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ANALYSIS OF ORGANIC CONTAMINANTS AND COPPER IN CACHACA. The objective of the present study was the evaluation
of the presence of organic and inorganic contaminants in samples of aged cachaca from the South of the state of Minas Gerais. Furfural,

methanol and copper were determined by colorimetric reactions, while the analyses of ethyl carbamate and acrolein were performed by GC/
MS and HPLC, respectively. High levels of furfural and copper were obtained. All samples showed concentrations below the established

by legislation for the ethyl carbamate, and for acrolein, only one sample showed higher levels. Methanol was not detected in the samples.
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INTRODUCAO

De acordo com o Decreto n® 4851 de 2003 e com a Instrugdo
Normativa n°® 13 de 30/6/ 2005, aguardente de cana € a bebida com
graduagdo alcodlica de 38 a 54% v/v a 20 °C, obtida do destilado
alcodlico simples de cana-de-acticar ou pela destilacio do mosto
fermentado do caldo de cana-de-agiicar, podendo ser adicionada de
acucares até 6 g/L, expressas em sacarose. A cachaca, entretanto, foi
definida como sendo a denominag@o tipica e exclusiva da aguardente
de cana produzida no Brasil, com graduacio alcodlica de 38 a 48%
v/v 220 °C, obtida pala destila¢do do mosto fermentado do caldo de
cana-de-agticar com caracteristicas sensoriais peculiares, podendo ser
adicionada de agticares até 6 g/L, expressos em sacarose.'”

As bebidas alcodlicas fermento-destiladas distinguem-se uma das
outras pela presenga de componentes secundarios que irdo formar um
“buqué” caracteristico de cada bebida. Esses componentes secunda-
rios se formam juntamente com o dlcool etilico durante o processo
de fermentagdo do mosto, mudam de cardter e proporcdo durante
a destilagdo, havendo uma posterior maturagdo do produto.’* No
entanto, alguns compostos sdo indesejdveis a bebida devido, princi-
palmente, as suas propriedades toxicas, cancerigenas e caracteristicas
que depreciam a qualidade do produto final.

Devido a complexidade da composi¢do quimica da cachaga esta
¢é dividida em frag@o orgénica e inorganica. A primeira € constituida
basicamente de alcodis, aldeidos, ésteres, dcidos carboxilicos, ce-
tonas, carbamato de etila e compostos sulfurados. Dependendo do
teor e dos compostos presentes, a bebida pode ser classificada como
desejdvel ou ndo, em relacdo a aceitacio sensorial, ou em tdxica e
ndo toéxica, em relacdo a satde. A fracdio inorganica € constituida
principalmente por fons metdlicos, tais como aluminio, cddmio,
célcio, chumbo, cobalto, cobre, cromo, ferro, etc.’

A legislagdo brasileira, Decreto n® 2314 de 04/09/1997 estabelece
o limite maximo de cobre em 5 mg/L de produto.® No entanto, no
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mercado internacional o limite maximo estabelecido € de 2 mg/L tor-
nando-se, assim, um entrave para as exportacdes da bebida.” Embora
nesta concentracio o cobre ndo possa ser considerado como téxico, a
sua presenca contribui para ressaltar o sabor dcido na bebida, além de
facilitar os processos oxidativos devido a presenca de fons cobre (II).

O metanol € um 4lcool indesejdvel na bebida, devido a sua alta
toxidez. Ele origina-se da degradacio da pectina, um polissacarideo
presente na cana-de-agucar, durante o processo de fermentagdo.*?

O furfural, aldeido cuja presenca € indesejavel na bebida, resulta
da decomposi¢do quimica de carboidratos. Pode ser formado em
diferentes etapas do processo de producdo da cachacga, tais como
pela pirogenizacdo da matéria organica depositada no fundo dos
alambiques ou mesmo durante o envelhecimento da bebida por meio
da acdlo de 4cidos sobre pentoses e seus polimeros (hemiceluloses),
que podem estar presentes nos recipientes de madeira utilizados no
armazenamento da bebida.”"?

A acroleina, também conhecida como 2-propenal, ¢ uma subs-
tancia carcinogénica oriunda do processo de fermentacdo, podendo
ser formada pela desidratagdo do glicerol ou por contaminaco bac-
teriana.®* E uma substéncia extremamente téxica por todas as vias
de administrag@o e tem mostrado caracteristicas mutagénicas, além
de provocar irritagdo no trato respiratério de animais e humanos.'>!¢
Os vapores de acroleina sdo lacrimogénicos, muito irritantes aos
olhos, nariz e garganta, podendo associar sua presenga ao aroma de
pimenta das bebidas.’

O carbamato de etila, substincia altamente carcinogénica, ¢
um contaminante orgénico, cuja quantificacdo em aguardentes de
cana passou a ser exigida a partir de junho de 2010. E encontrado
naturalmente em baixas concentragdes, em diferentes bebidas alco-
6licas e em alguns alimentos fermentados. Sua origem e formagao
ainda ndo estdo bem elucidadas. Alguns autores acreditam que
originam da degradagdo de aminodcidos, outros que venham de
reacgdes entre o etanol e o 4cido cianidrico catalisado pelo cobre
ou pela auto-oxidacdo de compostos insaturados induzidos pela
radiacdo ultravioleta.'®2°
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O presente trabalho objetivou avaliar a presenca de contaminantes
organicos (furfural, metanol, carbamato de etila e acroleina) e inorga-
nicos (cobre) em aguardentes de cana da regido Sul de Minas Gerais.

PARTE EXPERIMENTAL

Doze amostras de aguardentes de cana foram coletadas na regido
sul do Estado de Minas Gerais. As andlises fisico-quimicas (grau
alcodlico, metanol, furfural e cobre) foram realizadas segundo para-
metros estabelecidos pela Instrucdo Normativa n® 13, de 29/06/2005
do Ministério Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA).

Reagentes

Os reagentes empregados para andlise foram permanganato de
potdssio, dcido cromotrépico, 2,4-dinitrofenil-hidrazina 99% (2,4-
DNPH), bissulfito de sédio, acido acético, anilina, ambos da Vetec;
carbamato de etila 97% e acroleina 99% da Acros Organics; metanol
e acetonitrila grau HPLC (J. T. Baker); dgua ultrapura, dcido sulfirico
e etanol absoluto da Merck.

Carbamato de etila

O método empregado para a quantificagio do carbamato de etila
foi o CG/EM no modo de monitoramento de fons seletivos (SIM).
Para as andlises, utilizou-se um cromatégrafo gasoso (GC-17A) aco-
plado a um espectrometro de massas (QP5050A), ambos Shimadzu.
O monitoramento de fons seletivos foi empregado e os fons selecio-
nados foram 62, 74 e 89 m/z. A coluna utilizada para a separagdo do
carbamato de etila foi DB Wax 60 m x 0,25 mm x 0,50 um.

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

Para a quantificac@o utilizou-se a técnica de padronizagdo externa.
A curva analitica foi preparada por meio da diluiciio de uma solugio
estoque de carbamato de etila na concentragdo de 10 mg/L, cuja
variacdo linear foi de 0,05 a 0,75 mg/L. As amostras e as solugdes
da curva analitica foram analisadas em triplicata, sendo as primeiras
previamente filtradas em membrana GV (durapore) em pvdf (0,22
um x 12 mm).

Acroleina

A metodologia empregada para a quantificagdo de acroleina
baseou-se na metodologia proposta por Nascimento e colaborado-
res,'” que consiste na derivagiio da amostra para posterior andlise
por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os reagentes emprega-
dos para andlise foram padrdo de acroleina, metanol e acetonitrila
(grau HPLC), dgua ultrapura, 4cido sulftrico, etanol absoluto e
2,4-dinitrofenil-hidrazina (2,4-DNPH), previamente purificado por
trés sucessivas recristalizagdes com metanol.

Para a preparacdo da 2,4-dinitrofenil-hidrazona de acroleina,
H,SO, concentrado (2 mL) foi adicionado a 0,4 g de 2,4-DNPH, segui-
do da adigao de 3 mL de dgua destilada, gota a gota, até a solubilizagio
completa. Imediatamente 10 mL de etanol 95% foram adicionados.
Em outro recipiente, dissolveu-se 0,1 g de acroleina em 20 mL de
etanol. Em seguida, adicionou-se a solucéo preparada anteriormente,
deixando a mistura em repouso aproximadamente por 15 min, até a
formacéo de um precipitado. Filtrou-se e recristalizou-se duas vezes
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com etanol absoluto. A pureza foi confirmada por determinacdo da
temperatura de fusdo e andlise elementar (C, H e N) e por HPLC.

A derivagdo das amostras foi realizada pela adi¢do de 4 mL da
amostra e 50 uL de HCIO, consecutivamente para 1 mL da solugdo
0,4% de 2,4-DNPH em acetonitrila. A solucio resultante foi estocada
a temperatura ambiente por aproximadamente 45 min, seguida pela
filtragem em membranas de polietileno 0,45 um (Milipore).

Um HPLC Shimadzu, equipado com duas bombas de alta pressao
modelo LC-20AD, detector com arranjo de diodos (DAD) modelo
SPD-M20A, injetor automdtico modelo SIL-M20A e forno modelo
CTO-20AC foram empregados para andlises. As separacdes foram
realizadas empregando-se uma coluna empacotada Shim-pack VP-
ODS (250 x 4,6 mm), com particulas esféricas de 5 um, conectada
a uma pré-coluna Shim-pack VP-ODS (5,0 cm x 4,0 mm, 5 um
- Shimadzu). A fase mével utilizada foi dcido acético 2% em dgua
(Solvente A) e metanol (Solvente B). As amostras foram eluidas de
acordo com o seguinte gradiente: 0 a 3 min (70% B); 3 a 5 min (70-
85% B); 5 a7 min (85-90% B); 7 a 9 min (90-70% B); 9 a 12 min
(70% B). A absorbancia foi medida a 365 nm, no fluxo de 1,0 mL
min’', temperatura de 40 °C e volume de injecao de 20 pL.

A conversdo quantitativa do aldeido nas bebidas destiladas em
2,4-dinitrofenil-hidrazona foi garantida pelo excesso de 2,4-DNPH
empregada. A quantificagdo foi realizada utilizando-se o método de
padronizacdo externa. A curva analitica foi obtida por sucessivas
dilui¢des da solucdo-estoque (1000 mg/L em acetonitrila) em solugio
de dlcool 50%, com uma faixa linear de 0-20 mg/L. Essa foi obtida
por regressdo linear, plotando-se a drea do pico versus concentragao.

Limites de deteccao (LD) e de quantificacao(LQ)

Os limites de detec¢@o e quantificagdo dos métodos foram es-
timados utilizando-se os parametros da curva analitica, conforme
equagdes abaixo:

LD =3,3xs/S (D
LQ=10xs/S )

onde, s € a estimativa do desvio-padrdo da resposta, que pode ser
a estimativa do desvio padrdo do branco, da equag@o da linha de
regressdo ou do coeficiente linear da equacdo e S € a inclinacdo ou
coeficiente angular da curva analitica.?!*

RESULTADOS E DISCUSSAO
Teor alcoolico, metanol e furfural

Os resultados obtidos por meio das andlises fisico-quimicas
estdo representados na Figura 1. Pode-se observar que, das amos-
tras analisadas, 25% se apresentaram fora dos padrdes de qualidade
exigidos quanto ao teor alcodlico, 16,67% quanto ao teor de cobre e
83,33% quanto a presenga de furfural. O metanol néo foi detectado
nas amostras analisadas.

O teor alcodlico elevado observado na amostra 7 pode ser expli-
cado pela utilizagdo da bebida, na fabricagdo de blends, misturando-a
com outras cachacas mais fracas. Quanto aos teores alcodlicos
inferiores ao permitido na legislacdo, para as amostras 10 e 11,
podem ser relacionados as condi¢des de armazenamento da bebida,
tais como umidade, temperatura e porosidade do barril ou ao corte
incorreto durante a etapa de destilag@o. Pesquisas de Maia e Campelo
mostraram que as perdas de etanol podem ser reduzidas durante o
envelhecimento, mantendo-se a temperatura da adega abaixo de 20
°C e a umidade relativa do ar em torno de 85%.% Entretanto, mesmo
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Figura 1. Teores de dlcool etilico, furfural e cobre nas amostras de aguar-
dente de cana

assim, pode ocorrer perda de 1% ao ano.

As concentracdes obtidas nas amostras analisadas quanto ao teor
de furfural variaram de 4,28 a 39,78 mg/100 mL de dlcool anidro.
Pelos resultados apresentados na Figura 1, pode-se observar que
a maioria das amostras analisadas se apresenta fora dos padrdes
de qualidade exigidos, exibindo valores acima do permitido pela
legislacdo brasileira (5 mg/100 mL de dlcool anidro), exceto as
amostras 4 e 8. Este composto € um aldeido indesejavel na bebida,
por ser considerado nocivo a satide. A contaminacdo da bebida pode
ocorrer por meio da degradacio de pentoses durante as etapas de
fermentacao, destilagdo e envelhecimento da bebida. Outras possiveis
formas de contaminacdo da bebida sdo por meio da requeima dos
barris de madeira, no processo de envelhecimento e pela queima da
cana durante a colheita.*!?

Estudos realizados por Miranda e colaboradores,* em cachagas
armazenadas em tonéis de madeira, submetidos ao tratamento de
irradiag@o por periodo de 390 dias, ndo mostraram influéncia do
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processo de envelhecimento na formagdo de furfural. Para esses
autores, a presenca do contaminante estd relacionada ao processo
de destilagdo. Resultados semelhantes foram observados em sidras
por Madrera e colaboradores,'! que constataram aumento de furfural
apenas nas amostras que passaram por dupla destilagao.

Barcelos e colaboradores,” analisando cachacas produzidas a
partir de cana ndo queimada, proveniente de trés regides do Estado de
Minas Gerais (Zona da Mata, sul de Minas e Vale do Jequitinhonha),
verificaram concentragdes de furfural dentro do limite estabelecido
pelo MAPA. Os autores atribufram a formagao do furfural a falhas
durante o processo fermentativo. Masson e colaboradores'® quantifica-
ram furfural em amostras de cachacas produzidas com cana queimada
e ndo queimada e verificaram que a queima do palhico da cana-de-
actcar proporcionou um aumento significativo na concentragdo de
furfural nas amostras analisadas. Segundo os autores, durante a quei-
ma, a exsudagdo do aglcar torna-se um excelente aderente ao colmo,
de residuos da combustio, de particulas sélidas de solo, minerais e
outros. No processamento da cana, esses residuos sio transferidos
para o caldo e, em suspensdo, vdo para as dornas e posteriormente
para o alambique, cuja matéria organica ¢ transtformada em furfural,
chegando ao produto final.

Um problema comum que preocupa os produtores de aguardente
de cana do Estado de Minas Gerais € o excesso de cobre nas bebidas.
De acordo com a Figura 1, 16,67% das amostras analisadas apresenta-
ram niveis superiores a 5 mg/L. A presenca desse metal se deve prin-
cipalmente a dissolucao do carbonato bésico de cobre [Cu,(OH),CO;,]
presente nas paredes internas do alambique, pelos vapores dcidos da
bebida. A contaminagdo pode ser evitada fazendo-se uma cuidadosa
higienizac¢ao dos alambiques nas safras e entressafras, utilizando-se
dgua e liméo na primeira destilacdo® ou filtros com adsorventes, como
o carvao ativado e as resinas de troca i6nica. Entretanto, recomenda-
se um cuidado especial na utilizagdo desses ultimos, pois, alguns
materiais retiram além do cobre substancias importantes para o
sabor e aroma da bebida, descaracterizando-a.>>® Quanto a relagido
entre o envelhecimento da bebida e o teor de cobre, alguns autores
apontam o processo de envelhecimento como uma alternativa para a
reducdo do metal na bebida. Cavalheiro e colaboradores® mostraram
redugdo significativa quanto aos teores de cobre em 7 amostras de
cachaca, de diferentes procedéncias, antes e apds 0 armazenamento
em tonéis de carvalho com capacidade de 5 L, por um periodo de 6
meses. Resultados similares foram obtidos por Miranda et al.,* que
atribufram a reduc@o do cobre a um possivel processo de absor¢ao
ou de adsor¢do promovido pela madeira, durante o processo de en-
velhecimento da bebida.

Carbamato de etila (CE)

A quantificacdo do carbamato de etila foi feita utilizando-se a
técnica de padronizacdo externa e as curvas analiticas foram obtidas
por regressdo linear (y = 975050x + 2072,75). O coeficiente de cor-
relag@o obtido para a curva foi de 0,9997 e os limites de detecgdo
(LD) e quantificacdo (LQ) encontrados foram de 15,7 e 52,5 ug/L,
respectivamente. De acordo com os resultados obtidos, todas as
amostras apresentaram concentragdes abaixo do limite estabelecido
pela legislacdo brasileira (150 ug/L), sendo a maior concentrag@o en-
contrada de 119 pg/L. Esses resultados se equiparam ao de Barcelos,
que também ndo encontrou niveis de carbamato de etila nas cachagas
do Sul de Minas Gerais.*

Diversos autores relatam a presenga elevada desse contaminante
em aguardentes de cana. Andrade Sobrinho ef al.,*® investigando a
presenca de CE em amostras de cachagas, tiquira, grapa e uisque,
relataram que elas apresentaram teores médios de 770, 2400, 45 e
140 ug/L, respectivamente, observando que as amostras de cachaga
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e tiquira apresentaram maiores concentragdes para esse composto
quando comparadas aquelas obtidas para as demais bebidas, além
de estarem com a concentra¢do de CE acima do limite exigido pela
legislagdo.

Barcelos e colaboradores,? avaliando amostras de aguardente
de cana de trés diferentes regides do Estado de Minas Gerais (Sul de
Minas, Zona da Mata e Vale do Jequitinhonha), obtiveram valores que
variaram de ndo detectado a 700 pg/L, encontrando um teor médio de
243 ug/L. Dentre as regides estudadas, apenas as amostras do Vale do
Jequitinhonha apresentaram niveis superiores ao estabelecido pelo
MAPA para o contaminante em estudo.

Estudos de Labanca ef al.,*' com 71 amostras de aguardente de
cana provenientes de diferentes regides do Estado de Minas Gerais,
demonstraram teores médios de 893 pg/L. Segundo os autores, 35%
das amostras apresentaram teores de carbamato de etila entre 500 e
1000 pg/L e 12% continham teores 10 vezes maiores que o estabe-
lecido pela legislag@o.

Para alguns autores, a realizacdo da destilagdo da cachaca em
alambiques de cobre poderia ser uma agravante na formacao do car-
bamato de etila, jd que ha a possibilidade de esse metal atuar como
catalisador nas reagdes de formagdo desse contaminante.!” Porém,
ndo se observou correlagdo entre o material do alambique e teores
elevados de carbamato de etila nas amostras analisadas (Figura 2).
Estes resultados corroboram com estudos realizados recentemente,
como os de Barcelos et al. e Masson.?**
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Figura 2. Comparagdo entre os teores de cobre e carbamato de etila nas
amostras analisadas do Sul de Minas Gerais (CE — carbamato de etila e
Cu — cobre)

Acredita-se que a formagdo do CE durante o periodo de armaze-
namento da cachaca ocorra de maneira gradativa, por meio da reagao
entre o etanol e a ureia formada pela degradac¢do de precursores
nitrogenados, intrinsecos do processo de produgdo da bebida, sendo
os principais deles os aminodcidos arginina, ornitina e citrulina.
Além desses, outros compostos nitrogenados t€m sido estudados
como possiveis precursores para a formagdo do carbamato de etila
antes e ap0s o processo de destilacido, como € o caso do fosfato de
carbamila e do fon cianeto.’3*

Diversos trabalhos relatam a influéncia positiva do tempo de
estocagem e da temperatura na formag@o de carbamato de etila em
vinhos e cachagas.*>*® Nesse processo, a provavel via de formacao
do carbamato de etila seria por meio da reagio do etanol com ureia
e com citrulina.

Acroleina
A curva analitica foi obtida por regressdo linear (y = 133686,58x

— 2471,76) e o coeficiente de correlacio de 0,9999, sendo y a drea
do pico obtida por meio das andlises de acroleina e x a concentragio
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correspondente. Os limites de detecgdo e quantificagdo obtidos foram
de 0,02758 e 0,09194 mg/100 mL de dlcool anidro, respectivamente.

As concentragdes de acroleina presentes nas amostras de aguar-
dente de cana analisadas estdo mostradas na Figura 3.

8 1 — Limite MAPA (2005)
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Figura 3. Concentragoes de acroleina nas amostras de aguardente de cana
analisadas do Sul de Minas Gerais

Pela andlise dos resultados, pode-se observar valores para teores
de acroleina de ndo detectado a 7,45 mg/100 mL de alcool anidro.
Dentre as amostras analisadas, somente a amostra 9 se apresentou fora
dos padrdes exigidos pela legislagdo brasileira, estando sua concen-
tra¢@o acima do limite estabelecido de 5 mg/100 mL de édlcool anidro.

Na literatura sao encontrados poucos relatos sobre a quantificagao
de acroleina em aguardentes de cana. Nascimento e colaboradores,
analisando 56 amostras de aguardentes de cana oriundas de varios
estados do Brasil, obtiveram concentragdes que variaram de ndo
detectada a 0,660 mg/100 mL de dlcool anidro.!” Posteriormente,
Nascimento et al., avaliando a influéncia da destilacio de aguarden-
tes de cana em alambiques confeccionados com cobre e aco inox,
quanto a presenca de alcodis, ésteres, dcidos, aldeidos e cetonas, ndo
detectaram a presenca de acroleina nas 3 amostras analisadas, prove-
nientes de cada alambique.** Em 2006, Braga avaliou a presenga de
acroleina em aguardentes de cana produzidas com trés linhagens de
leveduras com temperatura de fermentacéo controlada (20 e 32 °C)
e encontrou niveis inferiores a 0,7 mg/100 mL de 4lcool anidro para
o contaminante.”” Esses valores relatados na literatura mostram-se
bem inferiores aos resultados obtidos para a maioria das amostras
analisadas no presente trabalho.

Para Azevedo e colaboradores, esse contaminante pode ser
formado durante o processo de fermentagdo da bebida, por meio da
degradacio do glicerol, podendo também estar associado a presenga
de bactérias termofermentativas (Bacillus amaracrylus e Lactoba-
cillus colinoides).”!

CONCLUSAO

Em termos fisico-quimicos, 25% das amostras analisadas apresenta-
ram-se fora dos padrdes de qualidade exigidos quanto ao teor alcodlico,
16,67% quanto ao teor de cobre e 83,33% quanto a presenca de furfural.
Todas as amostras apresentaram concentracdo abaixo do estabelecido
pela Legislagdo (150,00 pg/L) para o carbamato de etila e, para a acrole-
ina, apenas uma amostra apresentou niveis superiores a 5,00 mg/100 mL
de dlcool anidro. O metanol ndo foi detectado nas amostras analisadas.
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