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RESUMO

As aguardentes de cana tém como componentes principais etanol e agua. O que
as diferencia e confere qualidade é a presengca dos compostos secundarios,
produzidos durante a fermentagéo, que sdo 0s responsaveis pelo aroma e sabor
da bebida. O interesse em definir um padrao de qualidade para a aguardente de
cana tem mobilizado o meio industrial, académico, associa¢cdes de produtores e 0

préprio governo.

Neste contexto, amostras das aguardentes Bocaina, Rainha da Lavoura, Boa
Vista e Espirito de Minas tiveram suas propriedades fisico-quimicas analisadas.
Estas aguardentes, juntamente com amostras das aguardentes Germana, Rumo
do Poeta, Velho Barreiro, Pirapora, Moeda Velha, Boa Vitoria, Barreirinha e
Caninha 51 foram submetidas a analises por cromatografia gasosa. As
aguardentes foram analisadas sem nenhum tratamento prévio e também tiveram
seus compostos minoritarios concentrados através de extracdes liquido-liquido e

microextracdo em fase sdlida antes das analises cromatograficas.

Dentre os compostos secundarios foram quantificados 1-propanol, isobutanol,
alcool isoamilico e acetato de etila. A precisdo das analises foi avaliada pelos
coeficientes de variacdo nas areas relativas de cada composto para os dois
métodos de extracao.

A identificacdo dos demais compostos secundarios foi realizada através da
analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)
de uma das amostras de aguardente extraida por microextragcdo em fase solida
(MEFS).

A MEFS juntamente com a analise por CG/EM permitiram a identificacdo de 38
compostos. Para cada um dos compostos identificados foram propostos caminhos

de fragmentacao.
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ABSTRACT

Water and ethanol are the principal components of Brazilian sugar cane spirits.
The secundary compounds produced during the fermentation process distinguish
one kind from the others, being responsable for the flavor and aroma of this
popular Brazilian liquor. The interest in establishing quality standards for this spirits
is a driving motive the industrial and academic sectors, as well as producer's

associations and the government.

Within this context, samples of the the comercial spirits Bocaina, Rainha da
Lavoura, Boa Vista and Espirito de Minas had their physical chemistry properties
analyzed. These spirits, along with samples of Germana, Rumo do Poeta, Velho
Barreiro, Pirapora, Moeda Velha, Boa Vitéria, Barreirinha e Caninha 51 were
submitted to gas chromatography. Samples were analyzed without any previous
treatment and also had their secundary compounds concentrated by means of
liquid-liquid extraction and solid-phase micro-extraction processes, before

chromatographic analyse.

Among the secundary compounds, n-propyl, isobutyl and isoamyl alcohols and the
ethyl acetate were quantified. The precision of the analysis was measured by the
relative areas variation coefficients of each compounds for the two extraction

methods.

The identification of the remaining secondary compounds was done by means of
Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC/MS) analysis of a

sample of sugar cane spirits extracted by solid-phase microextraction (SPME).

The SPME together with GC/MS analysis allowed the identification of 38
compounds. For each of these compounds identified, fragmentation routes are

proposed.



1.INTRODUCAO

A exemplo do uisque na Escdcia, do conhaque e do vinho na Franca, do saqué no
Japao, da vodca na Russia e da tequila no México; a aguardente de cana € uma
bebida tipicamente brasileira que vem sendo fabricada desde a chegada dos
primeiros europeus e africanos.”

Em 1996, a aguardente de cana foi apontada como a segunda bebida alcodlica
mais consumida no Brasil, perdendo em indicacdo, apenas para a cerveja,
estimando-se um consumo de 2 bilhdes de litros.? O faturamento desde mercado
€ de aproximadamente US$ 6 bilh&es, divididos praticamente entre produtores e
indUstrias nacionais, para atender basicamente a consumidores brasileiros.® Além
da importancia econémica, a aguardente de cana tem destaque social e histérico
por ser uma bebida tipicamente brasileira fabricada desde o inicio da
colonizagéo.*

Como todas as bebidas destiladas, a aguardente de cana € uma bebida de
composicdo complexa, composta principalmente de agua e alcool etilico em
proporcdes variaveis. O que a diferencia proporcionando aroma e sabor
caracteristico sdo os diversos componentes secundarios formados durante a
fermentacdo alcodlica e durante o envelhecimento. O processo de fabricacdo, a
composicdo do mosto e as condicOes de fermentacéo e destilacdo sdo capazes
de mudar o perfil e o teor dos componentes secundarios nas aguardentes; estes
compostos embora em pequenas concentracfes sdo 0S principais responsaveis
por suas propriedades organolépticas. Normalmente entre 0S compostos
secundéarios sdo encontrados acidos, aldeidos, ésteres, alcoois superiores,
terpenos, lactonas, furanos, pirazinas, dentre outros.*

A producédo da aguardente no Estado de Minas Gerais é baseada em uma forte
tradicdo e atrai um grande numero de consumidores. Estudos realizados pelo
Instituto de Desenvolvimento Industrial de Minas Gerais (INDI) em 1982,
identificaram a existéncia de uma parcela significativa do mercado que valoriza a
gualidade da aguardente artesanal produzida em Minas Gerais em detrimento das
aguardentes industriais produzidas em grande escala e a precos inferiores. Esta
preferéncia garantiu a sobrevivéncia da producéo artesanal a concorréncia com a
producéo industrial e este fato incentivou mais ainda as atividades de promogao
da aguardente artesanal.’

A aguardente de cana tem seus padrdes de identidade e qualidade definidos pelo
decreto N® 2.314, de 04 de setembro de 1997° e pela Portaria N2 371 do
Ministério da Agricultura, de 18 de setembro de 1974’. A metodologia utilizada
para andlises de aguardentes é descrita pela Portaria N2 076/86 de 03 de
dezembro de 1986°%. Os métodos oficiais para anélise de aguardentes empregam
técnicas volumétricas, gravimétricas, espectrometria UV-VIS, dentre outros.®
Paises como a lItalia, Estados Unidos e Franca, tém conseguido caracterizar suas
bebidas tipicas correlacionando composicdo e origem geogréfica, através de
medidas analiticas e sensoriais ja devidamente estabelecidas. No Brasil, ainda
nao atingimos este ponto, a aguardente necessita de mais estudos para um



conhecimento mais detalhado de sua composicdo.® Os métodos de andlises
estabelecidos pelo Ministério da Agricultura apesar da simplicidade, o que facilita
a realizacdo das andlises, ndo possibilitam uma diferenciacdo qualitativa e
guantitativa dos diversos componentes secundarios presentes nas aguardentes.

A cromatografia gasosa e liquida e a cromatografia acoplada a espectrometria de
massas tém sido amplamente utilizadas para identificar e quantificar os
parametros de identidade e qualidade para alguns componentes secundarios em
bebidas destiladas. Vérios trabalhos tém sido realizados variando-se as condi¢des
cromatograficas (colunas de separacdo, programacodes de temperatura, fluxo de
gases), como também a etapa de preparacdo da amostra antes da andlise,
visando melhores resolucdes, sensibilidade e reprodutibilidade na analise de
compostos secundarios volateis e semi-volateis em bebidas. As andlises destes
compostos por cromatografia tém possibilitado o estabelecimento de correlacdes
entre os principais compostos secundarios que vem sendo propostas na
caracterizacdo de bebidas.®*0111213.14.15

Embora ja exista uma listagem de mais de 1300 componentes secundarios em
bebidas alcodlicas, a determinacdo destas substancias €é extremamente
exigente.’® Este problema é devido a complexa composicdo quimica da fracéo
volatil e também ao fato destes componentes estarem presentes em variadas
propor¢cdes (ng/L a g/L) que dificultam bastante a preparacdo da amostra a ser
submetida & anélise cromatogréfica.'’ Estas dificuldades encontradas nos estudos
de bebidas tais como o vinho, o uisque sdo também comuns em andlises de
aguardentes.

Com o0 objetivo de solucionar tal problema, varias estratégias de analise de
componentes volateis em bebidas tém sido propostas. A concentracdo destes
compostos atraves da extracdo liquido-liquido apesar de produzir recuperacdes
guantitativas para componentes secundarios volateis com concentracdo mais alta
ndo é quantitativa para analises dos componentes em menores concentracées. As
extragcbes em espaco confinado (headspace) estatico ou dindmico sao mais
adequadas para analitos presentes em solugéo aquosa, o que diminui a eficiéncia
deste método de extracdo para volateis em bebidas. A introducdo direta da
amostra no cromatégrafo gasoso para analise destes compostos ndo é
recomendada pois resulta em alargamento dos picos devido a grande quantidade
de amostra injetada, instabilidade no sinal do detetor e possibilidade de
danificacdo da coluna de separacdo devido a presenca de agua nas
amostras.'” 181920

A Microextracdo em Fase Solida (MEFS) é uma técnica de preparacdo de
amostras, introduzida por Pawliszyn e Belardi em 1989, na qual se faz o uso de
fibras de silica fundida revestidas com finas camadas de um polimero seletivo
(que pode ser solido ou liquido) capaz de extrair compostos organicos
diretamente ou indiretamente da amostra aquosa para o instrumento de analise.
Nesta técnica, ap0s a concentracdo dos analitos no revestimento da fibra de
extracdo estes sdo dessorvidos dentro do injetor do cromatografo. Varias
vantagens, como ndo usar de solvente organico, facilidade e rapidez na
concentracdo dos analitos e consumo de pequena quantidade de amostra tém



difundido cada vez mais o uso da MEFS, aumentando o uso desta técnica para
pré-concentracdo de analitos em matrizes diversas como: agua, solo, bebidas e
alimentos. %%

Buscando contribuir para um melhor conhecimento e controle de qualidade da
aguardente, permitindo assim um aprimoramento tanto do processo de producao
como do produto, este trabalho teve como objetivos:

e |dentificar alguns compostos secundérios formados durante a fermentacdo do
mosto, 0s quais Sao 0s responsaveis pelo aroma e sabor da aguardente;

e Comparar as eficiéncias das técnicas de extracdo liquido-liquido e
microextracdo em fase solida em amostragem indireta para a determinacéo
qualitativa dos compostos secundéarios e quantificacdo de &lcoois superiores e
acetato de etila.

Com esta finalidade foram realizadas andlises por cromatografia gasosa com
detetor de ionizacdo por chama de aguardentes artesanais de diferentes regides
do Estado de Minas Gerais e aguardentes produzidas em escala industrial,
utilizando as técnicas de extracao liquido-liquido e microextracdo em fase sélida.
Para identificacdo dos principais componentes secundarios presentes nas
aguardentes foi realizada uma andlise de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas utilizando a microextracdo em fase sélida como forma
de concentragéo dos analitos.



2. REVISAO DE LITERATURA

| - HISTORIA DA AGUARDENTE DE CANA

Aparentemente as origens da aguardente remontam ao século VIII, quando
Marcus Grecus teria destilado vinho tinto, usando uma retorta de vidro enterrada
num banho de areia aquecida e condensando os vapores num elmo, denominado
“alembikos” . Contudo, segundo Lippmann, so € possivel afirmar que a fabricacao
da aguardente tornou-se difundida a partir do século XIl. A descricdo mais antiga
da fabricacdo de “acqua ardens” parece ser a de Magister Salenus, que morreu
em 1167. Posteriormente, Albertus Magnus, que era bispo de Tegensburg (1193-
1290) descreveu em detalhes a obtencédo do “espirito do vinho”, recomendando
uma série de materiais para a vedacéo dos destiladores.?*

J& no século XIllIl, a tecnologia da destilacdo do vinho foi aperfeicoada, em
decorréncia dos esforcos para obtencdo da pedra filosofal. Neste sentido,
Raymundus Lullus (1234-1315), em seu livro “Secretorum Naturae sue Quintae
Essentiae”, descreveu um processo de dez destilagbes sucessivas do vinho, que
permitiria obter um alcool altamente retificado, o qual supostamente serviria como
“Quinta Essentia” para producéo da pedra filosofal.?*

Ao longo dos séculos, a producéo de bebidas fermentadas e fermento-destiladas
tém-se difundido em todo o mundo, acompanhando, entre outros, os caminhos
das missdes religiosas. No decorrer da historia da humanidade, tanto o processo
de obtenc¢do, que incorpora uma “fervura” do mosto a temperatura ambiente, cuja
natureza bioquimica so foi esclarecida no século XIX, como a natureza volatil do
produto destilado e seus efeitos fisiolégicos sobre aqueles que o ingerem, sao
aspectos que propiciaram, uma forte associacdo das bebidas fermentadas e
destiladas com os rituais religiosos.**

No Brasil, a produgdo da aguardente remonta ao periodo da colonizagdo. Embora
nao se disponha de elementos que permitam precisar a data em que foi iniciado o
fabrico de aguardente no Brasil, estima-se que sua produc¢édo teve inicio logo apés
a introducdo da cana-de-acucar na Capitania de S&o Vicente e a montagem do
primeiro engenho de agtcar.?#?>%

Inicialmente, produzida-se a cachaca que era a espuma da caldeira em que se
purificava o caldo de cana a fogo lento e servia de alimento para porcos, bestas e
outros animais. Consta que, certo dia um escravo ingeriu este residuo e
demonstrou maior disposicdo para o trabalho. A partir dai, os escravos
comecgaram a consumir “o vinho da cana”, que passou a ser servido nas senzalas
para aumentar a produtividade®.

Reservada, inicialmente aos escravos, a cachaca, com o aprimoramento da
producéo, atraiu muitos consumidores e passou a ter importancia econémica para
o Brasil col6nia. Este fato tornou-se uma ameaca ao interesses portugueses, pois



a bagaceira, aguardente de bagaco de uva produzida em Portugal, passou a ser
consumida em menor escala. Diante desta realidade, a venda da cachaca foi
proibida na Bahia em 1635 e em 1639 deu-se a primeira tentativa de se impedir a
sua producéo e venda. Contudo, durante a transmigracao da corte portuguesa em
1808 para o Rio de janeiro, a cachaca ja era considerada como um dos principais
produtos da economia brasileira. Em 1819 ja se podia dizer que a cachaca era a
bebida do pais.?” No final desse mesmo século, por iniciativa do poder publico,
foram montadas as primeiras usinas de transformacao da cana-de-acucar, isto €,
de acucar e de alcool. A principio, a producédo industrial de derivados de cana-de-
acucar nao afetou a producdo dos engenhos que continuaram responsaveis pela
maior producdo de aguardente até o principio da década de 30. Mas entre as
décadas de 30 e 40, o Instituto do Acucar e do Alcool (IAA) parece ter adotado
uma politica protecionista em relagdo as usinas, causando a desorganizacao e a
perda da importancia da produc&o rural desenvolvida nos engenhos de cana.?®

Até a Segunda Guerra Mundial, a producédo de aguardente era conduzida por um
grande numero de pequenos engenhos. Os processos utilizados eram artesanais,
rusticos e tecnicamente rudimentares. Esses estabelecimentos localizavam-se
nas zonas rurais onde a familia cuidava da parte agricola e industrial do processo.
A comercializacdo era feita de forma bastante variada utilizando-se desde
vasilhames de vidro de diversos tamanhos, a barris de madeira de 100 a 200
litros. Os produtos eram armazenados em tonéis ou pipas nos engenhos e a
comercializagao era feita conforme a demanda. Estas formas de processamento,
comercializacdo e armazenagem ainda sao muito comuns no Brasil. Com o fim da
guerra, os alambiques artesanais instalados em fazendas abriram espaco para 0s
primeiros alambiques industriais com maior capacidade de producdo e
comercializag&o.?

Em Minas Gerais, a producdo de cachaga teve inicio no século XVIII e também
com o objetivo inicial de ajudar os fazendeiros e mineradores a melhorar a
adaptacao dos escravos as condi¢cdes de trabalho da época. Durante todo século
XX, Minas Gerais foi apontado como o Estado com o maior nimero de engenhos
do Brasil, chegando a ter mais engenhos do que a soma do nimero de unidades
espalhadas pelo resto do pais.*°



Il - PROCESSAMENTO
1 — MATERIA PRIMA

A matéria-prima para a fabricacdo da aguardente é a cana-de-acucar, fator
primordial na qualidade do produto e produtividade de uma fabrica de aguardente.
Como o vinho, que possui uma classe de variedades de uva consideradas nobres
por produzirem uma bebida de melhor qualidade, a cana é essencial para
qualidade final da aguardente.®

Originaria da Asia, a cana-de-acucar foi introduzida no Brasil por volta de 1530,
por Martim Afonso de Souza, na Capitania de Sao Vicente. Os maiores produtores
mundiais de cana-de-actcar sdo o Brasil, a india e Cuba.® No Brasil, S&o Paulo é
o maior produtor nacional enquanto Minas Gerais ocupa o quarto lugar. **

Segundo Stupiello, a qualidade da cana-de-acuUcar estd envolvida diretamente
com o desempenho das operacdes de extracdo, fermentacédo e destilacédo, razao
fundamental da obtencdo de altos ou baixos rendimentos e da qualidade do
produto final. Os principais fatores que interferem na qualidade séo: a variedade
da cana, o meio ambiente, o controle das pragas e doencas e as operacdes de
maturacdo, colheita, queima, carregamento e transporte. A colheita, 0
carregamento e o transporte que podem ser manuais ou mecanicos influenciam
na qualidade da cana que vai ser processada, uma vez que, durante estas
opera%(;)%'zs podem ocorrer contaminacdes que levem a deterioracdo da matéria-
prima.=>

A composi¢cdo da cana madura varia com as condi¢des climaticas, o solo e a
variedade da cana. O colmo é constituido de fibras (8-14%) e caldo (86-92%). A
fibra, que corresponde ao bagaco lavado e seco, compdbe-se essencialmente de
50% de celulose, 25% de pentosanas e 25% lignina. O caldo contém 65-75% de
agua, o restante sendo constituido de sélidos, que incluem tanto os agucares
como outras substancias organicas e inorganicas. Dentre os agucares, a sacarose
constitui 11-18% do caldo, a glicose 0,2-1,0% e a frutose 0-0,6%. Fazem ainda
parte da sua composicao, substancias nitrogenadas, fosfolipideos, pectinas e
corantes e pequenas quantidades de fosfatos, cloretos, sulfatos, nitratos e
silicatos de potassio, sédio, célcio, magnésio, manganés e ferro.?*

A principal espécie cultivada no Brasil € a Saccharum officinarum e atualmente,
segundo Ribeiro, as variedades mais indicadas para Minas Gerais sao:
RB765418, RB739359, RB739735, RB72454 e SP71-1406.° E aconselhavel o
plantio de diferentes variedades de cana-de-acUcar para permitir tempos de
maturacdo diferentes, suprindo, o alambique durante todo o ano.®*3

A cana-de-aclcar como matéria-prima € avaliada quanto a sua qualidade por
parametros, como: brix, pol, pureza, agucares redutores, pH e acidez total. O grau
brix € a medida da concentracdo dos solidos soluveis no caldo de cana e serve
como uma medida indireta do teor de acUcares presentes no caldo, uma vez que



0s agucares constituem maior parte dos solidos soluveis. O pol e a pureza servem
como parametros de variedade, maturacdo, teor de impurezas presentes na cana
e das condi¢cdes do meio ambiente. Os acucares redutores dependem muito da
variedade e sendo necessario estabelecer o valor referencial para cada situacéo a
fim de medir o grau de deterioragédo. O pH e acidez total servem como parametros
de deterioracdo, embora sejam limitados e dependentes do tipo de substancia
formada durante o processo de deterioracéo e do estagio de maturacgéo.?>

2 - FERMENTACAO

Tradicionalmente, as bebidas alcodlicas sdo produzidas por fermentacdo
espontanea pela acdo de microrganismos que contaminam o substrato. No caso
da aguardente de cana, estes microrganismos S&o provenientes das
manipulacdes durante a colheita, o transporte e a moagem da cana. O processo
de fermentacdo consiste na transformacéo dos acucares fermentaveis presentes
no mosto, constituido de caldo de cana e nutrientes, em alcool etilico, gas
carbbnico e outros compostos secundarios. O caldo de cana apresenta meio
acido tendo a média de pH entre 4,8 a 6,0. Estas caracteristicas fazem do caldo
de cana um meio excelente para o desenvolvimento de microrganismos.*

A populacdo microbiana natural do caldo de cana é constituida normalmente por
leveduras e bactérias. Apesar do processo fermentativo para producdo da
aguardente ainda ser empirico jA foram isoladas e identificadas leveduras
pertencentes aos seguintes géneros: Saccharomyces, Pichia, Candida,
Torulopsis, Schizosaccharomyces, Hansenula e Rhodotorula. Entre as bactérias
identificadas destacam-se as pertencentes ao grupo das produtoras de &cido
lactico como: Leuconostoc dextranicum, L.mesenteroides e Streptococcus spp. A
habilidade de converter acucares em etanol é caracteristica das leveduras
Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces marxianus e da bactéria Zymomonas
mobilis. Dentre as leveduras fermentativas, a Saccharomyces cerevisiae é a que
mais se destaca pela alta producdo e tolerancia a concentracdes elevadas de
etanol.?*34%

Para que ocorra uma vigorosa fermentacdo é necessario que as exigéncias
nutricionais das leveduras sejam supridas, permitindo assim a reproducdo e
garantindo a viabilidade celular. Dentre os nutrientes requeridos pelas leveduras e
freqientemente presentes na cana, em quantidades insuficientes, encontram-se
substancias minerais e organicas.*

Os elementos nutritivos minerais mais importantes sdo o nitrogénio, enxofre,
fosforo, magnésio e potassio e em menores concentracdes manganés, cobalto,
zinco, ferro e cobre. O fésforo interfere no controle da sintese dos hidratos de
carbono e dos lipideos, assim como na manutencdo da integridade da parede
celular. O enxofre € componente essencial de alguns aminoacidos, enzimas e
coenzimas. O potassio melhora a tolerancia das leveduras aos ions toxicos e
participa do controle do pH intracelular, enquanto o magnésio age como protetor
das células contra as modificacbes do ambiente e ativador da assimilagdo de



acucares. Os minerais utilizados em menores concentracées como manganés e
cobalto atuam favoravelmente nas atividades vitais das leveduras, enquanto
zinco, ferro e cobre agem na estimulacdo da via metabdlica que leva a producéo
de etanol.*®

As vitaminas e acidos graxos insaturados sdo as substancias organicas
requeridas durante a fermentagcédo para atender as necessidades nutricionais das
leveduras. A necessidade de um suplemento de vitamina irA depender do
fermento utilizado e tem como finalidade aumentar a produtividade. Os &cidos
graxos sdo necessarios para favorecer a fisiologia celular. Para atender estas
exigéncias nutricionais sdo adicionados ao caldo de cana superfosfatos, sulfato de
am6r13i50, vitaminas e suplementos naturais como farelos de arroz, farinha de soja e
fuba.

A fermentacdo € iniciada a partir da adicdo do fermento, também chamado de pé
de cuba ou in6culo, ao caldo de cana enriquecido na dorna de fermentagcédo. O
in6culo € normalmente preparado segundo técnicas regionais praticas ou
observando-se tecnologia apropriada com fermentos selecionados. Entretanto, a
técnica mais comum, ainda € o uso do fermento comercial, conhecido como
fermento prensado ou de padaria. Mas € possivel se preparar o inéculo a partir
das leveduras selvagens ou com leveduras selecionadas.®

Normalmente, a duracdo média de um processo fermentativo em mosto de
melaco ou caldo de cana é de 24 horas. Em geral a fermentacdo pode ser
conduzida por trés sistemas diferentes: o convencional, em batelada, o
descontinuo-alimentado ou batelada-alimentada e o continuo. O método
convencional é o comumente adotado pelos produtores de aguardente artesanal e
consiste em se colocar o indculo e todo o meio a ser fermentado juntos na dorna
de fermentagdo. Apés 24 horas, o produto é destilado, e a dorna lavada,
iniciando-se um novo processo. Este sistema, apesar de muito utilizado, interfere
significativamente no metabolismo das leveduras tornando suas células mais
sensiveis ao efeito inibidor do etanol. Utilizando baixo teor inicial de substrato e
sob condi¢Bes operacionais adequadas, € possivel atingir rendimentos de até 92-
94%, mas a produtividade é sempre baixa (dificilmente superior a 5 g etanol/h).
No sistema descontinuo-alimentado a dorna é alimentada aos poucos de modo
gue mantenha um teor de acucar pré-estabelecido e inferior ao utilizado no
sistema de batelada. Esse sistema permite aumentar a produtividade em etanol e
também o limite de tolerancia das cepas usuais de Saccharomyces cerevisiae ao
etanol, o rendimento do produto pode chegar a 92%. No processo continuo
alimenta-se a dorna com fluxo continuo de substrato, em concentracao
conveniente, e retira-se também de forma continua parte do liquido a ser
destilado. Estes sistemas ndo sdo recomendados para producdo de aguardente,
nem sdo economicamente viaveis para fermentagdo alcodlica em pequena
escala.’**°

O principal critério para avaliar o andamento da fermentacdo € o0
acompanhamento da queda do brix do mosto, que deve ser feita a cada uma ou
duas horas. Entre os fatores que afetam a fermentacdo estdo o pH, a
temperatura, teor de sacarose e presenca de oxigénio no mosto.****



As principais reacgdes envolvidas durante a fermentagédo s&o a fosforilacdo do
acucar, quebra dos acucares fosforilados em trioses (gliceraldeido fosfotado e
dehidroxiacetona fosfotada), oxireducao das trioses (formacdo do &acido pirtvico),
descarboxilacdo do acido piravico (formacao de acetaldeido e CO,) e reducao do
acetaldeido a etanol, FIG.1 (pagina 13).2%%

3 - DESTILACAO

O vinho é o produto resultante da fermentacdo do mosto e possui uma
composicdo complexa apresentando componentes sélidos, liquidos e gasosos.
Alguns destes componentes sdo provenientes do mosto sem nenhuma
modificacdo, enquanto outros sdo formados pelas atividades das leveduras e dos
contaminantes durante fermentacd0.” Os componentes liquidos s&o
representados por agua (80-90%), alcool etilico (6-10%), produtos secundarios da
fermentacdo alcodlica (1-3%) e contaminantes (1-3%).%> Dentre os componentes
secundarios, estdo presentes os acidos (acético, succinico e lactico), alcoois
superiores (propilico, isopropilico, butilico, isobutilico, amilico e isoamilico),
glicerol, aldeidos e ésteres.?

Os componentes solidos podem estar em solucdo ou em suspensdo. Os sdlidos
em solucdo sao representados pelos acucares ndo fermentados, sais minerais,
substancias nitrogenadas (aminoacidos, peptideos, proteinas e acidos nucléicos),
pectinas e outros solidos sollveis provenientes do mosto. Estes solidos séo
formados por células de leveduras e bactérias, bagacilhos e minerais insolluveis
como argila. O principal componente gasoso é o gas carbénico embora a maior
parte deste tenha sido desprendida durante a fermentacao.?

Os componentes do vinho séo classificados em duas fracfes: volateis e nao
volateis ou fixas. A fracdo volatil € constituida por 4gua, etanol, metanol, alcoois
superiores, acido acético, ésteres e gas carbodnico; e a fracdo néo volatil ou fixa de
sélidos do mosto, células de leveduras e bactérias, minerais e acidos organicos e
inorganicos fixos.?

Os componentes volateis do vinho possuem diferentes graus de volatilidade,
sendo possivel a separacdo por processo de destilacdo. Assim, durante a
destilacdo, os componentes mais volateis sado recolhidos na primeira fracao
denominada de “cabeca” e os menos volateis nas fracbes finais “coracdo” e

“CaUda”,zg

As fracbes denominadas de “cabeca” e “cauda” comprometem na qualidade da
aguardente devendo ser eliminadas. A “cabeca” € a fragdo que contém a maior
parte de produtos téxicos, dentre eles o metanol. A “cauda” € constituida de
compostos de altos pesos moleculares e outros produtos indesejaveis ao
processo, além da quase total auséncia em alcool etilico. A aguardente é feita
basicamente da fracdo chamada “coragdo”, nesta predomina-se agua e &lcool

etilico e teores aceitaveis de componentes mistos de ponto de ebulicdo abaixo e
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acima do etanol. 3 A precisdo com que sdo efetuados os cortes entre as fracdes
tem influéncia na qualidade final da aguardente.®

Os aparelhos tradicionais de destilacdo sao construidos de cobre e o0s
destiladores de coluna de aco inoxidavelidavel.”® Na indUstria, o cobre também é
utilizado como catalisador na producao de acetaldeido a partir da desidrogenacéo
do etanol, processo este que leva a formacdo de material carbonaceo na
superficie do metal. Durante a destilacdo da aguardente ocorre também a
formacgdo de carbonato basico de cobre, o azinhavre, na superficie do metal. Este
carbonato € solubilizado pelos vapores acidos produzidos durante a destilacao, e
por arraste conduz & contaminac&o do produto final por fons de cobre.*’

Vérios pesquisadores esforcaram-se no intuito de reduzir a contaminacdo na
aguardente por ions de cobre. Alguns trabalhos j4 foram feitos com o uso de
carvao ativo®*° e outros resinas de troca idnica®® para extracdo de fons de cobre
do destilado. Entretanto, apds estes procedimentos o produto final néo
apresentava suas caracteristicas tipicas em virtude da retencdo dos compostos
secundérios que s&o fundamentais para o aroma e sabor da bebida.®’

A utilizacdo de aco inoxidavel, no lugar do cobre, na constru¢do dos alambiques
foi uma outra alternativa para contornar o problema da contaminacdo. Esta
substituicdo acabou destacando a importancia deste metal na qualidade sensorial
da aguardente, pois os destilados obtidos em alambiques de aco inoxidavel
apresentaram o odor caracteristico de sulfetos. Nascimento et al, em trabalhos
mais recentes®” mostraram que as aguardentes destiladas em alambiques de
cobre apresentaram teores médios de aldeidos totais e metanol nitidamente
superiores aos das destiladas em alambiques de ac¢o inoxidavel. Um
comportamento inverso é observado quanto aos teores de alcoois superiores e
ésteres. As maiores concentracbes de aldeidos provavelmente sédo devidas a
reacdo de desidrogenacéo dos &lcoois a aldeidos®’. As aguardentes destiladas
em alambiques de cobre sdo as preferidas pelos apreciadores da bebida, em
funcdo de seu aroma e sabor.

Normalmente, a destilacdo das aguardentes é feita normalmente em aparelhos de
destilacdo descontinua e continua. Os aparelhos descontinuos sdo os alambiques
simples ou de dois ou trés corpos e sdo os mais utilizados na producdo de
aguardentes artesanais. Os aparelhos continuos fazem uso de colunas ou torres
de destilacéo e sdo geralmente utilizados na producéo de escala industrial.*

4 - ENVELHECIMENTO

A aguardente de cana, assim como 0 uisque, 0 rum e 0 conhaque, para adquirir
boas propriedades sensoriais de aroma e paladar, passa por um processo de
envelhecimento. Este processo consiste no armazenamento da aguardente em
barris de madeira, geralmente carvalho, por um periodo que pode variar de seis
meses que é o tempo minimo de envelhecimento ou de véarios anos.>?°
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A aguardente recém-destilada é incolor, apresenta um paladar agressivo e
levemente amargo, identificador da bebida nova. O envelhecimento, além de
melhorar o aroma e o paladar, modifica a coloracdo, de incolor para amarelada;
torna a aguardente uma bebida mais fina e suave. Entretanto, a cor de uma
aguardente nédo € critério seguro para o julgamento da sua idade, pois pela adi¢cdo
de extrato de carvalho uma aguardente recém-destilada adquire a cor
caracteristica do envelhecimento.” As aguardentes envelhecidas apresentam
densidade e extrato seco elevados e grau alcodlico baixo.**

Nas aguardentes armazenadas em barris de carvalho por um periodo de um a
dois anos, ja se percebe o odor tipico, tonalidade mais acentuada e paladar mais
adstringente devido aos taninos provenientes do carvalho. Aos cinco anos, o odor
da aguardente torna-se mais harmonioso, arredondado; por outro lado ja ndo se
distinguem com facilidade as contribuicdes da fermentacdo e da madeira, pois ja
existe uma associacdo entre os componentes dos mesmos. Aguardentes com
mais de cinco anos de envelhecimento, propiciam sensacdo de suavidade na
boca porque encobrem a adstringéncia dos taninos. Para outros tipos de madeira,
as evolucbes progressivas da cor, do aroma e do paladar seguem padrdes
peculiares.?*

Segundo Piggott, inimeras transformacfes quimicas, como reacdes de oxidacao
e esterificacdo, estdo associadas ao processo de maturacdo e envelhecimento da
aguardente. Dentre estas transformacfes, destacam-se as reacdes entre 0s
componentes secundarios provenientes da destilacdo; a extracdo direta dos
componentes da madeira; a decomposicdo de macromoléculas da madeira
(lignina, celulose, hemicelulose) e sua incorporacdo a bebida; as reacdes dos
componentes da madeira com 0s componentes originados na destilagdo; a
evaporacdo dos componentes mais volateis através da madeira do barril e a
formacdo de complexos moleculares estaveis entre os compostos secundarios e
agua e/ou etanol.>*

O envelhecimento em tonéis de madeira € o mais recomendavel. Neste caso, nao
h& necessidade de oxigenacdo ou arejamento, uma vez que a porosidade da
madeira permite o fluxo de oxigénio do exterior para o interior do tonel. Os tonéis
nao devem ficar completamente cheios, de modo a ter em sua parte superior uma
camada de ar. A oxigenacdo, além de necessaria nas reacdes de oxidacéo,
favorece outras reagfes que permitem eliminar certos aromas desagradaveis, tais
como os associados a presenca de mercaptans.”

Em Minas Gerais € bastante comum o uso de tonéis de carvalho de 200 litros, que
chegam ao pais através da importacdo de uisque. S&o também utilizados tonéis
de madeiras nacionais, com tamanhos de até 20.000 litros. As madeiras nacionais
mais usadas na preparacdo destes tonéis sdo: balsamo, amburana, cerejeira,
jatoba, jequitiba, freijo, vinhatico, ipé, peroba, angelim-pedra, amendoim, pereira,
garapa e outras, de acordo com as preferéncias e disponibilidades regionais.”

O efeito da madeira na qualidade da aguardente envelhecida tem como base a
sua composicao quimica em celulose, hemicelulose, lignina e extrativos. Durante
o envelhecimento, a madeira transfere para a aguardente elementos de
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caracteristicas especificas, provenientes da lignina e dos extrativos, que
influenciam na cor, aroma e paladar da bebida. Considerando que o
envelhecimento a bebida sofre uma grande influéncia do tipo de madeira e que o
paladar caracteristico das bebidas envelhecidas no carvalho é de conhecimento
mundial, julga-se vantajosa a utilizacdo de madeiras nacionais, que déo a
aguardente caracteristicas sensoriais de maior autenticidade para uma bebida
genuinamente brasileira. Os caracteres exoéticos das madeiras nacionais
constituem elemento de grande atracdo para o0 comércio da aguardente,
especialmente no mercado internacional.’

Em relagdo as condi¢Bes climéticas, o envelhecimento deve ser realizado em
local fresco, a temperaturas na faixa de 15-20°C, umidade relativa média na faixa
de 70-90% e arejamento adequado. As instalagdes de envelhecimento devem ter
pé direito alto, em torno de cinco metros, paredes externas espessas, para evitar
oscilacdes de temperatura e janelas distribuidas para melhor ventilacéo.’

O tamanho dos tonéis interfere no tempo de envelhecimento. Para um mesmo
volume de aguardente, o emprego de varios tonéis menores requer um tempo
menor de envelhecimento que em um unico tonel. Além do tamanho, o tempo de
uso do tonel também é um aspecto relevante devido ao esgotamento progressivo
dos componentes ativos extraidos da madeira.’

lIl - COMPOSICAO DA AGUARDENTE-DE-CANA

A aguardente é composta principalmente de agua e alcool etilico em propor¢des
variaveis, componentes secundarios formados durante a fermentacédo alcoolica e
compostos formados ou extraidos durante o envelhecimento.

No processo de fabricacdo, a composicdo do mosto e as condicbes de
fermentacdo e de destilacdo sdo capazes de mudar o perfil e o teor dos
componentes secundarios na aguardente. A presenca destes compostos € de
grande importancia, uma vez que sao os responsaveis pelo “flavour” caracteristico
de cada tipo de bebida. Normalmente dentre os compostos secundarios sao
encontradas as seguintes classes quimicas: acidos, aldeidos, ésteres, alcoois
superiores, terpenos, lactonas, furanos, pirazinas, dentre outros.”*

Durante a fermentacado, parte dos aclUcares séo utilizados em reagfes paralelas,
como na formacdo de glicerol, acido succinico, butanodiol e outros, além da
formagdo dos produtos principais, etanol e CO,, conforme ilustra
a FIG. 1 (pagina 13).%
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FIGURA 1 — Reacdes da glicose durante a fermentacdo?®

1 - ALCOOIS

Os alcoois superiores (6leo fusel) e parte do acido succinico sédo resultantes do
metabolismo de amino&cidos. Os aminoécidos presentes no mosto originam-se da
hidrolise de proteinas das células da cana-de-acucar e no vinho resultam da
hidrélise das células das leveduras. Os aminoacidos podem ser incorporados ao
vinho, através do enriqguecimento do mosto com produtos como farelo de arroz,
extrato de levedura e outro material organico rico em proteinas.”

A formacdo de &lcoois superiores a partir de aminoacidos é feita através de
reacoes de desaminacdo e descarboxilacdo, FIG. 2 (pagina 14). Os principais
alcoois formados sdo: n-propilico, isopropilico, n-butilico, isobutilico, amilico e
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isoamilico, e em menores quantidades &lcoois hexilico, heptilico, octilico e
outros.?® A formacdo de metanol, pode decorrer da decomposicédo de pectinas,
especialmente quando o caldo de cana € acrescido de bagacos ou suco de frutas,
o que deve ser evitado.**?°
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FIGURA 2 — Vias de formac&o de alcoois superiores®

A aeracao do mosto, o pH baixo (3,0 a 4,2) e temperaturas de fermentagdo mais
altas, na faixa de 28-30 °C, favorecem a formacao de alcoois superiores. O efeito
da aeracdo sobre a formacdo de alcoois superiores pode estar relacionado a
presenca de materiais porosos no mosto que funcionam como fonte de oxigénio.
Temperaturas mais altas podem aumentar a producédo de 6leo fasel em até 40% e
pH baixo em até 80%.%*°
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O tempo da fermentacdo € também de grande importancia, se o processo for
realizado com rapidez, a formacdo de alcoois superiores termina quando a
producdo de etanol € finalizada, pois a quebra de aminoacidos é rapida, e 70%
destes sdo consumidos nas primeiras doze horas. Ja em fermentacfes longas, a
producdo de alcoois superiores é continuada até o fim do processo fermentativo.
Durante as primeiras oito horas o0s alcoois superiores sdo formados
predominantemente a partir de aminoacidos. Apés este periodo, estes passam
também a ser produzidos a partir de carboidratos. Depois de terminado o
processo fermentativo, o teor dos alcoois superiores atinge um limite e permanece
mais ou menos constante por um periodo de cinco dias.***

Segundo Souza & Llisto, quantidades elevadas de alcoois superiores diminuem o
valor comercial e a qualidade das aguardentes.*® As aguardentes classificadas
como de qualidade inferior devido sua caracteristicas organolépticas apresentam
sempre um teor muito elevado de n-propanol,*®*’ além disso, foi observada uma
correlacdo entre a presenca de alcool alilico e de certos aromas anormais,
definidos como farmacéuticos e acroneleinados.*® Os alcoois superiores podem
ser reconhecidos pelo seu forte e pungente odor e sabor.*

2 — ACIDOS

Ja foram identificados em aguardentes os acidos carbdnico, acético, propidnico,
butirico, valerianico, capréico, enantico, caprico, pelargbnico, ladrico, miristico,
palmitico, latico e outros acidos graxos com mais de 16 atomos de carbono, livres
ou combinados sob a forma de ésteres.***

O acido acético, que é o acido volatil predominante nas aguardentes, é produzido
em maior quantidade, principalmente pelas bactérias acéticas e laticas e pelas
leveduras. As bactérias acéticas podem produzir o acido acético através da
oxidacdo do etanol. Ele também pode ser produzido nas atividades vitais das
células de certos microrganismos ou por reacdes de Cannizzaro sobre o aldeido
acético, favorecida em meio alcalino. >+°2°354

A presenca de acido formico em algumas aguardentes € resultante da
decomposicao da glicose. Os &cidos butirico, caproico, caprilico e pelargdnico se
originam da atividade enzimatica de diversos microrganismos, da acao oxidante
do ar, ou do proprio substrato. O acido lactico se forma devido a presenca de
fermentos lacticos que atacam os agucares e 0s alcoois superiores. A sintese dos
acidos graxos, que dao corpo a bebida, requer a acetil-CoA como iniciador, mas
estes também podem ser formados pela oxidacdo do etanol.>*°2°*>°

De acordo com a cepa da levedura utilizada, a pureza da fermentacéo, o tempo e
a temperatura de fermentacédo, e o tempo de espera para destilar o vinho, a
acidez das aguardentes de cana pode atingir niveis muito altos.*®*®>" Mas um
controle da acidez na aguardente pode ser feito durante a destilagdo do mosto.
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3 - ESTERES

Os ésteres sdo formados em reacdes entre os acidos e os alcoois produzidos
durante a fermentacdo alcodlica. Essas reacdes podem ser catalisadas por
enzimas, esterases, produzidas pelas leveduras e bactérias ou podem ser
efetuadas quimicamente sem a interferéncia de enzimas.”® Os ésteres mais
volateis encontrados em aguardentes sao principalmente acetatos, propionatos,
butiratos e isobutiratos de etila, propila e amila, bem como enantilatos de etila.*®

Os ésteres de acidos graxos sdo o0s que mais contribuem para o “flavour” das
bebidas em geral.* O principal éster da aguardente é o acetato de etila, que em
pequenas proporc¢des incorpora um aroma de frutas a bebida, que é desejavel e
agradavel. No entanto, em quantidade excessivas, torna a bebida enjoativa.?*

A formacdo dos ésteres é influenciada pela cepa ou linhagem da levedura
utilizada e favorecida em temperaturas mais baixas do mosto (10-20°C) na etapa
final da fermentacdo.***

4 — ALDEIDOS

A formacao de aldeidos em bebidas alcodlicas se deve principalmente a reacées
de oxidacdo de alcoois, degradacdo de Strecker e autoxidacdo de &cidos
graxos.***° Niveis mais altos de aldeidos s&o alcancados quando a atividade do
fermento é mais vigorosa.*’

Os principais aldeidos detectados nas aguardentes sdo o acético, férmico, e em
pequenas quantidades, os homologos superiores butirico, isobutirico, valérico,
paradeido, capréico, além de outros como acroleina, furfural, hidroximetilfurfural,
enantico**°%*! e o siringaldeido proveniente do processo de envelhecimento para
aguardentes armazenadas em barris de determinados tipos de madeira.>®>*

O aldeido acético, um dos principais aldeidos encontrados nas aguardentes, é
formado pela oxidacdo do etanol por certos microrganismo, oxidacdo esta que
pode também ocorrer pela influéncia do ar, mesmo a frio, embora lentamente.>®
Ha também a sugestdo de que o acetaldeido possa também ser formado através
da descarboxilagdo do &cido pirtvico originado da fermentac&do da hexose.*

A composi¢do do meio é importante na formacado dos compostos carbonilicos. A
deficiéncia em substancias nutritivas durante a fermentacdo aumenta muito a
concentracdo de aldeidos, devido ao atraso na formacdo de alcool etilico. A
concentracéo total de aldeido tem demonstrado correlacdo com o tipo de fermento
utilizado. Ha diferencas marcantes no comportamento da producdo de aldeidos
durante fermentacfes, se é feito o uso de fermentos de padaria, selvagem ou
agueles especiais para bebidas. A diferenca pode ser explicada pelo fato de que
para um dado fermento, a quantidade de acetaldeido produzida é dependente da
atividade da piruvato descarboxilase.*
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A presenca de aldeidos insaturados, como acroleina, na cabega dos destilados da
a aguardente um odor pungente e lacrimejante. Estes compostos, provavelmente,
sdo produzidos por bactérias a partir do glicerol ou por desidratacdo nas
superficies quentes das colunas de destilagdo.*

O furfural, um aldeido presente em algumas aguardentes, € resultante da
decomposicdo quimica de carboidratos. E formado principalmente pela pirélise da
matéria organica depositada no fundo dos alambiques. A sua formacao é evitada
pela destilagdo do vinho limpo, livre de substancias organicas em suspensao. Nas
aguardentes envelhecidas o furfural pode ser originado da a¢do de acidos sobre
pentoses e seus polimeros (hemiceluloses) e portanto, pode ser, pelo menos em
parte, proveniente da madeira usada na construcéo de tonéis.?*

O 5-hidroximetil furfural, também presente em algumas aguardentes, é originado
da degradacdo de hexose, preferencialmente a frutose, sob a influéncia de acidos
organicos e inorganicos. A queima de cana-de-acUcar nos campos antes da
colheita provoca degradacao da sacarose e um aumento do teor de 5-hidroximetil
furfural e consequentemente o escurecimento do caldo de cana a ser utilizado na
producéo de aguardente.®

5 - COMPOSTOS FORMADOS DURANTE O ENVELHECIMENTO

Durante o envelhecimento de bebidas alcodlicas destiladas em barril de madeira,
observa-se um aumento progressivo no teor de extrato seco, em decorréncia da
incorporacao de taninos e compostos fendlicos provenientes da lignina. Em casos
de envelhecimento em tonéis de carvalho, esses compostos chegam a cerca de
40% do extrato seco total. J& foram identificados em aguardentes envelhecidas
aldeidos tais como a vanilina, o siringaldeido, coniferaldeido e sinapaldeido, além
de vérios &cidos fendlicos.?* H4 uma proposicdo de que a lignina sofra uma
alcoolise acida a temperatura ambiente, formando siringaldeido, sinapaldeido,
vanilina e coniferaldeido. O sinapaldeido converte-se em siringaldeido e o
coniferaldeido em vanilina por oxidacdo da dupla ligacdo. O coniferaldeido
também pode converter-se em A&cido ferdlico por oxidacdo do aldeido.®
Concentracbes de siringaldeido maiores que de vanilina e de compostos
siringicos maiores que compostos vanilinicos indicam um genuino envelhecimento
em carvalho. Um aumento na concentracdo de compostos vanilinicos em relagcéao
ao coniferaldeido, indica que substancias, como améndoas, foram adicionadas ao
produto.®® Outros &cidos fendlicos identificados sdo os &cidos gélico, ferdlico,
protocza}équico, p-hidroxibenzoico, p-cumarico, cindmico, siringico e vanilico,
FIG.3.
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FIGURA 3 — Estrutura de aldeidos e acidos fendlicos provenientes da madeira e
identificados em aguardentes de cana®

Os compostos fenodlicos de baixo peso molecular, aldeidos e acidos tém sido
considerados indicadores do envelhecimento de vinhos e bebidas alcodlicas. A
diminuicdo do teor de metanol, e o aumento dos teores de acetato de etila,
acetaldeido e 1,1-dietoximetano caracterizam aguardentes produzidas a mais de
dez anos. Sdo também compostos caracteristicos de envelhecimento 1,1-
dietoxietano e 1,1-dietoxiacetona e os ésteres de &lcoois superiores como 0
acetato de isobutila e acetato de isoamila. O envelhecimento pode também levar a
formacao de metilcetonas a partir dos acidos graxos livres, por oxida¢do seguida
de uma descarboxilacdo. Em niveis da ordem de 0,5 mg/mL, esses compostos ja
permitem justificar eventual evolucdo para o0 ranco em aguardentes
envelhecidas.®

Ha variacbes na composicdo da aguardente conforme o tipo de madeira utilizada
nos barris para envelhecimento. A presenca de cumarinas, especialmente as
escopoletinas, é considerado um parametro do envelhecimento de bebidas em
carvalho.®> Além da diferenca na composicdo da aguardente envelhecida, a
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variacdo no tipo de madeira afeta outros caracteristicas como cor, gosto, odor,
brilho, adstringéncia e o teor alcodlico.>

A TAB. 1, apresenta alguns compostos identificados em aguardentes
envelhecidas armazenadas em barris construidos com diferentes tipos de
madeira.*

TABELA 1 - Variagbes na composicéo das aguardentes de acordo com o tipo de
madeira utilizada no barril de armazenamento °°

COMPOSTOS FENOLICOS IDENTIFICADOS APOS O ENVELHECIMENTO
EM DIFERENTES BARRIS DE MADEIRA

Carvalho acido galico, acido elagico
Amburana sinapaldeido, acido vanilico
Balsamo siringaldeido, vanilina, acido elagico
Jequitiba acido vanilico, acido galico
Jatoba siringaldeido, acido elagico
Ipé acido siringico, acido vanilico,

coniferaldeido

IV — PADROES DE IDENTIDADE E QUALIDADE PARA A AGUARDENTE DE
CANA

A aguardente de cana, ou caninha, tem seus padrdes de identidade e qualidade
definidos pelo decreto N2 2.314, de 04 de setembro de 1997, e pela Portaria N2
371 do Ministério da Agricultura, de 18 de setembro de 1974. A Portaria N® 076/86
de 03 de dezembro de 1986 estabelece os métodos oficiais de analise para
aguardente de cana.®”’

1 - PADROES DE IDENTIDADE

Aguardente de cana, caninha ou cachaca é a bebida com graduacéo alcodlica de
38-54 % (v/v), a 20°C, obtida do destilado alcodlico simples de cana-de-agticar, ou
ainda, pela destilacdo do mosto fermentado de cana-de-agucar, podendo ser
adicionado até seis gramas de acUcares por litro. A bebida que contiver
concentracdo de acucares superior a seis e inferior a trinta gramas por litro sera
denominada aguardente de cana adocada, caninha adocada ou cachaca
adocada.®’
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A destilacdo devera ser efetuada de forma que o destilado apresente aroma e
sabor provenientes da matéria-prima utilizada, dos derivados do processo
fermentativo e dos formados durante a destilacdo.®’

O produto denominado aguardente de cana envelhecida, caninha envelhecida ou
cachaca envelhecida deve conter no minimo 50% de aguardente de cana
envelhecida, por um periodo néo inferior a um ano, podendo ser adicionada de
caramelo para a correcéo da cor.®’

De acordo com decreto atual, a aguardente de melaco € definida como a bebida
com graduac&o alcodlica de 38-54 % (v/v), a 20°C, obtida do destilado alcodlico
simples de melaco, ou ainda, pela destilacdo do mosto fermentado de melaco,
podendo ser adicionado até seis gramas de acgucares por litro. E a aguardente de
cana composta, definida com a mesma graduacdo alcoodlica, como o produto
resultante da adicdo na aguardente ou no destilado alcodlico simples de
substancias de origem vegetal ou animal, previstas em ato administrativo préprio.
A aguardente de cana composta podera ser colorida por caramelo e adicionada
de aclcares, em concentracdes inferiores a 30 g/L.%”’

2 — PADROES DE QUALIDADE

2.1 — INGREDIENTES BASICOS

Destilados naturais obtidos somente do mosto fermentado da matéria-prima
mencionada na definicdo do produto.®”’

2.2 — INGREDIENTES OPCIONAIS

2.2.1-Agua

A 4gua utilizada na elaboragéo deste produto seré obrigatoriamente agua potavel,
enfatizando-se as caracteristicas de sua composicdo apresentadas na TAB. 2:%’

TABELA 2 — Composicado da &gua utilizada na elaboracéo de aguardentes '

PARAMETRO CONCENTRACAO (mg/L)
Teor maximo de ferro 0,3
Teor maximo de manganés 0,1
Dureza total, teor maximo em 100,0

carbonato de célcio

Oxigénio necessario para oxidar a 2,0
matéria organica
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2.2.2 — Acucares

Sacarose (acucar refinado ou cristal), que poderda ser substituida total ou
parcialmente por acucar invertido e glicose nas quantidades estabelecidas em
Lei. &7

2.3 — COMPOSICAO

2.3.1 — A concentracdo de congéneres, ou componentes volateis nao-alcool, ou
substancias volateis ndo alcool, ou componentes secundarios nao-alcool, ou
impurezas volateis, expressa pela soma de aldeidos em aldeido acético, acidos
volateis em acido acético, ésteres em acetato de etila, furfural e &alcoois
superiores, ndo podera ser inferior a 0,200g e nem superior a 0,650g por 100 mL
de alcool anidro (AA).%’

2.3.2 — Especificamente as impurezas totais “ndo alcool” deverdo obedecer aos
limites maximos da TAB. 3.%”

TABELA 3 — ConcentracBes maximas de componentes néo volateis na
aguardente de cana®’

PARAMETRO TEOR MAXIMO EM ALCOOL ANIDRO
(mg/100mL)
Acidez volatil em acido acético 150
Esteres em acetato de etila 200
Aldeidos em aldeido acético 30
Furfural 5
Alcoois superiores 300

A concentracao de alcoois superiores deve acompanhar proporcionalmente a dos
ésteres numa aguardente de boa qualidade. Por isto, a relacdo alcoois
superiores/ésteres ndo deve afastar muito da unidade. Quando a aguardente
apresenta concentracdo de alcoois superiores maior que a de ésteres, quase
sempre € resultado de condi¢cdes inadequadas de preparacdo, fermentacdes
anormais ou infecciosas e destilacdes mal controladas. Admite-se também como
de qualidade inferior, a aguardente que revelar grande predominancia de ésteres
em relacdo aos alcoois superiores, 0 que leva supor a adicdo de esséncias com
grande quantidades de ésteres com o objetivo de melhorar o aroma da
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aguardente.** A classificacdo da aguardente de cana segundo a relacdo &lcoois
superiores/ésteres é apresentada na TAB. 4.

TABELA 4 - Classificacdo da aguardente de cana segundo a relacdo de alcoois
superiores/ ésteres*!

RELACAO AITCOOIS QUALIDADE DA AGUARDENTE DE
SUPERIORES/ESTERES CANA
<0,5 Inferior
0,5-0,7 Boa
0,7-0,9 Muito boa
0,9-1,1 Otima
1,1-1,3 Muito boa
1,3-1,5 Boa
>1,5 Inferior

Vérias outras relacdes numéricas baseadas no teor de alcoois superiores tem sido
propostas na caracterizacdo de bebidas. As proporgbes entre
isopentanol/isobutanol e n-propanol/isobutanol sdo distintas e tipicas para cada
bebida.'® A relacdo de 2-metil-1-butanol/3-metil-1-butanol é particularmente
caracteristica. O conhaque de boa qualidade apresenta relacéo de 0,19-0,24.*

2.4 — CRITERIOS DE QUALIDADE

Conforme a legislacdo vigente, € permitido o corte com destilados de igual
natureza unicamente na propor¢ao necessaria para conduzir o teor de impurezas,
“n&o alcool”, até os limites admitidos.®’

Um aspecto incorreto nas legislacdes vigentes é o emprego da denominacéo
impurezas para referir-se aos produtos secundarios; uma vez que, esses
componentes, além de associados ao processo produtivo, sdo responsaveis pelo
aroma e sabor da aguardente.’
2.5 - ADITIVOS INCIDENTAIS

2.5.1 —Alcool metilico

O produto ndo podera conter alcool metilico em quantidade superior a 0,25 mL
por 100 mL de &lcool anidro.®”’
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2.5.2 — Cobre
O produto ndo poderé conter cobre em quantidade superior a 5 mg/L.%’
2.6 — PESOS E MEDIDAS

Seréa obedecida a legislagéo federal especifica em vigor.®”’

2.7 - ROTULAGEM

Deverdo ser obedecidas as normas estabelecidas pelo Decreto N2 2.314, 04 de
setembro de 1997 e a legislacdo complementar.®’

2.8 — AMOSTRAGEM E METODOS DE ANALISES

2.8.1 — Os métodos oficiais de amostragem s&o aqueles estabelecidos Decreto N2
2.314, 04 de setembro de 1997.%7

2.8.2 — Os métodos oficiais de analises serdo estabelecidos em Atos
Administrativos do Ministério da Agricultura.®”’

2.9 — DISPOSICOES GERAIS

Os casos omissos serdo resolvidos por Atos Administrativos do Ministério da
Agricultura.®’

3 — ASPECTOS TOXICOLOGICOS

Para se garantir uma aguardente de qualidade € essencial a eliminagcdo ou
estabelecimento de limites minimos para algumas substancias quimicas e metais
nocivos ao homem.

3.1 — Metanol

Encontrado em maior propor¢ao na “cabeca” do destilado, o que torna de grande
importancia uma correta separacdo desta fracdo da parte do destilado
comercializada, ndo possui importancia para o “flavour” da bebida.**®® A presenca
de metanol nas bebidas causa agressividade olfativa, além de ser prejudicial a
saude. O governo francés estabelece o limite de 0,1 g/L de metanol nos runs de
Martinica.®*
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3.2 — Carbamato de etila

Sua formacao ocorre em presenca de cobre e a atividade microbiolégica faz parte
integrante deste processo. Estudos realizados no processamento de uisques
demonstraram que, superaquecimentos localizados nos alambiques, a presenca
de compostos ureidos ou glicosideos cianogénicos e o cobre, sdo fatores
determinados na formacgédo de carbamato de etila.®>®®®" A presenca de etanol,
cianeto e diacetil nas bebidas alcodlicas e a exposi¢cdo a luz sdo responséaveis
pela formacdo de carbamato de etila durante o seu armazenamento.®® Segundo
Kodoma et al, existe uma correlacdo positiva entre os teores de uréia no mosto e
a presenca de carbamato de etila em vinhos. Derivados acidos da urease vem
sendo utilizados na reducdo de uréia nos mostos com a finalidade de reduzir os
niveis de carbamato de etila.®

Tém-se sugerido a acdo carcinogénica de carbamato de etila em ratos, onde
doses diarias de 100 pg/kg de peso corpdreo acarretam um aparente aumento na
incidéncia de tumores malignos, leucemia e mortes.®>°%%8

A legislacao brasileira ndo apresenta padrbes de qualidade para carbamato de
etila. Nao existem dados sobre a presenca de carbamato de etila em bebidas
alcoolicas produzidas e consumidas no Brasil.*

3.3 — Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

Hidrocarbonetos policiclicos, benzo(a)pireno, benzo(a)antraceno, fenantreno e
naftaleno vem sendo encontrados em aguardentes de cana no Brasil numa
concentracédo de 0,27-0,5 ppb. A presenca de destes compostos é atribuida a
gueima dos canaviais e a contaminacdo de cana antes da colheita. Os
hidrocarbonetos policiclicos, especialmente, os benzo(a)pireno, tem atividade
comprovadamente carcinogénica em ratos de laboratério.”

Paises como Alemanha, Austria e Poldnia estabeleceram um limite de 1,0 ppb
para estes produtos em alimentos carneos. No Brasil, ndo foram estabelecidos
limites para presenca destes compostos em bebidas e alimentos."”®

3.4 — Metais

A presenca de metais em bebidas é atribuida ao uso de aparelhos de destilacdo
construidos de sucata ou recuperados com solda®. O cobre é o principal
contaminante na aguardente, mas ja foram também detectadas as presencas de

ferro, zinco, cadmio e chumbo.

A presenca de niveis elevados de cobre traz como , lesdes em vasos capilares,
no figado e nos rins, além da “doenca de Wilson” que € causada pelo acumulo de
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cobre nos tecidos. Os niveis de cobre devem ser reduzidos ao minimo ou
eliminados da aguardente.®’"> A presenca de cobre de até 5 mg/L (limite
maximo tolerado em aguardente de cana) ndo deve constituir um fator de alarde
para os que consomem até 120 mL de aguardente diariamente (4 doses), pois 0
organismo humano necessita de cobre em pequenas quantidades. Entretanto,
outras fontes de cobre na dieta diaria devem ser levadas em consideracdo para
que n&o haja um excedente de cobre no organismo.*

A presenca de cobre na aguardente, mesmo dentro dos limites estabelecidos pela
legislacdo brasileira (5 mg/L), é um fator que dificulta a sua exportacdo’®, pois a
legislacdo de alguns paises ndo tolera mais que 2 mg/L nos destilados
alcodlicos.”™

V — AMOSTRAGEM E PREPARACAO DE AMOSTRAS PARA ANALISES

Os procedimentos analiticos sdo geralmente constituidos de varias etapas:
amostragem, preparacdo da amostra, separagdo, quantificacdo, avaliagao
estatistica e decisdo; sendo cada uma destas etapas critica para obtencédo de
dados corretos.?

A amostragem inclui a decisdo do lugar onde coletar amostras que definam o
objetivo ou problema a ser caracterizado e a escolha do método adequado para
obtencdo de amostras em quantidade suficiente para realizacdo das analises. A
etapa de preparacdo da amostra € necessaria para isolar os compostos de
interesse presentes na matriz e concentrar os analitos em niveis adequados para
se realizar analises.?

Na etapa de separacao, a mistura isolada da amostra matriz contendo os analitos
de interesse € dividida em seus constituintes, normalmente por técnicas
cromatograficas ou eletroforéticas. A identificacdo de compostos desconhecidos
em cromatografia é baseada na comparacdo do tempo de retencdo dos
compostos de interesse com o de padrées nas mesmas condi¢cdes. Porém, é
necessario cautela neste procedimento, uma vez que, compostos diferentes
podem ser co-eluidos e apresentar o mesmo tempo de retencéo. Nestes casos, a
confirmacédo deve ser feita por espectrometria de massa para evitar a
possibilidade de erros. A etapa de avaliacdo estatistica dos resultados fornece
uma estimativa da concentracdo dos compostos na amostra para decisbes na
avaliacdo do procedimento analitico.?*

E importante enfatizar que estas etapas analiticas S&0 sucessivas e erros
cometidos em qualquer uma das etapas deverdo resultar em uma ma execucao
do procedimento. A velocidade de todo procedimento analitico € determinada pela
etapa mais lenta e aumentar a velocidade de uma Unica etapa isoladamente pode
nao resultar em um aumento significativo da velocidade do processo. Todas as
etapas czilevem ser consideradas para se conseguir um aumento de velocidade da
analise.
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Um instrumento ideal para andlises seria aquele em que todas as etapas
analiticas fossem realizadas sem a intervencdo humana e de preferéncia
diretamente no local de amostragem. Embora tais aparelhagens ainda nao
tenham sido construidas, instrumentos atualmente utilizados como o0s
cromatdgrafos gasosos acoplados a espectrdmetros de massa ja se aproximam
desta realidade, podendo separar e quantificar misturas complexas e
automaticamente aplicar métodos quimiométricos para avaliacdo estatistica dos
resultados.?*

Apesar dos avancos nas técnicas de separacdo e quantificacdo, algumas
amostragens e praticas de preparacdo de amostras realizadas ainda hoje, séo
baseadas em tecnologias do século XIX, como o método de extracdo por Soxhlet.
Os métodos tradicionais de preparacao sao trabalhosos e envolvem vérias etapas
gue resultam muitas vezes em perdas do analito. Estes procedimentos além de
consumir solventes organicos toxicos geralmente representam um gasto de 80%
em relacdo ao tempo total para se realizar as analises e impedem o refinamento e
a automacéo das analises.?

Uma melhoria substancial nesta area devera proporcionar economias de tempo e
mudancas convenientes que levem a diminuicdo do uso de solventes organicos.
Estas mudancas devem comecar com a conscientizagdo dos riscos causados
pelo uso de determinados solventes, incluindo a destruicdo da camada de 0z6nio
e efeitos carcinogénicos.?

Esta é uma oportunidade para a comunidade cientifica corrigir os problemas
causados pelos métodos atuais de preparacdo de amostra e formular praticas
novas e alternativas em que o0s solventes organicos nao sejam utilizados. Um
novo método de preparacdo de amostra, deve ter eficiéncia, seletividade,
aplicabilidade a varios compostos e matrizes. Deve ainda, permitir simples
automatizacao e realizacdo de analises de campo. Uma técnica de preparacéo de
amostra ideal deve ser de uso f4cil, baixo custo e compativel com uma grande
variedade de instrumentos analiticos.”*

VI - TECNICAS DE PREPARACAO DE AMOSTRA SEM O USO DE
SOLVENTES

7

O principio de operacdo de qualquer método de preparagdo € a particdo do
analito entre a amostra matriz e uma fase de extracdo. Algumas técnicas de
preparacdao de amostra que utilizam pouco ou nenhum solvente organico tém
estado disponiveis ha algum tempo. Estas técnicas podem ser classificadas de
acordo com a fase de extracdo, que pode ser gasosa, por membrana ou com
algum material capaz de reter os compostos de interesse (sorvente).*"??



27

1 - EXTRACAO EM FASE GASOSA

Os métodos de preparacdo de amostra em fase gasosa, tais como amostragem
em espaco confinado (headspace) e extragcdes “purge e trap” e em fluido
supercritico, tem como caracteristica comum a particdo do analito entre a amostra
matriz e uma fase gasosa. Durante a particdo, os compostos volateis séo
separados dos compostos de alto peso molecular, favorecendo o uso do método
na andlise dos analitos mais volateis.?**?

A amostragem em espaco confinado tem sido largamente utilizada para anélise
de compostos volateis porque a fase de extracdo (ar, hélio ou nitrogénio) é
compativel com a maioria dos instrumentos analiticos, como os cromatdgrafos
gasosos. No procedimento de amostragem em espaco confinado estatico, a
amostra é equilibrada com sua fase gasosa e entdo um volume pequeno e
definido desta fase € injetado diretamente em um cromatografo gasoso.
Assumindo que ha um equilibrio de particdo entre o espaco confinado e a
amostra, a quantidade de analito transferida para o instrumento é proporcional ao
volume da fase gasosa, a constante de Henry, e a concentracdo do analito na
amostra. A técnica de amostragem em espaco confinado estatico é
provavelmente a mais simples e a mais freqiientemente aplicada em métodos de
preparacdo sem o uso de solvente, particularmente em anélises de campo.?!%2

A amostragem em espaco confinado estatico, vem sendo utilizada ha véarias
décadas para analise de compostos orgéanicos volateis (COV) em alimentos,
bebidas, analises clinicas, monitoramento ambiental ou outros tipos de analise.
Entretanto, a amostragem em espaco confinado apresenta a desvantagem de ndo
permitir a realizacdo de extracdes exaustivas, exceto em casos de gases muito

volateis, requerendo cuidadosa calibragdo.”>**%

A extragdo em espaco confinado dinamico permite remogao quantitativa dos COV.
A técnica “purge e trap”, uma das formas de extracdo em espaco confinado
dindmico, permite a analise de COV em matrizes aquosas. Nesta técnica,
primeiramente um gas é passado através da amostra para remover os COV da
matriz. Em seguida, os compostos sdo coletados quantitativamente através de um
trap resfriado ou sorvente. A formacdo de espuma, as contaminacdes com
analitos de andlises anteriores e as velocidades de fluxo que sdo incompativeis
com a operacao sdo fatores que dificultam o desempenho deste método.?*%%2®

Para superar a limitacdo dos métodos de separacdo em espaco confinado em
analises de COV, estes podem ser utilizados em matrizes aquecidas o0 que
permite a dessorcao térmica de compostos organicos menos volateis e analises
de matrizes sélidas. O aguecimento € particularmente importante em andlises de
amostras contendo sdlidos, que podem impedir a extracdo dos analitos organicos
por retencdo. Entretanto, analitos termicamente instaveis e a alta umidade contida
na mistura do gas dessorvido freqientemente impedem o uso da dessorcéo
térmica.?t#%3
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A Extracdo em Fluido Super Critico (EFSC), utiliza liquidos como diéxido de
carbono a alta pressdo como uma fase de extracéo o que possibilita a remocéao de
compostos menos volateis a temperatura ambiente. Esta técnica possui algumas
caracteristicas atrativas porque o liquido utilizado como extrator nesta condi¢édo
adquire propriedades fisico-quimicas intermediarias entre os gases e liquidos.
Entretanto, a EFSC requer um sistema de alta pressao e uma larga quantidade de
diéxido de carbono purificado aumentando o custo do método. Como a EFSC
permite a extracdo de compostos ndo volateis a temperatura ambiente, ela é util
para andlise de analitos e matrizes termicamente instaveis, como géneros
alimenticios.?!2

2 - EXTRACAO POR MEMBRANA

O método de extracdo por membrana € constituido de dois processos
sequenciais. Inicialmente os analitos sdo extraidos da amostra matriz para o
material polimérico da membrana e em seguida sdo extraidos da membrana por
uma fase extratora. Este método vem sendo desenvolvido nas ultimas trés
décadas para aplicacdo em espectroscopia de massa, mas poucas informacdes
sdo disponiveis no seu uso para preparacdo de amostra para cromatografia. No
passado, o gas nitrogénio foi utilizado como gas extrator para transferir os analitos
permeados na superficie de uma membrana polimérica plana para uma camada
de carvao ativado, sendo depois dessorvidos em um cromatégrafo gasoso.
Embora tenha sido feito o uso de membranas em l|aminas no inicio do
desenvolvimento desta técnica, os trabalhos mais recentes de extracdo por
membrana fazem o uso de fibras ocas. Estas fibras sao facilmente utilizadas
porque as fibras ocas sdo o proprio suporte, uma vez que sao construidas com o
material polimérico extrator dispensando assim o uso do suporte. Em comparagao
com métodos de extracdo por membranas em laminas e em espaco confinado, as
fibras ocas apresentam uma maior area de superficie de contato para um volume
de gas extrator, 0 que permite uma maior eficiéncia na extracdo. A extracao por
membrana pode ser combinada diretamente a um cromatografo gasoso acoplado
a um espectrometro de massa para monitoramento continuo.?!?2

Ha varios modelos de membranas que podem ser utilizados em analises de ar,
agua e espaco confinado de solos. O transporte dos analitos através da
membrana torna o processo de preparacdo da amostra mais seletivo e, como no
método em espaco confinado, protege a coluna cromatografica de compostos
com altos pesos moleculares, com a vantagem adicional de concentracdo dos
compostos de interesse em um material sorvente.?*%2

A extracdo por membrana ndo € limitada apenas a andlises de compostos
volateis. A extracdo de compostos de alto peso molecular pode ser realizado
utilizando temperaturas mais altas ou com membranas microporosas. A técnica
também pode ser aplicada analises de compostos semivolateis com 0 uso de um
gés a alta pressdo como fase extratora.?>*
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O método de extracdo por membrana apresenta como desvantagens respostas
lentas da membrana para mudancas de concentracdo e uma limitada capacidade
para analise de compostos polares devido a falta de disponibilidade comercial de
membranas porosas polares. Esta situacdo deve ser contornada nos proximos
anos devido ao répido progresso nas pesquisas em materiais poliméricos.**??

3 - EXTRACAO POR SORVENTE

A utilizacdo de materiais adsorventes para extracdo de tracos de compostos
organicos de solucdes aquosas vem sendo desenvolvida h4 bastante tempo e sua
aplicacao tem sido extensivamente revisada. Atualmente os sorventes podem ser
utilizados para extrair compostos organicos de agua, ar e mesmo de solos.
Sorventes com forte afinidade a um determinado composto organico podem reter
e concentrar este composto de solu¢cbes aquosas ou gasosas bastante diluidas.
Muitos sorventes sdo especificamente adequados para extracdo de diferentes
grupos de compostos organicos com varios graus de seletividade.?!%2

A Extracdo em Fase Sdlida (EFS) € uma das técnicas de extracao por sorvente
mais comumente utilizada. Nesta técnica os analitos sdo extraidos junto com os
compostos interferentes através da passagem da matriz aquosa por um cartucho
de plastico ou a superficie de uma membrana contendo o sorvente adequado
dispersado em um suporte particulado. Em seguida, um solvente seletivo é
utilizado para remover primeiro as interferéncias, e entdo, um outro solvente é
escolhido para lavar e remover os analitos de interesse. A EFS possui
caracteristicas atrativas, como simplicidade, baixo custo e uso de pequena
quantidade de solvente comparada com as tradicionais técnicas de extracdo.*!??

Apesar de suas vantagens, a EFS possui algumas limitacbes, como baixa
recuperagdo que resulta de interagdes entre a amostra matriz e analitos, além de
entupimento dos cartuchos ou bloqueamento dos poros do sorvente por
compostos sélidos ou oleosos que resultam em baixo fluxo e em baixa
capacidade. A EFS € ainda limitada para compostos semivolateis com
temperaturas de ebulicdo pouco acima dos solventes.?>#

Uma das solugdes para estas limitagcdes seria a melhoria na geometria da fase
extratora que pode ser conseguida pelo revestimento de finas hastes como fibras
de silica fundida ou feitas de material apropriado, com o material sorvente. A
adocdao desta nova geometria do suporte do material sorvente resultou na técnica
de Microextracdo em Fase Sélida (MEFS).??2

VIl - MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA

A Microextracdo em Fase Sdlida (MEFS) é uma técnica de preparacdo de
amostras, introduzida por Pawliszyn e Belardi a partir de 1989, em que se faz o
uso de fibras finas de silica fundida revestidas com finas camadas de um polimero
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seletivo (que pode ser solido ou liquido) capaz de extrair compostos organicos
diretamente ou indiretamente da amostra aquosa para 0 instrumento de
anélise 24223

O transporte dos analitos da amostra matriz para o revestimento da fibra comeca
tdo logo a fibra é colocada em contato com a amostra. Considera-se que a
extracdo estd completa quando ha um equilibrio de distribuicdo entre a amostra
matriz e o revestimento da fibra. Na pratica, isto significa que quando o equilibrio
€ alcancado a quantidade de analitos extraida € constante, dentro dos limites dos
erros experimentais, e é independente do aumento do tempo de extracdo. A
velocidade de extracdo € controlada Eela massa do analito transportada da
amostra matriz ao revestimento da fibra.**?%%

As condi¢des de equilibrio podem ser descritas pela Equacéo 1:

Kfsz COVS
n=v .y @
KV +V,

onde n € massa do analito retida no revestimento da fibra; Vi e Vs sé@o os volumes
do revestimento e da amostra; K € 0 coeficiente de particdo do analito entre o

revestimento e a amostra matriz e Cp, é a concentracdo inicial do analito na
amostra.?t#223

A Equacédo 1 indica uma relacao linear entre a quantidade de analito absorvida
pelo revestimento da fibra e a concentracéo inicial deste analito na amostra. Esta
€ a base para quantificacdo do analito. Entretanto, como a MEFS € uma técnica
de equilibrio de extracdo, os analitos ndo sdo extraidos exaustivamente, eles sdo
removidos em quantidades tdo pequenas, que provavelmente ndo resulta em
grandes disturbios. Extracdes completas podem ser realizadas para pequenos
volumes de amostra quando as constantes de distribuicdo sdo razoavelmente
altas, o que é vantajoso se extracdes exaustivas sdo requeridas. O uso de
pequenos volumes de amostra na etapa de preparacao € a principal vantagem da
MEFS, quando comparada aos métodos tradicionais de extracéo. 14?3

A amostragem da MEFS pode ser realizada através de extracdes direta, indireta
no espaco confinado e direta com protecdo de membrana. Na extracao direta, a
fibra revestida € inserida diretamente na amostra e os analitos sédo transportados
diretamente da amostra matriz para a fase extratora. Para facilitar o processo de
extracdo, deve-se utilizar agitagdo para favorecer o transporte dos analitos da
solucdo para as vizinhancas da fibra. Nas amostras gasosas, as conveccdes
naturais de ar séo suficientes para facilitar o equilibrio rapido. J& nas matrizes
aquosas, técnicas mais eficientes como o uso de ultra-som s&o necessarias.?%%?®

O tempo de extracdo pode ser substancialmente reduzido através da amostragem
indireta realizada no espaco confinado acima da amostra, no lugar da
amostragem direta da solucdo aquosa, uma vez que a difusdo do analito em fase
gasosa € maior que em fase aquosa.
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Esta condicdo pode ser descrita através da Equacao 2:

n= COVlVZ Kl K2
KKV, + KV, +V,

(2)

onde n é a massa do analito retida no revestimento da fibra; V1, V2 e V3 sdo os
volumes do revestimento, da solucdo aquosa e do espaco confinado
respectivamente; K; o coeficiente de particho do revestimento e 0 espago
confinado e K; o coeficiente de particdo do espaco confinado e a solucdo aquosa.
Na MEFS em espaco confinado, a transferéncia de massa do analito presente na
solucdo aquosa pode ser feita mais rapidamente por agitacdo continua da
solugcéo. A agitacdo de solugcdes aquosas nédo faz muita diferenca no tempo de
equilibrio de compostos com altos valores de K, e pequenos de K;, ou seja,
compostos mais volateis.?>#%%

A grande vantagem deste modo de extracao € a protecao do revestimento da fibra
de compostos com altos pesos moleculares e outros compostos interferentes
presentes na amostra matriz, como materiais himicos e proteinas. A extracdo em
espaco confinado também permite modificacdes da matriz, como mudancas de
pH e adicdo de sais sem o risco de danificar a fibra.?*%%?®

A temperatura tem um efeito significante na cinética do processo determinando a
pressao de vapor dos analitos. O tempo de equilibrio para volateis € menor em
amostragens em espaco confinado do que em amostragens diretas em condicdes
semelhantes de agitacdo. Isso acontece porque uma porcao substancial dos
analitos ja esta presente na fase gasosa antes do inicio da extracdo e também,
porque o coeficiente de difusdo em fase gasosa € normalmente quatro vezes
maior do que em meio liquido. Ja para os compostos semivolateis, que possuem
uma concentracdo muito pequena em fase gasosa na temperatura ambiente, a
velocidade de transferéncia de massa € bem menor, necessitando de tempos de
extragdo maiores. Este problema pode ser contornado com a utlizagdo de
agitacoes eficientes ou aumentando a temperatura de extracdo, uma vez que,
com o aumento da temperatura, mais analitos vao passar da matriz para o espacgo
confinado, num processo que resulta em alta concentracdo do analito no espaco
confinado e favorece o processo de extracdo. O aguecimento com microondas,
pode também produzir correntes convectivas na amostra que melhoram o
transporte do analito da matriz para o revestimento. Entretanto, a altas
temperaturas, o coeficiente de particdo do revestimento da fibra e o espaco
confinado decresce, uma vez que 0 processo de adsor¢cdo ou absorcdo dos
analitos no filme da fibra € exotérmico e, portanto, favorecido em temperaturas
mais baixas.*?*%3

Como modo alternativo de extragéo, a extragéo direta com protecdo de membrana
tem o proposito de protecdo da fibra, como nas amostragens em espaco
confinado, quando amostras muito sujas (complexas) sdo analisadas. A protecao
por membrana € vantajosa para determinacdo de analitos ndo muito volateis que
nao permitam amostragens em espaco confinado. Em adicdo, a membrana pode
ser feita de material apropriado que permita um certo grau de seletividade no
processo de extracdo. A cinética de extragdo com protecdo de membrana é
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substancialmente mais lenta do que nas extracOes diretas, porque 0s analitos
precisam primeiro atravessar a membrana antes de chegar ao revestimento da
fibra. O uso de membranas finas e 0 aumento da temperatura de extracao deve
resultar em menores tempos de extragéo.?>?%23

1 - EXTRACAO

Os parametros experimentais mais importantes como a velocidade, a
sensibilidade, a exatiddo e precisdo da técnica de MEFS sdo determinados
basicamente durante a extracdo que € feita através da exposicdo direta ou
indireta do filme polimérico que reveste a fibra adaptada a uma seringa, conforme
é demonstrado pela FIG. 4 7>,

Concentragéo Dessorgéo

FIGURA 4 — llustracdo do procedimento de MEFS™®

Como matriz e revestimento estdo competindo pelo analito, a afinidade do
revestimento para com o analito alvo é muito importante na amostragem. Para 0s
compostos organicos, o principio basico de “semelhante dissolve semelhante” é
aplicado. Uma variedade de sorventes tem sido utilizados na MSFS, os
revestimentos polares como poliacrilato e carbowax sédo efetivos na extracdo de
compostos polares como fendis e acidos carboxilicos, enquanto revestimentos
apolares como polimetilsiloxano sdo mais adequados para extracdo de
hidrocarbonetos.? "

A sensibilidade do método € determinada por fatores que influenciam a
guantidade do analito extraida, como: o volume do revestimento, as
caracteristicas fisico-quimicas do revestimento, a derivatizacdo do analito alvo, a
modificacdo das matrizes, 0 aquecimento da amostra e o resfriamento da fibra. A
sensibilidade € melhorada com o aumento do volume do revestimento da fibra,
gue pode ser feita através do aumento de sua espessura ou pelo aumento do
comprimento da fibra, ou ambos. Em geral, fases mais espessas mostram maior
capacidade de extrair os compostos organicos. Entretanto, a reducdo da
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espessura do filme de revestimento produz uma fase retida mais estavel a altas
temperaturas e permite a andlise de compostos com maiores pontos de ebuli¢do.
Para compostos orgéanicos nao polares ou moderadamente polares, 0s
revestimentos convencionais sdo capazes de extrair os analitos da amostra a
nivel de picogramas.?* "

A derivatizacdo pode ser empregada para facilitar o processo de extracao,
aumentando o coeficiente de particdo entre a solucdo que contém o analito e 0
revestimento através da reducdo de polaridade. A derivatizacdo de compostos
como fendis e &cidos carboxilicos, aumenta o coeficiente de particdo e ainda
melhora a separacdo cromatogréfica. A derivatizacdo do analito pode ser feita em
sua matriz aquosa ou pela dopagem da fibra com reagente apropriado para a
derivatizac&o.?'"™®

A natureza da matriz pode ser modificada para influenciar o coeficiente de
particdo revestimento/matriz. Através da adicdo de um sal como cloreto de sddio
ou sulfato de sddio na amostra aquosa, a forca ibnica da solucdo aquosa pode ser
aumentada, aumentando a particdo dos compostos organicos nao iénicos no
polimero do revestimento. As formas neutras dos analitos sdo mais eficientemente
extraidas por revestimentos poliméricos ndo ibnicos, nestes casos o pH da
amostra aquosa deve ser ajustado para prevenir a ionizacdo do analito.??'"®

A velocidade da extracdo dos analitos menos volateis é determinada pela
eficiéncia com que a amostra é agitada. Para métodos de agitacdo mais praticos,
como agitacdo magnética, o tempo de equilibrio é de 2-60 minutos, dependendo
da velocidade de agitacédo e do coeficiente de particdo. Com o uso de ultra-som o
tempo de equilibrio pode ser reduzida para aproximadamente um minuto. No
equilibrio, o método de amostragem de MEFS tem o maximo de sensibilidade,
mas em termos préticos, o tempo de extracdo pode ser encurtado dependendo da
sensibilidade requerida na analise.??'"®

2 - DESSORCAO

O procedimento de dessorcdo tem grande influéncia na qualidade dos dados
obtidos e a utilizacdo de todo potencial da MEFS, uma vez que a dessorcao dos
analitos no injetor, estd muito relacionada com a eficiéncia da separacao
cromatogréfica e a precisdo da quantificacdo.?

A dessorcao térmica do analito sorvido pelo revestimento da fibra na maioria dos
casos é bastante efetiva. Esta facilidade de dessorcdo se deve ao fato de que em
temperaturas mais altas o coeficiente de particdo revestimento/gas decresce e a
habilidade do revestimento de reter os analitos diminui rapidamente. O fluxo do
gas de arraste dentro do injetor do cromatdgrafo também facilita a remocao do
analito do revestimento. Para compostos volateis e semi-volateis, os analitos
podem ser dessorvidos do revestimento em temperaturas entre 150-240°C em
fracbes de segundo, concentrando-se no inicio da coluna cromatografica. A
dessorcdo de compostos com maiores pesos moleculares pode ser um problema,
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uma vez que o revestimento da fibra ndo pode ser aquecido a temperaturas
maiores que 300°C.%2

3 - ANALISES

Como a quantidade de analito extraida de um amostra em condi¢cées semelhantes
deve ser diretamente proporcional a sua concentragdo na amostra, € esperada
uma resposta linear para as analises de MEFS. O procedimento de calibracéo é
realizado através de padrdes dos analitos de interesse em matriz semelhante a da
amostra. Como a MEFS depende fortemente de alguns parametros basicos, como
pH e concentracao de sais, € necessario um estudo prévio para otimizacao de tais
parametros, incluindo também determinacdes dos melhores tempos de adsorcéo
e dessorcao. Caso os efeitos de matriz ndo sejam totalmente reprodutiveis é
recomendado o uso de um padréo interno.”
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3.MATERIAIS E METODOS

| — ANALISE FiSICO- QUIMICAS

Neste trabalho foram analisadas amostras de aguardentes artesanais, produzidas
no interior de Minas Gerais, nas cidades de Lavras, S&o Jodo Del Rey, Nova
Unido, Betim, Brumadinho, Abre Campo, Pirapora e aguardentes industriais
produzidas em S&o Paulo. As referéncias a cada aguardente serdo feitas através
de cbdigos nas citacdes de amostras e dos resultados em todo trabalho.

Il - A'NALISES,DAS AGUARDENTES UTILIZANDO O METODO DE EXTRACAO
LIQUIDO-LIQUIDO

1 - REAGENTES

Foram utilizados como reagentes: diclorometano (QM 99,5%), pentano
(Synth 99%), acetato de etila (Merck 99,5%), 1-propanol (Polyscience 99%),
isobutanol (Merck 99%), 1-butanol (Polyscience 99%), alcool isoamilico
(Merck 99%), etanol (Merck 99%), cloreto de sodio (Merck 99,5%) e sulfato de
sédio anidro (Merck 99%). A &gua utilizada no preparo das solucdes foi purificada
pelo sistema MILLI-Q Waters.

2 - APARELHAGEM

As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatografo a gas modelo
Hewlett Packard 5890 série I, equipado com um injetor split/splitless e um detetor
de ionizacdo por chama. As primeiras analises foram feitas nas seguintes
condicdes: coluna cromatografica capilar de silica fundida HP-FFAP
(25m x 0,2mm x 0,33um), hidrogénio com fluxo de (0,7mL/min), temperaturas do
injetor de 150 °C e do detetor de 250 °C. As injecBes foram feitas em modo split
1:15 e splitless com purga fechada por 1,5 minutos e o volume de injecéo foi de
1,0 uL. As programacdes de temperatura da coluna foram: 60 °C (5 min), 1 °C/min
até 100 °C (3 min) e 15 °C/min até 180 °C(3 min) e 60 °C (10 min) e 10 °C/min até
190 “C.

Para as analises de quantificacdo foi utilizada a coluna capilar de silica fundida
HP-INNOWAX (50m x 0,2mm x 0,4um). A programacao de temperatura na coluna
para estas andlises foi de 40 °C (5 min), 5 °C/min até 100 °C, 10 °C/min até
240 °C (20 min). As temperaturas do injetor e detetor foram respectivamente de
240 e 280 °C. As injecBes foram feitas sem divisdo de fluxo (splitless) e com
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purga fechada por trés minutos. O hidrogénio foi utilizado como gas de arraste
com fluxo de 0,66 mL/min.

3 — OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO

Inicialmente foram realizadas algumas analises cromatogréaficas das aguardentes
em injecdo direta sem nenhuma preparacdo. Entretanto, a injecdo direta da
aguardente ndao é muito recomendada pois pode danificar a fase estacionaria da
coluna devido a grande quantidade de agua na bebida.

Com base na literatura foram testadas misturas de pentano e diclorometano para
extracdo dos compostos secundarios da aguardente®. As aguardentes foram
submetidas a extracdo com misturas de pentano e diclorometano nas proporcdes
1:2, 2:1, 1:1; a 5% e 20% de pentano em diclorometano e com diclorometano
puro. Foram testadas também as propor¢des 3:1, 4:1 e 5:1 entre os volumes de
aguardente e diclorometano.

As extracOes foram realizadas com adicdo de cloreto de sodio suficiente para
saturacao. O tempo de extracao também foi variado em 30 minutos e trés horas a
titulo de comparacéo.

4 - DETERMINANC;AO' DA PREQISAO DA ANALISE UTILIZANDO O METODO
DE EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO

A precisdo da analise utilizando o método de ELL foi avaliada pelo coeficiente de
variagdo ou desvio padréo relativo das areas relativas ao ponto meédio da curva de
calibracéo. Assim, foram feitas extracdes e injecdes por sete vezes consecutivas
da solucéo correspondente ao ponto médio da curva de calibracéo.

Os resultados deste procedimento estdo apresentados na pagina 48, TAB. 7.
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5 - DETERMINACAO QUANTITATIVA DE ALCOOIS SUPERIORES E
ACETATO DE ETILA NAS AGUARDENTES POR CG UTILIZANDO O
METODO DE EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO

Buscando a quantificacdo de alguns componentes secundarios, os alcoois
1-propanol, isobutanol e isoamilico e o éster acetato de etila foram identificados
nas amostras através da comparacdo dos tempos de retencdo dos padrdes
desses compostos com os tempos de retencdo dos componentes das
aguardentes.

Foram preparadas uma solucdo estoque constituida de acetato de etila 447,8
ppm, 1-propanol 652,7 ppm, isobutanol 396,0 ppm e alcool amilico 1283,0 ppm e
uma outra solugdo estoque do padréo interno, 1-butanol*®, 1137,9 ppm. Para o
preparo da primeira solugcdo foram adicionados 50,00 uL de acetato de etila,
82,00 pL de 1-propanol, 50,00 uL de isobutanol e 160,00 uL de &lcool isoamilico
em solucdo aquosa de etanol 50% em um baldo volumétrico de 100,00 mL e
para a segunda 70,00 uL de 1-butanol em solugdo aquosa de etanol 50% em
baldo volumétrico de 50,00 mL. A utilizacdo do 1-butanol como padrédo interno foi
feita apdés a confrmacdo da ndo existéncia desse é&lcool nas amostras de
aguardentes.

As curvas de calibracdo foram construidas com as éareas em funcdo das
concentracdo de cada analito. Para construcdo da curva de calibracdo foram
preparadas solu¢cbes com aliquotas de 1,00; 5,00; 10,00; 15,00 e 20,00 mL da
solucéo estoque e 3,00 mL da solucdo do padrdo interno em solucdo aquosa de
etanol a 50%. O volume de solucdo aquosa de etanol adicionado em cada uma
destas solucdes foi 0 necessario para manter constante a propor¢céo de 4:1 entre
0 volume das solucbes padrdes e o volume de diclorometano, sendo mantido
constante em 28,00 mL em todos os casos. Em todas solucdes foi adicionado
3,0 g de cloreto sédio. As amostras foram agitadas em um multi-agitador
magnético em frascos de 50 mL devidamente fechados por 30 minutos e para
separacao das fases organicas e aquosas foram utilizados funis de decantagéo de
50 mL. ApGs a separacao, a fase organica foi armazenada em frasco de 50 mL
sendo adicionado de 1,0 g de sulfato de sddio anidro para eliminagéo de agua. As
analises cromatograficas foram realizadas com 1,00 yL da fase organica.

O mesmo procedimento de extracdo foi utilizado no preparo dos extratos das
aguardentes.

As solucdes utilizadas para construgdo da curva de calibracdo e as amostras
foram extraidas e analisadas em duplicata. A concentracdo de alcoois superiores
e acetato de etila foram determinados nas aguardentes a partir da curva de
calibracdo; sendo também calculados para as correspondentes curvas, as
equacOes de regressao e coeficientes de correlagdo de cada analito. Os
resultados deste procedimento estdo apresentados na pagina 49, TAB. 8.
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Il - ANALISES DAS AGUARDENTES UTILIZANDO O METODO DE
MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA (MEFS)

1 - REAGENTES E EQUIPAMENTOS

Todos os reagentes utilizados nas andlises cromatograficas anteriores foram
novamente utilizados, acrescentando o uso de &lcool amilico (Merck 99%) e
2-furfuraldeido (Aldrich 99%). Para realizacdo da microextracdo foi necessario o
uso da seringa manual (Supelco) apropriada para adaptacao da fibra de extragéo.
A fibra utilizada foi a de fase de poliacrilato com 85 um de espessura de filme
(Supelco). Para aquecimento das amostras e solugbes padrao foi utilizado um
tarugo de aluminio revestido com uma fita de aguecimento com temperatura
controlada por um termostato. As extragcOes foram realizadas em frascos
apropriados para analises em espaco confinado (Supelco).

2 - APARELHAGEM

O equipamento, a coluna cromatografica, a programacdo de temperatura na
coluna e as temperaturas do injetor e detector foram as mesmas utilizadas nas
analises cromatograficas de quantificacdo através de ELL. As injecbes foram
feitas sem divisdo de fluxo (splitless) e com purga fechada por trés minutos. O
hidrogénio foi utilizado como gas de arraste com fluxo de 0,66 mL/min, o fluxo split
foi de 30 mL/min e a pressao na cabeca da coluna de 25 psi.

3 - PROCEDIMENTO DE MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA (MEFS)

As analises foram realizadas em frascos apropriados para analises em espaco
confinado de 20 mL com septos de borracha butilica faceados com teflon e
fechados com tampas metalicas. A fibra utilizada foi devidamente adaptada a
seringa manual para MEFS e condicionada no injetor do cromatografo a 300 °C
durante cinco horas antes da primeira extracdo. O tempo de condicionamento da
fibra para extracdes posteriores foi de 30 minutos.

A extracdo e pré-concentracdo dos padrbes e amostras foram realizadas
utilizando o procedimento de amostragem em espaco confinado estéatico, seguida
de dessorc¢éo térmica dentro do injetor, FIG. 4 (pagina 32).

Para otimizacdo das condic6es de analises de MEFS foi preparada uma Unica
solucéo estoque constituida de acetato de etila 895,5 ppm, 1-propanol 636,8 ppm,
isobutanol 316,8 ppm, 1-butanol 325,1 ppm, &lcool isoamilico 200,5 ppm, éalcool
amilico 200,5 ppm e 2-furfuraldeido 103,4 ppm. Para o preparo desta
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solugdo foram adicionados 50,00 puL de acetato de etila, 40,00 uL de
1-propanol, 20,00 uL de isobutanol, 20,00 uL de 1-butanol, 12,50 uL de alcool
isoamilico, 12,50 uL de éalcool amilico e 4,50 uL de 2-furfuraldeido em solugéo
aquosa de etanol 50% em baldo volumétrico de 50,00 mL. A solucdo de padrbes
utilizada nas analises foi preparada com uma aliquota de 3,75 mL desta solucéo
estoque diluida em &gua para baldo volumétrico de 50,00 mL. Nas extracdes
foram tomados 10,00 mL desta solucéo diluida e a este volume foi acrescentado
2,5 g de cloreto de sodio.

Os padrdes, alcool amilico e 2-furfuraldeido, foram acrescentados na otimizacao
das condicdes de analise da MEFS pois acreditava-se na maior capacidade de
extracdo destes compostos pela fibra caso estivessem presentes nas
aguardentes.

4 - OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE MEFS

Para uma maior eficiéncia da MEFS, foram otimizados os tempos de adsorcédo e
dessor¢cdo da fibra, a massa de cloreto de sodio adicionada para facilitar a
extracdo e a temperatura de extracao.

4.1 - OTIMIZACAO DO TEMPO DE ADSORCAO

Foram tomadas aliquotas de 10,00 mL da solucéo diluida e acrescentados 2,5 g
de cloreto de sddio em cada aliquota. Cada aliquota deixada em contato indireto
com a fibra para concentracdo dos padrées por 10, 15, 20, 25 e 30 minutos. A
temperatura de extracdo foi mantida constante a 60 °C e o tempo de dessorcéo
no injetor foi de trés minutos. Este procedimento foi realizado em triplicata. Os
resultados deste procedimento estdo apresentados nas paginas 50-51, FIG. 9 e
FIG. 10.

4.2 - OTIMIZACAO DO TEMPO DE DESSORCAO

Como no procedimento de adsorcao, foram tomadas aliquotas de 10,00 mL da
solucdo diluida e acrescentados 2,5 g de cloreto de sodio. Foram mantidos fixos o
tempo de adsorcdo em 25 minutos e a temperatura de extracdo a 60 °C. As
dessorcdes no injetor foram feitas por um, trés, cinco, sete e dez minutos. Cada
dessorcéo foi realizada em triplicata. Os resultados deste procedimento estdo
apresentados na pagina 52, TAB. 9 e FIG. 11.
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4.3 - OTIMIZAS;AO DA MASSA DE CLORETO DE SODIO ADICIONADA NAS
SOLUCOES A SEREM EXTRAIDAS

A aliquota de 10,00 mL da solucéo diluida foram acrescentados 1,5; 2,0; 2,5; 3,0
e 3,5 g de cloreto de sodio. As extracbes foram realizadas com tempos de
adsorcdo e dessorcdo fixados em 25 e trés minutos, respectivamente e a
temperatura de extracdo foi mantida em 60 °C. Este procedimento foi também
realizado em triplicata. Os resultados deste procedimento estédo apresentados na
pagina 53, FIG. 12 e FIG. 13.

4.4 - OTIMIZACAO DA TEMPERATURA DE EXTRACAO

Solucdes preparadas como no procedimento de adsorcdo e dessorcdo foram
extraidas em tempos fixos de adsorcdo de 25 minutos e dessorvidas no injetor
durante trés minutos. As extracdes foram feitas a 50, 60, 70 e 80 °C em triplicata
para cada temperatura. Os resultados deste procedimento estdo apresentados
nas paginas 54-55, FIG. 14 e FIG. 15.

4.5 — DETERMINACAO DA DILUICAO DAS AMOSTRAS DE AGUARDENTES

As condi¢Bes otimizadas para a microextracdo foram: tempos de adsorcdo e
dessor¢cdo de 25 e trés minutos, respectivamente, 2,5 g cloreto de sédio nas
solucdes a serem extraidas e temperatura de extracdo de 60 °C.

Inicialmente as amostras dos diferentes tipos de aguardentes foram analisadas
nas mesmas condi¢cdes cromatogréficas utilizadas no procedimento de otimizag&o
para a MEFS. Entretanto, foi necessario testar diluicbes diferentes com as
amostras estas amostras devido a alta capacidade de concentragédo da fibra. A
diluicho mais adequada para as amostras foi a preparada com 4,00 mL de
aguardente diluidos em agua para baldo volumétrico de 50,00 mL.

5 - DETERMINACAO DA PRECISAO DA ANALISE UTILIZANDO O METODO
DE MEFS

A precisao da analise utilizando o método de MEFS foi avaliada pelo coeficiente
de variagdo ou desvio padrdo relativo das &reas relativas ao ponto médio da curva
de calibracdo. Assim foram realizadas, extracdes e injecbes por sete vezes
consecutivas da solucéo correspondente ao ponto médio da curva de calibracao.

Os resultados deste procedimento estdo apresentados na pagina 56, TAB. 11.
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6 - DETERMINACAO QUANTITATIVA DE ALCOOIS SUPERIORES E
ACETATO DE ETILA NAS AGUARDENTES POR CG UTILIZANDO O
METODO DE MEFS

Foram preparadas uma solucdo estoque constituida de acetato de etila 501,5
ppm, 1-propanol 652,7 ppm, isobutanol 320,0 ppm e alcool amilico 641,5 ppm em
etanol 50% e uma outra solucdo estoque do padrdo interno, 1-butanol®,
1001,4 ppm em etanol 50%. Para o preparo da primeira solucdo foram
adicionados 28,00 uL de acetato de etila, 41,00 uL de 1-propanol, 20,20 uL de
isobutanol e 40,00 uL de alcool isoamilico em solucdo aquosa de etanol 50% em
baldo volumétrico de 50,00 mL e da segunda 30,80 uL de 1-butanol em solugéo
aguosa de etanol 50% em bal&o volumétrico de 50,00 mL.

As curvas de calibracdo foram construidas com as éareas em funcdo da
concentracéo de cada analito. As solucdes utilizadas para construcao da curva de
calibracéo foram preparadas a partir de aliquotas de 1,00; 2,00; 3,00; 4,50 e 7,00
mL da solucdo estoque e 1,00 mL da solucdo do padréo interno diluidos em agua
para baldo volumétrico de 50,00 mL. Para cada solucéo diluida foi tomada uma
aliquota de 10,00 mL e acrescidos 2,5 g de cloreto de sodio antes da extracdo. As
solucbes das aguardentes foram preparadas com 4,00 mL de cada amostra e
1,00 mL da solugdo de 1-butanol diluidos em &gua para baldo volumétrico de
50,00 mL. As extracdes das aguardentes foram realizadas em aliquotas de 10,00
mL de suas solu¢des com adicdo de 2,5 g de cloreto de sodio.

As solucdes utilizadas para construgdo da curva de calibracdo e as amostras
foram extraidas e analisadas em duplicata. A concentracdo de alcoois superiores
e acetato de etila foram determinadas nas aguardentes a partir da curva de
calibracdo; sendo também calculados para as correspondentes curvas, as
equacdes de regressao e coeficientes de correlacdo de cada analito.

Os resultados deste procedimento estdo apresentados na pagina 58, TAB. 12.

IV - IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS SECUNDARIOS NAS
AGUARDENTES ATRAVES DE CG/EM

A andlise para identificacdo dos constituintes das aguardentes foi realizada em
um cromatografo a gas HP5890 série Il equipado com detector seletivo de
massas 5951. A temperatura da interface foi de 280°C e o tempo de néo
ionizacdo de 9,9 minutos. As injecOes foram feitas sem divisdo de fluxo e com
purga fechada por trés minutos. O hélio foi utilizado como gas de arraste com
fluxo de 0,7 mL/min, o fluxo split foi de 30 mL/min e a pressdo na cabeca da
coluna de 28 psi. A coluna cromatografica e sua programacédo de temperatura



42

foram as mesmas utilizadas nas andlises de quantificacdo de alcoois superiores e
acetato de etila. Foram também utilizadas as mesmas condi¢des otimizadas de
temperatura de extracdo, tempos de adsorcdo e dessorcdo e concentragdo de
cloreto sédio nas solucdes diluidas.

A aguardente B foi escolhida para andlise de identificacdo por apresentar uma
maior concentracdo de componentes secundarios e mesma composicado em
relacdo as outras aguardentes. A solucdo desta aguardente foi preparada através
da diluicdo de 8,00 mL da amostra em agua para baldo de 50,00 mL. Para
extracdo, foram pipetados 10,00 mL desta solucdo e acrescidos 2,5 g de cloreto
de sodio.

Os resultados deste procedimento estdo apresentados nas paginas 65-66,
FIG. 25 e TAB. 13, e no ANEXO, paginas 78-114.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

| — ANALISE FiSICO-QUIMICAS DAS AGUARDENTES

Na fase inicial do trabalho, as aguardentes A, B, C e D tiveram suas propriedades
fisico-quimicas analisadas no Laboratorio de Analises Fisico-quimicas de
Aguardentes da UFLA. Os resultados destas analises estdo apresentados abaixo,
na TAB. 5.

TABELA 5 - Andlise fisico-quimicas das aguardentes

ANALISES A B C D
Organoléptica normal normal normal normal
Densidade a 20°C 0,94475 0,94645 0,94811 0,93943
(g/mL)
Extrato seco a 100°C 0,1213 0,176 0,0680 0,0068
Cobre (mg/L) 2,00 1,91 2,10 0,79
Grau alcodlico real a 43,00 42,0 41,0 46,0
20°C (°GL)
Acidez volatil em 0,123 0,055 0,088 0,072

acido acético
(g/100mL de AA)

Alcoois superiores 0,112 0,264 0,180 0,203
(g/100 mL de AA)
Furfuraldeido *ND ND ND ND
(9/100 mL de AA)
Aldeidos 0,028 0,007 0,006 0,010
(g/100 mL de AA)
Esteres 0,062 0,064 0,064 0,069
(9/100 mL de AA)
Soma dos 0,325 0,390 0,338 0,354
componentes

secundarios
(9/100 mL de AA)
Alcool metilico ND 0,022 0,016 ND
(mL/100 mL de AA)

*ND = ndo detectado

As aguardentes apresentaram soma de componentes secundérios dentro dos
limites estabelecidos pela legislacdo e propriedades organolépticas normais.
Apesar da concentragcbes de metanol apresentadas pelas amostras das
aguardentes B e C estarem abaixo do limite maximo estabelecido
(0,25 mL/100 mL AA) esta contaminacao € indesejavel, pois desvaloriza o produto

principalmente quanto a exportacdo. O metanol pode ser eliminado com um
controle mais cuidadoso no corte entre as fracdes durante a destilacéo.
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I — ANAI:ISES DAS AGUARDENTES POR CG UTILIZANDO O METODO DE
EXTRACAO LIQUIDO - LIQUIDO

1 — RESULTADOS DAS ANALISES DA AGUARDENTE A E DE SEU EXTRATO
EM DICLOROMETANO

As aguardentes, sendo um produto de destilacdo, podem ser adequadamente
analisadas por CG. Entretanto, como os constituintes que as diferenciam dando
aroma e sabor caracteristicos estdo em concentracdes baixas foram necessérios
tratamentos prévios das amostras para concentracdo destes constituintes. Na
pagina 45, sdo apresentados cromatogramas de uma amostra da aguardente A
sem qualguer tratamento para concentragdo dos componentes minoritarios,
FIG. 5, e de seu extrato preparado em diclorometano, FIG. 6. O modo de injecéo
utilizado nestas analises foi split 1:15.

Embora, a literatura sugira o uso da mistura de pentano-diclorometano 2:1° para
extracdo dos compostos secundarios das aguardentes, as extracdes feitas com o
uso de diclorometano puro apresentaram a mesma eficiéncia desta mistura.

A adicao de cloreto de sodio foi feita em todas as extracdes para aumentar a forca
ibnica do meio e assim permitir a extracdo em diclorometano dos compostos
presentes na solugao aquosa.

A proporcéo entre os volumes da aguardente e do solvente extrator escolhida foi
de 4:1 por ser mais eficiente do que a proporcdo 3:1 e apresentar a mesma
eficiéncia da proporcao 5:1 nas extracoes.

Nos cromatogramas do extrato da aguardente em modo split 1:15 (FIG. 6) pode-
se observar um maior niumero de compostos, principalmente os mais volateis, em
relagdo ao cromatograma da aguardente sem qualquer tratamento nas mesmas
condicoes (FIG. 5). As andlises do mesmo extrato em modo splitless permitiram a
deteccdo de compostos mais pesados, mas apresentaram a desvantagem da
sobreposi¢ao dos picos dos compostos secundarios mais volateis pelos picos do
solvente e do etanol.

As FIG. 7 e FIG. 8 apresentam cromatogramas dos extratos em diclorometano
preparados em tempos diferentes de extracdo e injetados em modo splitless.
Pode-se observar que ndo existem muitas diferencas entre o0s extratos
preparados em 30 minutos e trés horas de extracdo, 0 que permitiu uma
diminuicado no tempo de extracdo sem comprometimento da analise.

Através da comparacado dos cromatogramas apresentados nas FIG. 6 e FIG. 7
pode-se concluir que a injecao feita em modo splitless foi mais eficiente para
deteccdo dos compostos minoritarios.
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2 - QUANTIFICACAO DE ALCPOIS SUPERIORES E ACETATO DE ETILA POR
CG UTILIZANDO EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO

Os ésteres e 0s alcoois superiores sdo 0S principais responsaveis pelo aroma
caracteristico da aguardente. Numa aguardente de 6tima qualidade, os alcoois
superiores e 0s ésteres devem estar presentes numa proporcdo de 0,9-1,1
(pagina 22, TAB. 4)%; isto torna importante a necessidade do estabelecimento de
novos métodos para analise destes compostos em aguardentes.

2.1 — CURVAS DE CALIBRACAO

As solucdes dos padrdes foram analisadas em duplicata, sendo utilizados na
construcdo das curvas os valores de concentracdo e correspondentes areas de
cada analito divididos pela concentracao e area do padrao interno. A linearidade
das curvas obtidas foi avaliada pelo coeficiente de correlacao das curvas que
foram proximos a 1. As equacles das retas e coeficientes de correlagcéo estéo
apresentados na TAB. 6.

TABELA 6 — Equac0bes das curvas de calibracéo e coeficientes de correlacéo
para &lcoois superiores e acetato de etila (ELL)

Analito Equacdao de regresséao Coeficiente de
correlacéo (r%)
Acetato de etila Y =0,571x+0,0042 0,9999
1-Propanol Y = 0,838x+0,0278 0,9996
Isobutanol Y =1,08x+0,0103 0,9999
Isoamilico Y =1,10x+0,232 1,000
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2.2 - RESULTADOS DA PREQISAO DA ANALISE UTILIZANDO O METODO DE
EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO

A precisdo da analise utilizando o método de ELL foi avaliada pelo desvio padréo
relativo das areas relativas ao ponto médio da curva de calibracdo em sete
extracOes seguidas de injecdo. Para os compostos analisados este desvio variou
entre 10,3-11,7 % (TAB. 7). Possiveis perdas dos analitos durante a extracédo e a
alta volatilidade do solvente utilizado como extrator foram os fatores que mais
contribuiram para a obtencdo dos coeficientes de variagdo nesta ordem de
grandeza.

TABELA 7 — Preciséo da analise utilizando o método de extracao liquido-liquido

(ELL)
*AREA / ACETATO DE | 1-PROPANOL/ | ISOBUTANOL/ ALCQOL
AREA ETILA/ 1-BUTANOL 1-BUTANOL ISOAMILICO/
1-BUTANOL 1-BUTANOL
1 0,538 1,357 0,993 3,297
2 0,416 1,043 0,769 2,572
3 0,429 1,011 0,778 2,586
4 0,412 1,046 0,770 2,565
5 0,418 0,995 0,773 2,570
6 0,406 1,043 0,771 2,571
7 0,403 1,031 0,763 2,563
Média 0,432 1,075 0,803 2,675
Desvio padrao 0,0475 0,1255 0,0843 0,2745
Desvio padréao 11,0 11,7 10,5 10,3
relativo (%)

*AREAAAREA p= Area do analito/ area do padréo interno
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2.3 — CONCENTRACOES DE ALCOOIS SUPERIORES E ACETATO DE ETILA
NAS AGUARDENTES (ELL)

As solucdes das amostras de aguardentes também foram analisadas em duplicata
e as concentracdes de acetato de etila, 1-propanol, isobutanol e alcool isoamilico
foram determinadas a partir das respectivas curvas de calibracdo geradas pelos
padrées. Os desvios padrdo na medida das concentracbes dos analitos nas
amostras de aguardentes foram calculados com base na precisdo determinada
para a analise utilizando a ELL. Os resultados das concentracdes dos compostos
analisados estédo na TAB. 8.

TABELA 8 — Concentracfes de acetato de etila, 1-propanol, isobutanol e alcool
isoamilico nas amostras das aguardentes (ELL) em mg/100mL de solucéo

AGUARDENTES | ACETATO | 1-PROPANOL |ISOBUTANOL ALCQOL
DE ETILA | (mg/100mL) | (mg/100mL) | ISOAMILICO
(mg/100mL) (mg/100mL)
A 62+7 2313 10+1 3043
B 1542 11+1 13+1 4715
C 71 18+2 10+1 4915
D 13+1 10+1 2543 6216
E 30+£3 3044 17+2 6447
F 140+£20 12+1 13+1 4715
G 4,9+0,5 2243 2312 7948
H 12+1 31+4 16+2 67+7
I 3344 100+10 15+2 44+5
J 100+10 190+20 10+1 3243
K-1 2943 2042 17+2 7448
K-2 110+10 18+2 8+1 36144
L 5+1 19+2 19+2 6447

* A denominacgédo K-1 e K-2 é referente a amostras de aguardentes de mesma
marca, mas de diferentes lotes.
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lIl — ANALISES DAS AGUARDENTES POR CG UTILIZANDO O METODO DE
MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA

A microextracdo em fase sdélida € um método analitico de extracdo de compostos
minoritdrios em amostras de matrizes variadas. Com base neste principio,
resolveu-se estudar a eficiéncia da aplicacdo deste método para concentracédo
dos compostos secundarios presentes nas amostras de aguardentes. Para se ter
uma boa eficiéncia da capacidade de extracdo do revestimento da fibra utilizada
na MEFS, as condicbes de extracdo e dessorcdo desta fibra devem ser
otimizadas. Desta forma para as analises dos compostos secundarios nas
aguardentes os tempos de adsorcdo e dessorcao da fibra, a massa de cloreto de
sédio adicionada na solucdo a serem extraidas e a temperatura de extracédo foram
otimizados.

1 — RESULTADOS DA OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE ANALISE DE
MEFS

1.1- OTIMIZACAO DO TEMPO DE ADSORCAO

As FIG. 9 e 10 apresentam a variagdo da capacidade de adsor¢cdo do
revestimento da fibra com a variacdo do tempo.
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FIGURA 9 — VariacOes nas areas de acetato de etila, 1-propanol e isobutanol em
func&o do tempo de adsorcao da fibra de MEFS
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FIGURA 10 - Variag0es nas areas de 1-butanol, alcool isoamilico, alcool amilico e
2-furfuraldeido em fun¢éo do tempo de adsorcédo da fibra de MEFS

Embora a capacidade de extracdo da fibra em 20 minutos tenha sido maior do
que em 25 minutos (FIG. 9 e 10), o equilibrio de particdo dos analitos entre a fase
aguosa, o espaco confinado e a fase polimérica da fibra ocorreu somente apos 20
minutos, o que pode ser comprovado pelas pequenas variacdes nas areas dos
analitos nas curvas de adsorcao apos este tempo.Com base nestas observacoes
o tempo de 25 minutos foi fixado para adsorcéo dos compostos.

1.2 — OTIMIZACAO DO TEMPO DE DESSORCAO

A partir dos resultados das areas dos analitos para as dessorcdes realizadas nos
tempos propostos, observou-se que as areas meédias nas dessorcbes em trés
minutos apresentaram valores maiores que nas dessorcfes em cinco minutos
(TAB.9). Ja os cromatogramas referentes aos tempos de dessorcéo de sete e dez
minutos apresentaram picos largos de etanol, que sobrepunham aos picos mais
proximos; isso devido ao fato dessas dessor¢cdes favoreceram mais a
concentracdo de etanol, o solvente das solucbes dos analitos, na cabeca da
coluna (FIG.11). O tempo de dessor¢do de um minuto nao foi suficiente para
dessorcdo de todos compostos da fibra, uma vez que, o branco feito com a fibra
apos este tempo de dessorcdo apresentou efeito memoria, ou seja, picos de
analitos que ainda néo tinham sido dessorvidos em analises consecutivas.
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A dessorcao em trés minutos foi utilizada em todas as analises, pois apresentou
areas maiores para todos os analitos em comparacao com a dessorcao realizada
em cinco minutos e ndo apresentou a interferéncia do pico do etanol em relacao
aos picos dos analitos com tempo de retencao mais proximos

(FIG. 16, pagina 60).

TABELA 9 — Comparacdes das areas dos analitos nas dessor¢cdes de
realizadas em trés e cinco minutos

Composicao da solucao

Dessorcao 3 minutos Dessorcao 5 minutos

de analitos (Areasmedias)* (Areasmeadias)
Acetato de etila 109576 95909
1-propanol 41260 35815
Isobutanol 112317 96029
1-Butanol 98439 89014
Alcool isoamilico 224472 205022
Alcool amilico 252886 228818
2-Furfuraldeido 23347 20080

*numero de medidas (n)=3
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FIGURA 11 — Dessorg¢éao da solugéo de analitos em sete minutos
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13- OTIMIZAS;AO DA MASSA DE CLORETO DE SODIO ADICIONADA NAS
SOLUCOES A SEREM EXTRAIDAS

A adicao de cloreto de sddio nas solucdes a serem extraidas teve como finalidade
aumentar a forga ionica do meio, diminuindo a solubilidade dos compostos
sollveis em agua, facilitando a extracdo e concentracdo destes compostos no
revestimento da fibra. Foram testadas a variacdo da capacidade de extracdo com
a variacdo da massa adicionada de cloreto de sodio, FIG. 12 e 13.
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FIGURA 12— Variacdes nas areas de acetato de etila, 1-propanol e isobutanol
em funcdo da massa de cloreto de sodio adicionada nas solugdes extraidas
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A adicdo de 2,5 g de cloreto de sédio foi escolhida como a melhor, uma vez que a
concentracdo de cloreto de sddio resultante nas soluc¢des foi a que mostrou maior
eficiéncia na extracdo de acetato de etila, 1-propanol e isobutanol (FIG. 12), e foi
tdo eficiente quanto a adicdo de 3,0 g para a extracdo de 1-butanol, alcool
isoamilico, alcool amilico e 2-furfuraldeido pelo revestimento da fibra (FIG. 13).

1.4 — OTIMIZACAO DA TEMPERATURA DE EXTRACAO

Embora o aquecimento favoreca a concentracdo dos analitos no espaco
confinado, ele deve ser controlado, uma vez que o processo de extracdo dos
compostos pelo revestimento da fibra € exotérmico.

Para se determinar a temperatura na qual a eficiéncia de concentracdo dos
analitos pelo revestimento da fibra é a melhor, varias temperaturas de extracao
foram testadas.

Com base nos resultados (FIG. 14 e 15), pode-se observar que as extracdes
apresentaram poucas diferencas na eficiéncia na faixa de temperatura entre 60 a
70°C. A temperatura de 60°C foi escolhida como a mais adequada para o
procedimento de extracdo por favorecer o processo exotérmico de extracdo dos
cognpostos pelo revestimento da fibra em comparacdo com a temperatura de
70°C.
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40000+ P A
50 55 60 65 70 75 80

Temperatura de extracéo (°C)

FIGURA 14 — Variac0es nas areas de acetato de etila, 1-propanol, isobutanol em
funcdo da temperatura de extracao
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2 - QUANTIFICACAO DE ALCOOIS SUPERIORES E ACETADO DE ETILA NAS
AGUARDENTES POR CG UTILIZANDO MEFS

2.1 — CURVAS DE CALIBRACAO

As solucbes dos padrdes foram analisadas em duplicata, sendo utilizados na
construcéo das curvas os valores de concentracdo e correspondentes areas de
cada analito divididos pela concentracédo e area do padrao interno. A linearidade
das curvas obtidas foi avaliada pelo coeficiente de correlagéo das curvas de cada
analito que foram bem proximos a 1. As equacdes das retas e respectivos
coeficientes de correlagéo estdo apresentados na TAB. 10.

Os padrdes de alcool amilico e 2-furfuraldeido ndo foram adicionadas a solucéo
dos padrdes, uma vez que, estes compostos ndo foram identificados nas
aguardentes por comparacao de tempos de retencéo.
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TABELA 10 — Equagdes das curvas de calibragéo e coeficientes de correlagao
para alcoois superiores e acetato de etila (MEFS)

Analito Equacéo de regresséo Coeficiente de
correlacéo (%)
Acetato de etila Y =0,496x-0,0198 0,9981
1-Propanol Y = 0,218x-0,0402 0,9966
Isobutanol Y =1,05x-0,0149 0,9998
Isoamilico Y = 3,58x+0,263 0,9988

2.2- RESULTADOS DA PRECISAO DA ANALISE UTILIZANDO O METODO DE
MEFS

Como na quantificagdo utilizando a técnica de ELL, a precisdo da analise
utilizando a MEFS foi avaliada pelo desvio padréo relativo das areas relativas ao
ponto médio da curva de calibracdo em sete extracdes seguidas de inje¢do. Para
0s compostos analisados este desvio variou entre 1,8-3,9 % (TAB. 11). Acredita-
se que o principal fator que contribuiu para variacdo das areas dos analitos foram
possiveis alteracdes na temperatura de extracao.

TABELA 11 —Precisdo da analise utilizando o método de MEFS

*AREA / ACETATO DE | 1-PROPANOL/ | ISOBUTANOL/ ALCQOL
AREA p ETILA/ 1-BUTANOL 1-BUTANOL ISOAMILICO/
1-BUTANOL 1-BUTANOL
1 0,807 0,375 1,3020 9,318
2 0,822 0,393 1,252 9,486
3 0,849 0,366 1,238 9,435
4 0,834 0,394 1,196 9,064
5 0,844 0,364 1,184 8,874
6 0,850 0,385 1,167 8,721
7 0,835 0,382 1,227 8,593
Média 0,834 0,379 1,223 9,070
Desvio padréao 0,0154 0,0119 0,0460 0,3548
Desvio padréao 1,8 3,1 3,9 3,9
relativo (%)

AREAAAREA p= Area do analito/ area do padr&o interno
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Ao se fazer uma comparacdo da precisdo da andlise utilizando os métodos de
extracdo ELL e MEFS, pode-se observar que os desvios padréo relativo para a
analise com o uso da MEFS (1,8-3,9%-TAB.7) foram menores que os coeficientes
de variacdo para a analise com o uso da ELL (10,3-11,7%-TAB.11) nas medidas
de concentracdo dos analitos. Com base nestes desvios, pode-se dizer que o
método de MEFS possibilitou uma menor variacdo nas medidas de concentracao,
provavelmente devido a menores variagbes na capacidade de extracdo dos
analitos pelo revestimento da fibra e menores possibilidades de perda dos analitos
antes da injecao ou dessorcéo no cromatografo.

A melhor precisdo das analises com o uso do método de MEFS é uma das
vantagens e esta relacionada ao menor nimero de etapas para concentracao dos
analitos, apenas extracdo do analito e dessorcdo no cromatdgrafo. Enquanto no
método de ELL sdo necessarios, cuidadosa extracdo para evitar perdas do
solvente, adicdo Na,SO, para eliminacdo de agua em alguns casos e filtracdo
antes da injecdo no cromatografo.

2.3 — CONCENTRACOES DE ALCOOIS SUPERIORES E ACETATO DE ETILA
NAS AGUARDENTES (MEFS)

As solucdes das amostras de aguardentes também foram analisadas em duplicata
e as concentracdes de acetato de etila, 1-propanol, isobutanol e alcool isoamilico
foram determinadas a partir das respectivas curvas de calibracdo geradas pelos
padrées. Os desvios padrdao na medida das concentracbes dos analitos nas
amostras de aguardentes foram calculados com base na precisdo determinada
para a analise utilizando a MEFS.
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TABELA 12 — Concentracfes de acetato de etila, 1-propanol, isobutanol e alcool
isoamilico nas amostras das aguardentes (MEFS) em mg/100mL de solucao

AGUARDENTES | ACETATO |1-PROPANOL |ISOBUTANOL ALCQOL

DE ETILA | (mg/100mL) | (mg/100mL) |ISOAMILICO

(mg/100mL) (mg/100mL)
A 61+1 29,840,9 12,2+0,5 35415
B 15,9+0,3 17,6+0,5 15,0+0,6 4942
C 11,440,2 23,4+0,7 12,940,5 58428
D 16,0+0,3 15,3+0,5 28+1 64+3
E 33,3+0,6 32+1 21,5+0,8 7243
F 15843 17,8+0,6 18,7+0,7 49+2
G 11,8+0,2 24,6+0,8 22,3+0,9 74+3
H 15,3+0,3 34+1 18,8+0,7 67+3
I 35,5+0,6 107+37 15,84+0,6 4012
J 12542 22777 13,6%0,5 31+1
K-1 35,4+0,6 26,610,8 20,4+0,8 8413
K-2 11742 22,5+0,7 9,1+0,4 33+1
L 10,8%0,2 22,610,7 21,9+0,8 6943

* A denominacao K-1 e K-2 é referente as amostras de aguardentes de mesma
marca, mas de diferentes lotes.
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IV — COMPARACOES DOS RESULTADOS NAS DOSAGENS DE ALCOOIS
SUPERIORES E ACETATO DE ETILA NAS AGUARDENTES

Ao se fazer uma comparacao dos cromatogramas dos extratos das aguardente E,
preparados por ELL e MEFS (FIG. 16 e 17), pode-se observar, na analise feita
com o uso do método de MEFS, a presenca de um maior nimero de compostos e
maior intensidade em suas areas comprovando a maior eficiéncia de extracdo da
segunda técnica. A maior capacidade de extragcdo dos compostos secundarios
mais pesados pela técnica de MEFS é atribuida a maior afinidade desses
compostos e o revestimento de poliacrilato da fibra, o que ndo aconteceu no caso
da ELL, em que o diclorometano ndo se mostrou téo eficiente para a extracao dos
mesmos. A MEFS apresentou a vantagem adicional de requerer menor volume da
amostra na extracdo e 0 ndo usar solvente organico.

Fazendo-se uma comparacdo entre as duas técnicas de extracdo na quantificacédo
dos alcoois superiores e acetato de etila, pode-se observar pelas TAB. 8 e 12 e
FIG. 18-21 que as concentracdes apresentaram variacdes, sendo maiores, com
poucas excec¢des, nas analises feitas com o uso da MEFS. Nao é possivel uma
comparacao entre os resultados das concentracdes de acetato de etila e alcoois
superiores dosados pelos métodos propostos pela legislacao vigente (TAB. 5) e
os resultados encontrados nas analises cromatograficas com o uso das técnicas
de ELL e MEFS (TAB. 8 e TAB. 12) para as amostras de aguardentes A, B, C e
D, pois sao resultados de aguardentes de diferentes lotes.

Comparando-se os resultados da quantificacdo de alcoois superiores e acetato de
etila entre as amostras de aguardentes (TAB. 8 e 12), pode-se observar variacdes
na concentracdo de acetato de etila e alcoois superiores para amostras de
aguardentes da mesma regido, como no caso das aguardentes A, B, C e até para
amostras de mesma marca, como no caso da K.

As concentracdes de acetato de etila, 1-propanol, isobutanol e alcool isoamilico
nas amostras das aguardentes industriais, G e L, ndo apresentaram grandes
variacfes que as destacassem entre todas as outras amostras das aguardentes
artesanais.

As concentragdes de todos os compostos dosados foram variadas em todas as
aguardentes. O alcool isoamilico foi o alcool superior encontrado em maior
concentracdo em todas as amostras.
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FIGURA 17 - Cromatograma da aguardente E extraida por MEFS
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V — COMPOSTOS IDENTIFICADOS POR ANALISE DE CROMATOGRAFIA
GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSA

A CG/MS destaca-se como a técnica mais eficiente para separacdo, deteccao e
caracterizacdo dos componentes de misturas organicas complexas. Considerando
de maneira simplista 0 espectrébmetro de massas é um aparelho capaz de
produzir ions e medir a massa dos ions produzidos. No caso das moléculas
organicas, a massa e a abundancia relativa dos fons molecular (M™) e
pseudomolecular (M+H)" e dos fragmentos destes ions s&o uma reflexdo direta da
estrutura molecular. Assim, a espectrometria de massas permite sem auxilio de
outras técnicas o0 estabelecimento da estrutura dos compostos analisados.
Embora, a confirmagdo desta estrutura deva ser sempre realizada com
comparacdbes com espectros de padrdes ou de Dbibliotecas de
computadores.’’"879:80

Antes de se proceder a analise por CG/MS foi feita uma comparacdo entre os
cromatogramas das amostras de todas as aguardentes. Para ilustracéo,
apresentamos o0 cromatograma das aguardentes B (FIG. 22), G (FIG. 23)
e | (FIG. 24) extraidas por MEFS. Pode-se observar que as aguardentes néo se
diferenciam quanto composicdo de compostos secundarios, sendo que a
semelhanca encontrada na comparacdo destes cromatogramas pode ser
estendida para todas as outras aguardentes analisadas.
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FIGURA 22 — Cromatograma da aguardente B extraida por MEFS
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FIGURA 24 — Cromatograma da aguardente | extraida por MEFS

Assim, uma amostra da aguardente B extraida por MEFS foi submetida a analise
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas por apresentar
praticamente 0s mesmos compostos secundarios presentes nas outras
aguardentes mas em maiores concentracdes. O cromatograma de ions totais é
apresentado na FIG. 25 e o0s espectros de massas em ANEXO
(paginas 78-114).
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1 — acetato de etila

2 — etanol

3 — 1-propanol

4 — isobutanol

5 — alcool isoamilico

6 — hexanoato de etila

7 — 2-hidroxi-propanoato de etila

8 — octanoato de etila

9 — acido acético

10 — 2-etil-1-hexanol

11 — 2-octanol

12 — 2-hidroxi-4-metilpentanoato
de etila

13 — 1-octanol

14— 4-metil-1-(1-metiletil)
3-ciclohexen-1-ol

15 — decanoato de etila

16 — B-farnaseno

17 —butanoato de dietila

18 — a,a,4-trimetil-3-ciclohexeno-1-
metanol

19 — 1-decanol

20 — B-citronelol

21 — ciclodeceno

22 — dodecanoato de etila

23 —decanoato de 3-metil-butila

24 — 2,6-bis-(1,1-dimetiletil)-4-metilfenol

25 — fenil-etanol

26 — nerolidol

27 — acido octandico

28 — 2,6-dimetilnaftaleno

29 — pentadecanoato de etila

30 — ciclododecano

31 — a-bisabolol

32 — hexadecanoato de etila

33 — acido decandico

34 — cis-farnesol

35 — ciclotetradecano

36 — acido dodecandico

37 — linoleato de etila

38 — 1,2-benzenodicarboxilato de
bis-2-metil-propila
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TABELA 13 — Classificagcado dos compostos identificados na aguardente B

CLASSE

COMPOSTOS IDENTIFICADOS

ALCOOIS

etanol, 1-propanol, isobutanol, alcool
isoamilico, 2-etil-1-hexanol, 2-octanol,

1-octanol,
4-metil-1-isopropil-3-ciclohexen-1-ol,

a,a,4-trimetil-3-ciclohexeno-1-metanol,
1-decanol, B-citronelol, nerolidol,

a-bisabolol, cis-farnesol

ACIDOS

acido acético, acido octanoico, acido
decandico, acido dodecandico

ESTERES

acetato de etila, hexanoato de etila, 2-
hidroxipropanoato de etila, octanoato
de etila, 2-hidroxi-4-metilpentanoato de
etila, decanoato de etila, butanoato de
dietila, dodecanoato de etila,
decanoato de 3-metil-butila,
pentadecanoato de etila,
hexadecanoato de etila, linoleato de
etila, benzenodicarboxilato de bis-2-
metilpropilal,2-

HIDROCARBONETOS CICLICOS

ciclodeceno, ciclododecano,
ciclotetradecano, p-farnaseno

HIDROCARBONETOS AROMATICOS

2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-metilfenol,
fenil-etanol ,2,6-dimetilnaftaleno

Pelas FIG.25 e TAB. 12 pode-se observar que varios compostos de classes
diferenciadas foram identificados na aguardente B. A presenca dos aldeidos que
€ muito comum em aguardentes ndo pode ser constatada pois a analise

cromatografica destes compostos deve ser

feita por derivatizagdo com

2 4-dinitrofenilidrazina® ou derivatizacdo para formacdo de suas respectivas

oximas.

Os alcoois primarios e secundarios de cadeia alifatica foram caracterizados
principalmente pelos picos em m/z 31 e m/z 45 , referentes aos ions da FIG. 26:

CH,=OH
m/z 31

CHsCH=O0H
m/z 45

FIGURA 26 — Fragmentos caracteristicos de alcoois primarios e secundarios
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Os picos em M-18, associados a perda de agua, também foram caracteristicos
para os alcoois identicados. Os demais picos encontrados nos espectros foram
associados a quebra de ligacdes C-C préximas ou mais afastadas ao atomo de
Oxigénio 77,78,79,80

Os acidos, com excecédo do acido acético, apresentaram o pico do ion molecular
de baixa intensidade. Para os acidos de cadeia longa, o pico mais caracteristico
ocorreu em m/z 60, proveniente de uma quebra justificada através do rearranjo de
Mc Lafferty:

R,CH=CHR, y
=S H +/ .+.
o4 TN 10 :OH
%) (SHR 1 ol
HO—C A CHR, ~ O, ScH,
I | m/z 60

FIGURA 27 — Rearranjo McLafferty na fragmentacéo de acidos carboxilicos

Os demais picos observados nos espectros de massa dos acidos (ANEXO) foram
justificados por quebras de ligacdo C-C, com retencdo de carga no fragmento
contendo oxigénio e fragmentos alquila. A caracterizacéo do &cido acético, Unico
acido carboxilico de cadeia curta observado, foi feita pelos picos referentes a M-
OH e M-CH3.77’78'79'80

Para os ésteres, o0 pico do ion molecular foi observado em apenas alguns casos.
Para todos os ésteres etilicos o pico base foi em m/z 88, também atribuido a uma
guebra justificada através do rearranjo de McLafferty.

R,CH=CHR, |
o+ H L A
(”)j QEHRZJ» .(”)’\ C,H oi)H
C,Hs0C CoHsOC | =— CoHs00y
oe \C?CHRl TR “CH;
||_| ||_| m/z 88

FIGURA 28 — Rearranjo de McLafferty na fragmentacéo de ésteres etilicos

Os demais picos observados nos espectros de massa dos ésteres foram
justificados pela saida do radical *OR, quebras de ligagdes C-C com retencédo de
carga no fragmento contendo oxigénio e pelo fragmentos alquila. O éster ftalico
encontrado, 1,2-benzenodicarboxilato de bis-2-metilpropila, foi caracterizado pelo
pico em m/z 149 proveniente de quebras da ligacdo éster (FIG. 67).”":78 7980
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Os compostos como cis-farnesol, a-bisabolol, B-farnaseno, p-citronelol e nerolidol,
gue apresentaram em suas cadeias o fragmento de estrutura | :

CHa,
C=C—CH,—R (1)
CHg

Apresentaram pico caracteristico em m/z 69 referente ao ion Il:

CH3\+

C—CH=CH
/ 2 ()
CH3

Todos os hidrocarbonetos ciclicos apresentaram em seus espectros de massa a
presenca do ion molecular. Os demais picos destes compostos foram associados
a eliminacéo de radicais alquila. Ja o ciclodeceno, além da eliminacdo de radicais
alquila, mostrou fragmentos resultantes de eliminacbes de etileno e
acetileno.’""8.7980

Os hidrocarbonetos aromaticos apresentaram em seus espectros de massa a
presenca do ion molecular. A caracterizagdo do fenil etanol foi feita com base na
presenca do pico base em m/z 91 referente a CgHsCH,". Para os compostos, 2,6-
bis(1,1-dimetiletil)-4-metilfenol e 2,6-dimetilnaftaleno os picos foram associados a
eliminacdes de radicais de substituintes do anel e rearranjos com eliminacdes de
etileno e acetileno.”” 879

Para todos o0s compostos identificados foram propostos caminhos de
fragmentacdo que sao apresentados em ANEXO (paginas 75-113).
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5.CONCLUSOES

A analise dos compostos secundarios presentes nas aguardentes pode ser feita
por CG e CG/EM através da concentracdo destes por ELL utilizando
diclorometano como extrator ou pela adsorcao em fibra de poliacrilato (MEFS).

A extracao feita em fibra de poliacrilato se mostrou mais eficiente na extracédo dos
compostos secundarios. Esta eficiéncia foi comprovada em sua maior
sensibilidade na extracdo destes, uma vez que compostos antes nao extraidos
através de ELL foram detectados nas andlises cromatograficas das mesmas
amostras de aguardentes extraidas por MEFS.

As analises cromatogréaficas com o uso da MEFS apresentaram menores desvios
padrdo, ou seja, melhor precisao para dosagens de 1-propanol, isobutanol, alcool
isoamilico e acetato de etila. A MEFS apresentou as vantagens de nao utilizar
solvente organico, facilidade e rapidez de extracdo e consumo de pequena
guantidade de amostra. Além de ser uma técnica mais econémica, uma vez que,
a mesma fibra de extracdo pode ser utilizada em vérias extracdes. A ELL
apresentou as desvantagens de produzir rejeitos de solvente organico e exigir
cuidadosa elaboragdo do extrato para minimizar perdas de solvente por
evaporacao.

A MEFS juntamente com a analises por CG/EM permitiram a identificacdo de 38
compostos em uma amostra de aguardente. Dentre eles alcoois, acidos, ésteres,
terpenos, cicloalcanos e hidrocarbonetos arométicos. Os ésteres e alcoois foram
0S que mais se destacaram em numero de compostos na amostra de aguardente
analisada. Comprovando a grande importancia dessas classes de compostos no
aroma e sabor da aguardente de cana.
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octanoato de etila



Abundance

M/2

9000 ~
8000 4
7000
6000 -
5000 +
4000
3000
2000:

1000 A

44| |45

55,

60

70

Tr=24,812 min.

->

40 50

CHs

o+

OH

{ 2 :
O=C—OH CHCL CHyC=0

m/z 45

m/z 60

m/z 43

FIGURA 36 — Espectro de massa e caminhos de fragmentacéo para o

acido acético
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Tr=25,372 min.
Abundance
5[7
9000
8000
7000
6000
5000
4000
3000 41 70
] 45
2000 83
1000 - 31 ’ 1 l l 98
O T ‘ T T T T I T T T T | T T T T I T T T T | T T T T ’I T T T ‘ T T T T | T T T T I T T T T I T T T T
M/Z -> 20 30 40 60 70 80 90 100 110
. H.C=CH, m/z 83
CHaCH,CH,CH,. !} CH,-OH H20 H .
¢z 130 ), HaC(CHy)aCH—CH ), heCC oM
HaC '
““CH, m/z 84 HaC(CH2)Y W
i‘ H,C=0H i@
,CHZ\ /CHZ + H
HsC CH; CH  mjz 99 '
H|2C_ HsC(CHz)a\ + ,C
CHs m/z 83 (|3 CH;
H H
CH,CHs
.
o o . CH3CHy—CH—CH,CHCH; - Ho=CH l
2 2 .
CH3/ CH, \ﬁ:l m/z 112
C +
m/z 98 H/ \CH3 H3C(CH2)2—CH2
F m/z 57
H,C=CH, c?zl.*
CH, CH _lf ) V4
CH3/ ZCHé Z\CI:HZ H3CCH2CH2_|
H
/C\‘ m/z 70
H  "CH,

m/z 98

FIGURA 37 — Espectro de massa e caminhos de fragmentagao para o

2-etil-hexanol
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Abundance Tr=25,857 min.
45
9000 -
8000
7000 -
6000
5000 +
4000 +
3000 -
69
2000 ] 55
1000 4 ’ 84 98
O T ’ T T T | T 1 7T ||' I‘ LU l T r T T I T T TI I‘Y L ‘ Yii T [ T T l||| ! T 1 T 71 T T 71 T
M/z2 -> 20 30 40 50 60 80 90 100 110 120
H +
CH :
H o chch Ho0 H CH” 2\(:H—J
CHg—" ,CHCH3 HsC—c_
o L T
CH, CH, —C—cC
~_ .~ H ~
A
'C3Hy
m/z 130 miz 112
"CHy(CHZ)4CHg ‘JV
. H
HaC—HC=OH H,0 Gt
H,C=CH—CH
miz 45 2 s H,C=CH, ‘ +‘
. —C—C
H,C=CH—CH,-CH—CHy | H b | H
H3CL>/ miz 70 \ . miz 69
H,C=CH—CH,CH, |’ HsCCH=CHC4Hy
m/z 55 m/z 84

FIGURA 38 — Espectro de massa e caminhos de fragmentacéo para o

2-octanol



Abundance

M/2

9000 1
8000
7oooé
eoooé
soooé
4000%
30005
2000%

1000 ]

0]

6lo Tr=26,511 min.

87

43

104

55
i Al e

->

LA AL L I L L L L L L L

20

L L L L L L L L

T

T
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160

.
0 miz 43
"+
CHa . ~CH2 _C CH, H,C=C=OH

GH oH D07 CH,

CH
3 OH miz 160

CH3CH,CHs

bJﬁC:C@Hﬂz t\>ésc—oa
H,0

. HC——C(CHa),
HaC-CH-CH,—CH=0H .L, \ /

CHg

CH3CHo(OH)C=CHOH

m/z 104 m/z 87 CH,

m/z 69

FIGURA 39 — Espectro de massa e caminhos de fragmentacéo para o

2-hidroxi-4-metil-pentanoato de etila

88



Abundance

9000 -
8000 -
7000; 41
6000; 69
5000 A
4000;
3000:
31 || 6%

2000 4

1000

84

Tr=26,554 min.

127
97 133 145 163

89

M/Z -> 20 40 60

T
80

| | | |
T T T T | T T T T ‘ T T T T I T

100 120 140 160

CH3CH,CH,CH,CH,CH,CH ,CHy
miz 130 OH

H,O
H2C=CH2

m/z 84

Bk
ch=C H_CHz‘CHz_CHz_CHg

m/z 69
Hzc=CH_CH2_CH2_CH2+
CH3
_ Mk
H,C=CH, H,C=CH—CH,-CHg3
m/z 56
H
'C}3H7 |
C
>  H,c” “CH,
miz4l "

FIGURA 40 — Espectro de massa e caminhos de fragmentagéo para o

1-octanol



90

Abundance Tr=27,683 min.
yin
9000 ]
8000
7000 -
6000
] 111
5000 - 43 93
4000 -
41
3000f 86
2000 154
1000 ] [ l ITF 127 176 |
0 4k .x,.”.,‘].....,,.”..‘..w“,, .”{[[.J,.... e
M/Z > 30 40 90 100 110 120 130 140 150 160
H,Ca
Z¥XcH
H,0 CH;s H,C7 O CH
2 + 2 3
., CHs "l cHa ]
E H,c” >C CH 2, +
S cH Bk 3 HO/‘ I HO.___CH(CHa), | -
Hc” >C CH We & C
[ [ M CHs d
HC_ /C\CH 2 m/z 86H/ ~H
Ha H GHs miz 154
miz 136 :
HsC -CHs
+
HO.__CHCHs
c
. m/z 71 Il
HOy CHz_ P
T ﬁH miz 111
H,C -
M, CHg . CH k’ H,C=CH,
P
m/z 93
H20, e, Cg, CH,=C=OH
HC 3 miz 43

FIGURA 41 — Espectro de massa e caminhos de fragmentagao para o
4-metil-1-isopropil-3-ciclohexen-1-ol



Abundance Tr=27,926 min.
818
9000 -
8000
7000 4
6000 -
5000 -
101
4000 -
3000
2000 A 73 157
70
1000 ar °p
] 115
T P O N P
. ??.h'ﬂ.u%yl.w.'.ﬂm|.'ﬂﬂ. ,I.,'.,,L L 185
M/Z > 40 60 80 100 120 140 160 180 200
.
O\\ /OEt
CH\ZCH CH
7 .
* CHys CoHg m/z 73
m/z 101 ,\(f V O=C—OEt
O OEt
H o
I I
H3;CCH,CH,CH,C HZCHZ—CI\-| CH; "C3Hy

CH;

: ‘-
/+OH A m/z 200 < . //O
H,C=C__ HoC(CHZ)s—C

OFEt [H3C(CH;)s]HC=CH, OEt

m/z 157
m/z 88

FIGURA 42 — Espectro de massa e caminhos de fragmentacéo para o

decanoato de etila

91



Abundance Tr=28,286 min.

9000 -
8000
7000
6000 - 41 93
5000 -
4000 -

133
3000

81 120
2000 A

1000 +

N RN

M/Z -> 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

/ b %
WN/WNWA
f, ChateH ”

24 XN

m/z 161 m/z 69
\ AN
lo
m/z 93 f
+
X =z X

m/z 69
CH2=CH»
CH>=CH>»
+ +
=z AN CH3C=CH,
m/z 41
m/z 133

FIGURA 43 — Espectro de massa e caminhos de fragmentacéo para o
B-farnaseno



Tr=28,530 min.

Abundance 101
9000 -
8000 -
129
7000 -
6000
5000 -
4000
159
3000 -
] 55
2000 - 73
® 133 205 220
1000 - 97 105 J 61 177
i | |
0 n Illl[' II‘ |11}1[ I!l:l;“‘r 1 II.“ - 'I|;n' ‘]:?’1' T A 'I'
M/Z -> 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
) "CH 3
O\\ //O : O\\ //O
/C_CHZ_CHZ_C\ /C—CHZ_CHZ_C\
o o} o o}
CH3CHy”~ “CH,CHj CHsCHy” “CHy®
miz 174 miz 159
"OCH,CHjg
o H,C=CH,
SCc—CHy,—CH,—C=0 HO( +
/ 2 M e C—CH,—CH,—C=0
/O 4
CH5CH, m/z 129 o
m/z 101
. Hzc=CH2 f’co
O=C=OH 5 HO + HO
miz 45 CCH—CHs O c—CH—CH,
2
9 o)
H2047 m/z 73 miz 73
+ +
,C—CH=CH, O=C—CH=CH,
o
m/z 55

FIGURA 44 — Espectro de massa e caminhos de fragmentacéo para o
butanoato de dietila
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Abundance Tr=28,996 min.
59
9000 -
8000
7000
6000 93
136
5000 - 121
4000 -
43 81
3000
2000 67
79
31
1000 107
O Tl |
Oll|||!|||||llll’lH’lII‘!||VII|I|'|I||||IIII|I‘!VV|II|IIII|IIIIIllllll
M/Z -> 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140
ot
CH-0OH
S m/z 154
H,0
ot @
CH,0H
=
m’258}\‘ m/z 136
. ot .
+H CH3CH=CHOH }jCHg
C3HgO *
38 CH3
m/z 59
ot +
CH,=C=0H
m/z 43
CHy=CH
2572 miz121
+
m/z 93

FIGURA 45 — Espectro de massa e caminhos de fragmentagao para o
o, o, 4-trimetil-3-ciclohexeno-1-metanol



Abundance

8000 43

6000
5000
40005
3oooé

2000 ]

] 121
1000 h 82 173
| I Ll d | e
R A R | N

Tr=29,536 min.

9000 70

4

41

7000 ] 83

106

31 112

155

95

40 60 80 100 120 140 160

.
H3CCH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,0OH

m/z 43 H,O 4/1
.

CH3CH2CH2

m/z 158

HyC—CHCH,CH,CHg|

H3C(CH2)5CHCHZCH2C iz 70
m/z 140
HZC=CH24/1 H3C—CH=CH,

— - H,C=CH(CH,)sCH
H,C=CHCH,CH,CH, ~ H2C=CH(CHz)s o HyC=CHCH,CH,CH,CH,CH,|

4 m/z 112 T miz 97

CH3CH,CH,

m/z 83
. CHiCH,

H2C=CH(C H2)3CH2
H,C=CH, m/z 69

H,C=CH, +
‘/t H,C=CHCH, # H,C=CHCH,CH,CH, *

+ m/z 55 m/z 41
H2C=CHCH2CH2

FIGURA 46 — Espectro de massa e caminhos de fragmentacéo para o

1-decanol



Tr=29,610 min.

Abundance
69
9000
8000 ]
41
7000
6000
55
5000 81
95
4000 i
3000
39

2000 109 123

1000 | h ’ | 1 138 156
M/Z  -> 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160

)\ j\ + cH CH=CH

3
o + + ] +
CH,OH -— )\ O CHZCH2C=CH2—L> CHaC=CH,
m/z 69 miz 69 m/z 41
_T_ o CH3 . CH2=CH2 /+
2 + 2 + : )
CH,0H —3 | GH2 | |
miz 123 m/z 95

miz 156 m/z 138 m/z 123

+
\

| | | CH3

. CH»=CH>
o CHCH2 =+ + ] HC=CH
CH3
! Q o | _,L, —5—> CH=C_
|

m/z 55
m/z 138 m/z 109 m/z 81

FIGURA 47 — Espectro de massa e caminhos de fragmentagao para o
B-citronelol




Abundance
9000%
aoooé
7000;
6000;
5000%
4000%
30005
20005

1000 ]

31

41

97

Tr=30,054 min.

68

55

95

b7
119

I 105

132

138
157

|

M/Z ->

L L

20

l ot'lg

0

T R m
90 100 110 120 130 140

150 160

m/z 138 CH5=CHj

X
e

.
X CH2

.
m/z 110
CH2=CH2 +

l\» CH3CH,CHy y K O
+
N { A ~ >/j m/z 69
. ) .
m/z 95 miz 82 . °
CH3CH2
HC=CH + .
+ A T
N A
S J O
m/z 55
m/z 81 m/z 68
CH,=C=CH

M/z 42 CHyGHCH,

I

CH,;——=CHCH,
m/z 41

FIGURA 48 — Espectro de massa e caminhos de fragmentagao para o

ciclodeceno



Abundance Tr=30,711 min.
] 88
9000 -
8000 1
7000 -
6000 -
5000 - 101
4000 -
3000 -
2000 4 73
157 183
41
1000 -
115 ;.4 143 228
L I e e
o431l bl Ml ol b L L A W 21
M/2Z -> 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
H,C=CH—C=0
o miz 55
. /
HCCHIoG "
m/z 213 OCH,CHy N
s
Y +
'CHz(CHz)eC\ " CH,CH,C=0
m/z 161 OCH,CHs m/z 56
OCH,CH;
H,C=CH,
5
+ /
. A “CH,CH,C
H3C(CH,);(C=0 "CHy(CHEQ miz 101 OCHLHs
miz 183 “OCH,CHs miz 199  OCH,CH,
‘rfCHZC"b " CHy(CHp);CH3
o CHZ(CH2)3CH3 5
/ / _
HZC(CH2)5C HiC(CHY) wC\/ HCCHCH=Cr,
m/z 157 OCHZCHz miz 228  OCHCHs3 ‘L HZC:C/
\
m/z 88 OCH,CHg
" CHa(CHCHs pscwHZ)G'CHz
- HaC(CH,)sCH,
HZC(CH2)4C

. /
CH,CH,CH,C
m/z 115 OCH,CHg

" CHy(CH,)sCHy - OCH,CH,
.
o

miz 143 OCHZCH3

. Vi
H,C(CH,)SC .
2CCHa)s CH,CH,CH,C=0"
miz 129 OCHCHz w2 70
/<E° '
T '
. + C.
CH,CH,CH, O, c“ cH
m/z 42 miz 42

.
CHyCH,0—C=0

m/z 73
. H
H |
C.
=
J» H,LZ CH,
¥
miz 41

FIGURA 49 - Espectro de massa e caminhos de fragmentagao para o

dodecanoato de eti

la

98



Tr=30,944 min.
Abundance
700
9000
8000
7000 |
6000
5000
4000
] 71
3000 43
] 121
2000 55 155
1000+ 105 120 173 19
] 91 0
Loan I R S T TY
0 +—rll .'."!",".“: .'-."l'-'.‘llll'l:-'.-'|".“.".i. il g = Ly B
M/Z -> 40 60 80 100 120 140 160 180
o+
OH
HC=C ,CHs CHs
OCHZCHch\CH3 *O=C—OCH,CHyCH..
m/z 130 CHg
_ iz 115
H,C=CH(CH,)sCH . m
2 (CHSCHs 1 cicHaChy
H }\Eoz
/
H,C=C
CH
. 'CH(CHa), 4 CH,CHCH,
,OH HaC(CH;)sC _CHs 22N,
H3C(CH,)sC OCH20H2CH\CH miz 71
\OH miz 242 3
m/z 173 _CHs P2C=CH2
* OCH,CH,CH
. 2N CH, CHs
CH(CH3)2 7
+ +CH\
HyC(CH,)sC=0 Chs
6. m/z 155 m/z 43
/
H3C(CH2)8C : .
\ H3C(CH,)sCH .
OCH,CH, H3C(CH)4CH; 3C(CH2)sCH, H
m/z 199 +
. . 3 CH, |’
CH,CH,CH,C=0 CH,CH,C=0 o’ 2 |
m/z 70 m/z 56 “CHs
H m/z 42
m/z 55 H }\H.
H,Cc=C_ ,CHz
\C miz 41 CHZ
\\\O+ PHZ

FIGURA 50 — Espectro de massa e caminhos de fragmentacéo para o

decanoato de 3-metil-butila
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Abundance Tr=31,707 min. 205
9000 -
8000 -
7000 -
6000
5000 -
4000 -
3000 -
45 220
2000 -
57
89
100 31 ‘ 73 Tl 105 131 175 177
161 ‘ 189
1147
ol 1 ,I,‘, , ,l,hl ,I,IlgUJJI.l‘I]LJI [.I!]L At l|.|,||| T Y TSN T S
M/Z -> 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
HsC OH
_|+ HsG OH 5G
HaG OH  CHy : HaC—C C—CHs HeC—C 9%
_ _ HsC H.C
H3C F C—CHs HsC CHs : 3 \CHZ
HsC CHs -~
CH3 CH3 CH3
CHz m/z 205 m/z 205
miz 220
Hzc=CH2
HsG OH
HsC—C HaC, CHs
HsC HC—C oy
H H
CHs m/z 177 H
HsG HsC .
HsC—C+  miz 57 H
HsC

FIGURA 51 — Espectro de massa e caminhos de fragmentagao para o
2,6-bis-(1,1-dimetiletil)-4-metil-fenol



Abundance

M/2

9000 -

8000 -

7000 -

6000 A

5000 -

4000 ~

3000 A

2000 +

1000 4

Tr=31,983 min.

122

65

31 39 51 77 89

->

T

| "lf”'l| 'l'; |I,..’|.1|'|..' | ,[|'| . ulJl I . L — L, 13?

——— T
40 60 80 100 120 140 160 180

CH,

CH,CH,0H

: CH,CH,OH 9y
H,C=0H <L— —Z» *

m/z 31
miz 122 H H

H
ACHZ_éH m/z 77
m/z 91 ) >
m/z 65

HC=CH

183

FIGURA 52 — Espectro de massa e caminhos de fragmentacéo para o

fenil-etanol

101



102

Tr=33,160 min.

Abundance

9000

8000
93

7000 +
6000 -

5000

107
41

4000 -

] 136
3000 55

161
2000 121

1000 | ‘
|.

1137 175189
31 T '|"H| II!IH ||',|,I|',||'|2?4T_v_ 228

t i .
M/Z2 > 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

\4\0(\ CHfCHZ
¥
Y\ 0, }—CHchz (_‘,HZ:Jr(_j(_j|-|3 Wj

m/z 41
m/z 69 m/z 161

T_» CH2=CH2
. CH3
m/z 222 m/z 204 m/z 204
<
OH
CH3CH2
m/z 137 m/z 136 m/z 107

lo CHACH,CHy b
YVV\/ A \N
| m/z 93

m/z 136

FIGURA 53 — Espectro de massa e caminhos de fragmentacéo para o
nerolidol




Abundance

9000
8000
7000 73
6000
5000
4000
101

3000 -

2000 84

31

1000 I
Lifis

129 144157 177 213

103

Tr=33,384 min.

256

M/Z -> 20 40 6

0 80 100 120 140

R T
160 180 200 220 240

"OH H3C(CH2)3CH=CH2

+ +
BH ‘5 //O f‘ . /,O
L H2C=C: H3C(CH)sCH—C CH,CH,—C_
OH OH

H,C=C=0H
" m/z 144
miz 43 m/z 60

HsCCH,CH,

m/z 101 +

. 0
H2C(CH2)3CH2_C\ \

OH
“OH

H3C(CHy)3CH,

OH
miz 73

m/z 84
HoC(CHp)sCH,—C=0'

FIGURA 54 — Espectro de massa e caminhos de fragmentagao para o
acido octandico
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Abundance

M/Z

9000

8000 A

7000 4

6000 -

45

5000 ~

4000 ~

3000 +

2000 ~

7
1000

5

104

Tr=33,893 min

141

89

73 123129

115 57

101
||

31
il
- 30 40 50

69
l ! I ’Hl ,IHI, 1]
60 70 80

= 1—

Il‘
160

[6; B

o V/——
(=}

|||| ”!1||‘|,.,1‘Im.‘
4

8
|.l,t. ,
90 100 110 120 130 1

m/z 156

PN
HsC : :/// HsC

m/z 141

oW
a0 -
H3C / H3C

u

2.,

+
/ CH2

HsC

m/z 154

m/z 129

X =

m/z 155

/TV

m/z 115

FIGURA 55 — Espectro de massa e caminhos de fragmentacéo para o
2,6-dimetil-naftaleno



Abundance

9000 +

8000 A

7000 -

6000 -

5000 -

4000 -

43

3000 -

73
3
M/Z > 40 60 80

2000 +
1000 A
o 1

100 120 140 16

101

157

0 180 200 220 240

105

Tr=34,804 min.

260 280

+e

. O
CHy(CH,)s—C,
m/z 157 OCHCH3

+e
. By
CHz(CHz)ﬁ_C

“OCH,CH,
m/z 171

L]
CHz(CH,)sCH,

[ ]
OCH,CHs
CHg(CH,)15C=0" #

m/z 225
)
CH3(CHy),0CH,
+eo
. ,/O
CHchz_C\
OCH,CHs

m/z 101

m/z 73
\/
[ ]
§H OCH,CH3
C —L» CH,=C=OH
HC™ "OCH,CH; 2
m/z 43

[

L]
/ CH3(CH2)6CH2

+eo
@)

CH3(CHp)13-C{

miz 270 OCHCHs

& CH3(CH2)10C:H=CH2

+eo

. O
CHy(CHy),—C,
OCH,CHj
m/z 115
[ ]
CH3(CHy)oCH,
L]
CH3CH,CH,
+eo
. O
CHy(CHy)10—C
OCH,CHs
m/z 227
L]
CH3(CH,)1,CH,

*O=C—OCH,CHj

FIGURA 56 — Espectro de massa e caminhos de fragmentagao para o
pentadecanoato de etila
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Tr=35,038 min.
Abundance

45

9000 55
69
8000 A
7000 -
83
60001 41
5000 - 89
4000 -
31
3000 ] 111
2000 168
133 161 177
01 125
{ Il | |
0 P ! ,..,.,..‘,, =
M/Z -> 40 60 80 100 120 140 160 180
s
m/z 69
+
CH3(CH2)5CH2
CH3CH2CH2
CH3(CH2)3CH2
+
m/z 168
m/Z 41 CH3(CH2)7CH2 .
CH3(CH,)4CH,
CH CH,CH,CH o x
Catl gl gls CH3(CH,)gCH>
+ m/z 83
m/z 111
m/z 55

FIGURA 57 — Espectro de massa e caminhos de fragmentagao para o

ciclododecano



Abundance

9000

8000

7000 -

6000 A

5000 +

4000 A
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||
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109119
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133 161
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WL i)

i
120 140
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b TP

160 180 200

m/z 222

m/z 121

m/z 119

.

H,O —l +
J—» A—L’
| 8H |

m/z 94

lw
1

m/z 93

m/z 204

.
CH,
L2
+ ,CH3
CH,~CH=C]
CH,
| miz 69

f’ CH=CH

CH3CH,CH,"

m/z 189

@

m/z 161

m/z 43

107

FIGURA 58- Espectro de massa e caminhos de fragmentacéo para o a-bisabolol
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Abundance
8ls Tr=36,566 min.
9000 -
8000
7000 A
6000
101
5000
4000 -
3000
2000 A 43
73 157
1000 284
115 143 239 241
3 ” ‘ I | 185199213
M/Z -> 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
+e
7
CHA(CH2,C
oC,H
m/z 115 27 +e
+eo A . 4
. 4 CH3(CH24C
CH3(CH25C OCHs
OC2H5 y  CHy(CH)7CH mlz 143
miz 157 ACHITCH2 1 L CHa10CH,
J CH3(CH2)gCH> .
. C,Hs0—C=0
CH3(CH2)13CH2 m/z 73
CH3CH2(.:H2 o
S te CH3(CH2)sCH +e
. 0 A\ e 3(CH2)5 2. )
CH2(CH2)1]_C\OC y - CH3(CH2)14C\ > CH2(CH2)7C\/
miz 241 2 miz28a  OCs miz185  OC2Hs
OCHZCH3 CH3(CH2)4CHa
CH3(CHy)14C=0" .
m/z 239 < . //O
CH3CH2sCHz ¥ . CHz(CHz)BC\OC y
. P m/z 199 275
CH2(CH2)oC
miz213 OC2Hs
CH3(CH2)1]_CH:CH2 CH3(CH2)11;:H2
*on OCoHs e
+
] . Vs
CH=C—0CHs _,L, Cszc:aH CHZCH,C]
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FIGURA 59 — Espectro de massa e caminhos de fragmentacéo para o

hexanoato de etila
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FIGURA 60 — Espectro de massa e caminhos de fragmentacéo para o
acido decanoico
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Abundance Tr=38,615 min.
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FIGURA 61 — Espectro de massa e caminhos de fragmentacéo para o
cis-farnesol
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FIGURA 62 — Espectro de massa e caminhos de fragmentagao para o

ciclotetradecano
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FIGURA 63 — Espectro de massa e caminhos de fragmentagao para o

acido dodecanoico
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FIGURA 64 — Espectro de massa e caminhos de fragmentacéo para o

linoleato

de etila
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Abundance 149 Tr=44,604 min.
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FIGURA 65 — Espectro de massa e caminhos de fragmentagao para o

1,2-benzodicarboxilato de bis-2-metilpropila
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