronarianas, devido a habilidade do etanol em elevar a
guantidade de lipoproeinas de alta densidade (CRIQUI, 1996; KANNEL;
ELLISON, 1996) e de reduzir a coagulabilidade do sangue (RUBIN; RAND,
1994), além dos tradicionais estudos com vinhos, trabalhos séo direcionados no
conhecimento do potencial antioxidante e nas propriedades sequestrantes de
radicais livres dos constituintes fendlicos e furanicos presentes em destilados
envelhecidos (GOLDBERG et al., 1999; HASLAM, 1999; TEDESCO, et al., 2000)
e, ainda, na investigacdo toxicologica de compostos extraiveis das madeiras
(LKAM et al., 2003).

2.1. CARACTERI'S~TICAS QUIMICAS E ESTRUTURAIS DAS MAD EIRAS USADAS
NA CONSTRUCAO DE RESERVATORIOS PARA ENVELHECIMENTO DE
BEBIDAS.

S&o0 conhecidas mais de 350.000 espécies de vegetais. Entretanto, o nimero
de espécies que relne as caracteristicas necessarias para serem empregadas em
tanoaria é, proporcionalmente, muito pequeno, pois para que uma madeira seja
utilizada na manufatura de barris e tonéis de envelhecimento ela devera apresentar
uma consideravel resisténcia, flexibilidade, facilidade de laminacéo, porosidade,
inocuidade aos materiais que nela serdo colocados e ainda ser economicamente
viavel (BOZA; OETTERER, 1999; CAMPOS, 2000), de maneira que o carvalho



(Quercus sp.), tradicionalmente usado para este proposito, ilustra muito bem este
fato, pois dos seus mais de 250 tipos, apenas o Carvalho branco (Quercus alba),
usado nos Estados Unidos e na Europa, e Carvalho espanhol (Quercus sessilis ou
Q. rubor), usado somente na Europa, constituem a maioria dos recipientes
existentes para envelhecimento (RIZZON, 1993; TONEIS & CIA, 2004).

O sistema de classificacdo Filogenético secciona o reino vegetal em quatro
grupos principais: Thallophyta, Bryophyta, Pteridophyta e Spermatophyta, sendo
neste ultimo grupo encontradas as madeiras utilizadas em tanoaria, constituidas
basicamente por Celulose, Hemicelulose, Lignina e Materiais Estranhos
(D’ALMEIDA, 1981).



CELULOSE

HEMICELULOSE

LIGNINA

Responsavel por 40 a 45% do peso seco da madeira,
constitui-se no componente principal da sua parede celular.
Quimicamente, € um homopolissacarideo formado por
cadeias retilineas de anidro D-glucose, unidas do tipo (-1,4.
apresenta uma maior resisténcia a hidrélise (resisténcia da
ligacdo [-1,4) em meio acido do que os demais componentes
majoritarios da madeira. (D’ALMEIDA, 1981).

Trata-se de um oligossacaridio que serve como matriz para a
formacao da celulose, podendo ser composto por unidades
de glicose, manose, galactose, xilose, arabinose, raminose, 4-
O-metilglucorénico e residuos de &cido galactorbnico. Sua
participagdo em peso seco é variavel de madeira para
madeira, 0 mesmo ocorrendo com 0s percentuais das suas
unidades formadoras, sendo assim uma das razdes para as
diferentes quantidades de compostos oriundos da madeira na
bebida envelhecida (MAGA 1989).

Quimicamente, trata-se de um copolicondensado de produtos
desidrogenados, derivados do alcool hidroxicinamil p-
coumaril, alcoois coniferil e sinapil, e unidades de fenol que
possibilitam a formacdo de varios outros compostos (MAGA,
1989). Tem como finalidade unir o tecido celular dos
vegetais, sendo o terceiro componente em quantidade dos
mesmos. Esta associada com a hemicelulose, nédo s6 atraves
de misturas fisicas, mas também por meio de ligacdes
covalentes, ndo sendo decomposta pela agua (D’ALMEIDA,
1981). Pela etandlise da lignina, sdo extraidos da madeira
durante o envelhecimento, vanilina, siringaldeido,
coniferaldeido, sinapaldeido, entre outros compostos
responsaveis pela agradabilidade dos destilados maturados
(NISHIMURA; MATSUYAMA, 1989; MOSEDALE; PUECH,
1998).

FIGURA 1 — Caracteristicas Gerais dos Componentes Majoritarios das Madeiras.



Quanto aos compostos estranhos, estes sdo os mais diversos, ndo pertencem
a parede celular e variam principalmente em funcdo de fatores genéticos e
ambientais, de natureza organica ou inorganica, Ss&8o responsaveis pelas
caracteristicas dos vegetais que vao da cor ao cheiro e ao gosto. Estes compostos
ndo sdo de distribuicdo uniforme e tampouco de ocorréncia obrigatéria em todas as
madeiras. No tocante a sua condicdo, quando presentes nas madeiras usadas na
fabricacéo de recipientes para envelhecimento ou para obtencéo de extratos, podem

ser divididos em duas classes: Compostos Extrativos e Compostos N&o Extrativos.

Os Compostos Extrativos sdo de natureza organica e recebem esta
denominacgéo por serem deslocados da madeira por vias classicas como extracao
com agua, solventes organicos neutros, ou volatilizados por vapor (D’ALMEIDA,
1981). Devido a extracdo nao ser fixa a um unico solvente, nesta classe, temos 0s

compostos pertencentes as diferentes fun¢des orgéanicas:

Volateis

Acidos Graxos

Resinosos

Oleos Volateis

Esterdides

Compostos insaponificaveis

Alcoois Polihidroxilados

Carboidratos SolUveis

« Compostos Aromaticos

Condensaveis

Taninos

Hidrolisaveis



Os Compostos Nao Extrativos sdo todos que, via de regra, normalmente nao
sdo transferidos da madeira para a bebida por métodos convencionais sendo

representados na sua grande maioria por:

e Compostos Inorganicos
* Proteinas

* Substancias Pécticas.

Em tanoaria, ou nos procedimentos para obtencdo de extratos somente 0s
troncos das arvores sao usados. Morfologicamente, o tronco é dividido em casca,
floema ou liber, cdmbio e lenho, sendo apenas a porcdo do tronco referente ao
lenho explorada para estes fins (MOSEDALE; PUECH, 1998, CAMPOS, 2000).

O lenho é distribuido em duas regides, o cerne e o alburno que possuem
proporcdes variaveis dependendo da espécie de arvore. O cerne é caracterizado
por ter uma tonalidade mais escura e estar localizado na sua regidao. Ja o alburno

tem cor clara e encontra-se proximo ao cambio (AMABIS; MARTHO, 1997).

2.2. MADEIRAS USADAS EM TANOARIA

Na Europa e Estados Unidos as opc¢bes de madeira para estes fins ficam
praticamente registras a alguns tipos de carvalho (Quercus sp.) (RIZZON, 1993;
TONEIS & CIA, 2004).

O Brasil, embora ndo tenha uma tradicAo com relacdo aos estudos
sistematicos na busca de madeiras para envelhecimento de cachaga, vem nos
ultimos anos mostrando sinais de alterac6es neste quadro. Ha trabalhos cientificos
que, por vezes possuem seus pontos de partida na investigacdo de madeiras que
sao utilizadas por pequenos produtores que fabricavam seus produtos de maneira
predominantemente artesanal. Em outros momentos, o estudo de cachagas
envelhecidas é feito em tonéis de carvalho, muitas vezes importados, usados dos
Estados Unidos ou Europa, devido esta ndo ser uma espécie nativa da nossa flora e
pelo seu custo. Desta maneira, tonéis de cedro e balsamo, por exemplo, que ja sao

bem difundidos pelo Brasil, vém agora sendo alvo de estudos, juntamente com



outras espécies de madeiras (DIAS; MAIA; NELSON, 1998; BOZA; OETTERER,
1999; CAMPOS, 2000; CAMPOS et al., 2004; FARIA et al., 2003).

Dos trabalhos realizados, € possivel estabelecer algumas caracteristicas
sensoriais que a cachaca passa a exibir apds ser maturada em tonéis
confeccionados com madeiras brasileiras como, por exemplo, o Amendoim
(Pterogyne nitens), Balsamo ou Cabritva (Myroxylon peruiferum L.F.), Ipé (Tabebuia
ssp.), Jequitiba (Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze), Amburana (Amburana
cearensis (Fr. All.) A.C. Smith), vinhatico (Plathymenia foliolosa Bent.), Freijo (Cordia
goeldiana Huber), Castanheira do Para (Cordia goeldiana Huber). Todavia, a maioria
das publicagBes ainda ndo explorou aspectos tecnoldgicos como, por exemplo, a
avaliacdo da qualidade da cachaca envelhecida, em funcdo do tempo e do tipo de
tratamento térmico dispensado a madeira usada na confeccdo de tonéis, a obtencéo
de extratos de madeiras que podem ter aplicacdbes como aceleradores de
envelhecimento, na composicdo de cachagas que apresentem caracteristicas de
mais de um tipo de madeira, dentre outras aplicacdes (DIAS; MAIA; NELSON, 1998;
BOZA; OETTERER, 1999; CAMPQOS, 2000; FARIA et al., 2003).



MADEIRA

Amendoim

Balsamo ou

Cabriuva

A

Ipé

Jequitiba Rosa

Amburana

Vinhatico

Gréapia ou Garapa

Louro Freijo

Castanheira do Para

CARACTERISTICAS CONFERIDAS

Baixa a acidez e preserva as caracteristicas naturais da
cor.

Resulta em tom amarelinho e numa cachaga de gosto
forte.

Garante uma cachaca que desce macio e um tom
alaranjado.

Elimina o leve gosto de bagacgo de cana sem alterar a
cor.

Baixa a acidez e diminui o teor alcodlico da cachaca,
gue fica mais suave, mantendo a cor normal.

Fornece cor amarelo-ouro e gosto proximo ao da
cachaca pura.

Baixa a acidez e diminui o teor alcodlico da cachaca,
gue fica mais suave, mantendo a cor normal.

Baixa a acidez e diminui o teor alcoodlico da cachaga,
tornando-a mais suave, mantendo a cor normal.

Tem propriedades semelhantes ao Carvalho Europeu,
no envelhecimento da Cachaca, transmitindo suavidade
e uma cor amarelada.

FIGURA 2 — Caracteristicas sensoriais conferidas a cachaca por diferentes madeiras

brasileiras.

Fonte: TONEIS & CIA., 2004.



2.3. SOBRE A AMBURANA CEARENSIS (A.C. SMITH)

O taxon Amburana é formado por apenas duas espécies, A. acreana e A.
cearensis , sendo a Amburana cearensis originaria do Nordeste brasileiro, e pode
ser encontrada nas matas do sudeste, chegando a estender-se até a Argentina
(CANUTO, 2002).

Dependendo da regido em que é encontrada, € conhecida popularmente
como ambura-de-cheiro, cerejeira-rajada, cumaru-das-caatingas, cumaru-de-cheiro,
cumaru-do-Ceard, imburana ou, simplesmente, Amburana. Esta espécie é
freqientemente confundida com a espécie Dipteryx odorata devido & denominagéo
popular comum de cumaru, além de ser, equivocadamente, classificada como

pertencente aos géneros Pterodon ou Stryphnodendron (PIO CORREA, 1984).

De acordo com PIO CORREA (1984), A. cearensis A.C. Smith pode ser

descrita como:

“Arvore regular, até 15 metros de altura e 50 centimetros de diametro; possui
casca grossa, suberosa, gordurosa, aromatica, vermelho-pardacenta, e que se
desprende em finas laminas; ramos novos cilindricos; folhas alternas, irregularmente
pinadas, composta de 11-15 foliculos alternos, peciolados, ovados, arredondados no
apice e na base, inteiros, nervura dorsal saliente, flores brancacentas, ou branco-
amareladas, ou amarelo-palido, aromaticas, pequenas, dispostas em racimos
axilares, multiflorida; ovario longo-estipitado; fruto vagem achatada, escura, quase
preta, contendo uma semente alada e rugosa. Fornece madeira de alburno branco-
acizentado e cerne amarelo-castanho, normalmente avermelhado e com tons verde-

azeitoa, assetinada, raios e poros fracamente visiveis”.



FIGURA 3 — A Amburana (Amburana cearensis).
Fonte: PLANTAMED, 2004

Suas comprovadas propriedades antiinflamatérias e broncodilatadoras sao
bastante exploradas por meios de xaropes fabricados com a sua casca, em que a
cumarina € o seu principio ativo. Entretanto, este e outros compostos fendlicos
presentes na planta séo, freqientemente, investigados a fim de que se tenha a

certeza que estes ndo provoquem danos ao homem (MATOS, 1994).

Equipes independentes, coordenadas por LKAM (2003; 2003) investigaram
além das propriedades antiinflamatérias, o aspecto mausculo-relaxante e
toxicolégicos de extratos hidroalcodlicos de Amburana cearensis , onde foram



obtidos resultados promissores a respeito destas propriedades terapéuticas e da
atoxidade destes extratos, o que contribui para fortalecimento dos estudos visando o
emprego desta em tanoaria e na elaboracdo de extratos para uso como
bonificadores no envelhecimento acelerado de aguardentes (LKAM et al., 2003a,
2003b).

2.4. TIPOS DE TRATAMENTOS EFETUADOS NA MADEIRA E A MANUFATURA
DE TONEIS

A madeira destinada a tanoaria ndo deve ser usada nas condi¢cdes em que se
encontra imediatamente apds sua obtencdo. Desta maneira, os métodos para
construcdo de recipientes para envelhecimento, ou guarda momentanea de bebidas,
nao sdo uniformes, podendo assumir diferencas consideraveis em funcdo das
caracteristicas botanicas de cada espécie vegetal, da idade da arvore, das
condi¢cbes ambientais do local de onde a madeira foi obtida, entre outras (MARCO et
al., 1994)

Os tratamentos aplicados na madeira visam, de forma geral, eliminar a agua
gue nao se encontrar ligada quimicamente a madeira, diminuir a quantidade de
compostos causadores de adstringéncia no produto envelhecido como, por exemplo,
taninos e resinas, aumentar a area de contato entre a bebida e o recipiente para
maximizar a extracdo das substancias desejaveis, nomeados genericamente de
compostos fendlicos de baixo peso molecular (CHATONNET; BOIDRON, 1990;
CANAS et al., 1999).

Segundo MOSEDALE & PUECH (1998) e SCHAHINGER (1995), apés o
tronco da arvore escolhida ser submetido a uma secagem preliminar, cortado e
laminado, a madeira obtida devera deve ser submetida a um periodo de secagem
natural ao ar livre que pode durar até trés anos. Embora a secagem artificial em
fornos seja seguramente mais rapida e econdmica, a secagem nos moldes
tradicionais propicia melhores resultados devido uma maior reducdo dos taninos da
madeira através de reacfes de condensacdo e de polimerizacdo destes, que podem

ser ainda mais acentuadas quando estas reacfes sao catalisadas por enzimas, ou



no momento em que os taninos sao lixiviados por dgua de chuva (MOSEDALE;
PUECH, 1998).

Apos a montagem dos barris, outros procedimentos podem ser aplicados para
a reducao de taninos como a passagem de vapor pelo seu interior, lavagens

sucessivas com agua fervente ou com solugéo diluida de acido sulfurico.

Para SCHAHINGER (1995), outro beneficio da secagem em que o teor de
umidade na madeira ndo ultrapasse os 14%, sera uma madeira mais dura, rigida e
tensa, tornando-a assim dificil de ser curvada, o que, no entanto, para confeccao de
barris serd um atributo de qualidade, pois no rejuntamento lado a lado, ocorrerdo
pressdes laterais maiores evitando possiveis vazamentos, inclusive apdés tempo

consideravel de uso.

Uma das etapas de maior importancia na fabricacdo de tonéis ou barris é a
gueima das aduelas que pode ser efetuada antes ou apds a montagem. Entretanto,
a execucdo deste procedimento é, na grande maioria das vezes, efetuado com o
recipiente montado, pelas técnicas de queima americana que emprega madeira em
brasa ou pela européia que usa um queimador metélico (BOZA; OETTERER, 1999;
CANAS et al., 1999; CHATONNET et al., 1999). Quanto a intensidade da queima,
esta pode ser classificada em trés niveis: branda ou light (115 — 125<), média (200
— 215%) e forte (220 — 230C) (CHATONNET et al., 1999).

Pesquisas demonstram que a queima da madeira dos barris ou tonéis

promove varios beneficios a bebida como:

- Formacéo de uma camada de carvao ativo, adsorvente altamente eficiente na

remocao de congéneres indesejaveis, bem como na catalise de reacoes;

— A lignina é degradada na camada sob o carvao, cujo compostos aromatizantes
séo liberados lentamente para a bebida, de maneira que quanto maior for o
tempo repouso, maior sera a quantidade destes compostos, que atualmente séo
considerados bonificadores e marcadores que atestam a maturacdo de uma
bebida.

— Aumento dos extratos totais, corantes e fendis devido a ruptura da superficie da
madeira e ao aumento da area superficial efetiva passivel de produzir



congéneres através de reacdes oxidativas (PHILIP, 1989; PUECH & MAGA,
1993; CAMPOS et al., 2004).

Na induastria de bebidas, a reutilizacdo de barris € uma pratica comum,
mesmo sendo bastante conhecido o fato de que existe uma marcante reducdo na
concentracdo de compostos extraiveis da madeira. BOSCOLO (1996) demonstrou a
diminuicdo fendis, de praticamente 50% da primeira para a segunda utilizacdo, para
melhorar a performance de barris usados, adotando uma nova queima do barril.
Entretanto, alguns pesquisadores ja desenvolveram trabalhos buscando alternativas
como o emprego de extratos de madeira sozinhos, ou em associagdo com uma nova
gueima do barril (PUECH, 1988; MARINOV, 1996).



MANUFATURA DE UM BARRIL

Os troncos sao
coltados no
comprimento
tdesejado e as
aduelas sao
tivididas.

e

& madeirs & zeca ao ar livre por periodos
de até 3 anos. Em slouns casos é seca em
fornos posteriormente.

SECAGEM

Aplanadas, curvadas e articuladas

..as aduelaz =80 laminadas

MONTAGEM DO BARRIL
Ma montagem do barril, o mesmo & dobrado por
molinetes ou por maguinas

PR ; Pela técnica o barril & dobrado  Pela teCnica americana o
madeira é umedecida por fora e : : s
H sobre um braseiro por 20 min.  Parril & dobrado em contato

Addaclca por Henne. e média & posteriormente com vapor e tostado por um
s0fte LM Novo sguecimenta. quUEIMador & gas,
5 - 10 min. aguecimento leve; 13 = tostagem |E‘f'35
10 - 15 min. aguecimento médio; 50 = tostagem medis;
I I_.-':-. r _\;__ ! .

Finalmente oz dtimos aros 2480
adicionados e o barril & testado
COm agua quente.

FIGURA 4 — Esquema simplificado das etapas que envolvem a fabricacdo de um

barril.
Fonte: Adaptado de MOSEDALE; PUECH, 1998.



25. A ORIGEM DOS CONGENERES E A SUA RELACAO COM O
ENVELHECIMENTO DAS BEBIDAS

Além do etanol e da agua, a cachaca contém em menor concentragcdo uma

grande quantidade de compostos organicos, denominados genericamente de

congéneres, 0s quais sao incorporados ao longo de todo 0 seu processo produtivo
(BRASIL, 1997) e responsaveis pelo sabor e aroma da bebida (SPILLMAN et al.,
1997).

Quimicamente, 0s congéneres presentes na cachaca e nas demais bebidas

fermento-destiladas, pertencem em sua grande maioria as seguintes funcdes

organicas:

Aldeidos: Em geral, os aldeidos desejaveis sdo os com mais de dez atomos de
carbono, pois apresentam aromas agradaveis. Ja 0s que possuem até oito
atomos de carbono, séo indesejaveis por terem aromas pungentes e enjoativos
(MAIA, 1994).

O conteudo total de aldeidos na cachaca € expresso em acetaldeido que é o seu
aldeido majoritario, o qual é derivado da degradacéo da lignina (PISARNITSKII,
1995).

Entre os aldeidos, o furfural e o hidroximetilfurfural merecem destaque, pois ao
contrario dos demais ndo sédo formados durante a fermentacdo e sim originados,
respectivamente, da desidratacdo parcial das pentoses e da desidratacdo das
hexoses. Desta forma, os seus teores podem ser tomados como indicativos de
gueima da folhagem da cana antes da sua colheita, de excessos de temperatura
durante a destilacdo e em associacdo com outros congéneres como evidéncias
de envelhecimento da cachaca (MAIA, 1994; BOZA; HORII, 1999; MORAIS,
2001).

Alcoois: Merecem destaque o metanol e os alcoois superiores. Quanto ao
metanol, este composto de origem associada a degradacdo da pectina é
particularmente indesejavel jA que sua ingestdo mesmo em doses muito

pequenas pode levar a cegueira e até a morte (WINDHOLZ, 1976).



Os élcoois superiores, formados durante a fermentacdo, em conjunto com 0s
ésteres, contribuem largamente com o aroma e o sabor da cachaca. Conhecidos
como Oleo fusel, os alcoois amilico, iso-amillico, proilico, iso-propilico, butilico,
iso-butilico em grande quantidade diminuem a qualidade da cachaca e o seu
valor comercial, enquanto que alcoois com mais de cinco atomos de carbono

encontram-se em quantidades diminutas na cachaca (CHAVES, 1998).

- Acidos: Mesmo nas fermentacdes alcodlicas de controle mais rigoroso, o acido
acético € um co-produto, normal, gerado por conversdo do acUcar, podendo
desta forma estar presente no mosto fermentado em concentracbes de até
0,8g/L e chegar a valores da ordem de 30% do aguUcar, caso ocorra aeracdo do
mosto (MAIORELLA, 1989).

Séo, também, importantes os acidos piravico, citrico, succinico e oxaloacético,
pois em conjunto com o &acido acético contribuem sensorialmente para a
cachaca, de modo direto ou indiretamente como no caso destes, por originarem

ésteres.

- Esteres: Durante a fermentac&o alcodlica, uma pequena parte do etanol reage
intracelularmente com o A&cido acético, formando o acetato de etila
(representando 80% do conteldo total dos ésteres) e pelo mesmo mecanismo
outros alcoois também produzidos intracelularmente reagem com o acido acético
formando outros ésteres (KORHOLA; HARJU; LEHTONEM, 1989). De modo
geral, os ésteres sdo desejaveis, devido favorecerem a melhoria do aroma da
bebida. Cada éster apresenta um aroma em particular caracteristico, onde o0s
gue possuem aromas mais acentuados sao os que se originam de alcoois de
baixo peso molecular. Conforme demonstrado por dados experimentais obtidos
por REAZIN (1981), os ésteres sdo 0s compostos que apresentam o

crescimento mais linear ao longo do envelhecimento do destilado.

Oficialmente os limites para 0s congéneres pertencentes aos grupos
anteriormente descritos, estdo estabelecidos na cachaca brasileira pelo decreto n°.

2.314 de 04 de setembro de 1997, e sao apresentados na tabela 1.



TABELA 1 - Limites de congéneres permitidos pela legislacdo brasileira para a
cachaca.

CONCENTRACAO (g/100mL AA)
CONGENERE

MINIMA MAXIMA
gcrf eAf:i\églgglético) - 0,150
(E'esr;ef:etato de Etila) i 0,200
g(rjne:'g::taldeido) - 0,030
Furfural ] 0.005
élfr(l)oAilscfglegcr)i-oarrisilico) i 0,300
\T/gtlglts i(S*) 0,200 0,650

AA — Alcool Absoluto (100%, v/v)

(*) Soma de aldeidos, acidos volateis, ésteres, furfura | e alcoois superiores.
Fonte: BRASIL, 1997.



Apesar dos congéneres surgirem em todos os momentos da fabricagcdo da
cachaga, com alguns podendo estar inicialmente presentes no destilado, séo os
originados durante o processo de envelhecimento, por extracdo da madeira pela
cachaca ou como produtos de reagGes quimicas ocorridas durante a sua guarda,
gue estdo mais estreitamente ligados aos atributos sensoriais desejados para
uma aguardente de qualidade. Processo este que é caracterizado por mudancgas
na cor, na composicao e na concentracdo dos congéneres, no declinio do volume
e no teor alcodlico da mesma, acarretando melhoramentos no sabor e no aroma
da bebida maturada (QUESADA et al., 1999); MOSEDALE; PUECH, 1998; DIAS;
MAIA; NELSON, 1998; BOZA; OETTERER, 1999; CAMPOS, 2000;), podem ser

causadas pelos seguintes fatores:

Extracao direta dos compostos da madeira;

Decomposicdo das macromoléculas da madeira dos tonéis e a subsequente
extracdo dos produtos desta decomposicao pelo destilado;

Reacdes entre os componentes da madeira e os componentes do destilado
bruto;

Reacdes envolvendo apenas 0s componentes extraidos da madeira;

Reacdes envolvendo apenas 0os componentes da cachaca;

Evaporacdo dos compostos volateis.

Na pratica, estas reacfes ocorrem simultaneamente e o tempo requerido
para que estas mudancas transcorram de forma satisfatoria, varia em funcéo da
condicao inicial da bebida, do tamanho do recipiente, da espécie da madeira e do
seu respectivo tratamento e das condicdes ambientais do local em que se
encontra o barril (REAZIN, 1981; NISHIMURA & MATSUYAMA, 1989; CAMPOS,
2000).

Dos componentes majoritarios da madeira (Celulose, Hemicelulose e
Lignina) a lignina € o que mais contribui para a génese de congéneres, que
inicialmente em sua maioria sdo compostos fendlicos e taninos, podendo
constituir até 40% do teor do extrato seco da cachaca, o que ocorre gracas as
numerosas reagfes de degradacdo localizadas nas paredes dos barris,

desencadeadas pela passagem do alcool e da agua por penetracdo capilar e



osmose através das fissuras e células da parede interna da madeira, iniciando a
hidrdlise da hemicelulose e da lignina (PUECH; GOFFINET, 1987).

Quanto a celulose, esta ndo sofre reacbes de degradacdo pelo alcool,
entretanto evidencias levam a crer que furanos e piranos substituidos,
encontrados em destilados maturados, como o furfural, o hidroximetilfurfural e o
furfuril alcool, podem ter uma de suas origens na desidratacdo térmica de
acucares, formados desta maneira por termolise da celulose durante a fabricacéo
dos barris (SINGLETON,1995; BARROSO et al. 1996; CUTZACH et al. 1999).

Entre os varios compostos fendlicos ja identificados na cachagca e em
outros destilados envelhecidos, destacam-se coniferaldeido, sinapaldeido,
siringaldeido e a vanilina que, extraidos por etandlise, convertem-se num segundo
momento em ésteres, contribuindo de forma intensa para o aperfeicoamento do
buqué da cachaca (REAZIN, 1981; NISHIMURA; MATSUYAMA, 1989; BETTIN et
al.,; ESCALONA et al., 2002).



1a) Madeira - Lignina, + Etanol o Alcool Coniferilico + Alcool Sinapilico

1b) Madeira - Lignina, + Etanol Lignina(x_n) + n(Lignina-Etanol)

—_— >

2) Lignina - Etanol Etanol + Alcool Coniferilico + Alcool Sinapilico
3a) Alcool Sinapilico + O, ———» Sinapaldeido

3b) Alcool Coniferilico + O, —» Coniferaldeido

4a) Sinapaldeido + O, Siringaldeido

4b) Coniferaldeido + O, ___ , Vanilina

OH
CH=—CHCOOH CHOCH, COCH,CH,
Ac. Felurico Acetovanilona Propilvanilona
OH
Coniferaldeido Vanilina Ac. Vanilico Etil Vanilato
@om CH,0 ©00H CH,0 @ @
CH—=CHCHO COOH COOC_H,
Sinapaldeido Siringaldeido Ac. Siringico Etil Siringato

FIGURA 5 — Mecanismos simplificados de formacdo de compostos fendlicos de
baixo peso molecular e ésteres a partir da madeira.

Fonte: Adaptado de REAZIN, 1981 e NISHIMURA; MATSUYAMA, 1989.



Com base no que j& é conhecido da dindmica de extragcdo de compostos
da madeira, as dimensdes dos tonéis, e consequentemente as suas relacbes de
area/volume e o grau de porosidade desta, despontam como importantes fatores

para o envelhecimento dos destilados.

Reservatérios pequenos potencializam a evaporacdo do destilado, promovem
elevacbes no gradiente de extracdo dos constituintes da madeira e ainda uma maior
troca de oxigénio com o ambiente, alavancando o numero de reacdes de oxidacao,
resultando em desequilibrio nas caracteristicas sensoriais da bebida, sendo
necesséario entdo uma reducdo no tempo de envelhecimento. Num outro extremo,
grandes reservatorios reduzem as trocas de oxigénio e reduzem a taxa de extracao
de componentes da madeira. Desta forma, barris com dimensdes em que a relacéo
entre volume e a sua area em contato com o destilado relativamente proporcional
sdo 0s mais empregados, pois sdo favoraveis a uma menor taxa de evaporagdo do
etanol, dos demais componentes volateis do destilado e a um fluxo satisfatorio a
gradual de compostos da madeira para a bebida (SALGADO et al.,, 1996;
CUTZACH; CHATONNET; DUBOURDIEU, 1999; CHATONNET et al., 1999;
PEREZ-PRIETO, et al., 2002).

2.6. ASPECTOS SENSORIAIS E FiSICO-QUIMICOS DA CACHACA
ENVELHECIDA

Em trabalho realizado por CARDELLO & FARIA (2000) foi avaliada a
aceitacdo de cachacas envelhecidas e ndo envelhecidas. Evidenciou-se que
amostras envelhecidas por periodos superiores a 24 meses em tonel de carvalho
obtiveram a preferéncia dos consumidores em relacdo a amostras comerciais néo
envelhecidas e até envelhecidas as quais podem ser cortadas com a subseqiente
corregcdo de sua cor. Outros pesquisadores relatam taxas crescentes de aceitacéo
para atributos como cor, aroma, sabor e impressao global ao longo do decorrer da
maturacdo da cachaca, ao passo que descritores como aroma alcodlico,
agressividade, sabor inicial e residual de alcool, figuraram em niveis

significativamente inferiores aos relatados para amostras nao envelhecidas



(FURTADO, 1994; BOSCOLO, 1996, CARDELLO; FARIA 1998; DIAS; MAIA;
NELSON, 1998; PINHEIRO, 1999).

Ao longo do envelhecimento elevam-se o indice de cor, o teor de solidos
totais constituido pelo material ndo volati e compostos inorganicos, as
concentragbes de taninos, ésteres, aldeidos e ainda a acidez total, formada pela
soma da acidez fixa e volatil, também sofrem incrementos com o passar do tempo,
porém com intensidades diferentes para cada um destes parametros (NISHIMURA &
MATSUYAMA, 1989).

Em um dos primeiros trabalhos sobre envelhecimento da cachaca realizados
no Brasil, ALMEIDA et al. (1947) concluiram que ao longo do envelhecimento de
aguardentes de cana, apesar da concentracéo de aldeidos aumentar, este aumento
nao ocorre de modo proporcional ao tempo de guarda. Posteriormente, BOSCOLO
(1996) por meio de métodos instrumentais mais refinados confirmou a elevacdo do
teor dos aldeidos, porém determinou que apenas o formaldeido e o acetaldeido
demonstraram acréscimos constantes com o tempo, enquanto que NO mMesmo

periodo ocorreu uma reducédo no teor da acroleina.

As aguardentes velhas exibem uma elevacdo natural da acidez, devido
especialmente ao aumento da concentragdo de acido acético, que por sua vez é
oriundo da oxidacdo do etanol e da extracdo a partir da madeira (ALMEIDA et al.,
1947; EGORROV; RODOPULO, 1994).

O aroma agradavel da cachaca velha € em grande parte consequéncia da
formacdo de ésteres, originados por um sistema dindmico, influenciado por
mudancas nas concentracdes de acido acético, etanol e 4gua. De modo que a perda
de agua por evaporacdo e/ou aumento da concentracdo de acido acético durante a
maturacdo resulta num aumento da concentragdo acetato de etila (REAZIN et al.,
1976), que € o principal éster presente ndo s6 na cachacga, mas em todas as bebidas
envelhecidas. Entretanto, outros ésteres estdo presentes devido a extensdo de
reacoes de esterificacdo e transesterificacao, cujos equilibrios se estabelecem em
funcdo da concentracdo dos diferentes alcoois e acidos presentes na bebida, bem
como do pH da mesma. Desta forma autores, como ONISHI, GUYMON e CROWELL
(1977), demonstraram estes mecanismos em seus trabalhos, como ilustrado na

figura 6.



Etanol + Acido Acético (T} Acetato de Etila + Agua
H+
Acetato de |soamila Q::} Acetato de Etila + Alcool Isoamilico

FIGURA 6 — ReacOes de esterificacdo e transesterificacdo ocorridas ao longo do
envelhecimento.

Fonte: ONISHI, GUYMON e CROWELL, 1977.

Com relacdo aos alcoois superiores, ndo ocorre alteracéo significativa durante
o envelhecimento de uma bebida, ocorrendo apenas ligeira variagdo em

consequéncia principalmente da diminuicédo do teor alcodlico.

2.7. CONSIDERAGCOES SOBRE OS COMPOSTOS FENOLICOS DE BAIXO PESO
MOLECULAR PRESENTES EM DESTILADOS ENVELHECIDOS.

Estudos realizados com destilados de alta qualidade apontam o
envelhecimento como essencial para que tais bebidas atinjam esta condicéo, devido
a numerosas alteragdes no perfil dos congéneres ocorridos ao longo deste periodo.
Os congéneres que propiciam melhoria nos aspectos sensoriais englobam &cidos,
aldeidos, taninos entre outros compostos, e sdo normalmente designados como
compostos fendlicos de baixo peso molecular (BOZHINOV, 1994; MANGAS;
RODRIGUEZ; MORENO, 1996). Alguns destes compostos sdo adotados como
“Marcadores” ou “Padrées de Envelhecimento”, pois através do acompanhamento
nas modificagcdes qualitativas e quantitativas dos mesmos é possivel estimar o
tempo de envelhecimento de destilados (LO COCO et al.1995; MANGAS;
RODRIGUEZ; MORENO, 1996; JAGANATHAN; DUGAR, 1999), uma vez que a
formacado da maioria destes compostos se baseia na degradacdo da lignina pela
etandlise oxidativa, em presenca de oxigénio molecular durante a estocagem da
bebida em tonéis. Geralmente, a vanilina e o coniferaldeido s&o obtidos, em maior
guantidade, da lignina oriunda de madeiras macias, enquanto siringaldeido e
sinapaldeido resultam de ligninas de madeiras duras.



De modo geral, o siringaldeido e a vanilina sdo os aldeidos predominantes em
bebidas alcodlicas envelhecidas, mas também sdo encontrados compostos como o
acido siringico, sinapico, vanilico e ferulico e ainda seus respectivos ésteres
(YOKOYA, 1995).

Recentemente, GOLDBERG e colaboradores (1999) abordaram um
importante aspecto dos constituintes fendlicos de baixo peso molecular presentes
em bebidas envelhecidas, ressaltando as atividades antioxidantes, sequestradora de

radicais livres, anticarcinogénicas, antiinflamatorias.

Além de aldeidos e acidos, as cumarinas, compostos caracterizados pela
presenca de um anel aromatico fixado a um anel lactona condensado, séo
substancias presentes em largas quantidades no reino vegetal que passaram a ser
observadas por pesquisadores ligados ao controle e a melhoria dos destilados, visto
que em bebidas alcoodlicas a presenca destes compostos pode estar ligada ao
contato do mesmo por periodos prolongados com a madeira do seu recipiente de
guarda (SALAGOITYAUGUSTE; TRICARDC; SUDRAUD, 1987; VIVAS;
BOUGEOIS; VITRY, 1998; CANAS et al.,, 1999; LAKE, 1999; IZQUIERDO et al.
2000). Cumarinas como esculina, umbeliferona, escopoletina, 4-metil-umbeliferona e
a cumarina (1,2-benzopirona), sdo as mais investigadas como marcadores e, em
particular, a cumarina propriamente dita, € usada como agente de fixacdo e
potencializador de caracteristicas sensoriais em varios produtos como perfumes,

pastas de dentes, produtos com tabaco e em bebidas alcodlicas (LAKE, 1999).

Entretanto, a cumarina sempre esteve, e permanece no centro de discussoes
cientificas, devido as suas propriedades fisiologicas e farmacolbégicas, como, por
exemplo, ser um potente anticoagulante. Mas, ao mesmo tempo, é suspeita de que
em elevadas doses poder induzir o surgimento de carcinomas hepaticos. Todavia,
esta suspeita ainda nao foi comprovada de forma absoluta. Somente no ultimo
pronunciamento do comité cientifico para alimentos da comissdo européia, 45
estudos cientificos realizados entre 1994 e 1998 foram avaliados e nao foi possivel a
emissdo de um parecer atestando o carater carcinogénico da cumarina. Desta forma
0 mesmo comité determinou a permanéncia do limite para a cumarina em 10mg/L
para bebidas alcodlicas (EUROPEAN COMMISSION, 1999).



2.8. O ENVELHECIMENTO DE BEBIDAS NO MUNDO E EM CACHACA NO
BRASIL

Em paises, como Escocia, Franca, Italia, Estados Unidos e Australia, o
envelhecimento é um tema de muito estudo, com os resultados obtidos sendo
aplicados por produtores, elevando desta forma a qualidade e o preco de cada
bebida produzida. Nos Estados Unidos, o uisque de milho € maturado somente em
barris novos. No Canada e na Escécia o uisque € obrigatoriamente envelhecido por
um minimo de trés anos e muitos “puro malte” por periodos de 12 anos ou mais
(MOSEDALE; PUECH, 1998). Na Europa, pesquisas sao conduzidas visando definir
0S compostos responsaveis pelas peculiaridades das bebidas envelhecidas tipicas
de varios paises (PIGGOTT; HUNTER; MARGOMENOU, 2000; MORENO;
BARROSO, 2002; CERDAN; MOZAZ; AZPILICUETA, 2002).

Trabalhos também sao realizados objetivando desenvolver técnicas capazes
de promover o envelhecimento de modo satisfatério e reprodutivo em periodos
reduzidos, como a adicdo de madeiras nos tonéis, realizacdo de “blends”; adicdo de
aromas artificiais ou extratos de madeira (GOS, 1990; HOOPER; MARKS, 1992;
MARTINEZ et al., 1996, PENSADO et al., 2000).

Com relacéo a estas pesquisas, a adicdo de pedacos de madeira, apesar de
promover alteragcdes principalmente na cor, esta técnica tem uma grave
desvantagem que € a falta de reprodutividade no produto obtido, pois mesmo que os
pedacos adicionados possuam tamanhos e até mesmo uma superficie de contato
sempre equivalente nas diversas adicdes, o que pode ser obtido, por exemplo,
através do corte da madeira em cubos de lados iguais, fatores como o porte fisico da
arvore, a sua espécie e as condi¢cdes climaticas a que esta foi submetida, além das
caracteristicas da propria bebida entre as quais o seu teor alcodlico e acidez, além
de outros fatores como a taxa de evaporacao e o indice de troca de oxigénio através
do barril tornam esta técnica por demais imprecisa para uso em larga escala
(MARTINEZ et al., 1996; SALGADO et al., 1996).

Por outro lado, a realizacdo do “blend” ou misturas entre bebidas
envelhecidas e bebidas recém obtidas € um procedimento tradicionalmente

empregado por tradicionais produtores de varias regides do mundo, chegando



inclusive a ser um diferencial entre uma ou outra marca de destilado. Esta operacao
€ a unica empregada em escala industrial e descrita oficialmente para a cachaca
brasileira, o que é feito inclusive com a adi¢cdo de agucar e caramelo. Isto resulta em
graves problemas para a nossa cachaca que contribuem na conducao incorreta dos
cortes, no atesto dos tonéis mais antigos provocando alteragbes no padrdo e no
tempo de envelhecimento, o que ainda é piorado pela capacidade excessivamente
elevada dos tonéis utilizados que variam de 2.000 a 50.000 litros, diminuindo a
relacdo area de contato/volume (BRASIL, 1997; CAMPOS, 2000; BRASIL, 2002).

Os extratos de madeira sao uma possibilidade de aceleragdo no
envelhecimento defendida por pesquisadores como BREGVADZE (1991) e
BOZHINOV (1994) e de forma pioneira no Ceara por CAMPOS (2000), em que na
maior parte das vezes tem-se a adicdo de solugcdes que contém compostos
bonificadores como a vanilina e outros compostos fendlicos de baixo peso
molecular, obtidos por meio de maceracao, arraste a vapor, infusdo ou refluxo da
madeira (previamente tratada), na maior parte das ocasides com a propria cachaca
ou com solucdes etandlicas. E importante salientar que esta técnica de
envelhecimento ndo visa a substituicdo integral do tempo de guarda da bebida, pois
sempre sera necessario que a bebida figue em repouso por periodo suficiente para
que as interagdes entre os componentes da bebida e do extrato, resultem no aroma

e sabor caracteristico do destilado envelhecido.

Assim, quer seja pela disputa por novos mercados, rompimento de
preconceitos, melhoria da qualidade ou simplesmente aumento nos ganhos
financeiros, é necessario que os produtores brasileiros de cachaga conscientizem-se
de que o envelhecimento, além de indispensavel € a garantia de que estes objetivos

sejam atingidos.



3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1. Delineamento do experimento

O presente trabalho constituiu-se de trés etapas que foram totalmente
executadas nas dependéncias do Laboratério de Biotecnologia Agenor Maia Ferreira
(LABIOTEC), do Departamento de Tecnologia de Alimentos da UFC, na seguinte
ordem: Desenvolvimento e validacdo da metodologia analitica via cromatografia
liguida de alta eficiéncia - CLAE, elaboracéo e analise dos extratos de Amburana e
andlise das cachacas cearenses envelhecidas.

A etapa de desenvolvimento e validacdo do método buscou cumprir 0s
requisitos de seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez segundo os
padrbes estipulados por BOGAN; O'KENNEDY (1996) LEITE (1996), RILEY;
ROSANKE, (1996) e BREDOLAN (2000), para os compostos: Acido Galico, 5-
hidroximetilfurfural, Furfural, Acido Vanilico, Acido Siringico, Vanilina, Siringaldeido,

Coniferaldeido, Sinapaldeido e Cumarina.

Na elaboracéo dos extratos, foram inicialmente usadas: Amburana (Amburana
cearensis), carvalho (Quercus Alba L.) e balsamo (Myroxylon. peruiferum) em cubos,
de 1,0 cm® de lado, com o intuito de verificar o comportamento da Amburana perante
o carvalho (usada como madeira de referéncia) e o balsamo (amplamente usada em
tonéis no Ceara), apés o tratamento térmico, usualmente descrito na literatura
(PHILP, 1989; BELCHIOR et al., 1996; MOSEDALE & FORD, 1996; CANAS et al.,
2000, CAMPOS, 2000), no que se refere a suas potencialidades como fonte de
compostos fenodlicos de baixo peso molecular, para adicdo em cachaca, a fim de

potencializar os seus atributos de qualidade ap6s o envelhecimento.

Num segundo momento, buscou-se maximizar a concentracdo de compostos
fendlicos obtidos do extrato de Amburana por meio de variacdes no procedimento de

extracao.

Por fim foram analisadas amostras de cachacas envelhecidas das regides
produtoras cearenses, para que fosse tracado um perfil destes compostos nas

cachacas do nosso Estado.



3.2. MATERIAL
3.2.1. Matéria-Prima

Todas as madeiras e cachacas usadas no trabalho pertencem ao acervo do
LABIOTEC (PINHEIRO, 1999).

A autenticidade do envelhecimento das cachacas foi comprovada, pois as
amostras foram adquiridas por membros do Laboratério juntos aos proprios
produtores localizados nas cidades de Barbalha (Anténio Carneiro Garcia, Destilaria
Estrela do Cariri), Crato (Fazendas Gomes de Matos Ltda., Agro. Com. Ind. Bezerra
Ltda., Brigadeira Ind. de Bebidas Ltda., Engenho Bebida Nova), Jardim (Francisco
Barreto Novaes), Vicosa do Ceara (Alfredo Carneiro de Miranda, Lucia Oliveira de
Carvalho), Tiangua (Francisco Edilson dos Santos, Benedito Viera de Carvalho),
Ubajara (Carlos Elpidio Pereira), Guaraciaba do Norte (Wilson Carneiro Mesquita),
Acarape (Acarape Agro. Ind. Ltda.), Redencéo (Exploracdo Agricola Ltda.), Aratuba
(Agro. Ind. Pindoba Ltda.), Palmacia (Destilaria Trinca de Trés), Maranguape (A.
Targino & Filhos Ltda.), Aquiraz (A. Targino & Filhos Ltda.) e Paraipaba (Ypioca
Agroindustrial Ltda.).

3.2.2. Padrbes de envelhecimento
3.2.2.1. Cachacas

Foram empregadas para efeito comparativo amostras das seguintes cachacas:
— Uma cachaca mineira comercial envelhecida, comercializada em todo Brasil, por
uma grande rede de supermercados;
- Uma cachaca pernambucana comercial envelhecida de grande vendagem,;
— Uma amostra “top de linha” envelhecida do maior fabricante e exportador do

Estado do Ceara.

3.2.2.2. Padrbes cromatograficos

Os padrdes dos compostos fendlicos de baixo peso molecular: Acido Gélico,
5-hidroximetilfurfural, Furfural, Acido Vanilico, Acido Siringico, Vanilina,

Siringaldeido, Coniferaldeido, Sinapaldeido e Cumarina com pureza > 99% foram



obtidos das companhias Sigma-Aldrich (St. Louis, MO - EUA) e Acros Organics (New
Jersey, EUA).

Os compostos 5-hidroximetilfurfural e Furfural, embora ndo sendo originados
da degradacéao da lignina ou da hemicelulose, foram incluidos no estudo por estarem
associados a degradacao térmica de pentoses e hexoses respectivamente, as quais
sd0 os aclUcares majoritarios nos mostos de whiskys e cachacas, e ainda com o
envelhecimento destas bebidas (BOZA; OETTERER, 1999; JAGANATHAN;
DUGAR, 1999; QUESADA et al., 1999).

3.2.3. Reagentes

Na composicdo da fase movel foi empregado metanol, grau de pureza
cromatografico, da Tedia Company Inc. (Fairfield, OH - EUA), agua ultrapura obtida
por sistema de osmose reversa e filtrada em membranas de ultrafiltracdo de 0,45um,
da Fresenius Kabi Brasil (Aquiraz, CE - BR) e acido acético PA. Merck (Darmstadt,
GER).

3.2.4. Equipamentos

3.2.4.1. Equipamentos usados na elaboracdo dos extr  atos

Estufa aquecedora, com circulacdo de ar forcada, Marconi MA 035;

— Bloco aquecedor, Marconi MA 188;

- Moinho, Fritsch Pulverisette 14;

— Banho ultrasénico Unique, modelo USC1450, com frequéncia ultra sonica de 25
kHz e potencia de 150 Watts;

- Forno de microondas doméstico, CCE, com potencia de 800 Watts e frequiéncia
de 2,45 GHz;

— pH-metro, Marconi MA 002;

— Centrifuga, Sigma 6-15, 5100rpm.

3.2.4.2. Instrumental analitico

Todas as analises foram efetuadas em um sistema cromatografico de alta

eficiéncia Varian®, gerenciado pelo software de controle e aquisicdo de dados Star



WS versédo 5.5, e composto por duas bombas de alta pressdo Pro Star 210; um
forno para coluna modelo Timbeline 101; um detector UV-Vis Pro Star de duplo
canal, com variacdo programavel de comprimento de onda durante as analises,

modelo 345 e injetor Rheodyne com loop de 20pL.

Os componentes das amostras e padrbes foram separadas por uma coluna
Merck LiChrospher 100 RP-18 endcapped, de 250mm x 4mm (comprimento X

diametro interno) empacotada com particulas totalmente esféricas de 5um.

Antes de serem cromatografadas as amostras e padrbes foram filtrados em
um sistema Hamilton aclopavel a seringas, composto por um pré-filtro de microfibras
de borosilicato e por uma membrana filtrante de nylon com abertura de 0,45um,

ambos com 0,14cm de diametro.

3.3. METODOS
3.3.1. Validagéo metodologica

O inicio da validagdo analitica ocorreu com a injecao individual de 10 ppm
(diluidos em Agua — Acido Acético, 1:1) de todos os padrées cromatogréaficos, os
quais foram eluidos por uma fase modvel isocratica composta pela mistura dos
solventes A e B na proporcdo de 80:20 onde o solvente A era composto por Agua :
Acido Acético, 98:2 (v/v) e o solvente B por Metanol : Agua : Acido Acético, 70:28:2
(v/v), a fim de se verificar a resposta de cada composto no comprimento de onda
usado no método. A definicdo do comprimento de onda para os compostos foi
efetuada com base nos dados da literatura (TABELA 2), de modo que 0s compostos
foram separados em grupos que possuem comprimentos de onda de absorgao

maxima proximos.



TABELA 2 - Comprimentos de onda - A (nm) de maxima absorcdo para cada

composto e comprimento de onda usado no método validado.

COMPRIMENTO DE ONDA (A, nm)
COMPOSTO ]
MAXIMA USADO
ABS
Acido Gélico 271 271
5-hidroximetilfurfural 285
Furfural 233, 276
Acido Vanilico 262, 295
280
Acido Siringico 276
Vanilina 230, 280 — 315
Siringaldeido 238, 309
Cumarina 274, 320 320
Coniferaldeido 243, 306 — 342
345
Sinapaldeido 246, 347
ONDE: A separados pelo caractere — , referem-se a bandas de absor¢do maxima

de energia, conforme exemplificado na FIGURA 7.
Fonte: NIST WebBook — Standard Reference Data Program.
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FIGURA 7 — Espectro UV/VIS da Vanilina.
Fonte: NIST WebBook — Standard Reference Data Program.
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Apos o conhecimento da intensidade de resposta para cada composto e o
aspecto do seu pico, iniciou-se o ajuste no gradiente da fase moével, para que
fossem obtidas as melhores condicbes do fluxo de solvente, temperatura de
termostatizacdo da coluna, (TABELA 3), tempo de retencéo, resolucdo dos picos e
duracéo da corrida cromatografica, partindo-se das condi¢des descritas por PUECH,
RABIER e MOUTOUNET (1988) e posteriormente usadas por CANAS et al. (2000),
desenvolvidos para andlises de extratos de carvalho e destilados de uva

portugueses, respectivamente.

Durante os estudos para a otimizacdo do gradiente de eluicdo, foram
mantidas as composi¢oes dos solventes A e B. Os compostos coeluidos, depois de

separados tinham a sua identidade confirmada por adicdo de padrao.

Nas andlises dos extratos, a identidade dos analitos em estudo foi confirmada

pelo tempo de retencdo com uma tolerancia maxima de * 5%.

TABELA 3 - Valores de fluxo, gradiente linear (nos periodos de variacao da fase
movel), temperatura da fase movel apdés a otimizacdo das condi¢cdes de
separacao.

Tempo Solvente A Solvente B Fluxo Temperatura
(min) (%, viv) (%, viv) (mL/min) da Coluna ()
0,00 100 0 1,25 40
3,00 100 0 1,25 40
25,00 60 40 1,25 40
43,00 40 60 1,25 40
50,00 0 100 1,25 40
55,00 100 0 1,25 40
60,00 100 0 1,25 40

Solvente A: Agua : Acido Acético, 98:2% (V/v).
Solvente B: Metanol : Agua : Acido Acético, 70:28:2% (v/v)

Fonte: Dados experimentais da pesquisa.



TABELA 4 - Tempo de retencdo para os compostos analisados.

Tempo de

COMPOSTO Retencé&o (min)
Acido Galico 4,291
5-hidroximetilfurfural 8,588
Furfural 12,646
Acido Vanilico 17,225
Acido Siringico 19,763
Vanilina 20,823
Siringaldeido 22,961
Coniferaldeido 27,111
Sinapaldeido 27,853
Cumarina 29,988

Fonte: Dados experimentais da pesquisa.

Para a quantificacdo dos analitos empregou-se o método do padréo externo,
com as curvas de calibracdo construidas a partir da diluicdo de uma solucao estoque
etandlica a 50% contendo 1000ppm de cada analito. O valor minimo aceitavel para
os coeficientes de correlacdo foi >0,995, calculado por regressdo cubica pelo

software de aquisicdo de dados.

3.3.2. Elaboracao dos extratos pela metodologia con  vencional

As madeiras, em cubos de 1cm?, foram tostadas a 200°C por um periodo de 6
horas, para a Amburana e Carvalho, e 30 minutos para o Balsamo, em estufa com
circulacao de ar forcada, conforme dados da literatura e trabalhados por CAMPOS
(2000), (MOSEDALE & FORD, 1996; CANAS et al., 2000, CAMPOS, 2000). Como



solvente foi usada a fragdo coracdo de uma cachaca fresca, previamente
neutralizada pela adicdo de hidroxido de célcio, baseada na sua acidez total
expressa em gramas de acido acético por 100mL e desodorizada pela filtracdo em
leito de carvao ativado 0,1% (m/v), que por fim teve o seu teor alcodlico ajustado
para 50% (v/v), pela adicdo de agua destilada (CAMPQOS, 2000).

Nas extragcO0es a quantidade de madeira usada (calculada com base nos
cubos de madeira com lados de 1 cm), respeitou 0s padrdes escoceses para barris
de envelhecimento, em que a razéao area superficial da madeira/volume de solvente
é de 88,5 cm?/L (PHILP, 1989), sendo conduzidas na temperatura de ebulicdo do
solvente (85°C) em refluxo, por 48 horas.

Com o intuito de dinamizar o processo de extracdo da Amburana e maximizar

o seu rendimento, foram introduzidas as seguintes mudancas no seu procedimento:
— Uso da Amburana na forma de po¢;
— Tratamento térmico a 150 e 200<C, por diferentes p eriodos;
— Tratamento térmico efetuado em forno de microondas (visando maior rapidez);
- Uso de solucao etandlica a 50%, com pH ajustado para 4,5 como solvente;
— Extracdo em banho ultra-sénico (com o intuito de reduzir o tempo de extracéao e

a formacao do furfural e do 5-HMF devido a extragdo ocorrer a temperatura

ambiente).

A escolha destas variacOes deu-se por meio da avaliagdo dos trabalhos de
(CALDEIRA; CANAS; BELCHIOR, 1996, CANAS et al., 1999, MONEDERO et al.,
2000, PENSADO et al., 2000, CELEGHINI; VILEGAS; LANCAS, 2001).

3.3.3. Analises das cachacas envelhecidas do Estado  do Ceara.

As andlises foram efetuadas com amostras oriundas das cinco regides
produtoras do Estado, por injecdo direta no sistema cromatografico, com prévia
filtracdo, ou quando algum dos analitos da amostra exibiu concentragdes acima do
limite superior da sua respectiva curva de calibracdo, a referida amostra foi diluida

com uma solucao etandlica a 50% e reinjetada.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Validacéao Intralaboratorial do Método
4.1.1. Seletividade, Faixa de Trabalho e Linearidad e

Definida por LEITE (1996), como o parametro que informa o quanto o método
€ indiferente a presenca na amostra de espécies que podem interferir na
determinacdo do analito. Para metodologias cromatograficas este parametro esta
relacionado com a largura do pico de resposta para o analito em questao.

Desta forma, trabalhadas as variantes oferecidas pela CLAE na construcéo do
meétodo, como 0 emprego de uma coluna de particulas de forma esférica e regular,
sua termostatizacdo, o gradiente da fase movel, e as variagbes no comprimento
durante a corrida, obteve-se cromatogramas com picos de resolugdo otimizada,
caracterizando o método como seletivo (mas nao especifico) para os compostos de
interesse, como pode ser visualizado na FIGURA 8, onde s&do sobrepostos os
cromatogramas de um padréo (5,00 ppm), de um extrato de Amburana e de uma

amostra de cachaca envelhecida, em rosa, verde e marrom, respectivamente.
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FIGURA 8 — Sobreposicao de cromatogramas ressaltando a seletividade do método.

Cromatograma da misturas de 5ppm de cada padrédo (linha rosa); de um extrato de Amburana tratada termicamente 200C
(linha verde) e de uma cachacga cearense envelhecida (linha marrom).

Fonte: Dados experimentais da pesquisa.



A faixa, ou “range”, de trabalho adotada para a quantificacdo, para todos os
analitos, foi de 0,25 — 10,00ppm, exceto para o acido galico que foi de 0,50 —
10,00ppm. A quantificacédo foi efetuada pelo método do padrdo externo, em que as
curvas de calibracdo foram elaboradas por regressdo cubica, com as medias das
areas obtidas para cada analito apds a injecdo em triplicata de solu¢des etandlicas a
50% com 0,25; 0,50; 1,00; 5,00; 7,00 e 10,00ppm de todos 0os compostos.

Os limites de deteccéo foram determinados por sucessivas diluicbes na razao
de 1:1 de uma solucao padrao 10ppm, até que ndo mais fosse possivel a obtencéo
de um sinal (em milivolts) no apice do pico do analito superior a trés vezes o ruido

da linha de base.

Ainda com relacdo a linha de base, esta foi gerada (nas mesmas condicdes
de separacao dos padrées e amostras) pela injecdo da solucdo etandlica empregada
na diluicdo dos padrdes cromatograficos, o que permitiu o registro das variagoes,
ocasionadas pelas mudancas na composicao da fase movel e dos comprimentos de
onda de deteccdo, que apos ser gerada, passou a ser automaticamente subtraida

nas corridas posteriores pelo software controlador do sistema.

As mudancas de comprimento de onda, ocorridas em intervalos de tempo a

partir do inicio da corrida, foram programadas diretamente no detector.

Para elaboracdo da curva de calibracdo foram injetadas em triplicata, seis
solucbes contendo os padrdes cromatograficos dos analitos (ver cromatogramas
mostrados na FIGURA 9).
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FIGURA 9 — Sobreposicéo de cromatogramas da primeira das trés séries de injecdo dos padrdes usados para confeccao da

curva de calibracéo.
Fonte: Dados experimentais da pesquisa.



TABELA 5 - Equacbes das curvas de calibracdo, coeficientes de correlacéo
(R), limites de quantificacdo (LQ) e limites de detecc¢éo (LD) para cada analito.

" LQ LD
COMPOSTO CURVA DE CALIBRACAO R
(PPM) | (PPB)
_ 3 2
+1.3752e+004X-4.4262e+002
S-HMF Y = -1.2523e+002X%+1.1645e+003x2 | 0.999867 | 0,25 80
+4.8924e004X+2.94862002
- 3 2 | 0.999945
Furfural Y =+1.8909e+002X>-1.6287e003X 0,25 80
+4.5194e+004X-1.8026e+003
Acido
Y = -2.1702e+001X°+3.3872e+002x> | 0-999186 | . | .o
Vanilico +9.3774€003X+1.4134e003
Acido Y = +8.7784e001X°-9.1446e+002x" | 1.000000 | 120
Siringico +1.7488e004X-9.5861e-010
. — 3 2 | 1.000000
+2.2756€004X — 3.2196e-010
.y , — 3 2 | 0.999635
+1.0562e+004X+2.3210e+003
_ 3 2
Coniferaldeido | Y = -2:0829e+002X"+2.3003e+003X" | 4 999470 | 0,12 30
+8.4060e+004X+6.7849e+004
_ 3 2
+9.7579e+004X-4.5547¢e-009
_ 3 2
+2.7480e+004X+2.3993e+004

Fonte: Dados experimentais da pesquisa.

Onde: LQ foi calculado de maneira pratica como sendo, a concentracdo
responsavel pela producdo de um sinal medido trés vezes maior que o nivel de
ruido médio medido com a injecdo de um branco (LEITE 1996).



Por meio das equacgbes da TABELA 5, foram calculadas as areas que,
teoricamente, seriam obtidas ao se injetar no sistema cromatografico padrbes
contendo 0,25; 2,50; 7,50 e 10,00 ppm dos analitos, correspondendo
aproximadamente aos extremos, a ¥4 e a ¥ do intervalo de trabalho. As médias
das triplicatas foram comparadas com os valores tedricos e para nenhum dos
compostos foram encontrados valores superiores a + 5%. As médias das areas
obtidas foram ainda plotadas em planilha eletronica e as retas obtidas por
regressao linear apontam respostas lineares do detector para 0s niveis

estipulados pelo método em validacéao.

TABELA 6 - Relacdo percentual area teorica versus area real, obtidas na
verificacdo da linearidade do método.

CONCENTRACAO (ppm)

COMPOSTO
0,25 2,50 7,50 10,00
Acido Galico “472 +3,87 +3,46 +3,98
5-HMF +161 -2,12 +1,67 - 2,45
Furfural +1,76 +2,82 -2,01 2,27
Acido Vanilico - 4,08 +3,49 +2,33 -3,70
Acido Siringico -3,92 -3,17 +2,89 +3,56
Vanilina -2,89 -2,07 +2,94 +3,08
Siringaldeido +4,68 +2,50 +3,97 - 3,80
Coniferaldeido +135 -1,33 - 1,99 +1,07
Sinapaldeido +1,38 -2,23 -1,08 +1,34
Cumarina +2,63 - 3,93 +2,95 +3,25

Fonte: Dados experimentais da pesquisa.



FAIXA DE LINEARIDADE TESTA PARA O METODO
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FIGURA 10 — Resposta do detector em funcdo da concentracdo do analito na
faixa de trabalho do método (0,25 — 10,00ppm).
Fonte: Dados experimentais da pesquisa.

4.1.2. Estudo da precisao e exatiddo do método

Para a avaliacdo da preciséo, foram tomados os resultados de 10 injecoes,
seguidas de uma solucdo padrdo contendo 5,00ppm de cada analito. Apds a

avaliacdo estatistica dos dados obtidos, chegou-se a precisdo do método.

A verificacdo da exatiddo da metodologia analitica foi efetuada pela
fortificacdo (dopagem) com padrbes cromatograficos de uma amostra
previamente analisada, onde o nivel percentual de recuperacao foi determinado

pela relacdo (Concentragao esperada / Concentracdo medida) / 100.

Os dados analiticos correspondentes ao estudo de precisdo e exatidao do

método encontram-se nas TABELAS 7e 8.



TABELA 7 - Avaliacdo da preciséo (repetibilidade) do método: Determinacéo do
Desvio Padrao (DP) e Coeficiente de Variacdo (CV%).

COMPOSTO X (MG/LN DP CV (%)
Acido Galico 5,04 0,35 7,01
5-HMF 5.02 0,13 2,54
Furfural 5,05 0,11 2,10
Acido Vanilico 5,01 0,19 3,81
Acido Siringico 5,03 0,22 4,36
Vanilina 5,14 0,22 4,27
Siringaldeido 4,98 0,14 2,84
Coniferaldeido 4,95 0,11 2,14
Sinapaldeido 4,96 0,19 3,85
Cumarina 5,03 0,21 4,08

Onde: N = Valores médios de 10 determinagdes.
Fonte: Dados experimentais da pesquisa.



TABELA 8 - Avaliacdo da precisdo do método: Calculo da Recuperacéo (%).

CONCENTRAGAO
COMPOSTO (ppm) RECUPERACAO
(%)
AMOSTRA | ADICIONADO | ENCONTRADO

Acido Galico 1,27 5.00 6,09 97,13
5-HME 1,04 5,00 6,12 101,32
Furfural 7.12 5.00 11,97 98,76
Acido Vanilico 2.71 5.00 7.56 98,05
Acido Siringico 3.67 5,00 8,45 97,46
Vanilina 3,53 5,00 8,38 98,24
Siringaldeido 8,18 5.00 13,41 101,74
Coniferaldeido 3,55 5.00 8,50 99,41
Sinapaldeido 9,03 5,00 14,27 101,71
Cumarina 0,47 5.00 5,62 102,74

Fonte: Dados experimentais da pesquisa.



Com base nos dados das TABELAS 7 e 8, fica demonstrado que o método
exibe atributos de precisdo e exatiddo em niveis aceitaveis, 0 que em conjunto
com os demais parametros avaliados de forma satisfatoria, garantem a
confiabilidade das analises deste trabalho e de trabalhos futuros que lancem méo

da presente metodologia.

4.2. Analises dos extratos

4.2.1 Avaliagdo do potencial da Amburana como fonte de compostos
fendlicos em relacdo ao Carvalho e ao Balsamo.

Em concordancia com os padrdes escoceses (PHILP, 1989), 37 cubos com
lados de 1,0cm (apOs tratamento térmico), de cada madeira em teste, foram
adicionados nos baldes de refluxo que continham 250mL do solvente, a fim de se

cumprir & relagéo area/volume do barril de aproximadamente 88,5cm?/L.

Os experimentos foram efetuados em triplicata, conforme descrito no item
3.3.2, e as massas resultantes dos 37 cubos para cada amostra encontraram-se
entre 55 e 67g, de forma que as variagcdes de massa podem ser creditadas as

diferentes densidades das madeiras.

Os resultados analiticos obtidos encontram-se na TABELA 9.



TABELA 9 - Concentracdo (ppm) dos compostos fenolicos obtidos nos extratos apos o tratamento térmico de Amburana, Carvalho

e Balsamo.
MADEIRA AC@O 'Acid'o Vanilina Siringaldeido  [Coniferaldeido inapaldeido Total
Vanilico Siringico
Amburana 2,7528 0,3551 0,1628 0,6298 0,7912 0,9750 5,6667
+ 0,040 + 0,012 + 0,001 + 0,020 + 0,041 + 0,012 +0,127
Carvalho 0,5473 0,7657 0,1490 1,5386 0,1908 0,6296 3,8210
+ 0,050 + 0,041 + 0,016 + 0,020 + 0,008 + 0,002 + 0,137
Balsamo 0,8601 0,5888 0,244 0,6872 0,3257 1,1653 3,8713
+ 0,019 + 0,014 + 0,006 + 0,010 + 0,006 + 0,013 + 0,068
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FIGURA 11 — Proporc¢des entre os compostos fendlicos analisados para cada madeira.



Com excecao do alto teor de &cido vanilico na Amburana (desejavel pela sua
contribuicdo para o buqué da bebida), a FIGURA 11 nos permite observar
claramente um perfil quantitativo equivalente entre a Amburana, o carvalho e o

balsamo para todos os compostos analisados.

Ainda com relacdo aos os dados obtidos, estes se apresentaram em
concordancia com os resultados do trabalho de DIAS; MAIA; NELSON (1998) que
teve como objeto de estudo cachacas envelhecidas em tonéis de diferentes
madeiras, e que reportou a predominancia do acido vanilico e do sinapaldeido em

relacdo aos demais compostos fendlicos presentes na bebida.

Um outro ponto que se destaca ao confrontarmos estes trabalhos é que a
razdo acido vanilico/sinapaldeido manteve-se em patamares proximos em ambos o0s
trabalhos: 2,823 no presente estudo e 2,013 no trabalho de DIAS; MAIA; NELSON
(1998), o que se confirmado como um valor de tendéncia por novas investigacbes
em cachagas e extratos, pode vir a se tornar uma ferramenta que somada a outras
podem elucidar questdes sobre o envelhecimento o verdadeiro ou nao

envelhecimento de uma cachaca em tonéis de Amburana.

Assim, estes dados respaldam o avanco nos estudos dos extratos de
Amburana no intuito de maximizar o seu rendimento, e também verificar o
comportamento da cumarina (potencial indicador de envelhecimento) nestes
extratos, tendo em vista as controversas opinides sobre a sua inocuidade, ou nao,

para a saude humana.

4.2.2. Otimizacao do processo de obtengéo do extrat o de Amburana.

Para a obtencdo de um maior rendimento nos extratos, decidiu-se usar a
Amburana na forma de po, visto que o aumento nas relacdes area da madeira x
superficie de exposi¢cdo ao tratamento térmico e area x superficie de contato direto
com o solvente seria bem mais favoravel ao rendimento do processo de extracao.
Desta forma, raspas de Amburana dos pedacos que originaram 0s cubos
empregados na experiéncia anterior, foram pulverizadas por meio de um moinho de

facas.



O proximo ponto em questédo foi a determinacdo da temperatura a que seriam
submetidas as amostras. Para tanto se empregou como referéncia as faixas
descritas no trabalho de CHATONNET et al. (1999), que distribui as temperaturas de

tostagem em trés faixas:
115 — 125°C, tostagem branda,
200 — 215°C, tostagem média,

220 — 2307, tostagem severa.

Com relagdo as temperaturas de tostagem, primeiramente foi foram tomadas
amostras de 20g de madeira que foram submetidas a queima em estufa com
circulacao de ar forcada, em intervalos de 15, 30, 45 e 60 minutos. Neste ponto do
experimento, tivemos um fato importante que foi o de que quando a madeira é
aquecida a 200°C por periodos superiores a 45 minutos, esta entra em ignicao.
Desta maneira 0 experimento prosseguiu com o0s extratos obtidos da queima da
madeira nas temperaturas de 150° e 200° com amostras retiradas da estufa nos
intervalos de 15; 30; 45 e 60 minutos, exceto para os testes a 200° que teve a

retirada de sua Ultima amostra com 45 minutos de tratamento térmico.

Outro aspecto visando a melhoria de rendimento foi a substituicdo da cachaca
retificada e neutralizada, por uma solucdo etanolica a 50% (v/v) com pH ajustado
para 4,2 com acido cloridrico 1,0M, visto que a etandlise é favorecida neste pH
segundo CALDEIRA et al (1996), e por fim, foi empregado um banho ultra sénico
para a extracdo, em substituicdo da extracdo a quente por refluxo, visto que em
trabalho publicado por CELEGHINI; VILEGAS; LANCAS (2001), estes
pesquisadores buscaram a otimizacdo no processo de obtencdo de extratos de
Mikania glomerata Spreng (Guaco) na forma de p0, afim de determinar via CLAE os
seus teores de cumarina, de modo que para este propédsito foram avaliadas
extracOes via maceracdo, maceracdo seguida de sonificacdo, infusdo e extracéo
por fluido supercritico, que apontaram resultados equivalentes entre os extratos
obtidos com o0 uso do ultra som e com o fluido supercritico. Desta forma, as
vantagens econdémicas e praticas do método por ultra som foram decisivas para

escolha deste processo pelos pesquisadores, para trabalhos com este mesmo



propésito, ou que esta metodologia, seja um ponto de partida para outras
investigacdes que guardem semelhancas com o estudo realizado por aguele grupo.

Nas rotinas de extracao que foram realizadas em triplicata para cada amostra,
apesar de serem tratadas termicamente 20g de Amburana pulverizada, foram
submetidas a extracdo com 50mL do solvente apenas 1,59, com a finalidade de
precaucao para o ndo comprometimento de relevantes aspectos da CLAE, como a
saturacdo das membranas do sistema de filtracdo de amostra, das bombas do
cromatografo e da prépria coluna analitica por excesso de carga, 0 que acarretaria

distor¢Bes na resolucdo dos picos e reducado na sua vida util.

Os dados obtidos para os extratos nas varias condi¢cbes avaliadas,

encontram-se registrados na TABELA 10.



TABELA 10 — Composicao (ppm) para os analitos quantificados nos extratos obtidos pelos diferentes processos testados.

Analito (ppm)
Extrato AC 5-HMF Furfural Af:.' , A €. Vanilina |Siringaldeido | Coniferaldeido |Sinapaldeido | Cumarina | Total
Galico Vanilico Siringico
1.0119 0.3489 05900 | 15199 0.7804 1.0613 0.8356
150-15-60 | + 0,070 <LQ +0,027 <LQ +0024 | +0,043 +0,047 + 0,049 + 0,047 <Lb | 6,1489
1,0875 | 0,825 0.4325 42738 | 69674 3.4532 1,0856 1,1285
150-30-60 | +0,068 | +0,024 | +0,039 <LQ +0153 | +0,243 +0,141 +0,081 +0,04 <Lb 20,3224
11922 | 01046 | 07596 | 03656 | 63214 | 12,8768 16,3017 0,6330 1,5681 00473 |, o
150-45-60 | +0071 | +0003 | +0,030 | +0036 | +0395 | +0,797 +0,326 + 0,034 + 0,056 +0,049 |7
07921 | 03516 | 39733 | 12693 | 75600 | 12,5455 17,522 1,7497 21385 00662 |, oo
150-60-60 | 0,075 | +0012 | +0,158 | 0092 | +0295 | +0,432 + 0,297 +0,105 + 0,066 +0,034 |*"
12678 | 10393 | 45797 | 27107 | 3.6746 | 3,5308 8.1804 3,5456 9,0033 00619 |, 0.
200-40-15 | +0,063 | +0029 | +0109 | +0,135 | 0169 | #0,156 +0,712 +0,148 +0,216 +0,084 |°"
09913 | 09473 | 60177 | 25930 | 29092 | 3,7418 14.9075 3,7009 9.4953 01760 |, oo
200-40-30 | +0,109 | +0038 | +0126 | +0158 | +0113 | #0275 +0,485 +0,133 +0,313 +0,018 | ™
11168 | 1,0392 | 53214 | 28496 | 29963 | 7.2621 13,4370 3,6927 9.1703 01729 |, oo
200-40-45 | +0,078 | +0035 | +0154 | +0144 | +0149 | +0,477 + 0,269 +0,155 +0,193 +0,019 |*"
12357 | 13997 | 71196 | 30763 | 37872 | 84382 14.1288 4,0658 9.9120 01845 | .,
200-40-60 | +084 | +0043 | +0213 | +0128 | +0176 | +0,592 +0,812 +0,154 +0,347 +0,022 |°
Mic ondas 03114 | 39410 | 46118 | 90513 155341 0.6046 20763
1 min. <LD <Lb +0012 | +0161 | +0258 | +0,262 +0,739 + 0,035 + 0,058 <LD |36,1305
Mic ondas 11056 | 32539 | 51984 | 11,2268 17,0406 0,9053 0,6337
2 min. <LD <LQ +0,026 | +0114 | +0333 | +0523 + 0,806 + 0,048 +0,025 <LQ 39,3643
Al b 10124 | 63422 | 25785 | 40576 | 43508 10,2622 44712 10,3244 01712 |, o
+0,039 | £0209 | #0126 | +0154 | #0141 +0,628 +0,124 +0,413 +0,026 |7

Em Azul, extratos obtidos extratos obtidos a 150C, com tempo de tostagem variado e extracdo ultra sdénica por 60min; em vermelho,
extratos obtidos a 200C, com tempo de tostagem fix o em 40min e extracdo ultra sdnica por tempo variavel; em verde, extratos obtidos por
exposicado da madeira a microondas de um forno de 800W com frequiéncia de 2,45GHz e extraidos por ultra som num periodo de 60min e em
laranja, extratos obtidos por refluxo de madeira por 60min a partir do inicio da ebulicdo do solvente e extracéo por ultra som em 60min.

Onde: xxx —yy —zz = XXX =temperatura (C) de tostagem; YY = tempo (min) de tostagem e ZZ = Tempo (min) de extracdo em
banho ultra sonico.



Tomando-se 0 somatério dos compostos fendlicos quantificados em cada
extrato como primeiro parAmetro comparativo, vemos que o aumento do total de
compostos desejaveis é claramente influenciado tanto pelo acréscimo de tempo de
tratamento térmico como de exposicao ao ultra-som, o que fica melhor ilustrado pela
FIGURA 12, onde inclusive pode-se perceber ciclos de elevacéo nos intervalos 1 - 4,
5-8e 9 - 10, os quais representam extratos que seguem 0 mesmo padrdo de

obtencdo com alteracdes efetuadas em apenas uma de suas variaveis.
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FIGURA 12 — Concentragado total (ppm) dos analitos nos extratos obtidos pelos
diferentes processos testados.

Condicbes de obtengcdo dos extratos: 1: Tostagem 150C por 15,
sonificacao por 607; 2: Tostagem 150C por 30, sonificacdo por 60°; 3: Tostagem
150<C por 45", sonificacdo por 60°; 4: Tostagem 150 T por 607, sonificacdo por 607;
5. Tostagem 200C por 40°, sonificacdo por 15°; 6: Tostagem 200C por 40,
sonificacao por 307; 7: Tostagem 200C por 407, sonificacdo por 457; 8: Tostagem
200 por 40", sonificacdo por 60°; 9: Aquecimento em forno de microondas de
800W de poténcia em sua capacidade maxima por 1, sonificacdo por 60°; 10:
Aquecimento em forno de microondas de 800W de poténcia em sua capacidade
maxima por 2°, sonificacdo por 60°; 11: Tostagem 200C por 40", refluxo por 60" a
partir do inicio da ebuli¢éo.



O extrato 1 da FIGURA 11 (primeira linha da TABELA 10), que apresenta
niveis de fendlicos baixos em relacdo aos demais extratos testados e da mesma
ordem de grandeza quando comparado com os obtidos pela metodologia descrita no
item 4.2.1 (TABELA 9) que foram respectivamente de 5,6 e 6,1ppm demonstra bem
gue o uso da madeira pulverizada € benéfico quando se busca extratos de altos
rendimentos, visto que as quantificagcbes determinadas para o extrato obtido da
madeira macerada originou-se de 1,5g, enquanto que para o0 extrato obtido pelas
metodologia mais comumente citada na literatura foram usados em média 60g por

replicata.

As grandes elevagdes das quantidades de fendlicos constatadas nos demais
extratos em relacdo ao extrato 1, refletem as contribuicbes devidos as demais
variaveis (temperatura, tempo de extracdo, e tempo de exposicdo ao tratamento

térmico).

Para os extratos gerados por tratamento térmico em microondas, apesar de
bons resultados no tocante ao somatorio dos fendlicos, vemos pela FIGURA 12, que

0 conteudo dos extratos encontra-se centralizado na vanilina e no siringaldeido.

A FIGURA 13, também ilustra de forma clara que os extratos obtidos na
temperatura de 200C sao os de melhores distribui¢d es para o conjunto de fendlicos
analisados entre os todos os estrados trabalhado, além de apresentarem melhores
rendimentos. Com relacdo aos extratos obtidos com tratamento térmico a 150C,

estes revelaram-se mais ricos em vanilina e siringaldeido.

Também podemos afirmar pelos dados obtidos que o siringaldeido é o
composto tipico dos extratos de Amburana, pois mesmo com todas as variaveis
aplicadas, apenas no primeiro extrato que em relacdo aos demais apresentou

rendimentos abaixo dos demais.

Na FIGURA 14 sao apresentados os cromatogramas de extratos e de uma
amostra de uma cachaca envelhecida, onde se pode perceber alem do perfil destas

amostras, o alto desempenho do método analitico.
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CondicBes de obtencao dos extratos:  1: Tostagem 150C por 15, sonificacdo por 60'; 2: Tostagem 150 por 30°, sonificacdo por 60°;
3: Tostagem 150<C por 457, sonificacdo por 60°; 4: Tostagem 150 por 60°, sonificacéo por 60°; 5: Tos tagem 200<C por 40°, sonificacdo
por 15°; 6: Tostagem 200C por 40", sonificacdo por 30°; 7: Tostagem 200C por 40", sonificacdo por 45 ; 8: Tostagem 200 por 40°,
sonificagdo por 60°; 9: Aquecimento em forno de microondas de 800W de poténcia em sua capacidade méxima por 1°, sonificacdo por
60°; 10: Aguecimento em forno de microondas de 800W de poténcia em sua capacidade maxima por 2°, sonificacdo por 60°; 11:
Tostagem 200<C por 40, refluxo por 60" a partir do inicio da ebulicdo.

Onde: O termo Sonificagao, refere-se a via de extragcdo por imersao do material testado em banho ultra sénico.

FIGURA 13 — Distribuicdo (ppm) dos analitos nos extratos obtidos pelos diferentes processos testados.
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Nota: Condi¢des cromatograficas descritas nos itens 3.2.4.2. e 3.3.

FIGURA 14 — Sobreposicdes de cromatogramas de extratos e de uma amostra de cachaca envelhecida: Extrato com uso
de microondas (lilas), com estufa a 200°(verde), c achaca (azul).



4.2.3. Determinacdo de compostos fendlicos de baixo peso molecular em
cachacas envelhecidas do Ceara.

Para efeito comparativo, foram analisadas as seguintes amostras comercias

envelhecidas: Ypioca 150 anos - Ceara, Pitu Gold — Pernambuco e cachaca Do

Engenho - Minas Gerais, que foram escolhidas por serem as cachacas envelhecidas
produzidas em larga escala, mais vendidas no Ceara e Pernambuco (consumidores
de hébitos relativamente proximos), respectivamente, e em comparagdo com uma

bebida de Minas Gerais, distribuida nacionalmente por um rede de supermercados.



TABELA 11 - Quantificacdo (ppm), de compostos fendlicos de baixo peso molecular, em cachacas envelhecidas do Ceara.

Regiédo AC 5-HMF | Furfural AC . ,AC'_ Vanilina | Siringaldeido | Coniferaldeido | Sinapaldeido | Cumarina Total
Galico Vanilico Siringico
Cariri 1 <LD 7,8059 1,2230 0,5646 1,0311 0,5204 6,5633 0,3337 0,3385 <LD 18,3805
Cariri 2 <LD 0,3789 0,2790 0,4786 0,3772 0,1059 0,1405 0,1556 0,4512 <LD 2,3669
Cariri 3 <LD <LQ 0,5941 0,1592 0,2261 0,1545 0,2478 <LD 5,1228 0,0694* 6,5045
Cariri 4 0,3561 0,3290 2,2803 2,8772 7,5500 5,8665 32,3258 1,4172 0,9505 0,051* 53,9526
Cariri 5 1,7580 1,0510 0,9133 1,7086 4,9019 6,6682 37,3563 1,8104 0,7713 0,0457* | 56,9390
Cariri 6 0,4427 0,3568 9,6183 0,1665 0,6189 0,4538 0,1280 <LD 4,0970 0,0532* 15,8820
Cariri 7 <LD 4,8790 0,2442 0,7015 <LD <LD 9,2634 0,0850 0,5379 0,0571* 15,7110
Cariri 8 <LD 2,7906 0,4576 0,3853 1,3832 0,1351 0,0080 0,0014 0,3294 0,0582* 5,4906
Cariri 9 <LD 10,1796 | 0,3043 <LD 0,4117 0,1582 1,3358 0,0162 0,2725 0,0502* 12,6783
Cariri 10 1,2640 0,3114 0,2541 0,5315 0,1258 0,6096 1,9076 0,6254 0,8872 0,0321* 6,5166
M. Baturité 1 <LD 21,1840 | 1,0413 0,2340 1,1231 1,8155 10,5564 0,0499 1,6384 0,3788 38,0214
M. Baturité 2 | 2,6480 0,7585 0,6956 2,3104 1,1434 1,5193 1,9934 1,6567 0,3918 0,0569* 13,1171
M. Baturité 3 <LD <LQ 0,2555 0,5969 0,7341 0,5214 0,4678 <LQ 4,6884 0,083* 7,2641
M. Baturité 4 <LD 0,1812 0,6260 1,4716 4,8728 4,4535 2,5199 1,1647 0,3790 0,9747 16,6434
M. Baturité 5 <LD 0,0578 0,1576 1,8684 3,2546 2,3480 7,6857 1,4656 0,2684 0,0486* 17,1061
M. Baturité 6 | 0,2087 0,4631 0,1959 1,0613 8,9574 0,1832 2,2806 <LD 6,1073 0,0859* 19,4575
M. Baturité 7 <LD 1,0707 1,5428 3,5375 6,1898 4,3442 13,2293 1,5669 0,7502 0,0703* | 32,2314
M. Baturité 8 | 0,3096 0,4599 0,2296 2,1351 7,8195 0,2156 1,3320 <LD 8,1264 0,0672* | 20,6277
M. Baturité 9 <LD 0,6450 0,1698 0,3092 0,6902 0,5681 0,4281 0,1062 0,5518 0,4116 3,8800




TABELA 11 (Cont.) - Quantificacdo (ppm), de compostos fendlicos de baixo peso molecular, em cachacas envelhecidas do
Ceara.

Regido AC 5-HMF | Furfural AC . ,AC'_ Vanilina [Siringaldeido | Coniferaldeido | Sinapaldeido | Cumarina Total
Galico Vanilico Siringico
Sertdo
Central 1 <LD 1,8110 | 0,2165 0,0971 0,3670 0,2291 5,2510 0,2024 0,7354 0,1892 9,0987
Sertdo
Central 2 <LD 0,4123 | 1,4953 <LD <LD 0,1465 <LD 0,1609 0,2654 <LD 2,4804
RMF 1 <LD 2,0563 | 0,3261 0,2912 0,1276 0,3389 0,4673 1,3694 0,1580 0,0561* 5,1348
RMF 2 <LD 5,4015 | 0,3312 0,7870 2,7502 2,1484 4,9885 0,1714 0,6205 0,3568 17,5555
RMF 4 <LD LD 0,1822 0,3224 0,1581 0,5322 0,4129 <LQ 0,9710 0,3562 2,9350
RMF 5 <LD LD 0,1759 0,1302 0,7762 1,0955 2,6894 <LQ 0,1809 0,0592* 5,0481
Ibiapaba 1l | 10,6324 | 19,0502 | 4,7810 1,7163 1,7943 0,7739 0,9678 0,3988 0,5353 <LD 40,6500
Ibiapaba 2 <LD 5,0377 | 1,3810 0,6013 0,6652 0,4253 2,2902 1,4666 0,6413 <LD 12,5086
Ibiapaba 3 <LD 0,4405 | 0,7389 0,2171 0,7957 0,6100 <LD <LD 0,2980 0,0797* 3,1002
Ypioca <LD 1,8330 | 0,6927 0,9443 0,6579 1,4903 5,1776 1,2496 1,1889 <LQ 13,2343
En;ec;ho <LD 0,5791 | 1,1271 1,7113 1,3417 1,4984 1,6596 1,1847 2,0813 0,1287 11,3119
Pitu Gold 0,4584 0,0585 | 0,4984 0,3269 3,8236 1,6350 11,9588 1,3262 0,4365 <LQ 20,5223

* Concentracdo em ppm para cumarina <LQ, sendo desta forma estimada matematicamente pelo software controlador do
sistema cromatografico.

Amostras em azul referem-se as cachacas tomadas como referéncia.
Nota: Condi¢cbes cromatogréficas descritas nos itens 3.2.4.2. e 3.3.
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FIGURA 15 — Comparativo entre os valores médios (ppm), determinados para cada
analito nas amostras analisadas de cachacas cearenses envelhecidas.

Coeficientes de variacdo (%) por analito para as amostras de cachagas
envelhecidas do Ceara: Acido Galico, 19,94%:; 5-hidroximetilfurfural, 6,59%; Furfural,
6,25%; Acido Vanilico, 3,71%; Acido Siringico, 4,58%; Vanilina, 4,95%;
Siringaldeido, 6,35%; Coniferaldeido, 4,75%; Sinapaldeido, 5,08%; Cumarina,
10,15%.

Com relagéo aos valores de coeficiente de variacdo determinados para cada

analito temos:

— Apesar de elevados, os valores para o acido galico e para a cumarina, podem
ser justificados pelos baixos niveis em que sdo encontrados nas amostras, onde
o acido gélico varias vezes apresentou-se abaixo do limite de deteccdo e para
cumarina, mesmo tendo sido detectados com pequena possibilidade de
equivoco (devido as caracteristicas do método validado) seus valores em
algumas amostras foram calculados com incremento do erro analitico devido as
suas areas correspondentes encontrarem-se entre os limites de deteccdo e de

quantificacao.



— Com relacdo ao 5-HMF, mesmo com seu coeficiente de variacdo figurando em
um nivel relativamente baixo, a remocao dos valores quantificados nas amostras
Cariri 9, Macico de Baturité 1 e lbiapaba 1 (contidos na TABELA 11), devido
estas amostras apresentarem teores de 5-HMF anomalamente elevados quando
comparados aos determinados nas demais amostras, reduziu o valor do
coeficiente de variagdo em aproximadamente 3 vezes (de 6,59; para 2,17%),
sendo desta maneira um indicativo de condices anémalas no envelhecimento

destas bebidas.

- Para os demais analitos, as suas variacfes, quer em termos absolutos ou na
forma de coeficiente de variacdo, e ainda com relacdo as proporcdes entre si,
podem ser consideradas como normais devido principalmente as diferentes

madeiras dos seus tonéis e ao seu tempo de guarda.

No tocante a distribuicdo média dos analitos nas amostras de cachacas
envelhecias do Ceard versus os encontrados para as amostras de cachacas de
referéncia analisadas, temos com excec¢do para o 5-HMF e para o Siringaldeido,

uma elevada correspondéncia, como observado na FIGURA 16.
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FIGURA 16 — Comparativo entre os valores meédios (ppm) determinados para
cada analito nas amostras de cachagas cearenses envelhecidas e nas cachacas
envelhecidas de referéncia analisadas.



Conforme esperado em funcdo dos teores individuais por analito, 0 somatorio
destes para a média das amostras de cachacas cearenses analisadas, encontram-
se em um patamar que figura entre as quantidades minimas e maximas
determinadas nas amostras de referéncia, como pode ser constado na FIGURA 17.
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Coeficiente de variagdo (CV%) para o somatoério dos analitos nas amostras de
cachacas envelhecidas do Ceara = 10,15%.
FIGURA 17 — Comparativo entre o teor médio dos compostos fendlicos (ppm), de

baixo peso molecular, analisados nas amostras de cachacgas envelhecidas do
Ceara e nas cachacas de referéncia.



5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que:

O método cromatografico, otimizado apOs testes praticos, e submetido ao
processo de validagdo, cumpriu 0s requisitos necessarios para a sua aprovacao,
0 que nos permite afirmar que as determinacbes de acido galico, 5-
hidroximetilfurfural, furfural, &cido vanilico, acido siringico, vanilina, siringaldeido,
coniferaldeido, sinapaldeido e cumarina em extratos de Amburana e em
cachacas apresentam linearidade, precisdo e exatidao satisfatorias para o seu

uso em outros trabalhos e em analises de rotina.

A Amburana, apos ter seu extrato avaliado por comparacdo com os extratos de
Balsamo e Carvalho (respectivamente, madeiras tradicionalmente usadas no
Brasil e referéncia mundial para envelhecimento), pela metodologia citada na
literatura internacional e também usada por CAMPOS (2000), apresentou um
potencial gerador de compostos fendlicos de baixo peso molecular, compativeis

com as duas madeiras usadas como referéncias.

As tentativas de otimizacdo do processo de obtencdo do extrato de Amburana
que envolveram o uso da madeira pulverizada, variacbes de temperatura e
tempo de tostagem, visto que a madeira pulverizada apresenta um
comportamento diferente dos cubos frente ao calor, 0 emprego de uma solugéo
etandlica a 50% com pH ajustado para 4,2, a utilizacao de ultra-som e do forno
de microondas, culminaram em extratos com melhores rendimentos e em
menores tempos que os extratos obtidos pela metodologia de extragdo através

de refluxo que é o procedimento mais comumente aplicado.

As condic¢des de tratamento, a 150C por 60 minutos e 200C por 40 minutos,
apresentaram extratos com rendimentos totais em patamares relativamente
proximos. No entanto, os extratos obtidos a 150C a presentaram na distribuicéo

dos analitos maiores teores de siringaldeido e vanilina, enquanto que os extratos



a 200C mostraram, além de altos niveis para 0s mes mos compostos, também
uma distribuicdo mais ampla para os demais compostos, 0 que provavelmente
acarretarad cachacas com nuances sensoriais diferentes em cada adicdo de

extrato numa mesma cachaga.

Os extratos obtidos por microondas apresentaram os mais baixos niveis de
furfural entre todos os extratos. Entretanto, as quantidades de coniferaldeido e
sinapaldeido foram baixas, o que pode comprometer o perfil de ésteres
formados apos a maturacdo da bebida adicionada destes extratos, devido as

desagradaveis caracteristicas sensoriais deste composto.

Para todos os extratos, os niveis de cumarina foram muito baixos e, em alguns
casos, aquém do limite de deteccédo do método, fato este que pode ser encarado
como bastante favoravel, visto que a literatura consultada e as mais recentes
pesquisas ainda n&do apontam uma posi¢cdo conclusiva sobre a inocuidade da
cumarina para a saude do homem. Estes niveis apontam ainda uma
concordancia com a literatura sobre a distribuicdo da cumarina na Amburana
que ocorre principalmente na sua casca, porcao esta que néo foi utilizada pelos

altos teores de compostos adstringentes.

As pequenas quantidades de cumarina, no entanto, podem ser usadas para
estimar ou comprovar o envelhecimento de uma bebida, o que pode vir a ser
efetuado com a insercdo de uma etapa de pré-concentracdo no método, como
por exemplo, 0 uso de cartuchos de extracdo em fase solida, ou a reducéo do
volume das amostras por evaporacao a vacuo (a cumarina exibe boa resisténcia

térmica) entre outras técnicas.

No tocante ao perfil dos compostos fendlicos de baixo peso molecular nas
amostras de cachaca cearense, a média obtida para o total destes compostos, e
ainda a sua distribuicdo, assemelharam-se intensamente com os mesmos dados
gerados para a meédia das cachacas envelhecida de referéncia. Entretanto,

estudos mais aprofundados, incluindo analises sensoriais, com amostras



adicionadas destes extratos e submetidos a um periodo de repouso serao

necessarios.

As trés cachagas com altos niveis de 5-HMF; Cariri 9, Maci¢co de Baturité 1 e
Ibiapaba 1, podem ser oriundas de tonéis bastante usados, que nao sofreram
nenhum tratamento para a sua recuperacdo como, por exemplo, a raspagem de

suas paredes e uma nova queima.

Uma outra possivel aplicacdo para a Amburana seria a confeccdo de saches
com o p6 desta madeira, tratada nas condigbes descritas neste trabalho e a
insercdo destes em tonéis exauridos a fim prolongar o uso dos mesmos, ou para
os fabricados com outras espécies, possibilitar blends, que aproveitariam as

caracteristicas de cada madeira.
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