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Resumo

Visando monitorar o processo de producdo de cachaca do modo tradicional utilizamos
um protdtipo previamente construido, constituido de dornas de fermentagdo e alambique de
cobre, controlado por um sistema embarcado o qual foi programado com um software baseado
em redes neurais para producdo da bebida no nosso laboratério. Como forma de avaliar a
aplicabilidade e adequagdo do sistema apresentado foram realizadas dezenas de bateladas de
produgdo de cachaga. Apds as adequagdes necessarias, trés bateladas foram selecionadas para
analise quimica cujos resultados serdo discutidos nesse trabalho.

O destilado recolhido de cada batelada foi coletado de forma fracionada. Essas fragoes
juntamente a amostras de doze marcas de cachagas comerciais foram submetidas a analises por
Cromatografia Gasosa com detector de Espectrometria de Massas e por Espectrometria de
Massas com ionizagao por paper spray.

Os resultados das analises quimicas das fracdes da bebida de fabricagdo propria, bem
como das amostras das marcas comerciais foram submetidos a tratamento por quimiometria. E
revelaram que as amostras comerciais guardam similaridade as fragdes da porgdo final do
destilado de fabricacdo propria, ou seja, da fragdo denominada cauda.

Algumas fracdes da parte central de cada um dos trés destilados de fabricacdo propria
submetidos a analises nesse estudo, € que com certeza estariam na composi¢do dessa cachaga,
foram avaliados com base na legislagdo vigente e se mostraram adequadas para consumo.

O prototipo desenvolvido pelo grupo foi utilizado com sucesso na produgao de cachaca.
Além de proporcionar meio de producdo da bebida ele € util na investigacdo das dindamicas dos

processos de fermentacdo e de destilagdo no ambito da pesquisa e do ensino.

Palavras chave: cachaga tradicional, GC-MS, paper spray, redes neurais
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1. Introduciao

A cachaga ¢ a principal bebida destilada produzida no Brasil, sua produ¢do e consumo
estdo fortemente relacionados a varios aspectos culturais no pais. O inicio da elaboracdo da
bebida em terras brasileiras estd vinculado a produc@o de agucar a partir do século XVI. No
entanto, ela ndo permaneceu limitada aos engenhos de actcar, atravessou os séculos e ganhou
importancia em manifestagdes artisticas, folcloricas e na culinaria. Com produtores espalhados
por quase todo o Brasil ela pode hoje ser tratada como representante da cultura, identidade e
hospitalidade do brasileiro, que divulga a riqueza cultural e diversidade do Brasil [2,44,48].

A sua importancia econdmica no mercado nacional pode ser percebida diante da
capacidade instalada de produgdo de aproximadamente 1,2 bilhdo de litros anuais [2]. As
informagdes sobre o volume real de produgdo e do montante produzido de forma clandestina
sdo incertos. Contudo estima-se que apenas 1% do volume efetivamente produzido ¢ destinado
a exportacdo, e apesar de que essa quantidade seja inexpressiva frente ao montante total, ela
gerou U$ 15,8 milhdes apenas em 2017 [1].

No Estado de Minas Gerais, a producdo de aguardente se caracteriza em sua maioria por
produgoes artesanais integradas com outras atividades, como a bovinocultura de leite ou de
corte e producdo de adubo orgénico. Aumentar o valor agregado da bebida e seu mercado pode
proporcionar maior estabilidade da mao de obra, pois o periodo de produgdo coincide com a
entressafra de outras culturas, evitando o éxodo da populagdo rural para os ja saturados grandes
centros urbanos [14].

Essa importancia econdmica e cultural da cachaga tem sido decisiva nos esfor¢os para
a sua valorizacdo, que sdo fruto principalmente da organizacdo dos produtores da bebida, que
conseguiram a possibilidade de voltar a ser tributados pelo sistema simples nacional em 2018,
e com isso reduzir a pesada carga de impostos sobre os micro e pequenos produtores. Além
disso, a Camara de Comercio Exterior (Camex) aprovou em 2016 o regulamento da indica¢ao
geografica da bebida, o que restringe o uso da denominagdo “cachaca”, “Brasil” e “cachaca do
Brasil” as bebidas produzidas no pais. Essa medida ¢ bastante importante, pois tende a valorizar
a sua producao e facilitar as exportagdes [3,49].

Apesar da importancia cultural e econdmica, e da crescente valorizagdo no mercado
nacional e internacional, a bebida obtida de modo tradicional ainda sofre com a falta de

padronizac¢do do processo, o que compromete a melhoria da qualidade do produto, através da



aquisi¢@o de boas praticas na elaborag¢ao da bebida, dos pontos de vista asséptico, toxicologico
e organoléptico [50].

Os produtores que empregam os modos tradicional e artesanal de elaboragao da bebida
enfrentam dificuldades na padronizagdo do processo produtivo, esse inconveniente afeta tanto
a produg¢do ao longo dos anos seja pela falta de aprimoramento das técnicas, seja pela aplicacao
ou ndo de boas praticas na fabricagdo, dentro de uma mesma safra de cana devido a
modifica¢des ou a falta de padronizacdo do processo basico de produgdo. E essa inconstancia
do processo se reflete na qualidade e identidade do produto final de maneira negativa tornando-
0 menos atrativo para o consumidor. [53-55].

Outro ponto critico no processo ¢ a delimitacdo da cachaga dentro do destilado total,
sendo fato que o liquido recolhido da destilagdo ndo ¢ homogéneo, e que as fragdes inicial e
final, respectivamente cabeca e cauda, carregam compostos toxicos e indesejaveis. Devendo
apenas a fracdo mediana, isto €, o coragdo ser aproveitado para consumo. Nao ha consenso para
a defini¢do correta do tamanho dessas fracdes e do ponto de separacdo entre elas. Mas ¢
primordial que a cachaca obtida respeite a definicdo da legislagdo que a descreve como a
denominacdo tipica e exclusiva da aguardente de cana produzida no Brasil, com graduacdo
alcodlica de trinta e oito a quarenta e oito por cento em volume, a vinte graus Celsius, obtida
pela destilagdo do mosto fermentado do caldo de cana-de-agucar com caracteristicas sensoriais
peculiares, podendo ser adicionada de agucar em até seis gramas por litro [6,10].

Segundo Maia [10], as fracdes do destilado deveriam ser delimitadas como:

Cabeca — ¢ a primeira fracdo recolhida na saida do alambique, seu volume corresponde
de 0,7%-1% do destilado, possui grau alcodlico acima de 65°GL.

Coracio- ¢ a segunda fragdo, com volume correspondendo de 80% a 90% do destilado;
recolhida até que o teor alcodlico atinja de 1,0 a 1,5°GL acima do valor pretendido para o
engarrafamento, para cada ano de armazenamento.

Cauda — ¢ a terceira fragdo, corresponde de 8% al0% da fracdo total do destilado,
possui teor alcoolico trés vezes menor do que a fragdo cabeca.

Conhecendo-se as dificuldades apresentadas anteriormente, bem como outros pontos
criticos e desafios dos produtores artesanais, e visando solucionar os problemas da producao da
bebida, no decorrer do ano 2002 o Prof. Helmuth Guido Siebald Luna, iniciou uma linha de
pesquisa com o apoio financeiro da Fundacao de Amparo a Pesquisa de Minas Gerais- Fapemig
através de varios projetos devidamente aprovados por esse o6rgdo. Também contou com o

valioso respaldo da Secretaria de Ciéncia e Tecnologia do Estado de Minas Gerais, a qual
2



formou a Rede Mineira para o Desenvolvimento da Tecnologia da Cachaga e da Secretaria de
Agricultura e Agropecuaria do Estado de Minas Gerais, através do programa Pro-Cachaga
[51,52].

O aprofundamento das pesquisas resultou no desenho e construgdo de um prototipo
voltado a produgdo, de modo tradicional de cachaca, no qual pode-se produzir a bebida em
condicdes controladas, para o qual inicialmente foi construido um alambique de cobre
modificado, constando de trés dornas de fermentacdo em ago inox com controle da temperatura
da fermentacdo e da destilacdo. As fungdes dessa planta piloto sdo reduzir espécies indesejaveis,
aumentar a reprodutibilidade na execugdo do processo e melhorar a qualidade da bebida sem
alterar a maneira tradicional da obtencdo. O sistema descrito foi posteriormente automatizado
e atualmente além do alambique e das dornas de fermentag@o ¢ composto por um equipamento
de refrigeracdo conectado a quatro tanques para armazenamento de dgua que promovem o
arrefecimento dos processos e possui sensores de temperatura e vazdo distribuidos nos
elementos que compdem o sistema de destilacdo e fermentacdo. O controle do sistema ¢
realizado através de circuitos eletronicos desenhados e construidos especialmente para atender
a planta. Além desses circuitos foi desenvolvido um software, programado como rede neural,
isto €, com inteligéncia artificial utilizado no gerenciamento do processo [14,32,33].

Como forma de avaliar a aplicabilidade e adequagdo do sistema de producdo de cachaga
desenvolvido pelo grupo de trabalho, foi testado mediante a realizagdo de dezenas de bateladas.
Ap6s as adequacdes necessarias trés bateladas foram selecionadas para analise quimica cujos
resultados serdo discutidos nesse trabalho. O destilado recolhido de cada batelada foi coletado
de forma fracionada o que pode contribuir também para conhecimento da regido de corte entre
as fracoOes cabega, coragdo ¢ cauda.

As fragdes coletadas serdo submetidas a analises por de Cromatografia Gasosa com
detector de Espectrometria de Massas, ja consagrada na analise alimentos e de Espectrometria
de Massas com ionizagao por paper spray, PS-MS. Esta ultima ¢ uma técnica mais recente que
tem se mostrado promissora, rapida e de baixo custo na analise de matrizes complexas [4,5].

A crescente sensibilizacdo dos consumidores, principalmente nos mercados
desenvolvidos, para a autenticidade e seguranga alimentar tem movimentado a busca por
técnicas de analise novas que primem pela confiabilidade e rapidez dos resultados [5]. O
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) do Brasil, trabalhando em

consonancia ao mercado internacional, estabeleceu em 2005 por meio da Instrugdo Normativa



13 os limites para os contaminantes dos destilados obtidos a partir da cana de agucar, tendo
indicado um prazo de cinco anos a partir da publicacdo da portaria para a devida adequacao [6].

A Espectrometria de Massas com ionizacao por paper spray, tem sido aplicada com
sucesso na analise de matrizes complexas como alimentos e de material biologico [4,5,22,26].
O desenvolvimento de novas técnicas de analise para a cachaga obtida de modo tradicional e
industrial tende a favorecer a producgdo da bebida e sua participagdo no mercado internacional.

Os resultados das analises quimicas das fragdes da bebida, de fabrica¢do propria, bem
como de doze marcas de cachagas comerciais adquiridas no mercado local serdo submetidos a
tratamento por quimiometria para avaliagdo da formacdo de agrupamentos por métodos
exploratdrios. Esse tipo de tratamento ¢ capaz de verificar pequenas alteracdes no perfil das
amostras, que ndo podem ser visualizadas a priori, para fazer inferéncias e agrupar as amostras

semelhantes [29].



1.1 Objetivo

1.1.1 Objetivo geral
Avaliar a bebida produzida por uma planta piloto automatizada, que trabalha com
supervisdo de um sistema embarcado utilizando software de redes neurais, para a fabrica¢do de

cachaca tradicional.

1.1.2 Objetivos especificos

Comparar as técnicas analiticas de Paper Spray e Cromatografia Gasosa no
acompanhamento da producdo e analise de compostos indesejaveis na bebida produzida pelo
prototipo.

Avaliar a bebida de fabricagdo propria frente a doze marcas comerciais por tratamento
de dados utilizando ferramentas de quimiometria, PCA e HCA, para formagdo de
agrupamentos.

Avaliar os padrdes de identidade e qualidade da cachaca produzida durante este trabalho



2. Referencial teorico

2.1 A cachaca
Cachaca ¢ a denominacao tipica e exclusiva da aguardente de cana produzida no Brasil,
com graduagdo alcodlica de trinta e oito a quarenta e oito por cento em volume, a vinte graus
Celsius, obtida pela destilagdo do mosto fermentado do caldo de cana-de-agticar com
caracteristicas sensoriais peculiares, podendo ser adicionada de agucar em até seis gramas por
litro, regulamentada pelo art. 53 da Lei n° 8918, sancionada pelo Decreto n® 6.871 de 04 de
julho de 2009 [6].

2.1.1 Processo produtivo por batelada

A produgio da cachaca ¢ composta por uma série de etapas, a saber: colheita da cana de
agtlicar, transporte e moagem da cana, filtragem do caldo, dilui¢do, fermentacao, destilacao,
armazenagem, envase e rotulagem. As etapas apresentadas compdem o fluxograma do processo
produtivo mostrado na Figura 1.

O conhecimento de cada etapa e suas limitagdes contribui na determinagdo de agdes
para a melhoria do processo. As etapas sdo apresentadas em paralelo com suas principais
limitacoes, a seguir.
v'Escolha da variedade de cana de agtcar: cultivar adequado as condi¢des do solo e

climaticas e definicdo da maturagdo certa para o corte [10,55].

v'Colheita da Cana: deve ser feita no menor tempo possivel antes do seu processamento, para
evitar o desenvolvimento de microrganismos indesejados, sendo usualmente considerado como
periodo méaximo de beneficiamento 24 horas antes do processamento. E também importante a

limpeza do caule para impedir a inser¢do de contaminantes no processo [10,55].
v'Transporte: tempo limitado e limpeza do veiculo [10,43].

v'Moagem: limpeza dos equipamentos na tentativa de garantir a sanidade da fermentagdo e

eficiéncia na retirada de caldo dos colmos [10,42].

v'Filtragem do caldo: escolha da técnica decantagdo, filtragem e/ou centrifugagdo ou melhor
associacdo entre elas para que a maior quantidade de bagacilho proveniente da moagem seja

climinada [10].



v'Diluicio para acerto do Brix (teor de aciicar): utilizagdo de agua de boa qualidade fisico-
quimica e microbioldgica. Definicdo da concentracdo de acucar compativel com a levedura

utilizada. Dilui¢ao deve ser realizada antes da mistura do caldo ao fermento [10,42, 55].

v'Fermentagio: deve ser feita em dorna de material adequado, preferencialmente ago inox. A
quantidade de fermento deve ser suficiente quando comparada a quantidade de caldo que se
pretende fermentar e o tempo de crescimento prévio do fermento deve ser observado. A
temperatura durante a fermentacdo deve ser mantida dentro de uma faixa que propicie a

atividade metabolica das leveduras [10,42].

v'Destilacdo: temperaturas do processo devem ser acompanhadas, o material do alambique

pode causar contaminag¢do por metais. Defini¢do de destinagdo para o vinhoto [10,38,43].

v'Envase: Limpeza e higienizagdo do maquinario. Importante optar pelo emprego de filtros

[43].
v'Rotulagem: apresentagdo adequada das informagoes [43].
v’ Armazenamento: em toneis de ago inox, em condig¢des sanitarias adequadas [10,43].

v'Envelhecimento: capacidade de armazenamento sé iniciar armazenamento em tonel de

madeira quando o volume for totalmente completado [10].

Durante o processo de produgdo da bebida em estudo podem ser reconhecidas duas
etapas como as mais elaboradas: a fermentacdo e a destilagdo. Esses estagios sdo também
determinantes na identidade do produto final, e foram explorados nas intervenc¢des propostas

nesse trabalho.
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Figura 1. Fluxograma etapas do processo de producéo

2.1.2 Composicao quimica da cachaga

Uma composi¢do quimica ndo pode ser fixada para a bebida considerando que a sua
constituicdo varia de acordo com a regido, podendo variar entre safras e com o processo
empregado na elaboragdo da bebida em especial as caracteristicas do estagio de destilagdo [44].

Assim como qualquer outra bebida destilada, esta pode ser dividida, para fins de estudo,
em duas por¢des: a parte inorganica e a parte organica. Siebald e colaboradores em 2009
relataram a presenca de algumas substancias caracteristicas de cada uma dessas porgdes; fragdo
inorganica, aquela constituida principalmente por ions metélicos, tais como: aluminio, arsénio,
cadmio, calcio, chumbo, cobalto, cobre, cromo, estanho, ferro, litio, magnésio, manganés,
mercurio, niquel, potassio, sodio, zinco; e por fragdo orgénica, aquela que contém: alcoois,
como etanol (o alcool de beber); metanol, alcoois superiores, como alcool isoamilico;

isobutanol; aldeidos, como formaldeido, acetaldeido; furfural; acidos carboxilicos, como acido
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acético (responsavel pelo sabor e o cheiro do vinagre); ésteres, como acetato de etila (cheiro de

frutas), caprilato de etila (cheiro de abacaxi); carbamato de etila; cetonas, como acetona;

compostos sulfurados (aqueles que contém enxofre), como dimetilsulfeto. Essas sdo apenas

algumas das muitas espécies quimicas encontradas na cachaga [9,13].

Alguns compostos contaminantes de ocorréncia habitual podem prejudicar tanto a

qualidade da bebida quanto a saude dos consumidores, dependendo da frequéncia e da

quantidade que ¢ ingerida. Neste contexto, 0 monitoramento de tais compostos torna-se uma

questdo de seguranca alimentar e um pardmetro para atestar a qualidade do produto. Estdo

enumeradas na Tabela 1 abaixo, algumas substancias organicas presentes na cachaga e seus

efeitos e toxicidade, segundo o The Merck Index [45].

Tabela 1. Toxicidade e efeitos de algumas espécies encontradas em cachacas

Espécie DLso (g.kg!) | TE (°C) Algumas Propriedades

Formaldeido 0,26 -19,5 Carcinogénica, Irritante

Acetaldeido 1,930 21 Narcotica, odorifera, fornece sabor

n-butiraldeido 5,89 74,8 Narcotica, irritante

Benzaldeido 1,000 179 Narcotica, dermatite, odorifera (cheiro de améndoas), fornece
sabor.

Valeraldeido 4,6 102 Irritante moderado, fornece sabor

Furfural 0,127 161,8 Dor de cabega, irritante, odor desagradavel

Acetona 6,6 56,5 Dor de cabega, fadiga, etc.

Acetato de etila 10,1 77 Cheiro de frutas

Caprilato de etila 0,02596 207 Cheiro de abacaxi

Carbamato de etila - 185 Carcinogénico. Sabor salino

Dimetilsulfoxido - 36,2 Odor desagradavel

Metanol 1,2 64,7 Dor de cabeca, cegueira

Propanol 1,87 97,2 Acdo depressiva, irritante para os olhos, mucosas

Isobutanol 2,46 108 Irritante, fraca como espécie odorifera.

Alcool isoamilico 5,75 128,5 Cheiro desagradavel, sabor repulsivo. Dor de cabega, nauseas.

Acido acético 3.53 118 OCr};;iIrl(i)cot;orte, desagradavel. Causa corrosdo dos tecidos

Acido caprilico 10,080 239,7 Cheiro ligeiramente desagradavel, sabor rangoso

Acido caprico 0,129 270 Cheiro rang¢oso

Acido laurico 0,131 225 Cheiro leve

DLso = Dose letal para o 50 % da matéria viva. Via oral em ratos.

Fonte: Adaptado De Moura *!
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Além de sua definicdo por lei, respeitando suas peculiaridades, a Cachaca tem
regulamentado o contetdo de compostos secundarios e contaminantes organicos e inorganicos
que podem estar presentes na bebida, esse conjunto ¢ também conhecido como Padrdes de
Identidade e Qualidade (PIQs) da bebida. Esses parametros foram definidos pela Instrucdo
Normativa 13, de 30 de junho de 2005, do MAPA e sdo mostrados na Tabela 2. As diretrizes

estabelecidas nessa norma sao utilizadas como referencial para as analises desse trabalho.

Tabela 2. Padrdes de identidade e qualidade da cachaga

Composto IIn'i;;ii:fm
Acidez volatil, expressa em acido acético 150%*
Esteres totais, expressos em acetato de etila 200*
Aldeidos totais, expressos em acetaldeido 30*
Somas dos alcodis superiores: isoamilico, isobutilico e 1-propanol 360*
Soma de furfural e hidroximetilfurfural 5%
Metanol 20%*
Carbamato de etila 150%*
Acroleina 5%
Alcool séc-butilico (2-butanol) 10*
Alcool n-butilico (1-butanol) 3*
Cobre 5000%**
Chumbo 200%**
Arsénio 100**

* mg.100 mL'de 4lcool anidro

**k o 1 de destilado

Fonte: MAPA%
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2.1.3 Fracionamento do destilado

O vinho, obtido da fermentacdo do caldo da cana, contendo em torno de 8,5°GL de
etanol quando destilado origina um novo liquido com teor alcodlico aproximadamente cinco
vezes a seis vezes mais alto: a cachaga. Na produgdo o fracionamento do produto da destilagdo
¢ uma pratica comum que objetiva garantir as caracteristicas do produto encaminhado ao
consumo. Durante o processo de destilacdo, o destilado ¢ classificado e separado em trés fragdes
que sdo chamadas de cabega, coragdo e cauda [10,14].

A composi¢do quimica de cada fragdo do destilado ¢ distinta e determinada pela relagdo
de predominancia entre os fatores: ponto de ebulicdo, solubilidade da substancia em alcool ou
agua, e variagdo do teor de dlcool no vapor durante a destilagdo. Durante o aquecimento os
compostos migram da fase liquida para a fase de vapor regidos basicamente pela sua
solubilidade, sdo considerados quatro comportamentos possiveis: o componente que destila
quando o vapor ¢ rico em alcool; o componente que destila quando o vapor estiver pobre em
alcool; o componente que € soluvel em alcool e 4gua e destilara durante toda a destilacdo; e por
ultimo o componente ndo solivel em agua, mas o qual o vapor d'agua carregara para a fase de
vapor (hidrodestilagdo) [11].

O problema associado a pratica do fracionamento esta relacionado a variacdo pelos
produtores no estabelecimento de como marcar o ponto de corte entre as fracdes, de forma a
assegurar a qualidade da bebida e o rendimento, no coragdo que ¢ a fracdo passivel de ser
comercializada [10,14].

Segundo Maia [10], o procedimento tipico consiste em recolher o destilado em trés
fragdes:

Cabeca — ¢ a primeira fracdo recolhida na saida do alambique, seu volume corresponde
de 0,7%-1% do destilado. Essa fragdo contém produtos como metanol, acetaldeido, acetato de
etila e possui grau alcodlico acima de 65°GL, devendo, portanto, ser desprezada para fins de
consumo como bebida.

Coracio- ¢ a segunda fracdo, com volume correspondendo de 80% a 90% do destilado;
¢ a cachaca propriamente dita, que ¢ recolhida até que o teor alcoodlico atinja de 1,0 a 1,5°GL
acima do valor pretendido para o engarrafamento, para cada ano de armazenamento.

Cauda — ¢ a terceira fracdo; e ¢ também chamada de “agua fraca” corresponde de 8%
al0% da fragdo total do destilado, possui teor alcodlico trés vezes menor que a fragdo cabega e

assim como ela deve ser desprezada.
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Contudo para Léauté [11], que estudou a produgdo de conhaque e uisque, as fracoes
podem ser reconhecidas a partir da presenca dos compostos secundarios volateis. Esse autor
relata quatro grupos de componentes que se alternam na predominancia do produto da
destilacdo e caracterizam as fragdes ja citadas. Os grupos sdo classificados como:

Primeiro Grupo: componentes que destilam primeiro, tém baixa temperatura de
ebulicdo (TE) e sdo muito soltveis em alcool e em 4agua. Suas concentragdes sdo elevadas nas
primeiras fragdes de destilado, na cabega e no inicio do coragdo. Exemplo: acetaldeido (TE =
21°C), metanol (TE = 65°C) e acetato de etila (TE = 77°C).

Segundo Grupo: componentes com temperatura de ebuli¢do relativamente alto e
completa ou parcialmente soluvel em alcool. Enriquecem o inicio do destilado, e muitos deles
terminam até a metade do corag@o. Exemplo: acidos graxos, octanoato de etila (TE = 208°C),
acetato de isoamila (TE = 137,5°C)

Terceiro Grupo: componentes que tém temperatura de ebulicdo intermediario sdo
muito soluveis em alcool e completamente ou parcialmente soliveis em agua. Exemplo: dlcoois
superiores, como o propanol (TE= 97.1°C), isobutanol (TE= 108°C) e isoamilico (TE= 132°C).

Quarto Grupo: componentes que t€m temperatura de ebulicdo superior ao da agua
sendo muito ou apenas ligeiramente soliveis em agua. Exemplo: 4cido acético (TE = 118°C) e
furfuraldeido (TE = 162°C).

Os principios apresentados por Maia e Leauté podem ser tomados como entendimentos
complementares do mesmo fendmeno. Eles servem como definicdo dos pontos de corte, e por
consequéncia a delimitacdo das fracdes, ¢ devem ser aliados ao conhecimento das
particularidades de cada producdo por seu mestre alambiqueiro.

O corte ¢ um fator bastante importante que define a qualidade do produto final, se por
um lado ele diminui o volume da fragdo comercial, por outro proporciona a adequacdo ao

padrio de qualidade da bebida, e assim ocasiona aumento e refino do mercado consumidor [14].
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2.2 Técnicas analiticas utilizadas

Espectrometria de Massas

A Espectrometria de massas ¢ uma poderosa técnica analitica que pode ser empregada
na identificag@o e quantificacdo de compostos. Ela que tem como principio basico a separagdo
de ions de acordo com sua razdo massa/carga (m/z) e a determinagdo da abundancia relativa
desses ions na amostra. E conta sempre com os seguintes elementos mostrados na

Figura 2: entrada da amostra, fonte de ionizagao, analisador de massa, detector e sistema
de dados. Cada elemento apresentado atua em uma etapa da analise sendo a fonte de ionizac¢do
a geradora de ions, o analisador de massas responsavel pela separag@o dos ions, o detector pela
detec¢do dos ions emergentes e o sistema de dados pela aquisi¢do e processamento das

informacdes assim obtidas [12].

Introducédo

=3 = Fonte ==p | Analisador ==y | Detector e Sistema de

amostra dados
Figura 2. Elementos de um espectrometro de massas

A fonte de ionizag@o, como geradora de ions, tem um papel determinante no processo
de analise uma vez que a ela é responsavel por formar ions que devem necessariamente estar
em fase gasosa partindo de uma amostra de interesse. Serdo descritas aqui apenas duas formas
de ionizagdo, as quais estdo relacionadas ao objeto deste trabalho, sendo a primeira a que atua
por impacto de elétrons, sob vacuo, e a segunda a com atuacao por ionizacdo quimica a pressao
atmosférica. A ionizacao por impacto de elétrons (EI) ¢ fruto da colis@o de elétrons provenientes
de um feixe, com energia fixada em 70 eV, com uma molécula neutra na fase gasosa que ejeta
ou captura elétrons a partir do impacto. Como acontece necessariamente em fase gasosa seu
uso esta limitado a compostos suficientemente volateis e termicamente estaveis. Na ionizagdo
quimica a pressdo atmosférica a solugdo ¢ introduzida, por nebulizac¢do, como goticulas na fonte
onde os ions sdo produzidos e focados no espectrometro de massa através de alguns estagios de
bombeamento a vacuo. As amostras entdo ndo precisam ser transferidas a fase gasosa para
serem ionizadas e ha viabilizagcdo da andlise de compostos termicamente labeis. As fontes de
ionizagd@o quimica por pressdo atmosférica (APCI), por eletro spray (ESI) e fotoionizagdo a

pressdo atmosférica (APPI) correspondem a este tipo [12].
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Além das variagoes relacionadas a fonte de ions, o desenvolvimento de modificagdes
dos demais elementos basicos de operacao apresentados, ampliou as possibilidades de aplicacdo
da técnica. As modificacdes em analisadores e detectores estdo mais relacionadas ao
aprimoramento dos instrumentos, € com isso, ao ganho em sensibilidade, alcance de massa,
precisdo e melhorias na resolugéo [12].

O analisador promove a separacdo e determinacdo das massas pela agdo de campos
elétricos e/ou magnéticos, ele pode estar disposto em diferentes configuragdes. Ha muitos tipos
de analisadores disponiveis, eles serdo apresentados a seguir com seus respectivos principios
de atuacdo: Setor elétrico (energia cinética), Setor magnético (momento), Quadrupolo
(estabilidade de trajetoria), lon Trap (frequéncia de ressonancia), Tempo de voo (velocidade) e
Orbitrap (frequéncia de ressonancia). Cada analisador vai ser mais adequado a compor um tipo
de espectrometro a depender da sua compatibilidade com os demais itens do sistema,
apresentados na

Figura 2, as principais caracteristicas para medir o desempenho de um analisador de
massa sdo o limite da faixa de massa, a velocidade de analise, a transmissdo, a precisdo da
massa ¢ a resolugao[12].

O detector percebe e amplifica o sinal da corrente de ions que chega do analisador, em
seguida repassa as informagdes para o sistema de dados. E importante ressaltar que ele deve
possuir caracteristicas adequadas de modo a garantir que a resposta em sinal elétrico seja
proporcional a abundancia de ions formado pelo composto. Ele esta limitado a atuacdo do
analisador porque esse pode depender de resposta muito rapida e alta sensibilidade na deteccao
para o sucesso da analise. Os trés principais tipos de detector sdo: fotomultiplicador,
multiplicador de elétrons e placa de microcanal [12].

O sistema de dados ¢ utilizado para registro e processamento das informagdes. A partir
dele o analista pode definir comparagdes e chegar a respostas qualitativas e quantitativas sobre
uma analise. Ele entrega dados passiveis de tratamento estatisticos que ressignificam e ampliam

a aplicagdo da técnica [12].
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2.2.1 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de massas

A cromatografia gasosa, do inglés gas chromatography GC, é adequada a separacgdo de
gases ou substancias volateis. Como acontece em fase gasosa seu uso esta limitado a compostos
suficientemente volateis e termicamente estiaveis. A separacdo se baseia na diferente
distribui¢do, ou particao, das substancias da amostra entre a fase estacionaria (solida ou liquida)
e a fase movel (gasosa). Essa separagdo ¢ resultado de uma grande sequéncia desses estagios
de particdo, que sdo definidos como pratos tedricos assim como no processo de destilagdo
[15,17].

Ap6s introduzida a amostra no sistema ela ¢ submetida a aquecimento, proporcionado
pelo sistema de inje¢@o, sendo vaporizada quando necessario. O aquecimento, a temperaturas
convenientes, concomitante a0 movimento do gas de arraste faz com que os compostos
alcancem o inicio da coluna, que contém a fase estacionaria e se movimentem através dela [15].

A interacdo dos compostos com a fase estacionaria de forma diferenciada atua como
forca motriz da separagdo ela ocasiona a reteng@o das substancias por meio da afinidade com
essa fase. Portanto, a escolha dos pardmetros da coluna, o que inclui a fase estacionaria, ¢
determinante no sucesso de aplicagdo da técnica. Na busca por melhoria da eficiéncia das
colunas com material empacotado foram desenvolvidas as colunas capilares que possuem um
filme finissimo de 0,1 a 5 microns de fase estacionaria depositada na parede de um tubo capilar.
Os tubos capilares podem ser de ago inox, vidro, niquel ou silica fundida, e seu diametro interno
varia de 0,1 a 0,4 mm. O comprimento desse tipo de coluna ¢ fixado entre 10 e 100 m o que
permite a presenca de um nimero muito grande de estagios de separacdo. Isso tltimo permite
que a eficiéncia da separagdo em colunas capilares seja varias ordens superior a das colunas
empacotadas [15,17].

O material de recheio da coluna define as possibilidades de associagdo entre 0 composto
e as fases, sendo também determinante do sucesso da aplicacdo da técnica. As fases
estacionarias precisam ter alta estabilidade térmica, baixa pressdo de vapor e polaridade
conveniente para serem utilizadas em cromatografia gasosa. Elas geralmente sdo classificadas
por polaridade, o que facilita a avaliagdo da interagdo do analito com a fase estacionaria, tendo
em vista que em cromatografia gasosa a fase movel ¢ um gés inerte [15,17].

Como a fase movel € inerte e atua apenas no arraste dos analitos, a separacdo entre os
compostos ¢ proporcionada pela fase estacionaria através da interagdo diferenciada dessa com
cada composto presente na mistura. Neste estudo, foi utilizada uma coluna constituida de fase

estacionaria polar, liquida que foi imobilizada na parede interna de um capilar. As forcas de
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interacdo molecular nesse tipo de separacdo estdo baseadas nas forcas de Van der Waals e em
interacoes coulombicas [15].

Durante o percurso através da coluna as substincias vdo sendo separadas e chegam a
saida desta em tempos diferentes, com isso podem ser identificadas por um detector. Entre as
técnicas mais comuns de deteccdo estdo as cletro-analiticas, como a condutimetria, ou
espectroscopicas, como espectrofotometria no Ultravioleta-visivel (UV-Vis) e espectrometria
de massas (MS), sendo a ultima a utilizada neste caso [15].

A cromatografia pode ser descrita como a melhor técnica de separagdo de misturas,
entretanto a identificagdo dos compostos resultantes do processo s6 pode ser realizada através
de sua comparagdo com substancias conhecidas submetidas as mesmas condigdes, sem isso a
exploracdo da composi¢do de matrizes reais, complexas, seria inviavel. Como alternativa,
visando contemplar a identificacdo e quantificagdo em cromatografia esta passou a ser
associada a outras técnicas capazes de estimar propriedades do produto de separacgdo [15].

Misturas complexas sdo rotineiramente separadas utilizando cromatografia associada a
analise pela espectrometria de massas a fim de minimizar os efeitos de supressdo na ionizacao
do analito e pré-concentrar os analitos. A versatilidade ocasionada pela variacao das fontes de
ionizagdo proporciona o acoplamento direto da espectrometria de massas como detector da
maioria das técnicas cromatograficas. Elas oferecem a eficiéncia na separacdo e boa
seletividade como caracteristicas ideais a serem associadas a obtencao de informacao estrutural,
massa molar e novo incremento de seletividade, os quais s@o os atributos da espectrometria de
massas [12,16].

Algumas caracteristicas de funcionamento do cromatografo a gas, como a baixa
quantidade de amostra, o fluxo de amostra vaporizada que sai da coluna e a utilizacdo de
bombas de alto vacuo para a camara de ionizag@o a tornam compativeis com a necessidade de
alto vacuo do espectrometro de massas [15].

O analisador de massas quadrupolo ¢ muito empregado na hifenizacdo do sistema GC-
MS, é provavelmente o mais empregado, e apesar de ter baixa resolugdo (unitaria) ele apresenta
baixo custo, ¢ simples, robusto, pequeno, promove varreduras rapidas, e t€ém mostrado grande
vantagem em seu acoplamento sequencial com duplos ou triplos analisadores desse tipo. Ele
consiste em quatro hastes cilindricas que sdo alinhadas de maneira perfeitamente paralelas e
sdo carregadas com sinal oposto, a carga das barras oscila no tempo. Ele pode atuar em modo
de varredura completa (fi// scan) fazendo uma varredura para uma ampla faixa de massas, ou

monitoramento seletivo de ions (SIM) na qual busca por ions com massas previamente
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definidas. A atuagdo no modo SIM propicia que o equipamento faga um maior nimero de
buscas para uma mesma massa, em um tempo determinado, quando comparado ao modo full
scan e isso ocasiona ganho na sensibilidade da analise [12]. A Figura 3 mostra a atuacdo dos

dois modos de varredura de ions.

Full Scan
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Figura 3. Esquema do modo de varredura de ions

Os equipamentos utilizados na identificagdo, os detectores, comparam as propriedades
de pequenas fragdes do produto de separagdo com substdncias com comportamento
cromatografico de referéncia, analisadas sob as mesmas condicdes, ou com bibliotecas [15]. A
possibilidade de comparag@o dos dados de massa relativo aos fragmentos de um composto com
os dados da biblioteca do software, que inclui a informagao sobre o grau de similaridade entre
seu analito e o dado disponivel, agrega confiabilidade ao analista e flexibilidade para trabalhos
de pesquisa [12].

Para a quantificagdo dos compostos através dos dados do cromatograma, é necessaria a
comparagdo com material de referéncia, deve-se ainda integrar os sinais de deteccdo com a
finalidade de transformar a intensidade do sinal em uma medida passivel de ser relacionada a
concentragdo da substincia. A relagdo descrita pode ser estabelecida por meio de varios
métodos como: normalizagdo, fator de resposta, calibracdo externa, adicdo de padrio e
padronizacdo interna [15].

Segundo Collins [15], o método de padronizacdo interna ¢ o melhor deles por ser menos
sensivel a erros de injecdo e variagdes instrumentais, entretanto ¢ também o mais trabalhoso.

Neste método uma quantidade conhecida do padrdo interno é adicionada a solug¢des padrio de
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concentragdo conhecida de uma substancia que se deseja quantificar e apos a analise ¢
construido um grafico relacionando a razdo entre a integragao dos sinais para a amostra com os
dados do padrao interno. A amostra também ¢ analisada com a adi¢do da mesma concentracao
de padrao interno e a partir da razdo da area obtida para a amostra pelos dados da curva analitica
¢ obtida a concentragdo da substidncia na amostra. A substdncia usada como padrdo interno
idealmente deve ser similar a substancia que se deseja quantificar, ndo deve fazer parte da
amostra, apresentar tempo de retencdo e concentragdo proximos dos obtidos para o analito,
entretanto ao final do processo deve ficar separada das demais substancias da amostra [15].
Neste trabalho foi utilizado o 4-metilpentan-2-ol como padrao interno, ele foi eleito pelo
desenvolvedor do método de analise [14]. Esse alcool satisfaz as caracteristicas apresentadas
anteriormente, ndo ¢ comum em amostras de cachaca e tem utilizacdo bastante difundida em
trabalhos que utilizam a quantificacdo de compostos volateis em bebidas alcoodlicas [14,18,19,

20].

2.2.2 Espectrometria de massas com ionizacio por paper spray

Essa técnica foi descrita pela primeira vez pelo grupo do professor Cooks no ano de
2010. De acordo com a publicacdo em que foi relatada ela possui caracteristicas tanto do ESI
quanto dos métodos de ionizacdo a pressdo ambiente e ¢ util para andlises rapidas, qualitativas
e quantitativas de misturas complexas [4].

Ela tem sido vista como muito promissora por possuir caracteristicas desejaveis para
aplicagdes clinicas, incluindo triagem neonatal, monitoramento terapéutico de drogas e,
excelente potencial ao desenvolvimento da medicina personalizada. No trabalho de
apresentacdo do PS-MS ja foi indicada uma grande variedade de moléculas que podem ser
analisadas por meio desse método, e, algumas das examinadas incluem epinefrina, serina,
atrazina, metadona, roxitromicina, cocaina, violeta de metila, atenolol, fosfatidilcolina,
angiotensina [ e citocromo C [4]. Também pode desempenhar um papel importante no
monitoramento do processo de reagdes quimicas [22].

Como ja descrito anteriormente a espectrometria de massas possui uma sequéncia de
elementos basicos. O paper spray é uma nova alternativa de fonte de ionizacdo que atua a
pressdo ambiente. Ele pode ser montado aproveitando os elementos subsequentes de um ESI-

MS com simples adaptagao da fonte [22,23].
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Podemos descrever seu funcionamento partindo de um pedago de papel triangular usado
como base para aplicagdo da amostra. Esse papel € preso por uma garra do tipo jacaré, de metal
que esta conectada a uma fonte de alimentacdo de alta tensdo, e perfeitamente posicionado a
frente de um orificio de entrada do espectrometro de massas. O substrato de papel é umedecido
por um solvente ¢ assim que a alta voltagem ¢é aplicada, comeca o transporte do analito, sendo
seu movimento garantido pela porosidade do papel, por meio de capilaridade, o que dispensa
assisténcia pneumatica. Micro gotas sdo emitidas a partir da ponta do tridangulo de papel, e ao
serem conduzidas para analise originam espectros de MS tipicos de ionizagdo por
eletropulverizagdo [4,21,23].

Segundo Klampfl e Himmelsbach [21] s@o trés as etapas basicas: a extragdo de analito
do ponto de aplicacdo da amostra pelo solvente de pulverizacdo, seguida da dissolug¢do dos
compostos e transporte para a ponta do papel pelo solvente que permeia o substrato e por fim,
ao ser aplicada a tens@o, um processo semelhante ao ESI gera gotas carregadas e promove a
ionizagdo [21]. A Figura 4, mostra o esquema de um sistema de ionizagao por paper spray até

a entrada do MS [4].

0,4pL sangue 4 10 pL. Metanol/dgua

é _ : ( —

o’ »

Aplica¢io da amostra  Secagem do sangue Eluigio e detec¢io

Fonte: adaptado Liu et al *

Figura 4. Esquema de um sistema de ionizac¢ao por Paper Spray

A performance da técnica em sua aplicacdo estd fundamentalmente relacionada a
eficiéncia de transferéncia dos compostos de interesse da superficie do substrato de papel para
o espectrometro de massas, bem como pela eficiéncia de pulverizacdo do solvente aplicado. Em
outras palavras, o solvente selecionado deve dissolver os compostos alvo na extensao maxima,
seguido por arrasta-los até a ponta do papel triangular. Assim na ponta do papel ocorrera um
evento de eletropulverizacdo estavel [22]. Outros fatores também importantes que influenciam
na performance do PS-MS sdo: tipo de papel e formato de sua ponta, tipo de solvente ou mistura

de eluicdo, quantidade de amostra carregada, a distancia entre a ponta do papel e o capilar de
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entrada de MS e na analise quantitativa o0 modo de incorporagdo do padrdo interno marcado
isotopicamente. Os pontos mais relevantes serdo tratados a seguir [4,21,22].

O papel ¢ principalmente composto por celulose e semi-celulose, polimeros de glicose,
com grande niimero de grupos hidroxila na sua superficie. E muito importante observar a
uniformidade de sua composicdo e de sua superficie. Ao usar papel como substrato para
separagdo, diferentes compostos podem ser resolvidos de acordo com sua polaridade, ele
apresenta ainda para algumas amostras ndo volateis, como sangue, a possibilidade de esta ser
analisada diretamente no meio de armazenamento. Para amostras de sangue foi notada ainda
uma fung¢do secundaria do papel que atua como filtro, retendo as células sanguineas; ele também
pode ser usado para separacdo cromatografica prévia para diversas amostras [22,15,4].

Ha registro de testes de performance para varios substratos, sendo baseados em celulose
ou ndo, papéis de filtro com diferentes tamanhos de poros (classes), papel de filtro de microfibra
de vidro, papel de cromatografia com modificacdo em relacdo as suas propriedades fisicas e
quimicas mais favoraveis, papel revestido de silica, papel silanizado, papel de impressao e papel
de nanotubo de carbono (CNT) [24,22].

O formato do papel também foi investigado, ele é sempre cortado com uma ponta por
onde ocorre a pulverizagdo, entdo a forma mais comum ¢ a triangular. Assim a variacdo avaliada
¢ quanto ao angulo do vértice que esta direcionado a entrada do espectrometro de massas, ponta
com angulos entre 30° e 45° sdo as mais tipicamente utilizadas. Na investigacdo da relagdo entre
a intensidade do analito alvo, angulo de ponta e voltagem aplicada, os resultados mostraram
que a voltagem de pulverizagdo 6tima e a intensidade do analito aumentaram gradualmente com
o aumento da ponta do papel. Corrobora a isso a informa¢do de que as pontas mais agudas
geram uma pluma de pulverizacdo mais forte a uma voltagem relativamente baixa, entdo
estariam mais adequadas a aplicacdo em baixa intensidade do analito [21,22].

A escolha do solvente de pulverizagdo deve atentar aos objetivos de extrair o analito e
a ioniza-lo de maneira eficiente durante a pulverizacdo. A polaridade e volatilidade deste tem
forte efeito no desempenho da técnica, sendo as misturas a base de metanol as mais comuns.
Com a finalidade de aumentar a sensibilidade da analise, alguns solventes apolares fracos
podem ser adicionados aos solventes para melhorar a eficiéncia da dessolvatacdo durante a
aplicagdo de alta voltagem ao spray [21,22].

A quantificagdo de analito por paper spray ja foi realizada para diversos compostos
como corantes alimentares, nicotina e drogas de abuso [21,26,27]. A determinacao dos teores

desses analitos foi baseada na utilizagdo de padrdo interno, analogos estruturais, marcado
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isotopicamente ou nao [25,26]. O PS-MS vem experimentando uma rapida evolug¢do que pode
ser relacionada ao curto tempo necessario a sua execu¢do, baixo custo e versatilidade. Além da
possibilidade de quantificacdo do analito merecem destaque a viabilidade de ser usada para a
analise de superficies, limpando a superficie de interesse com um tridngulo de papel, e o
tratamento dos resultados qualitativos obtidos pode ser feito por ferramentas estatisticas como

a quimiometria [4,23,28].

2.3 Quimiometria

A quimiometria ¢ uma ferramenta que se apoia em conhecimentos da matematica e da
estatistica para converter conjuntos de dados quimicos em informagdo util, bem como no
planejamento e otimiza¢ao de condi¢des experimentais. Ela vem sendo amplamente difundida,
pois atribui significado a enorme quantidade de dados oferecida pela instrumenta¢do moderna
[29,30].

A resposta das analises raramente retorna as informacdes quimicas procuradas de forma
direta. Para chegar a resultados significativos a utilizacdo de ferramentas como a quimiometria
se mostra indispensavel. Nesse tipo de processamento da informacao ela deve ser preparada,
organizada em tabelas nas quais se ordenam através de linhas e colunas os dados coletados, ou
seja, construindo matrizes. As varidveis que compdem a tabela podem ser qualitativas ou
quantitativas, remetendo a informagdes numéricas diretas ou assumindo valores discretos para
representar informagdes qualitativas [29]. Os dados em questdo podem ser univariados ou
multivariados, no primeiro caso a analise dos resultados é realizada pela observagdo do
comportamento de uma variavel de cada vez, enquanto no segundo a andlise ocorre para mais
de uma variavel simultaneamente, sendo possivel identificar a correlagdo entre elas [30].

Essa diferenciagdo nas informagdes € necessaria na busca por um algoritmo matematico
que produza resposta as propriedades de interesse a partir dos resultados registrados pelo
instrumento, processo conhecido como calibragédo [31].

Ha normalmente a necessidade de realizar um pré-tratamento dos dados para reduzir
variagOes indesejaveis que podem afetar os resultados finais, tais como o ruido, por exemplo
[29]. Pode-se também refinar o tratamento dos dados a partir do conceito de métodos
supervisionados, para os quais as amostras analisadas sdo previamente relacionadas a uma

classe e, essa informagdo ¢ usada na classificagdo das amostras. A op¢do de métodos ndo
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supervisionados ¢ também uma alternativa e nela o agrupamento das amostras € exclusivamente
baseada nas informacdes experimentais de entrada [29].

Serdo apresentados neste trabalho dois métodos matematicos utilizados no tratamento
dos dados experimentais obtidos. Sdo eles a analise de componentes principais, do inglés
Principal Component Analysis (PCA), e analise de agrupamento por métodos hierarquicos, do
inglés Hierarchical Cluster Analysis (HCA).

A PCA ¢ definida por Ferreira (et al, 2015) como um método ndo supervisionado para
projetar os dados multivariados em um espaco de dimensdo menor, reduzindo assim, a
dimensionalidade do espago original do conjunto dos dados, sem que as relacdes entre as
amostras sejam afetadas. Ela destaca que esse método ressalta as diferencas e afinidades entre
variaveis, e permite constatar amostras com comportamento atipico [29].

A redugdo da dimensdo do espago original de dados ¢ fundamentada na premissa de que
havendo correlagdes significativas entre as variaveis do conjunto de dados, ¢ entdo possivel
encontrar um numero menor de novas variaveis ainda capazes de ser representativas da
informagdo original. Por combinagdes lineares ¢ realizado o agrupamento das informagdes
semelhantes e o novo grupo de dados, com propriedades singulares, recebe o nome de
componentes principais, do inglés Principal Component, PC. Nesse processo de reducdo da
dimensdo de dados, ao se chegar no numero ideal de componentes principais que descreve
adequadamente o sistema temos o “posto quimico”, “pseudoposto” ou “dimensao intrinseca”
[29].

A HCA ¢ definida por Ferreira (et al, 2015) como um método “ndo supervisionado” de
reconhecimento de padrdes, adequado para descobrir “padrdes naturais” de comportamento
entre as amostras com base em seu perfil multivariado [29].

As descrigdes de atuacdo de PCA e HCA apresentadas indicam a aplicabilidade destas
a trabalhos como o presente, que pretendem testar o desempenho de uma nova metodologia de
produgdo ou de um novo equipamento na composi¢ao de um produto. Elas podem indicar quais
as informagdes quimicas mais relevantes na descricdo de uma bebida, bem como, agrupar um
conjunto de bebidas por meio da avaliagdo do padrdo de comportamento. Essas ferramentas
serdo testadas na descri¢do e avaliag@o da cachaca de fabricacao propria, que tem por diferencial
o fato de sua produgao ter sido conduzida em alambique de cobre com supervisao de um sistema
embarcado utilizando software de redes neurais. As informagdes quimicas de montagem dos
modelos foram supridas por dados de analise de cromatografia gasosa acoplada a detector de

espectrometria de massas e por espectrometria de massas com ionizagao por paper spray.
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3. Criacao e aprimoramento do alambique

3.1 Construcio do Alambique e seu processo de automacio

Ap6s o aprofundamento das pesquisas pelo grupo, com avaliagdo das fragdes orgéanica
e inorganica da bebida, os dados experimentais assim gerados foram tratados e serviram de base
para o desenho ¢ a constru¢do de um protétipo, voltado a produgdo artesanal de cachaga. O
sistema modelo foi inicialmente constituido de um alambique de cobre, trés dornas de
fermentagdo em ago inox (biorreatores encamisados) e contava com controle de temperatura
para a fermentacdo. Ele foi construido para permitir eliminar e controlar espécies indesejaveis
com facilidade sem alterar a maneira tradicional de obtengao da bebida [14].

Os biorreatores foram manufaturados em formato cilindrico e fundo conico com um
volume total de 50 L, sendo 5 a 15 L o volume do pé de cuba e 40 L de volume util (pé de cuba
+ vinho). As dornas possuem tampa hermeticamente fechada com lacre d’agua para favorecer
o metabolismo anaerdbico das leveduras no processo de fermentagdo alcodlico e contam com
uma tubulacdo para saida de gases através de um #rap contendo 4gua, o que evita a entrada de
oxigénio (Figura 5). Os biorreatores apresentam também uma tubulacdo partindo do centro da
dorna, para que possam ser retiradas amostras do mosto e do vinho sem a necessidade de abri-
los, contém ainda uma tubulagdo partindo do fundo da dorna, para que o vinho possa ser

transferido para o alambique, ao final do processo de fermentagao.
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Fonte: De Moura *!
Figura 5. A - Biorreator; B - cilindro para banho d’agua com controle automatico de
temperatura; C — tampa com lacre d’agua; D — escape de gas; E — refrigerador ¢ F — central de

automatizacao do sistema de controle de temperatura

O conjunto de destilagio mostrado na Figura 6 ¢ constituido de panela e coluna
fabricadas em cobre batido e ndo simplesmente prensado no formato do alambique. Isto permite
que haja um aumento da superficie de contato do metal com o vinho otimizando as reagdes
durante o processo de destilagdo [14]. A coluna foi projetada com o formato de gota para
facilitar o fluxo do vapor e promover uma melhor separagao de volateis. O reator possui também
uma saida para descarregar o vinhoto. O aquecimento da panela ¢ promovido de forma indireta,

utilizando um banho aquecido.
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Fonte: De Moura e Canuto *"'

Figura 6. Sistema de destilagao
O sistema descrito anteriormente foi automatizado e atualmente além do alambique e
das dornas de fermentacdo ¢ composto por um equipamento de refrigeragdo conectado a quatro
tanques para armazenamento de agua que promovem o arrefecimento dos processos. Sensores
de temperatura e vazao estao distribuidos nos elementos que compdem o sistema de destilacdo

e fermentacdo. A Figura 7 mostra a distribuicao dos sensores de temperatura e vazao na planta.
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Fonte: Assuncio et al **
Figura 7. Distribui¢do dos sensores de temperatura e vazao na planta.

O prototipo desenvolvido pelo grupo de pesquisa além de resolver os problemas
relacionados a producdo de cachaga de modo tradicional, com a investigagdo das dindmicas dos
processos de fermentagdo e de destilagdo, ganhou a possibilidade de ser utilizado para fins de
ensino e pesquisa das técnicas de modelagem e identificacdo de sistemas e controle de processos
reais [32,33].

O controle do sistema ¢ realizado através de circuitos eletrdnicos desenhados e
construidos especialmente para atender a planta. Além desses circuitos foi desenvolvido um
software, programado como rede neural, isto ¢, com inteligéncia artificial, o qual foi utilizado
no gerenciamento do processo. O conjunto ¢ apresentado na Figura 8 através de um diagrama.
Os circuitos eletronicos e o software, construidos para operagdo do prototipo submetidos ao

processo de obtencao de patente industrial [32, 33].
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Fonte: Assungio et al **

Figura 8. Diagrama do sistema
O protétipo € apresentado na Figura 9 ele foi selecionado pelo evento INOVA 2016
patrocinado pela Fapemig, como uma das quarenta melhores inovacdes do Estado de Minas

Gerais neste ano.

Figura 9. Alambique conectado ao computador com o sistema embarcado
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3.2 Modelagem matematica e sistema embarcado

O processo de producdo foi separado em duas etapas, fermentacdo e destilagdo, que
receberam modelagem matematica a partir dos dados de entrada e saida provenientes da planta.
Para a obtencdo dos dados do processo foi elaborado um sistema embarcado (de monitoramento
e controle) e um software de interface com o operador que armazena e disponibiliza esses dados
[32,33].

Para a etapa de fermentag¢do a modelagem mais recorrente ¢ 0 CSTR (Reator Continuo
Perfeitamente Agitado), que ¢ usado para representar a dindmica do processo no biorreator. O
modelo utilizado neste trabalho é composto por um sistema de equagdes diferenciais ndo
lineares que descrevem a dindmica dos estados: substrato, biomassa, produto, balango de massa
e energia dentro do tanque e balanco de massa e energia na jaqueta de resfriamento. O objetivo
desse desenvolvimento foi projetar um controle capaz de seguir a referéncia de temperatura
determinada por Nagy (2007, apud Assungdo 2017) de forma a tender um ensaio real [32,33].

Para a etapa de destilagdo a modelagem admitiu que a entrada de energia € o degrau de
poténcia de aquecimento do reator e a saida ¢ a temperatura dentro dele. Esse método foi
desenvolvido por Ahmed (2016, apud Assungdo 2017) e estima os parametros utilizando as
integrais da resposta ao degrau e o Método dos Minimos Quadrados Aguirre, (2015, apud
Assungdo 2017). No método de Ahmed (2016, apud Assungdo 2017) o uso das integrais
minimiza o efeito dos ruidos presentes nos sinais usados na identificagao e, assim, dispensa o
emprego de filtros digitais especificos e possibilita usar os dados coletados. O objetivo desse
desenvolvimento foi estabelecer a relagdo matematica entre a poténcia entregue ao alambique
e a temperatura no seu interior. Buscou-se um modelo simples de primeira ordem com atraso
puro de tempo. A simplicidade do modelo foi avaliada como parametro essencial para que o
estudo do processo fosse simplificado para ser empregado na pratica didatica e pesquisa da
dindmica [32,33].

Um sistema embarcado pode ser definido como um dispositivo computacional de
propésito especifico, que integrados ao meio externo, desempenha tarefas totalmente dedicadas
a aplicacdo ou ao processo (Toulson e Wilmshurst, 2017 apud Assuncdo 2017). O uso desse
tipo de sistema foi escolhido devido ao grande numero de dados que ele € capaz de coletar da
operacdo da planta, afim de alimentar o modelo com informagdes reais, e da possibilidade de
fornecer resposta ao processo durante sua execugao [32,33].

O sistema embarcado para identificacdo, denominado Master Legacy ¢ composto por:

modulo embarcado, moédulo de comunicagao e software de aquisi¢ao, ele teve o projeto baseado
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na junc¢ao de modulos que compdem uma plataforma. Ele é mostrado na Figura 10, cada parte
dele pode ser reprojetada e trocada para que uma nova funcionalidade da parte fisica
correspondente seja implementada. O sistema embarcado pressupde componentes fisicos
dedicado simples e de baixo custo, que possam atender a execugdo de algoritmos em tempo
real. Ainda microcontroladores disponiveis no mercado brasileiro de facil programacao e bom

suporte do fabricante, o que visa a acessibilidade dos instrumentos e sua facil manutencao
[32,33].

Drivers
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microcontroladaor
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Fonte: Assuncio et al **

Figura 10. Sistema Master Legacy
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4. Metodologia
Foram adquiridas doze marcas de cachagas artesanais comerciais, nao
envelhecidas e nem coradas, para as analises. Além dessas, foi realizada a produgdo de uma
cachaga artesanal no alambique automatizado conforme descrito a seguir. Todas as bebidas
citadas foram submetidas a andlises de cromatografia gasosa com detector por espectrometria
de massas e espectrometria de massas com ionizacao por paper spray. Os dados obtidos foram

tratados por aplicagdo de métodos quimiométricos.

4.1 Producio de cachaga — fabricaciao propria

Para avaliar o desempenho do protétipo construido pelo grupo de pesquisa foi realizada
a producdo de algumas bateladas de cachaga. O processo de fabricacdo que foi realizado no
laboratério 167 do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais,
UFMG, esta descrito a seguir.

4.1.1 Fermentacio

A manufatura foi realizada utilizando caldo de cana filtrado e centrifugado, doado pela
empresa Vale Verde, ele foi resfriado em volume suficiente para a realizagdo das 3 bateladas.
O volume necessario para cada batelada foi exposto a temperatura ambiente no dia da
utilizagdo. O caldo que inicialmente apresentava 23°Brix, foi diluido com agua destilada até
16°Brix, o valor foi acertado com um sacarimetro densimétrico de Brix e confirmado por um
refratdmetro de campo. A temperatura final do caldo foi de aproximadamente 20°C.

Para realizacdo das fermentacdes foi utilizado o fermento comercial LNF CA-11
(Saccharomyces cerevisiae, UFLA, lote 20160620-U). Esse fermento ja foi utilizado para
producdo de cachaca e aguardente de cana-de-agticar por outros autores com sucesso [46,47].

Foram utilizados 500g de fermento por batelada de fermentagdo, tendo sido essa
quantidade definida de modo experimental. A levedura foi ativada em caldo de cana diluido
com agua desionizada ajustado em 5°Brix. As fermentagdes foram realizadas sem esterilizacao
prévia do caldo e devem apresentar além do perfil de producdo do fermento comercial
adicionado a influéncia de leveduras selvagens presentes no caldo de cana. A adigcdo de
fermento sobre o caldo, que ja apresenta sua microbiota, reproduz uma pratica comum dos
produtores de cachaga [10].

A dorna, com temperatura controlada definida pelo software do sistema embarcado em
28°C e ja contendo o pé de cuba foi adicionado o caldo de cana ajustado paral 6°Brix, conforme

proposto por Canuto [14], chegando ao volume final de 40 Litros. A temperatura do mosto foi
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mantida em 28°C até o fim da fermentagdo pela atuagdo do sistema de controle e automagao
utilizado na planta.

Foi feito um acompanhamento visual do processo de fermentagdo no qual foi avaliada
a liberagdo de gas no trap, pela mangueira de escape da dorna. E amostras do mosto foram
coletadas para medir o teor de agucar, buscando intervir no final da fermentagdo, marcado pela
condicdo de 0°Brix. O vinho produzido foi transferido para o alambique para ser destilado. As
fermentagdes ndo foram sequenciais, elas foram repetidas por trés vezes, e tiveram a duragao
média de 24 horas.

4.1.2 Destilacao

A destilacdo foi realizada no alambique desenvolvido pelo grupo de trabalho, ele tem
panela e coluna fabricadas em cobre batido o que aumenta a superficie de contato com o vinho.
O alambique utiliza um sistema de aquecimento em banho termostatizado, o liquido utilizado
para imersdo foi uma solugdo 1:1 glicerina bidestilada/agua. Além disso, ele possui
condensador de aco inoxidavel, desenvolvido para esta pesquisa. A temperatura do banho
permaneceu na faixa de 100 a 120°C durante a destilacao.

O destilado foi coletado de maneira fracionada e armazenado, em frascos de coloracdo
ambar com tampas plasticas, cada fracdo reunia aproximadamente 190 ml por frasco. Nao
houve distingdo entre cabega, coracdo e cauda durante a coleta. Foram coletadas 30 fragoes de
cada destilacao.

As fracdes recolhidas durante a destilacdo tiveram seu teor alcoolico determinado pelo
emprego de um alcodmetro, ou seja, de um densimetro. Esse tipo de medida orienta a maioria
dos mestre-alambiqueiros na fabricagdo de cachacga, sendo utilizado para definir o corte entre
as fracdes. Para o presente trabalho o valor do teor alcodlico utilizado na defini¢do da fracdo
coragdo contemplou as aliquotas que apresentaram teor alcodlico entre 38 e 48 “GL.

Apesar de terem sido coletadas 30 fragdes por processo de destilagdo, notou-se que o
teor alcoolico das fragdes finais, a partir da vigésima de cada destilagdo, estava muito abaixo
do teor de 38 °*GL. Assim analise de todas essas fragdes ocasionaria um custo beneficio baixo,
com elevado gasto de reagentes e elevadissimo nimero de horas de funcionamento dos
equipamentos. Optou-se entdo por conceber a analise de 15 fragdes representativas de cada
destilacdo, estando entre essas todas as fragdes cabega e coragao, e ainda algumas fragdes cauda.

A identificagdo das amostras representativas de cada destilagdo que foram submetidas

as analises quimicas sdo mostradas na Tabela 3.
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Tabela 3. Identificacdo das amostras submetidas as analises quimicas

Destilagao 01 Destilagao 02 Destilagdo 03
Fragoes Cabega le2 16a 18 31e32
Fragoes Coracao 3al0 19227 33a38
Fracdes Cauda 11a15 28 a 30 39a45

4.2 Metodologia GC-MS

As analises das fra¢des do destilado, bem como de amostras de cachacas artesanais
comerciais, foram realizadas utilizando um cromatografo a gas com detector de Espectrometria
de Massas (GC-MS), modelo GC-2010-Plus-MS-QP2010SE (Shimadzu).

Foi utilizado um método cromatografico desenvolvido anteriormente por Canuto [14],
que precisou ser adaptado. O método foi descrito pelo autor como eficiente na quantificacdo de
um grupo de trinta e seis substancias por adi¢cdo de padrdo interno, a substancia que atende as
caracteristicas requeridas para padronizacdo e ainda apresenta boa solubilidade na matriz de
interesse ¢ o 4-metil-2-pentanol [14]. A tabela com os padrdes adquiridos para execucdo das
analises e sua respectiva pureza estdo disponiveis no anexo deste trabalho na Tabela 7.

Foram preparadas solu¢des variando a concentragcdo dos padrdes, e com adicdo de
padrdo interno, para montagem das curvas analiticas com 8 pontos, conforme ¢ mostrado na
Tabela 4 a seguir. O método apresenta um corte de deteccdo referente ao tempo de saida do
etanol, tendo sido definidos previamente pelo autor do método os tempos de retengdo de cada
padrdo do mix e os ions caracteristicos de sua fragmentacdo para montagem da rampa de
aquecimento ¢ do modo de analise por Monitoramento Seletivo de fon (SIM). Os dados da
montagem do método estdo disponiveis na Tabela 5 [14].

Foram definidas as seguintes condi¢des: para o GC modo de injegdo splitless durante
0,75 minutos, temperatura do injetor 250°C com um fluxo total de gas de 10 mL min™!, usando
uma coluna capilar polar HP-INNOWAX de 60 m x 32 mm e 0,50 um de espessura do filme.
A rampa de aquecimento teve temperatura inicial de 40°C com aquecimento a uma razao de
2°C min! até 100°C, mantendo-se essa temperatura por 6 minutos e aquecimento até 210°C
com uma razio de 40°C min"!. O tempo total de corrida cromatografica foi 39,70 minutos.

Para o espectrometro de massas foi usada a temperatura de 230°C para a fonte de ions e
de 270°C para a interface. O tempo de espera da fonte de ions foi de 1,5 minuto ap6s a injecdo

no sistema cromatografico.
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As amostras do destilado foram preparadas a partir de uma aliquota de 980 pL de cada
fragdo, que foi transferida para um vial de vidro provido de septo de silicone revestido de
politetrafluoretileno e, acrescidas de 20uL de uma solugdo de padrdo interno de 1000 mg L-!
em etanol/agua 40:60 v/v (40°GL). As solucdes dos pontos da curva foram guardadas em
geladeira e utilizadas em até sete dias apds o preparo.

Todos os cromatogramas foram tratados com o programa GCMS-Solution da
Shimadzu® e organizados em tabelas e graficos utilizando os programas Excel Office 2016
Microsoft® e Matlab. Os graficos e cromatogramas sao mostrados e discutidos na secdo de

resultados desse trabalho.
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Tabela 4. Pontos da curva de quantificagio

ANALITOS PONTOS DA CURVA (em mg 100 mL™! de alcool anidro)

Quant. 1° 2° 3° 4° 5° 6° 7° 8°
Butanal 0,25 1,25 2,5 6,25 12,5 25 62,5 125
Acetato de etila 0,25 1,25 3,75 7,5 10 15 20 22
Propionato de metila 0,25 1,25 2,5 6,25 12,5 25 62,5 125
Acetato de Isobutila 0,25 2,5 12,5 50 125 250 500 1000
Butan-2-ol 0,25 2,5 12,5 50 125 250 500 1000
Propan-1-ol 0,25 1,25 2,5 10 12,5 15 20
Isobutanol 0,25 1,25 2.5 10 15 20 25
Butanoato de Propila 0,25 2,5 12,5 50 125 250 500 1000
Pentanoato de etila 0,25 0,5 0,75 1 1,25 1,5 2 2,5
Butan-1-ol 0,25 2,5 12,5 50 125 250 500 1000
Propanoato de pentila 0,25 1,25 2,5 6,25 12,5 25 62,5 125
4-metilpentan-2-ol 5 5 5 5 5 5 5 0
Hexanoato de etila 0,25 1,25 2,5 5 10 15 20 25
2-metilbutan-1-ol 0,25 0,63 1,25 2,5 5 7,5 10 12,5
3-metilbutan-1-ol 0,25 0,63 1,25 2,5 5 7,5 10 12,5
Pentan-1-ol 0,25 2,5 12,5 25 62,5 125 250 500
Acetato de hexila 0,25 1,25 2,5 6,25 12,5 25 62,5 125
Heptanoato de etila 0,25 2,5 12,5 50 125 250 500 1000
Octanoato de etila 0,13 0,25 0,5 1,25 2,5 6,25 12,5 25
Furfural 0,25 1,25 2,5 6,25 12,5 25 62,5 125
Nonoato de etila 0,25 1,25 2,5 6,25 12,5 25 62,5 125
Benzaldeido 0,25 1,25 2,5 6,25 12,5 25 62,5 125
DMSO 0,25 2,5 12,5 50 125 250 500 1000
Mentol 0,25 1,25 2,5 5 12,5 18,75 25 50
Carbamato de etila* 1 10 50 100 250 500 1000 2000
Benzoato de etila 0,25 1,25 2,5 6,25 12,5 25 62,5 125
Undecanoato de Etila 0,25 1,25 2,5 6,25 12,5 25 62,5 125
Decan-1-ol 0,25 2,5 12,5 25 62,5 125 250 500
Geraniol 0,25 2,5 12,5 50 125 250 500 1000
Butan-1,4-diol 0,25 1,25 2,5 6,25 12,5 25 62,5 125
Tetradecanoato de etila 0,25 2,5 12,5 25 62,5 125 250 500
Pentadecanoato de etila 0,25 0,5 0,75 1 1,25 1,5 2 2,5
Tetradecan-1-ol 0,25 2,5 12,5 25 62,5 125 250 500

*A concentra¢do do carbamato de etila estd em pg L' de destilado

Fonte: adaptado Canuto '
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Tabela 5. fons monitorados (m/z) e tempo de retengdo (min)

ANALITOS Massa Molar m/z do ion Tempo de
/ gmol™! Monitorado retencio/min
Quant. Confir.

Butanal 72 44 43 5,625

Acetato de etila 88 43 29 ¢ 45 6,109

Propionato de metila 88 88 57 6,325

Acetato de Isobutila 116 56 56 9,771

Butan-2-ol 74 45 31 10,163
Propan-1-ol 60 29 42 10,801
Isobutanol 74 41 71 12,538
Butanoato de Propila 130 71 89 12,938
Pentanoato de etila 130 88 29 ¢85 13,321
Butan-1-ol 74 56 31 14,725
Propanoato de pentila 144 29 57 15,071
4-metilpentan-2-ol 102 45 15,38 0,0500
Hexanoato de etila 130 88 29 17,071
2-metilbutan-1-ol 88 57 56 17,123
3-metilbutan-1-ol 88 55 42 17,338
Pentan-1-ol 88 70 42¢55 18,975
Acetato de hexila 144 56 43 19,242
Heptanoato de etila 158 88 43 22,204
Octanoato de etila 172 101 88¢57 26,163
Furfural 96 9 95 27,550
Nonoato de etila 186 88 101 28,700
Benzaldeido 106 77 106 28,950
DMSO 78 78 63 30,071
Mentol 156 81 71 30,846
Carbamato de etila* 89 62 44 31,446
Benzoato de etila 150 105 77 31,438
Undecanoato de Etila 214 88 101 32,046
Decan-1-ol 158 55 43 32,305
Geraniol 154 41 69 33,229
Butan-1,4-diol 90 31 42 33,991
Tetradecanoato de etila 256 88 101 35,146
Pentadecanoato de etila 270 88 101 36,209
Tetradecan-1-ol 214 55 43 36,454

Fonte: adaptado Canuto '
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4.3 Metodologia Paper Spray

As analises foram realizadas em um espectrometro de massas Thermo Fisher LCQ
FLEET com analisador de massas de baixa resolucdo do tipo ion trap (San José, California,
EUA). Como solvente foi utilizado Metanol grau HPLC, adquirido da J.T. Baker Chemicals
(Center Valley, Pensilvania, EUA). O substrato para aplicacio das amostras foi papel
cromatografico 1 CHR, adquirido de Whatman (Little Chalfont, Buckinghamshire, Reino
Unido).

A fonte de ionizagdo paper spray foi construida no laboratério a partir de um clipe
metalico do tipo jacaré, ligado a um fio de cobre conectado a fonte de potencial do
espectrometro de massas. A montagem foi mantida por um suporte universal contendo uma
plataforma movel, que permite o ajuste do posicionamento do triangulo de papel (nas dire¢des
X, y e z) em relacdo a entrada do equipamento. A Figura /7 mostra o aparato utilizado durante
a analise PS-MS. O papel foi cortado no formato de tridngulo, com 1 centimetro para a base e

1,5 centimetros para cada lado, com o auxilio de régua e tesoura.

Y Ta

Figura 11. Montagem para execucdo de paper spray

36



As condigdes experimentais utilizadas para as analises foram: voltagem do spray de
+4,3 kV (modo positivo e modo negativo); potencial do capilar de 40 V; potencial das lentes
de 100 V; temperatura do capilar de 275 °C; distancia entre o papel e a entrada do espectrometro
de massas de 1,0 cm e faixa de massas de 150-2000 m/z.

As andlises foram executadas em sequéncia aleatéria das amostras, e em triplicata.
Aliquotas de 1,5 mL foram transferidas para eppendorfs, e a partir dessa fonte 20,0 pL de
amostra foram pipetados para os triangulos de papel, ja posicionados na frente da entrada do
MS e com o conector de cobre ligado a fonte de alta tensdo. Ap6s o que 20,0 uL de metanol foi
vertido sobre o papel e a fonte de tensdo foi ligada para aquisicdo dos dados pelo software,
Thermo Fisher Scientific Xcalibur 2.2 SP1 (San Jose, Califérnia, EUA).

As andlises por paper spray foram realizadas de forma qualitativa e sem identificagdo
para os compostos, nos modos de ionizagdo positivo e negativo, o sinal do modo negativo foi

instavel tendo com isso os resultados para este modo de analise foram descartados.
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4.4 Métodos Quimiométricos

A quimiometria foi executada pela aplicacdo das ferramentas: andlise de componentes
principais (PCA) e agrupamento por métodos hierarquicos (HCA). Foi utilizado o software
MATLAB, versao 8.5.0.197613 (Mathworks, Natick, Massachusetts, EUA), com o auxilio do
pacote (toolbox) PLS Toolbox, versdo 5.2.2 (Eigenvectors Research, Manson, Washington,
EUA).

No ambiente computacional do MATLAB, foi utilizado o comando:

A= xls readr (‘nomedaplanilha.xls’,1);

As informagdes relativas aos cromatograma, analise por GC-MS, deram origem a uma
matriz X (33 x 57), na qual as amostras estdo organizadas nas colunas e as areas dos compostos
avaliados através da curva de quantificacdo constavam nas linhas.

As informagoes relativas aos espectros de massas, analise por PS-MS, deram origem a
uma matriz X (93 x 57), na qual as amostras estdo nas linhas e a intensidade relativa de cada
ion razdo m/z foi arranjada nas colunas. Os dados dessa planilha sofreram pré-tratamento para
retirada do ruido.

As matrizes foram transpostas, no MATLAB usando a linha de comando: X=X’;

Na etapa de pré-processamento os dados relativos aos cromatogramas foram auto

escalados, enquanto os dados dos espectros de massa foram centrados na média.

4.5 Metodologia ICP-MS

As andlises foram realizadas em um espectrometro de massas com plasma
indutivamente acoplado, Agilent Tecnologies 7700 (Wilmington, Delaware, EUA). Nao foi
necessario fazer tratamento da amostra para execugdo das analises, apenas dilui¢ao de 10 vezes

em agua ultra-pura.
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5 Resultados e Discussao

5.1 Producao de Cachaca

Para a producado de cachaca utilizando o protétipo foram realizados onze ensaios, sendo
que os destilados obtidos em trés desses foram escolhidos para as respectivas analises. O
namero de tentativas escolhidas esta relacionado aos ajustes necessarios no equipamento, bem
como a troca de fermento e a adaptacdo da quantidade de fermento para o ajuste do tempo de
fermentag@o. Buscou-se atingir o tempo médio de fermentagdo de 24 horas que ¢ o adotado pela

maioria dos produtores tradicionais.

5.2 Teor de metais
As analises de ICP-MS indicaram que o teor de metais da bebida obtida em nosso
prototipo € baixissimo, os valores referentes a Arsénio, Chumbo e Cobre, sdo mostrados na

Tabela 6.

Tabela 6. Teores de metais com desvio padrdo relativo e limites da legislacao

Analito Teor RSD Limite legislacao
Arsénio 4,26 ng/L 20,8% 100pg/L
Chumbo 26,9 pg/L 3,8% 200pg/L

Cobre 0,26 mg/L 6,5% 5 mg/L

O azinhavre ¢ formado pelo deposito de carbonato basico de cobre, de formula quimica
CuCO3Cu(OH),, ele ¢ fonte de contaminacdo da bebida por cobre. Foi necessaria intensa
limpeza do alambique antes do inicio do processo de destilagdo uma vez que esse apresentava
espessa crosta verde caracteristica de azinhavre. O baixissimo teor deste metal indica que a
limpeza foi eficiente na remocao do azinhavre.

Os teores de todos os metais pesquisados foram baixissimos, o que confirma a forma
assertiva de desenho e construcdo do alambique, das dornas de fermentagdo e do sistema
embarcado controlado via programacdo neural (inteligéncia artificial), assim como a nao

contaminagao por esses agentes na conducdo do processo.
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5.3 Analises por paper spray

As analises por paper spray foram realizadas de forma qualitativa e sem identificagdo
para os compostos, € no modo positivo de ioniza¢do. A forma como foi concebida a fonte de
ionizag¢do do equipamento no laboratdrio de execugdo dos testes, ndo possibilita realizacdo de
analise quantitativa por ndo conseguir reproduzir com elevado nivel de confianca as condi¢des
de analise. E também importante relatar que o tempo disponivel para execucgdo de todos os
objetivos deste trabalho ndo permitiram ainda a validagdo de um método para quantificagdo por
PS-MS.

Um espectro de massas resultado da analise via paper spray de uma fracdo da cachaca
de fabricagdo propria € mostrado na Figura 2. Por avaliagdo visual é possivel notar abundancia
significativa de muitos ions com massas acima de 700 m/z o que ndo era esperado para a matriz

de trabalho.
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Figura 12. Espectro de massas de uma fracdo da cachaga de fabricacdo propria

Os dados obtidos por essa técnica por se tratarem de informagdes espectrais, portanto
continuas e passiveis de influéncia de ruido, necessitam de uma etapa de pré-processamento.

Foi escolhido o recurso de centrar os dados na média. Com base no grafico de PCs contra a

variancia explicada, foram definidas 4 PCs, que explicam 77,82% da variancia, uma vez que a
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partir desse valor a adicdo de uma nova componente ndo € significativa como pode ser

observado na Figura /3.

60 T T

5,
(=]

A
=)

Varidncia Explicada (%)
N w
[=] o

-
o

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Nuamero de Componentes Principais (PCs)

Figura 13. Numero de componentes principais escolhidas para dados do PS-MS

As Figuras 14 e 15 mostram a importancia dos ions na definicdo de PC1 e PC2. A
informagdo indicada por X ¢ a massa do ion e por Y € o peso atribuido a cada massa na PC,
apenas os ions mais relevantes tiveram sua relagdo massa carga (m/z) indicada no grafico.

Através da avaliag¢do visual dos graficos € possivel notar que os ions com maior peso
estdo na faixa de maior massa. Sabendo que a cachaga ¢ uma bebida constituida de 1% de
congéneres em uma matriz hidro alc6olica ndo era esperado observar tantos ions nessa faixa de
massa, nem que esses ions fossem ser tao significativos na explicacao da variancia das amostras.
Apesar da analise multivariada conseguir utilizar as pequenas alteragcdes, muitas vezes
imperceptiveis na avaliagdo por outros meios, para fazer inferéncias essa forte influéncia de

ions com massas tdo elevadas e presentes em grande abundéncia sugere uma contaminagdo das

amostras.
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Foram feitas duas designacdes para as fracdes de cachaca de fabricagdo propria, antes

da avaliag@o dos agrupamentos, na primeira foram indicadas amostras de corac@o e ndo coragdo,

a ultima refere-se as aliquotas das fragdes cabeca e cauda. Para as amostras compradas de outros
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produtores foi atribuida a designacdo “comercial”. Com base nos resultados obtidos ndo foi

possivel reconhecer disting@o entre as classes.

Os graficos de PC1 x PC2, os mais significativos dentro da variancia explicada, ndo

mostram nenhuma tendéncia. Avaliando-se a Figura /6 nao foi possivel definir agrupamento

entre amostras comerciais ou entre as amostras que representam as partes do destilado que foi

produzido para este trabalho.
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Figura 16. Grafico de PC1 x PC2 para definicdo de amostras: coragdo, ndo coracio e

comerciais

Na segunda designacdo para as amostras de cachaga obtida em nosso laboratério além

de estarem definidas entre corag@o e ndo coragdo foram relacionadas a sua destilacdo de origem.

As amostras de outros produtores continuaram a ser definidas como “comerciais”.

O mesmo ocorre para a avaliagdo em que os dados das destilagdes sdo diferenciados,

eles estdo mostrados na Figura /7.
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Figura 17. Grafico de PC1 x PC2 para defini¢cdo de amostras: corag@o e ndo coragao,

para cada destilagdo, e comerciais

Ao analisar separadamente PC1 e PC2, mostrados respectivamente nas Figura /8 e

Figura /9, pode-se observar um agrupamento das amostras de cachaga comercial. No grafico

de PC1 ndo ha tendéncia das amostras de fabricagdo propria. Enquanto, para o grafico de PC2

pode ser notada a formacao de trés grupos de amostras de coracdo, antecedidos e sucedidos por

grupos de amostras de ndo coragao.
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Figura 18. Grafico de escores de PC1
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Figura 19. Grafico de escores de PC2

O grafico de escores das amostras por destilacdo ndo apresentou tendéncia para PCl1,
tdo pouco para PC2, logo ndo houve resultados significativos para haver alguma discussdo
relevante sobre os dados.

Também foi inconclusiva a analise de agrupamento por métodos hierarquicos, HCA, e

por isso nao foi trazida para discussao.

5.4 Analises por GC-MS

Os cromatogramas resultantes das analises por GC-MS foram tratados para extragdo das
areas abaixo dos picos para cada um dos 33 analitos. As corridas cromatograficas, nas quais
foram submetidas as amostras, ocorreram no modo de monitoramento seletivo de ions (SIM),
que além de seletivo € também mais sensivel por fazer maior numero de varreduras por minuto
na busca dos ions estabelecidos previamente.

A confirmagdo da identidade de cada analito foi realizada com base no reconhecimento
dos espectros de massa e do tempo de retengdo definido pelo método. Essa forma de coleta dos
dados permitiu utilizar o ion mais intenso do espectro de impacto eletronico de um analito na
sua quantificag@o, como definido pelo método. Deixo como exemplo o trecho do cromatograma
referente aos isdmeros 2-metil-1butanol e 3-metil-1butanol, mostrado na Figura 20, esses

isomeros co-eluem e sdo quantificados entdo através das curvas referentes aos ions mais
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intensos da sua fragmentacgdo sendo o ion de 57m/z utilizado para o 2-metil-1butanol e o ion de
55 m/z utilizado para 3-metil-1butanol, para eliminar qualquer davida o ion de confirmacao do
3-metil-1butanol foi também utilizado, ele possui m/z 42 e esta também evidenciado na Figura
20 . O ion de confirmagdo do 2-metil-1butanol de m/z 56 ndo ¢ mostrado para facilitar a

visualiza¢do dos demais ions no cromatograma
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Figura 20 Cromatograma com exemplo de ions de quantificacdo e confirmagao

As informagdes do conjunto de analitos foram destinadas ao tratamento por
quimiometria conforme descrito na metodologia.

Considerando a avaliagdo de um mesmo composto para diferentes amostras os dados
obtidos por essa técnica apresentam bastante discrepancia necessitam, portanto, serem
submetidos a uma etapa de pré-processamento. Foi escolhido o recurso de autoescalar os dados,
ou seja, a média dos valores de area para cada composto analisado foi dividida pelo desvio
padrio entre esses valores.

Com base no grafico de PCs contra variancia explicada, foram definidas 6PCs, que
explicam 62,08% da varidncia, uma vez que a partir desse valor a adigdo de uma nova

componente nao € significativa como pode ser observado na Figura 21.
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Figura 21. Numero de componentes principais escolhidas para dados do GC-MS

A importancia dos compostos definidos pelo método na determinacdo de PC1 e PC2
pode ser observada nas figuras 22 e 23. Os 33 compostos estdo representados e organizados na
ordem crescente do tempo de eluicdo. A legenda com os nomes dos compostos e o respectivo

numero de identificacdo € uma so para as figuras 22 e 23.
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Figura 22. Importancia dos compostos na composi¢ao de PC1
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1. Butanal 12. 4-metil-2-pentanol 23. DMSO

2. Acetato de etila 13. Hexanoato de etila 24. Mentol

3. Propionato de metila 14. 2-metil-1-butanol 25. Carbamato de etila

4. Acetato de isobutila 15. 3-metil-1-butanol 26. Benzoato de etila

5. Butan-2-ol 16. Pentan-1-ol 27. Undecanoato de etila
6. Propan-1-ol 17. Acetato de Hexila 28. Decanol

7. Isobutanol 18. Heptanoato de etila 29. Geraniol

8. Butanoato de propila 19. Octanoato de etila 30. Butan-1.4-diol

9. Pentanoato de etila 20. Furfural 31. Tetradecanoato de etila
10. Butan-1ol 21. Nonoato de etila 32. Pentadecanoato de etila
11. Propanoato de pentila 22. Benzaldeido 33. Tetradecanol

Através de analise visual do grafico ¢ possivel perceber que ha muita similaridade no
nimero de compostos ndo significativos ¢ no numero de compostos que explicam a parte
negativa de PC1 e de PC2. Contudo os analitos relacionados a parte negativa de cada PC nédo

sS40 0S Mesmos.
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Foram utilizadas para as amostras as mesmas classificagdes apresentadas nos resultados
das analises feitas por paper spray. Para as fracdes de cachaga de fabricagdo propria, classes de
coracgdo e ndo coracdo, e para as amostras compradas de outros produtores classe “comercial”.
A classificacdo por esse critério ¢ mostrada a seguir.

O grafico de PC1 x PC2, o qual ¢ mais significativo dentro da variancia explicada, ¢
mostrado na Figura 24 e apresenta tendéncia de formacdo de agrupamentos, tanto em PClI

quanto em PC2 sendo mais significativa em PC2.
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Figura 24. Grafico de PC1 x PC2 para defini¢cdo de amostras: coragdo, ndo coracgao e

comerciais

As amostras comerciais tenderam a ficar agrupadas na parte positiva de PC2 e negativa
de PC1. E as amostras de coragdo, da cachaga de fabricacdo propria, indicadas em vermelho,
em sua maioria ficaram na regido negativa de PC2.

O grafico de escores de PCl, mostrado na Figura 25, indica que ha tendéncia de
formagdo de agrupamentos para as amostras comerciais e para as amostras de ndo coracdo,
apesar da presenca de outliers.

Entre as amostras de producdo propria houve a formacao de trés grupos de amostras de
coragdo. A existéncia de trés agrupamentos para as amostras sugere a identificacdo das trés

destilagdes, porém essa distingdo ndo € conclusiva através do grafico em analise.
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Figura 25. Grafico de escores de PC1

Assim como para os resultados das analises de paper spray na segunda classificagdo as
amostras de cachaca fabricag@o propria além de estarem definidas entre corag@o e ndo coragao
foram relacionadas a sua destilacdo de origem. As amostras de outros produtores continuaram
a ser definidas como “comerciais”.

A aplicagdo da segunda designacdo para as amostras na avaliacdo de PClx PC2,
mostrada na Figura 26, ndo revelou mudanga significativa quando comparada a primeira. As
amostras comerciais continuaram segregadas, na regido de PC1 negativa ¢ PC2 positiva.

Entretanto as amostras de fabricagdo propria ndo sofreram segregacao.
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Figura 26. Grafico de PC1 x PC2 para definicdo de amostras: coragdo e ndo coragao,

para cada destilagdo, e comerciais
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O grafico de escores de PCl para a classificagdo que considera as destilacdes,
apresentado na Figura 27, indicou a separagdo das amostras comerciais e das destilacdes. Elas
estdo posicionadas ao longo da regido negativa de PC1, de maneira paralela ao eixo das
abcissas.

Pode ser notada a distingdo das partes dentro de cada um dos destilados, as fragdes
identificadas pelos numeros 1, 2, 16, 17, 31 e 32 sdo de aliquotas da cabega dos destilados. Elas
se orientam proximo a ponta das setas desenhadas no grafico. As aliquotas relativas a fragdo
cauda de um destilado estdo orientadas no sentido oposto das aliquotas de cabeca elas estdo
identificadas pelas sequéncias numéricas 11 a 15,28 a 30 e 39 a 45.

As amostras comerciais que representam as cachagas adquiridas no mercado se
aproximam da porcao final do corag@o e da cauda dos destilados de fabricacdo propria. Elas
estdo concentradas na parte negativa de PC1. Essa distribuigdo semelhante a encontrada para
as aliquotas da parte final do corag@o e da cauda, indica que essas fragdes guardam similaridade
na composigao.

As aliquotas que compdem a cauda apresentam menor teor alcoolico, por serem mais
ricas em agua sdo também mais ricas em compostos como o acido acético ou acido propanoico.
A contaminagdo do mosto por bactérias acéticas ¢ um problema comum na producdo de
cachaca. As fermentagdes para produgdo de destilado nos testes desse trabalho ocorreram com
controle da temperatura, visando manter o mosto em condigdes favoraveis a levedura do
fermento, que produz etanol, e desfavoravel as bactérias acéticas, que produzem acido acético.
O controle de temperatura nesta etapa ¢ algo incomum para os produtores de cachaga artesanal
e esse fato pode ser a explicacdo para a semelhanga observada entre as cachagas comerciais ¢ a
porcdo final do destilado de fabricacdo propria. Porém uma avaliacdo do contetido de acido
acético ¢ importante para confirmagdo da relagdo apresentada.

Outra hipodtese, a cerca desse agrupamento, ¢ que como as cachacgas comerciais sao
formadas pelo conjunto de todas as fragdes do cora¢do que sdo armazenadas juntas ela pode
passar por um processo de maturagdo, no qual pode haver a formagao de novos compostos com
maior massa molar. E estes novos compostos gerados durante a matura¢do podem influenciar

na determinacdo dos agrupamentos ocorridos.
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Figura 27. Grafico de escores de PC1

O histograma da analise de agrupamento por métodos hierarquicos, HCA, ¢ apresentado

na Figura 28. Pela sua avaliagdo temos que as amostras comerciais em sua maioria ficaram

agrupadas formando uma classe. E que ha uma tendéncia de agrupamento para a maioria das

fragdes de coracdo, mas essa ndo ¢ forte suficiente para definir uma classe. A avaliacdo do

histograma também ndo indicou a possibilidade de separacdo dos trés destilados como foi

conseguido por PCA.
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Figura 28. Histograma de analise por agrupamento por métodos hierarquicos
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5.5 Comparacio entre as técnicas analiticas

Os resultados da aplicacdo de quimiometria mostraram a técnica de GC-MS superior ao
PS-MS na discrimina¢do dos grupos de amostras. O agrupamento foi ainda mais evidente
quando se considerou o destilado de origem das amostras.

O resultado anterior pode ser entendido se considerarmos que na execu¢ao das analises
via paper spray, durante a aplicacdo das amostras no papel, os analitos ficam expostos as
condicdes ambientais. Como as substiancias de interesse, os congéneres da bebida, sdo
compostos bastante volateis nessas condigdes podemos supor que houve uma diminui¢dao
consideravel da concentragdo dessas substancias devido a evaporacdo sofrida pela amostra
antes da introdugdo no equipamento, um problema que ¢ intrinseco a técnica em questdo. Dessa
forma, marcadores que tiveram grande contribui¢do no agrupamento das amostras por GC-MS
provavelmente tiveram seu teor seriamente reduzido antes da introdu¢do da amostra no
espectrometro de massas no PS-MS. Por esses motivos o desempenho do paper spray pode ser
considerado abaixo do potencial demonstrado pela técnica para outras matrizes, conforme
apresentado anteriormente neste trabalho.

A cromatografia tem como pontos negativos o tempo de execugdo elevado para a
realizacdo das analises e para o tratamento dos cromatogramas. Para a execug@o das analises,
apos o preparo, foram feitos uma série de testes durante o dia e a noite, os quais necessariamente
demandaram uma semana. O maior problema desse extenso periodo de tempo gasto reside nas
variagdes a que as condi¢des do equipamento e da sala de analise podem passar de modo
aleatorio. Por exemplo, nesse intervalo de tempo o fluxo de pessoas na sala varia, a temperatura
da sala muda e a estabilidade da rede elétrica também.

Contribuiu para o melhor estudo e interpretacdo do resultado da cromatografia a
utilizacdo de um método que prioriza a avaliagdo da presenca de substancias do grupo de
congéneres. Igualmente, outro fator importante visando a interpretagdo aprimorada
fundamentou-se na forma de extragdo dos dados, alicercada na busca por compostos especificos
relacionados no método. Esse tratamento dos cromatogramas refinou os dados quando
desconsiderou os demais compostos antes da aplica¢do da quimiometria.

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas pode ser vista como mais
adequada na pesquisa dos compostos relacionados como congéneres, quando comparada com
a técnica PS-MS, pois sdo em sua maioria volateis nas condi¢des ambientais prevalecentes. O

método utilizado pode ser aprimorado ajustando-se experimentalmente os parametros exigidos
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pela técnica, assim como também ha potencial para o desenvolvimento de novos métodos para

a devida quantificacdo de compostos congéneres e ou de indesejaveis.

5.6 Qualidade da cachaca obtida no nosso laboratorio

Foram avaliadas trés aliquotas da fragdo coracdo de cada um dos destilados quanto a sua
qualidade fisico-quimica. No anexo da Instru¢do Normativa 13 de 29 de junho de 2005, cujas
secOes pertinentes estdo disponiveis no anexo B deste trabalho, estdo os teores maximos
permitidos para uma série de 5 grupos de congéneres, bem como para 0s compostos
contaminantes. O método cromatografico ndo contempla todas as substancias reguladas, e ¢
direcionado apenas para a busca de compostos especificos, a avaliacdo dos teores das
substancias presentes na bebida serd limitada ao método. E os teores expressos sempre em
miligramas/100mL de alcool anidro, conforme indicado na legislagdo, abreviados como
mg/100mL a.a.

Entre os compostos desejaveis foram observados: acetato de etila, propanoato de
pentila, octanoato de etila, nonoato de etila, undecanoato de etila, benzoato de etila, geraniol e
tetradecanoato de etila. As substincias apontadas como desejaveis fazem parte do grupo de
flavorizantes e contribuem ativamente para sabor e odor agradavel da bebida.

Com presenga mais significativa o teor de geraniol com odor de rosas, contribui muito
para a formacdo do buquet dessa cachaca. O teor desse alcool superior foi bem constante no
coracdo de cada destilag@o estudada, ficou em torno de 0,490 + 0,001 mg/100mL a.a.

Em quantidade intermedidria, figuraram acetato de etila e octanoato de etila compostos
que agregam odor frutado e de abacaxi respectivamente, eles promovem boa combinagdo com
o geraniol e enaltecem o sabor frutado da bebida [37]. Finalizando a composi¢cdo de
flavorizantes propanoato de pentila, nonoato de etila, undecanoato de etila e benzoato de etila
apareceram em baixas quantidades. A soma de ésteres alcangou o teor maximo de 1,1 £+ 0,2mg
expressos em massa de acetato de etila /100 mL a.a., como recomenda a norma. Essa quantidade
esta muito abaixo do valor maximo fixado, de até 200mg/100 mL a.a., sendo indicativa de que
o sabor da bebida pode ser aprimorado com investimento no incremento do teor dessa classe de
compostos.

O pentanol ¢ um alcool superior que foi encontrado em quantidade pouco significativa
nas aliquotas de coracao avaliadas, sua presenca esta relacionada a atribuicdo de aroma frutado,
balsamico a alimentos [37]. A concentragdo mais expressiva ficou em 0,102 £ 0,002mg/100mL

a.a., que ¢ bastante pequena frente os demais flavorizantes presentes.
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Um grupo de alcoois tiveram presenga marcante no coracdo da bebida: 1-propanol,
isobutanol, 2-metil-1butanol e 3-metil-1butanol. Esses compostos sdo desejaveis, ressalvando-
se que seu teor ndo ultrapasse o estabelecido pela normativa, juntos eles alcangaram o valor
maximo de 0,20 + 0,04 mg/100mL a.a. bem abaixo do limite de 360mg/100mL a.a.

Entre os compostos indesejaveis foram observados: furfural, benzaldeido e DMSO.
Furfural e benzaldeido os quais estdo associados ao odor de améndoas ou agucar queimado e
responsaveis pelo popularmente conhecido “bafo da onga”, mas sdo considerados indesejaveis
por serem maléficos a saude [14]. Como ja apresentado na Tabela 1 o benzaldeido ¢ narcético
e causa dermatite, enquanto o furfural ¢ irritante e provoca dores de cabeca. As quantidades
desses compostos foram bastante baixas o teor de benzaldeido ficou em 0,0199 =+
0,0001lmg/100mL a.a., com ocorréncia na aliquota referente a apenas uma destilacdo, e o
furfural com 0,0085+ 0,0001mg /100mL a.a. que resultaram ser teores constantes entre as
amostras estudadas. O DMSO apesar de ter baixa toxicidade apresenta odor desagradavel e,
portanto, pode ser considerado como indesejado. Ele ocorreu com teor constante para as
aliquotas estando em 0,01783 + 0,00001mg/100mL a.a., presente em todas as amostras
analisadas.

Compostos de cadeia longa como tetradecanoato de etila e tetradecanol sdo produtos de
reacdo de acidos graxos e estdo associados a sabor desagradavel (rancido). O tetradecanol foi
encontrado em aliquotas de duas das destilagcdes em teor baixissimo de 0,1979 £ 0,0002mg
/100mL a.a. o que ndo modifica significativamente o sabor.

Também presentes na bebida 1-butanol e 2-butanol sdo considerados contaminantes,
eles podem estar presentes desde que em quantidade ndo superior a 3mg ¢ 10mg/100mL a.a.
respectivamente. Eles foram encontrados em quantidades bem baixas estando o 1-butanol com
no maximo 0,09 + 0,01 mg e o 2-butanol com 0,0651 + 0,0003 mg/100mL a.a.

E importante ressaltar que nio houve registro da presenga de carbamato de etila nas
fragdes do coragdo escolhidas para estudo. Ele é carcinogénico e tem seus limites controlados
pela legislagao sendo 150pug/L o teor maximo tolerado.

A bebida fabricada para a presente pesquisa tem qualidade boa em todos os aspectos
pesquisados. Entretanto, para avaliar o completo atendimento a legislagdo por esta faz-se
necessario realizar mais andlises e avaliar a presenca de compostos como acido acético,
metanol, acroleina e outros que vao além do escopo do método utilizado.

Apesar da qualidade ser adequada a obtencao da bebida utilizando o prototipo, esta pode

ser melhorada com mais ajustes, tais como a execu¢do de um grande nimero de bateladas
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visando a que o programa de controle, o qual foi desenvolvido como rede neural popularmente
conhecida como inteligéncia artificial, otimize os parametros do sistema de forma automatica
com o algoritmo desenvolvido para tanto, isto €, o programa de controle “aprende”. Outro ponto
importante que deve ser ressaltado ¢ o ndo resfriamento do caldo de cana antes do inicio da
fermentag@o, pois durante o periodo em que a temperatura fica baixa a fermentacdo pela
microbiota selvagem presente no caldo continua a ocorrer mesmo que em baixa extensao.

Ainda outro ponto importante esta na escolha do fermento, o desempenho de diferentes
linhagens de levedura foi testado por varios autores, [14,34,35,36] que demonstraram as
vantagens dessa escolha com melhorias significativas no produto final, o bom desempenho na
produgdo de variados ésteres poderia enriquecer o sabor (flavor) da cachaca.

Dessa forma, o resultado reforca a necessidade de investir em novos testes aplicando
outros fermentos selecionados, o que poderia render uma bebida de qualidade ainda superior

com o refino do trabalho do sistema embarcado.
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6. Consideracoes finais

O prototipo desenvolvido pelo grupo foi utilizado com sucesso na produgdo de cachaca.
Além de proporcionar meio de produgdo da bebida ¢ 1til na investigacdo das dinamicas dos
processos de fermentacdo e de destilagdo no ambito da pesquisa e do ensino.

Os resultados da aplicagdo de quimiometria mostraram que a técnica de GC-MS foi
superior a0 PS-MS na discriminacdo dos grupos de amostras, principalmente quando
considerado o destilado de origem das amostras. Portanto a técnica PS-MS ndo ¢ apropriada
para monitorar o processo de obtengdo da bebida, da forma como foi aplicada, ja que por razdes
intrinsecas da técnica, os teores de compostos volateis importantes sdo negligenciados. Pode
ser avaliada a possibilidade de otimizacdo das condicdes de aplicacdo do paper spray para
adequacdo a aplicac@o de interesse.

A cachaca de fabricacdo propria tem baixissimo teor de compostos toxicos e
indesejaveis, e limitando a avaliagdo aos analitos estudados ela ndo oferece risco a satde do
consumidor por causa desses produtos, mas existe ainda a toxicidade do etanol, se consumido
em quantidade exagerada. Os compostos desejaveis, como ésteres e alcoois superiores,
ocorreram em teor bastante baixo, portanto, modificagcdes que possam contribuir no aumento
desses compostos devem ser adotadas. Também a possibilidade de avaliacdo das fragdes de
coracdo de um destilado apds passarem por um processo de maturagdo permanecendo reunidas
conforme as cachagas comerciais estudadas.

Este estudo reforca a necessidade de investir em novos testes de fermentacdo e
destilacdo, aplicando condigdes mais proximas do processo de produgdo de cachaga do modo

tradicional, o que poderia render uma bebida de qualidade superior.
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Anexo A

Tabela 7. Reagentes utilizados na analise do perfil de volateis das fragdes do destilado de

cachaga

Reagente Grau de Pureza | Marca

1 Padréo de 2-metilbutan-1-ol 99% Sigma Aldrich
2 Padrio de 3-metilbutan-1-ol 99% Sigma Aldrich
3 Padréo de acetaldeido 98,5% Sigma Aldrich
4 Padrao de acetato de etila 99,9% Sigma Aldrich
5 Padrdo de acetato de hexila 99,7% Sigma Aldrich
6 Padrdo de acetato de isobutila 99,8% Sigma Aldrich
7 Padrio de alcool alilico ou propilico 99% Sigma Aldrich
8 Padrdo de benzaldeido 99,5% Sigma Aldrich
9 Padrio de benzoato de etila 99% Sigma Aldrich
10 Padréo de butan-1,4-diol 99% Sigma Aldrich
11 Padrio de butan-1-ol 99,9% Sigma Aldrich
12 Padrao de (+/-)butan-2-ol 99,8% Sigma Aldrich
13 Padrdo de butanoato de propila 99% Sigma Aldrich
14 Padrao de butiraldeido 99% Sigma Aldrich
15 Padrao de carbamato de etila 99% Sigma Aldrich
16 Padrdo de decan-1-ol 99,5% Sigma Aldrich
17 Padrao de dimetilssulfoxido (DMSO) | 99,9% Sigma Aldrich
18 Padréo de geraniol 99% Sigma Aldrich
19 Padréo de heptanoato de etila 99% Sigma Aldrich
20 Padrao de hexanoato de etila 99% Sigma Aldrich
21 Padréo de isobutanol 99,8% Sigma Aldrich
22 Padrao de mentol 99% Sigma Aldrich
23 Padrao de nonoato de etila 98% Sigma Aldrich
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24 Padrao de octanoato de etila 99% Sigma Aldrich
25 Padrao de pentadecanoato de etila 96% Sigma Aldrich
26 Padrao de pentan-1-ol 99,8% Sigma Aldrich
27 Padrdo de pentanoato de etila 99,7% Sigma Aldrich
28 Padrao de propan-1-ol 99,9% Sigma Aldrich
29 Padrio de propanoato de pentila 98% Sigma Aldrich
30 Padrao de propionato de metila 99,8% Sigma Aldrich
31 Padréo de tetradecan-1-ol 99% Sigma Aldrich
32 Padréo de tetradecanoato de etila 99% Sigma Aldrich
33 Padrao de undecanoato de etila 97% Sigma Aldrich
34 Padrao de valeraldeido 97% Sigma Aldrich
Etanol grau HPLC 99,9% Merck

Agua ultrapura Milli-Q
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ANEXO B

Parte do anexo da Instrugdo Normativa No. 13 de 29 de junho de 2005, que aprova o
Regulamento Técnico para fixagdo dos Padrdes de Identidade e Qualidade para Aguardente de
Cana e para Cachaga.
3. COMPOSICAO QUIMICA E  REQUISITOS DE QUALIDADE
3.1. O Coeficiente de Congéneres.
3.1.1. O Coeficiente de Congéneres (componentes volateis "ndo alcool", ou substancias volateis
"ndo alcool", ou componentes secundarios "ndo alcool", ou impurezas volateis "ndo alcool") é
a soma de: -acidez volatil (expressa em acido acético);- aldeidos (expressos em acetaldeido);-
¢ésteres totais (expressos em acetato de etila); - alcoois superiores (expressos pela soma do alcool
n-propilico, alcool isobutilico e 4lcoois isoamilicos); - furfural + hidroximetilfurfural.
3.1.2. O Coeficiente de Congéneres para os produtos previstos no subitem 2.2 do presente
Regulamento Técnico ndo podera ser inferior a 200mg (duzentos miligramas) por 100mL e ndo
podera ser superior a 650mg (seiscentos e cinquenta miligramas) por 100mL de alcool anidro.
3.1.3. Os componentes do Coeficiente de Congéneres para os produtos previstos no subitem 2.2

do presente Regulamento Técnico devem observar os seguintes limites:

Maximo | Minimo

Acidez volatil, expressa em acido acético em mg/100mL de alcool 150 -
anidro
Esteres totais, expressos em acetato de etila, em mg/100mL de 200 -

alcool anidro

Aldeidos totais, expressos em acetaldeido, em mg/100mL de 30 -

alcool anidro

Soma de Furfural e Hidroximetilfurfural, em mg/100mL de alcool 5 -
anidro
Soma dos alcoois isobutilico (2-metil propanol), isoamilicos ( 2- 360 -

metil-1-butanol+ 3-metil-1butanol) e n-propilico (1-propanol), em

mg/ 100mL de alcool anidro

3.1.4. Deverdo ser detectadas as presengas de compostos fendlicos totais nas Aguardentes de
Cana e nas Cachagas envelhecidas.

3.2. Ingredientes Bésicos
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3.2.1. Para a Aguardente de Cana-de-Acucar: Mosto fermentado obtido do caldo de cana-de-
acucar;

Destilado Alcoodlico Simples de Cana-de-Agucar.

3.2.2. Para a cachaga: Mosto fermentado obtido do caldo de cana-de-agucar.

3.2.3. Para o Destilado Alcoodlico Simples de Cana-de-Agtcar:

Mosto fermentado obtido do caldo de cana-de-agucar.

3.2.4. Acucar na Aguardente de Cana Adogada e na Cachaga Adocada.

3.3. Ingredientes Opcionais:

3.3.1. Agua

Deve obedecer as normas e padrdes aprovados em legislagdo especifica para agua potavel, e
utilizada exclusivamente para padronizagdo da graduacdo alcoolica do produto final.

3.3.2. Acucar/Sacarose, que pode ser substituida total ou parcialmente por agucar invertido,
glicose ou seus derivados reduzidos ou oxidados, até o0 maximo de 6g/L (seis gramas por litro)
para a Aguardente de Cana e para a Cachaca e inferior a 30g/L (trinta gramas por litro) na

Aguardente de Cana Adogada e na Cachaca Adogada, expressos em Sacarose.

5. CONTAMINANTES

5.1. Contaminantes Organicos:

5.1.1. Alcool metilico em quantidade ndo superior a 20,0 mg/100 mL (vinte mg por 100mL)
de alcool anidro.

5.1.2. Carbamato de etila em quantidade ndo superior a 150png/L (cento e cinqiienta
microgramas por litro).

5.1.3. Acroleina (2-propenal) em quantidade ndo superior a 5mg/100mL (cinco miligramas
por 100 mL) de alcool anidro.

5.1.4. Alcool sec-butilico (2-butanol) em quantidade niio superior a 10mg/100mL (dez
miligramas por 100 mL) de &lcool anidro.

5.1.5. Alcool n-butilico (1-butanol) em quantidade nio superior a 3mg/100ml (trés miligramas
por 100 mL) de élcool anidro.

5.2. Contaminantes Inorganicos:

5.2.1. Cobre (Cu) em quantidade ndo superior a 5Smg/L (cinco miligramas por litro)

5.2.2. Chumbo (Pb) em quantidade ndo superior a 200pg/L (duzentos microgramas por litro).

5.2.3. Arsénio (As) em quantidade ndo superior a 100pg/L (cem microgramas por litro).
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