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PRODUGAO DE FERMENTADO ALCOOLICO DE CANA-DE-AGCUCAR,
CARACTERIZAGAO E AVALIAGAO DO SEU ENVELHECIMENTO.

Autor: JOSE TORQUATO DE QUEIROZ TAVARES
Orientador: RICARDO LUIS CARDOSO
Co-orientador: PEDRO AFONSO DE PAULA PEREIRA

RESUMO: Estudo conduzido em desenho experimental completamente casualizado
avaliou o efeito da fermentacdo da garapa da cana-de-acucar resultante de dois
processos de producdo (natural e pasteurizado) e de dois tipos de envasamento
(garrafas de vidro ou barris de carvalho) em algumas caracteristicas fisico-quimicas
e sensoriais do fermentado durante o envelhecimento, com trés repeticdes. Os
resultados dos atributos avaliados foram submetidos a analise de variancia, testes
de médias e andlise de componentes principais (ACP). Todas as caracteristicas
avaliadas ficaram dentro dos limites estabelecidos pela legislacdo brasileira. O
processo de producdo e o tipo de envasamento alteraram significativamente
(p<0,01) as caracteristicas fisico-quimicas (acidez volatil, acidez fixa, solidos
soluveis totais e acUcares), no numero e areas dos picos dos COV dos fermentados
durante o envelhecimento, assim como, as caracteristicas sensoriais fazendo com
que a avaliacdo sensorial do fermentado pasteurizado (FP) fosse superior a do
fermentado natural (FN) para a maioria dos atributos. Os fermentados envelhecidos
em garrafas apresentaram maior concentracdo de compostos organicos volateis que
os envelhecidos em barril de carvalho. Foram identificados 104 COV comuns aos
quatro tipos de bebida. A ACP discriminou os quatro tipos de fermentado. Durante o
estudo, foi desenvolvido um método eficiente por micro extracdo em fase sélida em
headspace (MEFS-HS) e cromatografia gasosa — espectrometria de massas (CG-
EM), para extracdo e identificacdo de compostos orgéanicos volateis (COV) formados

no processo de vinificacao e no envelhecimento.

Palavras-chave: vinho de cana-de-agUcar, Saccharum hibrida, perfil volatil, HS/SPME-
CG/MS, fermentado de cana.



SUGAR CANE WINE PRODUCTION, CHARACTERIZATION AND AG ING
EVALUATION.

Author: JOSE TORQUATO DE QUEIROZ TAVARES
Adviser: RICARDO LUIS CARDOSO
Co-adviser: PEDRO AFONSO DE PAULA PEREIRA

ABSTRACT : Study in a completely randomized experimental design evaluated the
effect of brewing sugar cane juice yielded from two production process (natural and
pasteurized), and stored in two aging containers (glass bottle and oak barrels) in
selected physical-chemical and sensory characteristics of the fermented, with three
replications. The results of the evaluated parameters were submitted to analysis of
variance, mean test and principal component analysis (PCA). All observed
characteristics were within the limits established by Brazilian legislation. Both, the
production process and store containers influenced significantly (p < 0.01) the
physical-chemical characteristics (volatile acidity, fixed acidity, soluble solids and
sugars), VOCs number and peaks area of the brew during the aging period and the
sensory characteristics. For most attributes evaluated pasteurized sugar cane
alcoholic beverage (FP) was superior to the natural sugar cane alcoholic beverage
(FN). The fermented aged in glass bottles showed a higher concentration of volatile
organic compounds that aged in oak barrels. It was identified 104 VOCs common to
the four types of drink. The ACP analyze discriminated four types of sugar cane
alcoholic beverage. The garapa pasteurization caused increase in concentration,
expressed as peak areas, in the most volatile and increasing the VOCs number. The
pasteurization affected the sensory characteristics. During the study, it was
developed an efficient method for micro solid phase extraction in headspace (HS-
SPME) and gas chromatography - mass spectrometry (GC-MS) for extraction and

identification of volatile organic compounds (VOCs) formed in winemaking and aging

Keywords: sugar cane wine, Saccharum hibrida, volatile profile, HS/SPME-GC-MS,

sugar cane fermented.



INTRODUCAO

A cana-de-acucar (Saccharum sp.) € uma planta originaria do sudeste da
Asia, onde é cultivada desde épocas remotas, principalmente a espécie S.
officinarum. O surgimento de varias doencas e de uma tecnologia mais avancada
exigiu a criacdo de hibridos através do cruzamento da S. officinarum com outras
quatro espécies do género Saccharum e, posteriormente, por meio de
retrocruzamento foram obtidas novas variedades e cultivares (MARAFANTE, 1993).

A importancia da cana-de-acgucar pode ser atribuida & sua mdltipla utilizacéo:
€ processada com a retirada do colmo (caule), que é esmagado, liberando o caldo
que é concentrado por aguecimento, resultando no mel, a partir do qual o acucar é
cristalizado, tendo como subproduto o melagco ou mel final. O colmo pode também
ser consumido in natura (mastigado), ou entdo usado para fazer caldo de cana
(garapa), melado e rapadura, podendo também ser usada na alimentacdo animal
(MARAFANTE, 1993).

O caldo também pode ser utilizado na producdo de etanol, através de
processo fermentativo, além de bebidas destiladas como cachaga ou rum e outras
bebidas alcoodlicas. Ja as fibras, principais componentes do bagaco, podem ser
usadas como matéria prima para producéo de energia elétrica, atraves de queima e
producéo de vapor em caldeiras que tocam turbinas, e etanol, através de hidrolise
enzimatica ou por outros processos que transformam a celulose em aclcares
fermentaveis (CESNIK, 2004).

No Brasil, a cultura da cana-de-agUcar esta instalada em uma area superior a
seis milhdes de hectares, Com uma estimativa de producéo de mais de 622 milhdes
de toneladas de cana, conforme dados de abril de 2009 para a safra 2009/2010, e
que séo destinados a fabricacédo de acgucar, élcool e outros usos (CONAB, 2009).

A producdo mundial de cana-de-acucar totaliza quase 1,4 bilhdo de toneladas
e esta localizada predominantemente na faixa tropical do planeta, nos paises em

desenvolvimento da América Latina, Africa e do Sudeste Asiatico. Quase metade da



producdo mundial de cana-de-agucar é assegurada atualmente por quatro nagbes
das Américas - Brasil, Cuba, México e Estados Unidos. Seguem-se, pela
importancia de suas safras, paises asiaticos como a india, a China e as Filipinas. O
Brasil € lider mundial na producéo de cana-de-acUcar, tendo processado cerca de
487 milhdes de toneladas na safra 2007/2008, dos quais cerca de 90 % na regiao
Centro-Sul, e 10 % na Nordeste (UNICA, 2009, CONAB, 2009).

Os primeiros relatos sobre a fermentacdo vém dos egipcios antigos por volta
de 6000 anos quando foi descoberta. “Curam varias moléstias, inalando vapor de
liquidos aromatizados e fermentados, absorvido diretamente do bico de uma
chaleira, num ambiente fechado” (ALMEIDA, 2008).

Conforme o mesmo autor (ALMEIDA, 2008), foram os arabes que
descobriram os equipamentos para a destilacdo, semelhantes aos que conhecemos
hoje. Portugal também utilizou a tecnologia dos &rabes e passou a destilar a
bagaceira a partir do bagaco de uva.

Os primeiros colonizadores que vieram para o Brasil, apreciavam a bagaceira
portuguesa e o vinho d'Porto. Assim como a alimentacédo, toda a bebida era trazida
da corte. Num engenho da Capitania de S&o Vicente, entre 1532 e 1548, descobrem
o vinho de cana-de-aclcar - garapa azeda, proveniente dos tachos de rapadura,
que ficam ao relento em cochos de madeira para os animais. A cagaca € uma
bebida limpa, em comparacdo com o cauim - bebida produzida pelos indios, na qual
todos cospem num enorme caldeiréo de barro para ajudar na fermentacdo do milho
ou da mandioca. Os senhores de engenho passam a servir o tal caldo, denominado
cagaca, para os escravos. Dai surgiu 0 modo de destilar a cagaca, nascendo ai a
cachaca (A HISTORIA DA CACHACA, 2008).

Segundo Rosier, (1988) vinho € uma bebida alcodlica, resultante da
fermentacdo do mosto de uvas frescas, sés e maduras por intermédio de leveduras,
as quais transformam o acglcar em alcool e numa série de compostos secundarios
em quantidades variadas, de modo que o produto adquira caracteristicas proprias
que o identificam como uma das bebidas mais requisitadas. No Brasil € proibida a
aplicacdo do termo “vinho” a produtos obtidos a partir de outras matérias-primas
(BRASIL, 2004).

Até o inicio do ano de 2008 era permitido aos paises membros da
organizacdo comum do mercado vitivinicola a utilizacdo da palavra "vinho"

acompanhada de um nome de fruto e sob a forma de denominagdes compostas



para a designacao de produtos obtidos a partir da fermentacdo de frutos que nao as
uvas. Os "vinhos" resultantes eram geralmente designados em funcéo do fruto a
partir do qual sdo obtidos (por exemplo, vinho-de-macé, vinho-de-laranja) e eram
genericamente conhecidos como vinhos de frutas (REGULAMENTO (CE) N°¢
1493/1999, 2008). Entretanto, em abril de 2008 foi promulgado e publicado o
Regulamento 479/2008 que revoga, entre outros o0 regulamento 1493/1999
(REGULAMENTO (CE) N° 479/2008, 2009).

Na Africa, principalmente em Angola, Congo, e Republica Democratica do
Congo (RDC), a cana-de-acucar possui trés utilidades: é consumida in natura
(literalmente, cana para a boca) para matar a sede e/ou aliviar a fome; é usada
como matéria prima para a producéo de acUcar ou € usada na preparacao do vinho
da cana-de-acucar denominado "lunguila”. (LUZIETOSO et al., 2008).

O processo de producao do vinho da cana-de-agucar provém do antigo reino
do Congo. Os descendentes de varias comunidades que empregam esta tecnologia
podem hoje ser encontrados em algumas regifes de Angola, Congo e Republica
Democratica do Congo. Este conhecimento € dominado somente por homens,
normalmente ancidos e a matéria prima provém usualmente do auto-abastecimento,
sendo o processo artesanal (SLU — M. C. A., 2008).

Nas Filipinas, e regiao circunvizinha, é produzido um vinho de cana
denominado de “Basi”’, onde o caldo de cana-de-acUcar é extraido, fervido e
fermentado. Um pé de cuba seco e pulverizado é usado para iniciar a fermentacgéo.
A mistura é colocada para fermentar por até trés meses, e envelhecer por até um
ano. O produto final, de cor marrom claro, é doce e meio acido, um produto
semelhante ao “saque shoto” feito no Japédo. (STEINKRAUS, 1996). O
envelhecimento é feito em um “burnay” (jarro de barro grande), sendo que quanto
mais longo o envelhecimento, melhor e mais encorpado € o vinho. O “tapey” (vinho
de arroz) e o "basi” sdo bebidas tradicionais utilizadas em cerimOnias e rituais,
fazendo parte da cultura filipina (SLU — M. C. A., 2008).

O vinho provém de uma sequéncia de processos quimico-biolégicos que
condicionam a sua composicdo, em que a multiplicidade de compostos originados é
determinante nas caracteristicas organolépticas que o0 produto apresenta
(DUBERNET, 2000).

A fermentacdo € a principal etapa do processo de producdo do fermentado

de cana (vinho-de-cana). Nesta etapa 0 aglUcar e outros compostos presentes no



caldo de cana séo transformados em etanol, CO, e outros produtos que sao
responsaveis pelas qualidades e defeitos do produto.

As fermentacdes sdo conduzidas em recipientes proprios, fechados, com
sistema de escapamento de gases, com batoque hidraulico e de esvaziamento com
separacao da borra. Conforme Janzantti, (2004), o processo fermentativo inicia-se
logo que a levedura entra em contato com o mosto e é dividido em trés fases: fase
preliminar (pré-fermentacdo), caracterizada pela adaptacdo das leveduras e
multiplicacdo celular; fase de fermentacdo principal (tumultuosa), quando ocorre
desprendimento abundante de gas (CO.) e producdo de alcool e fase de
fermentacdo complementar (pés-fermentacdo), quando se observa reducao
acentuada da atividade fermentativa.

O mosto fermentado possui na sua composi¢cao produtos gasosos, liquidos e
solidos. Alguns constituintes sdo provenientes da matéria-prima (caldo da cana) sem
nenhuma modificagdo e outros sdo formados pela atividade das leveduras
inoculadas e de microrganismos contaminantes durante a fermentacéo. Os gasosos
s80 0 ar e 0 gas carbonico, dissolvidos em pequenas quantidades, enquanto 0s
componentes liquidos séo representados por agua (80 - 90 %) e etanol (10 - 13 %),
resultante principalmente da degradacdo dos acuUcares. Além desses produtos,
estdo presentes acidos, glicerina, alcoois superiores (amilico, isoamilico, butilico,
isobutilico, propilico e isopropilico), aldeidos e ésteres, entre outros compostos
volateis conferindo as caracteristicas de sabor e aroma (JANZANTTI, 2004).

Segundo Morais et al.(1997), a fermentacdo artesanal do mosto para a
producéo de cachaca caracteriza-se por ser conduzida por uma populacéo mista de
leveduras, com predominancia de linhagens de Saccharomyces cerevisae, e outras
espécies de leveduras como Candida, Kluyveromyces, Kloeckera e Pichia em
menor quantidade. As leveduras presentes nessas fermentacdes estdo em
constante sucesséao, devido a introducdo de microrganismos que acompanham o

caldo de cana, e também as condicdes do processo.

Etapas da producao de vinhos e fermentados

Sao diversas etapas na producdo de vinhos e fermentados alcodlicos: a
obtencdo do material a ser fermentado (frutas ou partes da planta) que é
denominado de mosto; selecdo; higienizacdo; descascamento ou raspagem;

processamento (prensagem, despolpamento ou moagem); preparo do mosto com



adicéo de nutrientes, sulfitagéo, correcdo da acidez e chaptaliza¢do; inoculagdo das
leveduras; fermentacéo; trasfegas; atesto; envelhecimento; clarificagédo e envase.

Mosto é o caldo ou suco obtido das frutas ou materiais vegetais, depois de
espremidas, para elaboracdo de fermentados e vinhos (AMERINE et al.,1972). O
mosto de origem animal utilizado para producdo de fermentado é o mel de abelha
gue da origem ao hidromel.

A obtencdo do mosto € simples, mas merece determinados cuidados. Os
frutos ou materiais vegetais devem ser selecionados, devem estar sadios (sem
podridbes, rachaduras e/ou contaminagbes por insetos), maduros e suculentos,
reunindo qualidades requeridas para obtencdo de vinhos ou fermentados
apreciaveis (MORETTO et al. 1988).

O mosto € um meio nutritivo, rico em substancias suficientes para o perfeito
desenvolvimento de muitos fungos e bactérias, e como ainda se procura melhora-lo,
visando as necessidades nutricionais das leveduras é indispensavel ter cuidado
para que outros microrganismos ndo se desenvolvam e prejudiquem a obtencao de
uma boa bebida. Por esse motivo a desinfeccdo é importante na preparacdo do
mosto e consiste na destruicdo dos microrganismos prejudiciais existentes, com a
lavagem e higienizacdo dos equipamentos e vasilhames, utilizando tratamento
térmico e solucdes sanitizantes.

Segundo Moretto et al. (1988), a extracdo do suco para preparacdo do mosto
pode ser feita por esmagamento e difusdo (ou maceragéo). A primeira extrai suco
natural, sem grandes alteracOes, enquanto a segunda artificializa o suco,
dissolvendo em volume correspondente de agua os principios contidos nos sucos
muito concentrados.

Quando o mosto é reconhecidamente carente em alguns nutrientes, recorre-
se ao emprego de substancias, principalmente fosfatadas e nitrogenadas. O fosfato
de amoénio retine esses dois nutrientes e, recomenda-se as doses de 0,1 a 0,3 g L™
(10 a 30 g hL™") (CORAZZA et al., 2001).

A sulfitacdo ou sulfitagem € uma das técnicas mais empregadas na
vinificacdo, elimina principalmente as bactérias e leveduras selvagens nao
produtoras de alcool, previne as enfermidades do vinho, funciona como antioxidante
e facilita a dissolucdo das matérias corantes (polifendis) da uva. Pode ser feita pela

aplicacéo de anidrido sulfuroso, usando-se 4 a 5 g hL™. Pode ser também utilizado o



metabissulfito de potassio (K2S,0s) na proporcédo de 12 g hL™ de mosto. A sulfitacéo
deve ser feita 5 horas antes da adi¢cao do in6culo (MORETTO et al. 1988).

Em mostos de baixa acidez deve ser feita a correcéo, com a utilizacdo de 50
a 100 mg de acido tartarico ou de acido citrico por 100 L. O pH dos vinhos variam de
2,8 a 3,8 e a acidez total do mosto de uva varia de 7 a 16 mL de NaOH 1 M por
100 mL de suco (JACKSON, 1993).

Os vinhos e mostos que apresentam acidez elevada podem ser corrigidos por
desacidificacdo com carbonato de calcio, tartarato neutro de potassio ou por
trocadores de fons. Para reduzir a acidez dos vinhos ou mostos em 1 g L™ adiciona-
se 67 g de carbonato de célcio para 100 L de vinho ou mosto. O tartarato de calcio
formado € insoluvel e precipita na forma de cristais finos (MORETTO et al. 1988).

A correcéo do acucar ou chaptalizacdo geralmente é feita em mostos pobres
em agucar, para aumentar o grau alcoolico, produzir os vinhos suaves e licorosos,
assim como, para proporcionar mais corpo a bebida. Considera-se que 2 °Brix
produz aproximadamente 1 °GL de alcool apds a fermentacdo (CORAZZA et al.,
2001). Essa proporcao de 2:1 foi estabelecida devido as crescentes dificuldades dos
fermentos se desenvolverem em meio de elevado teor alcodlico, quando entao
precisam de maior quantidade de aclcar para aumentar um grau alcodlico. Para ser
obtido um vinho doce com 14 ° GL s&o necessarios 28 % de aglcar, ou seja, 28 kg
por 100 L de mosto, portanto, é indispensavel haver acréscimo de aculcar, para que
0 vinho resultante se enquadre no limite alcodlico desejado (MORETTO et al. 1988).

Qualquer mosto de frutas e solugdes ricas em nutrientes, quando em repouso
e exposta ao ambiente, apresenta uma flora microscopica que se desenvolve, se
multiplica e fermenta. Essa microflora é constituida principalmente de leveduras
selvagens (fermentos naturais) desses mostos. Essas leveduras proporcionam
fermentacdes irregulares e producdo de vinho de qualidade variavel (CAMARGO,
1975).

Diferentes leveduras dos géneros Saccharomyces, Kloeckera, Candida,
Hansenula, Hanseniospora, Zigossacharomyces e Pichia entre outras, juntamente
com a Saccharomyces cerevisiae podem iniciar a fermentacédo do mosto de uva e
dar origem ao vinho. Embora as leveduras néo-S. cerevisiae participem apenas do
inicio da fermentacao, elas exercem grande contribuicdo para a qualidade do aroma
do vinho pela capacidade de produzir compostos organicos volateis como ésteres e

alcoois em concentracdes superiores as S. cerevisiae (FLEET & HEARD, 1993).



O emprego de leveduras selecionadas se constitui em uma pratica mais
racional para melhor exploragéo de vinhos.

As leveduras de interesse industrial pertencem ao género Saccharomyces. A
Saccharomyces cerevisiae € a mais abundante e a que se encontra em maior
quantidade, principalmente no final da fermentacdo principal ou tumultuosa. As
leveduras selecionadas se constituem principalmente de representantes dessa
espécie ou variedades dessa. Além de outras, também se encontram S. cerevisiae
var. ellipsoideus, S. cerevisiae var. carlbergensis, S. bayanus e S. uvarum (ROJAS
et al., 2001; MORETTO et al., 1988).

A fermentacdo do mosto comeca com adicdo do indculo, inicialmente é lenta,
a fase de adaptacdo e multiplicacdo. Passadas 6 horas a temperatura de 20 a 25 °C
a fermentacdo estd na fase, tumultuosa com grande desprendimento de CO,. O
tempo de fermentacdo tumultuosa dura de 5 a 10 dias dependendo da riqueza do
mosto e do preparo do inéculo. ApGs essa 0 processo fermentativo se torna mais
lento, as leveduras continuam fermentando os acUcares residuais, essa etapa €
denominada de fermentagcdo complementar ou poés-fermentacdo (HASHIZUME,
2001; MORETTO et al., 1998).

Apos a fermentagdo os vinhos novos contém particulas diversas provenientes
dos mostos ou de partes solidas das uvas como: leveduras, fosfato férrico, cobre,
bactérias, cristais de bitartarato de potassio, de tartarato de calcio, substancias de
natureza coloidal, proteinas, albumindides (gomas e pectinas), compostos fendlicos
mais ou menos polimerizados, polissacarideos de diversas estruturas, etc. Com a
paralisacdo da liberacdo de CO,, todo esse material em suspensdo tende a
decantar por acao da gravidade o que proporcionara a clarificacdo gradual do vinho
com a formacéo da borra (HASHIZUME, 2001).

Conforme o mesmo autor (HASHIZUME, 2001), apo6s a fermentacao lenta é
realizada a primeira trasfega. A trasfega é a mudanca do vinho de um recipiente
para outro, realizada com precaucéo separando o vinho limpo do depésito ou borra.
A finalidade da trasfega é facilitar a clarificagcdo do vinho e prevenir a aquisicédo de
odores estranhos, pela presenca de células velhas das leveduras. A clarificacéo
natural realiza-se por simples repouso, consistindo na sedimentacao progressiva de
particulas em suspenséo. E influenciada pela densidade da particula. A natureza,
volume, forma do recipiente e outros fatores externos, (temperatura, arejamento,

tanino, etc.) influenciam a extensdo deste depdsito (borra).



Segundo Moretto et al. (1998), o estado de conservagcdo, qualidade e
aparéncia do vinho é que determina o nimero e época das trasfegas.

Durante a fermentacéo, apoés as trasfegas sempre ocorrem perdas de volume
dos mostos e para evitar 0s espacgos vazios nos vasilhames e barris € necessario se
fazer o atesto que consiste em repor o vinho perdido por consumo, contracao, perda
de di6xido de carbono, evaporacao e trasfegas. Nos espacgos vazios, em funcéo da
presenca de oxigénio, podem ocorrer alteracbes no vinho devido a acédo de
microrganismos aerdbicos, ocorrendo principalmente a acetificacdo do vinho. O
vinho de atesto devera ser de qualidade semelhante aquele que vai atestar
(MORETTO et al., 1998; LIMA et al., 1975).

Envelhecimento

O envelhecimento € uma operacdo pela qual se deixa o vinho em repouso
para que se processe a clarificacdo e se desenvolvam as suas propriedades
gustativas e aromaticas, responsaveis pelo buqué. O envelhecimento é
caracterizado por processos de oxidacdo e principalmente de reducdo, em que
durante essa evolucéo, o vinho torna-se mais agradavel de beber, caracterizando-se
pela sua longevidade (MORETTO et al., 1988).

Santos (2006) relatou que para envelhecer bem, um vinho deve possuir bons
teores de alcool, de acidos e, especialmente, de taninos (substancias responsaveis
pela adstringéncia, que € o "travo" ou sensacdo de boca seca, como ao comer
banana verde).

Durante a maturacdo ocorrem fenémenos biolégicos como: fermentacéo dos
acucares residuais, fermentacdo malolatica. Fendbmenos fisicos como: eliminagéo
do CO;, provindo da fermentacéo, precipitacao dos tartaratos, precipitaces coloidais
(mucilagem de natureza glicidica, substancias nitrogenadas simples e em
combinagéo com fosfato e substancias corantes insolubilizadas) e modificagao da
cor. Fendbmenos quimicos: autolise de leveduras, oxidacdes dos alcoois, aldeidos e
outras substancias presentes, assim como formacao de ésteres volateis, resultantes
das combinac¢des de acidos com é&lcoois, responsaveis pelas qualidades especificas
dos vinhos. A maturacdo prossegue até que 0 oxigénio se reduz a quantidades
insignificantes, sendo prejudicada pelo excesso de CO,, SO e outras causas (LIMA,
etal., 1975).



Envelhecimento em barril de madeira

As modifica¢des sensoriais nas bebidas alcodlicas, envelhecidas em barril de
madeira, sdo decorrentes da variacdo da composicado quimica da bebida, que séo
consequéncia de reacdes quimicas entre os compostos contidos na propria bebida
com os componentes da madeira da qual o barril é constituido.

Com o decorrer do tempo de envelhecimento, novas caracteristicas
sensoriais sdo desenvolvidas: aroma e sabor de madeira, docura, aroma de
baunilha, coloragdo e a diminuicdo significativa da agressividade do &lcool
(CARDELLO & FARIA, 1998).

O vinho recebe uma caracteristica adicional de madeira, baunilha e outros
aromas, atingindo sua complexidade. Também fica mais estruturado em funcao dos
fenois, como o tanino. E devido & quantidade de tanino que o vinho apresenta seu
potencial para ser armazenado ou ndo. O envelhecimento aumenta a estabilidade
dos aromas, a intensidade das cores e possibilita a oxidacdo, o que amadurece o
vinho. A madeira em contato com o vinho comunica-lhe gosto agradavel, com
aumento da suavidade. Durante a permanéncia no barril de madeira, o grau
alcoolico diminui por evaporagdo, ao mesmo tempo a acidez aumenta pela oxidacao
de SO, e, as vezes, pela acédo de bactérias (MORETTO et al., 1988)

Os poros da madeira permitem a entrada de oxigénio do ar e a perda de
parte do etanol e agua. A exposicdo ao oxigénio no ar limitada pelos poros da
madeira ajuda a maturar o vinho. Algumas rea¢es podem ser exemplificadas, como
a oxidacdo de alcoois em aldeidos e acidos e a esterificacdo de &cidos que reagem
com os alcoois formando os ésteres, produtos responsaveis pelo sabor agradavel e
caracteristico das bebidas envelhecidas (JANZANTTI, 2004)

Vinhos, obtidos de uvas de elevada qualidade e provenientes de vinhedos
especiais, ao permanecerem em contato com a madeira, adquirem elementos que
Ihe conferem maior estrutura e maior durabilidade no tempo. Um vinho envelhecido
na madeira adquire também aromas particulares derivados da mesma madeira.
Agradabilissimos se bem dosados, mas cansativos nos casos em gue ocorre um
excesso na utilizagdo dos barris. Esses excessos fazem com que os aromas de
madeira superem e cubram os aromas primarios do vinho engarrafado (HISTORIA
DO VINHO, 2009).
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Envelhecimento em garrafa

Na garrafa, ao abrigo do ar, que o vinho vai afinar, amaciar e o seu aroma se
transformard em buqué, o qual evoluird devido principalmente as reacdes de
esterificacdo (ROSIER, 1988).

O vinho passa por uma série de transformagfes fisico-quimicas. O seu
aroma torna-se mais fino e agradavel e sua cor sofre modificagbes. Dentro da
garrafa, com o passar do tempo, as centenas de substancias presentes no vinho
sofrem reagfes quimicas, a maioria das quais ndo sdo bem conhecidas. Uma delas,
melhor conhecida, é a polimerizacdo dos taninos e sua deposicdo no fundo da
garrafa contribuindo para formar a borra freqientemente observada em vinhos
velhos. Com a queda dos taninos, o vinho fica mais "macio” e “aveludado” a boca.
(SANTOS, 2006).

Também durante o envelhecimento, ocorrem reacdes que originam aromas
mais complexos e agradaveis. O vinho na garrafa estd em total auséncia de
oxigénio (no engarrafamento é retirado todo o ar) e, portanto, as reacdes benéficas,
mencionadas anteriormente, ocorrem na auséncia de ar e sdo denominadas
"reagdes de reducao” (MORETTO et al., 1988).

Compostos organicos volateis responsaveis pelo aroma

Numa sociedade em que o suprimento de alimentos é abastecido por grande
variedade de produtos industrializados, a escolha pela sensacdo de prazer
proporcionado vem crescendo em importancia. A aceitacdo dos produtos
alimenticios no mercado depende de sua qualidade.

O sabor e o aroma sao importantes fatores na selecdo dos alimentos e
bebidas e determinam a aceitacéo do produto pelos consumidores. O sabor de um
alimento é uma resposta integrada aos estimulos gustativos e olfativos. A sensacao
do gosto € devida a presenca de compostos sollveis em agua, ndo volateis nos
alimentos, tais como acucares, limonina, cafeina, acidos, sais e glutamato de sédio,
sendo classificada em cinco categorias basicas: doce, amargo, acido, salgado e
umami (THOMAZINI & FRANCO, 2000).

O aroma dos alimentos é bem mais complexo, pois o olfato humano pode
discriminar entre milhares de compostos orgéanicos volateis e/ou semi-volateis,
representantes de varias classes quimicas, com diferentes propriedades fisico-

guimicas. Eles geralmente sdao moléculas pequenas com baixo peso molecular e
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certa hidrofobicidade. O odor é a sensacdo percebida pelos quimiorreceptores
olfativos que geram respostas no nervo olfativo; e o aroma é uma sensagdo mais
complexa resultante da interacdo entre as sensacOes olfativas e gustativas
(GARRUTI et al., 2002).

O principal responsavel pela percepcdo do aroma € a presenca de
compostos organicos volateis (COV), que chegam ao bulbo olfativo pela cavidade
retro-nasal. A mastigacédo, temperatura da cavidade bucal, solubilizacdo saliva e
mudancas de pH colaboram para a chegada desses compostos no bulbo olfativo,
fornecendo a percepcdo do sabor daquele alimento Sensacdes térmicas,
queimacao, adstringéncia, textura e sensacoes residuais também contribuem para a
formacao do sabor do alimento (THOMAZINI & FRANCO, 2000).

Aroma € a sensacéao percebida pelos sentidos do gosto e olfato, produzida
quando se ingere o alimento. E um dos atributos mais importantes dos alimentos e
bebidas. Pode ser definido como a sensacgéo global produzida pelas combinacdes
que interagem com as terminacdes nervosas sensiveis do prazer e do cheiro. E a
combinacdo de centenas de COV e semivolateis que pertencem a diferentes
familias quimicas e que estdo em concentracbes muito variaveis (AUMATELL,
2004).

Ao contrario do paladar, milhares de volateis podem ser detectados e
diferenciados, em menor ou maior escala, pelo olfato. Isso depende de diversos
fatores, dentre os quais, a estrutura quimica do COV, a sua volatilidade (pressao de
vapor) e a interagdo deste com a matriz alimenticia. Tais fatores, por sua vez, sao
responsaveis por caracteristicas importantes dos compostos, a exemplo o valor do
limiar de odor (limiar de deteccdo ou threshold), que pode ser definido como a
concentracdo minima pela qual um composto pode ser detectado pelo sentido do
olfato (BELITZ & GROSCH, 1999).

O aroma das bebidas alcodlicas, principalmente dos vinhos é muito complexo
porque depende de transformacdes bioldgicas, bioquimicas e tecnoldgicas e nao so
devido a fermentacdo. Determinados compostos tém origem na matéria-prima
permanecendo inalterados durante o0 processo da fermentacdo e do
envelhecimento, certos compostos sao gerados no processamento da matéria-prima
através do esmagamento e aquecimento, alguns sdo gerados durante o processo
fermentativo e outros sdo provenientes de reacdes quimicas durante o
envelhecimento (GARRUTI et al., 2002; FARIA et al., 2003).
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Diferentes bebidas podem ser facilmente identificadas sensorialmente, mas
estudos comparativos qualitativos e quantitativos de substancias em diferentes
bebidas alcodlicas mostram que, embora alguns compostos sejam caracteristicos
de uma bebida particular ou tipo de bebida, em geral, os compostos responsaveis
pelos sabores peculiares, sdo bastante similares, independente da natureza da
bebida. A maior diferenca parece ser devida a concentracdo dos COV nas
diferentes bebidas, a contribuicdo de cada composto ao aroma total, as interacfes
de odor e a alteracdo do limiar de deteccdo dos compostos em presenca de etanol
(JANZANTTI, 2004).

Ainda conforme Janzantti (2004), no decorrer do processo fermentativo
alcodlico, o principal produto é o etanol, formado pela acdo das leveduras sobre a
glicose e outros acucares, mono e oligossacarideos. Os demais COV sdo os
ésteres, 0s alcoois, 0s acidos graxos, os aldeidos e outros, geralmente encontrados
em pequenas quantidades e muitas vezes dificeis de serem determinados e
quantificados, apesar de extremamente potentes quanto a sua contribuicdo ao
aroma e sabor. Alcoois superiores (6leo fusel), acidos graxos e ésteres formam
guantitativamente os maiores grupos presentes nas bebidas alcodlicas, sendo os
alcoois superiores 0os mais abundantes.

Segundo Ferreira (2007), o aroma dos diferentes vinhos é formado por mais
de 800 compostos volateis e semi-volateis representando varios grupos quimicos,
ou seja, terpendides, alcoois alifaticos e aromaticos, ésteres, aldeidos, cetonas,
acidos e fendis, dos quais, s6 uns 50 contribuem decisivamente para o aroma. Estes
cinquenta compostos podem classificar-se em diferentes categorias:

Aroma base: formado por aromas que estdo em todos os vinhos em

concentracbes apreciaveis e que constituem o tronco aromatico-gustativo.

S&do os alcoois fuseis e seus acetatos (isobutilico, isoamilico e feniletilico),

metionol, acidos graxos, ésteres etilicos, acetaldeido, diacetila e -

damascenona.

Notas sutis: componentes que estando em todos os vinhos, s6 as vezes sua

concentracdo supera o valor limiar e nunca chega a ser um aroma

proeminente.

Exemplos: guaiacol, vinilguaiacol, eugenol.

Notas de impacto: componentes que s6 se encontram em determinados

vinhos e seu impacto sensorial é tdo intenso que diferenciam este vinho do
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resto. Exemplos: linalool em vinhos Moscatel, o Oxido de nerol em

Gewdarztraminer ou a 4-metil 4-mercaptopentanona em Sauvignon blanc.

Esteres

Os ésteres sa@o os volateis mais importantes e abundantes em vinhos e nas
bebidas alcoodlicas resultantes do processo de fermentagdo e de reagbes entre
alcool e acido com eliminacdo de molécula de agua durante o envelhecimento.
Tanto a quantidade como as proporc¢des relativas sdo essenciais para a percepcao
do aroma das bebidas, pois os ésteres conferem aromas caracteristicos. Até mesmo
quando presentes em baixa concentracdo possuem papel fundamental nas notas
frutais do aroma (FERREIRA, 2007; NYKANEN & SUOMALAINEN, 1983;
NYKANEN & NYKANEN 1991).

Um consideravel numero de &lcoois e &cidos diferentes estd presente no
vinho, portanto o nimero de ésteres que podem ser formados € muito grande.
Assim os alcoois primarios sdo os mais reativos e devido a presenca do etanol e os
etil ésteres sédo os mais abundantes (FERREIRA, 2007).

Esteres acetato, como acetato de etila, acetato de hexila, acetato de isoamila
e acetato de 2- feniletila, sdo reconhecidos como compostos importantes em aroma
de vinho e em outras bebidas alcodlicas derivadas de uvas (ROJAS et al., 2001).

Sao conhecidas trés diferentes origens para os ésteres. Eles podem ser
originados da matéria prima, em pequena extensdo; da atividade metabdlica das
leveduras, durante o processo fermentativo, por esterificagcdo enzimatica entre
alcoois livres e a forma ativa de acidos carboxilicos, o acil-S-CoA (DUBOIS, 1994); e
da esterificacdo quimica entre etanol e um consideravel numero de diferentes acidos
no vinho, quando estocado, durante o tempo de maturacdo e de envelhecimento
(SOLES et al., 1982). Os mesmos ésteres podem ser sintetizados por ambas as
vias, esterificacdo enzimatica e quimica.

A quantidade de ésteres € dependente da abundancia relativa dos alcoois
correspondentes e do tioéster acil-CoA produzido pelas leveduras. O composto
tioéster mais comum € o acetil-CoA, que € formado pela descarboxilacdo oxidativa
do piruvato e tem papel central no metabolismo das leveduras. Os compostos acil-
CoA maiores séo intermediarios do metabolismo de acidos graxos. O acetato de
etila normalmente € o éster predominante nas bebidas alcodlicas (JANZANTTI,
2004).
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Segundo Berry (1995), alguns dos fatores que influenciam a formacéo de
ésteres sdo: tipo e quantidade de levedura, a temperatura de fermentacdo, a
aeracao, a agitacao e a qualidade do mosto. A falta de aeracéo ou nitrogénio pode
produzir aumento na formacdo de ésteres. Parece que a maioria dos ésteres €&
produzida nos ultimos estagios de fermentacédo, ao contrario dos alcoois, que séo
produzidos abundantemente no inicio.

Os aromas conferidos pelos ésteres estdo relacionados com o tamanho da
cadeia carbobnica. Os ésteres com cadeia curta geralmente apresentam agradavel
aroma de frutas. Com o0 aumento do peso molecular as caracteristicas frutais séo
perdidas aparecendo odores de sabdo e ranco. Os ésteres etilicos de acidos graxos
presentes na concentracao total de uns poucos mg L™, s&o responséaveis por muitos
odores agradaveis que participam do aroma caracteristico das bebidas (FERREIRA
et al., 2002).

Alcoois

Conforme Amerine et al. (1972), os alcoois séo indiretamente responsaveis
pelo sabor das bebidas alcodlicas. Sdo importantes devido & acdo solvente sobre
outras substancias aromaticas, interferindo no grau de volatiidade e
consequentemente nos seus limiares de percepc¢ao. Conferem corpo a bebida, além
de alguns esterificarem durante o envelhecimento, formando ésteres
aromaticamente mais agradaveis (LIMA, 1964).

Depois da agua o etanol é o componente mais abundante do vinho. E
produzido durante a fermentacdo alcodlica dos acUcares presentes no mosto
(RIBEREAU-GAYON et al., 2000). Este composto é responséavel pelo grau alcoélico
da bebida (volume do alcool expresso em porcentagem) e afeta as caracteristicas
organolépticas do vinho mesmo que nao seja considerado um componente do
aroma (DUBOIS, 1994). Entretanto, sua percepcdo sensorial se deve a sua
presenca bem acima do limiar de percep¢ao. Etanol também tem um importante
papel na solubilizacdo de compostos do aroma, apdés a elaboracdo do vinho,
contribuindo para a expressédo do aroma global no vinho. Estudos demonstraram a
diminuicAo na quantidade de muitos COV importantes quando foi feita a
desalcolizagio de vinhos (GOMEZ-PLAZA et al., 1999).

O etanol, devido a sua funcdo alcool, pode patrticipar de diversas reacoes,

tais como, reagdes de esterificagdo com diversos acidos incluindo o tartarico. Pode
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reagir igualmente com aldeidos, especialmente etanal, produzindo o dietoxietano
(FERREIRA et al., 2002).

Alcoois com mais de 2 atomos de carbono e apenas uma fungéo alcool s&o
chamados de alcoois superiores ou fuseis e geralmente constituem 50 % dos
componentes de aroma do vinho, excluindo-se o etanol. Esses alcoois tém sido
encontrados em vinhos em concentracdes entre 150 a 550 mg L™ Apesar de
estarem presentes em quantidades menores do que o etanol eles tem um
importante papel no aroma dos vinhos (FERREIRA et al., 2002). Entretanto, Santos
(2006) afirma que os alcoois nunca foram considerados como fator de qualidade,
pois a maioria apresenta odor desagradavel; apenas o 2-feniletanol foi descrito com
termos agradaveis como “de perfume”.

Os alcoois superiores presentes nos vinhos sao formados durante a
fermentacdo, resultando principalmente da atividade metabdlica das leveduras. Os
principais alcoois de origem fermentativa sao 2-metil-1-propanol (alcool isobutilico),
2-metil-1-butanol (alcool amilico), 3-metil-1-butanol (alcool isoamilico) e o 2-
feniletanol.

Apbs o etanol, o alcool isoamilico é o principal alcool sintetizado durante a
fermentacdo e dependendo da natureza da bebida, pode perfazer 40-70 % do total
da fracéo de oleo fusel (JANZANTTI, 2004).

Esses alcoois tem sido encontrados em vinhos em concentracdes acima de
50 mg L (RIBEREAU-GAYON et al., 2000). Outros, tais como 1-propanol, 1-
butanol, 1-hexanol, 3-metil-2-butanol, 2-decanol e 2-butanol tem sido encontrados
em concentracdes entre 1 e 50 mg L (MAURICIO et al., 1997).

Os alcoois superiores provém do metabolismo de aminoacidos e proteinas
presentes no mosto, mas também podem ser formados como produtos secundarios
do metabolismo de carboidratos. Ambas as rotas podem ocorrer simultaneamente
na fermentacdo (BERRY, 1995). Além disso, as leveduras sdo capazes de reduzir
os aldeidos a alcoois superiores durante a fermentacdo (NYKANEN & NYKANEN,
1991).

Janzantti (2004) informa que o conteudo de &lcoois superiores formados
durante a fermentacdo varia de acordo com as condi¢cbes da fermentacdo, pela
composicao do meio (concentracao de acucar, pH, concentracéo e tipo de fonte de
nitrogénio), pela temperatura, pelo grau de aeracdo durante a fermentacédo e

especialmente a linhagem da levedura.
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Em geral, biomassa de levedura, oxigenacao, temperatura alta e presenca de
material em suspensdo que promove aumento da fermentacdo e a formagéo de
alcoois superiores (RIBEREAU-GAYON et al., 2000). O conteido de alcoois
superiores no vinho pode aumentar também devido a autélise dos microrganismos
envolvendo leveduras e/ou bactérias.

As propriedades sensoriais dos alcoois estao relacionadas com a estrutura
quimica dos compostos e podem ser separados em dois grupos, os alcoois alifaticos
de seis carbonos e os aromaticos. Os primeiros sdo responsaveis pelo odor
herbaceo e os segundos sdo responsaveis por aromas agradaveis e florais.
(DUBOQIS, 1994).

Em concentracdes menores que 300 mg L?, os &lcoois fuseis podem
participar do aroma global do vinho ou podem contribuir individualmente para o
aroma do vinho. Entretanto, em altas concentracdes, eles podem mascarar outros
aromas responsaveis pelas propriedades sensoriais do vinho (FERREIRA et al.,
2002).

Acidos

Os acidos organicos volateis contribuem para o aroma das bebidas, devido
ao seu aroma caracteristico e sao fixadores de varios compostos aromaticos, além
de conferir corpo as mesmas (LEAUTE, 1990).

Os acidos organicos volateis sdo os mais comuns em bebidas. O conteudo
de acidos organicos é expresso pela acidez volatil, fixa ou total, sendo esta Ultima a
soma das duas anteriores. Além do acido acético e lactico, que sdo subprodutos
normais da fermentacdo alcoodlica, estdo presentes os acidos férmico, butirico,
propidénico e outros acidos de cadeias meédias em quantidades pequenas (AMERINE
et al., 1972; NYKANEN & NYKANEN 1991). Segundo Novaes et al. (1974), os
acidos fixos séo principalmente o tartarico, citrico e malico.

Os acidos sintetizados pelas leveduras podem prontamente passar da célula
da levedura para o meio durante a fermentacdo, por meio de reacdes de
esterificac@o que produzem seus respectivos ésteres (JANZANTTI, 2004).

Alguns acidos orgéanicos excretados no meio de fermentagcdo sao derivados
de vias intermediarias, como o0 acético, malico e succinico, contudo, a maioria dos
acidos graxos de cadeia longa é derivada da via biossintética dos acidos graxos. O

acido acético € produzido pela oxidacdo do acetaldeido, com remocdo de
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hidrogénio, na reacdo oposta a reducdo normal do acetaldeido a etanol (BERRY,
1995).

Segundo Janzantti (2004), os acidos organicos, do ponto de vista qualitativo,
nao variam nas diferentes bebidas, apesar de haver uma grande variacdo na sua
proporcdo relativa. As propor¢cdes dos &cidos nas bebidas alcodlicas sé&o
determinadas em grande extensdo pela linhagem da levedura e condi¢cdes de
fermentacdo e, em menor extenséo, pelo substrato utilizado.

O acido aceético, apesar de sua proporcédo variar extensamente nas diferentes
bebidas, na maioria dos casos corresponde de 60 a 95 % da acidez volatil
(NYKANEN & SUOMALAINEN, 1983).

A formacédo dos acidos esta relacionada com a biossintese dos alcoois
superiores. Acidos propandico, 2-metil-1-propandico (isobutirico), 2-metil-1-
butandico, 3-metil-1- butandico (isovalérico) e 2-fenilacético sdo formados por a-
cetoécidos (desaminacdo de aminoécidos seguida por descarboxilagdo de oxiacidos
homologos). Acidos isobutirico e isopentendico vém da degradacdo da valina e
leucina, respectivamente. Outros compostos, tais como acidos butandico (butirico),
hexandico (capréico), octandico (caprilico) e decandico (caprico) sdo formados por
oxidacdo de acidos graxos polinsaturados de cadeias médias e longas
(JANZANTTI, 2004; FERREIRA, 2007).

Segundo Montedoro & Bertuccioli (1986), poucos acidos organicos
encontrados nos vinhos sao suficientemente volateis para contribuirem para o seu
odor. Os &cidos tartarico e malico contribuem para o gosto acido e dentre os acidos
alifaticos, apenas o acético (odor de vinagre), propiénico (odor de caprino) e
butandico (odor de manteiga rancosa) contribuem efetivamente para o odor do
vinho.

Dubois (1994) reporta que em vinhos, alguns acidos tém aromas agradaveis
e outros sdo desagradaveis. Essas diferencas sdo devidas ao tamanho das cadeias
carbbnicas. Dessa forma, os acidos graxos de cadeia curta (C2 a C5) parecem estar
relacionados com notas desagradaveis, tais como acido acético (vinagre), acido
propandico (cabra) e acido butansico (manteiga rancosa). Em contraposicdo aos
autores anteriores ele relata que os acidos graxos com mais de cinco atomos de
carbono estdo relacionados com aromas agradaveis, tais como acido hexanoico

(aroma doce), acido octanoico (aroma de fruta doce) e acido decandico (aroma de
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fruta doce, baunilha). Acido acético esta presente sempre acima do seu limiar de

percepgao.

Compostos carbonilicos

Aldeidos e cetonas sdo compostos nomeados de carbonilicos devido a
presenca, em ambos do grupamento carbonila (C=0). Os principais compostos que
podem ter uma influéncia no aroma dos vinhos séo o etanal (acetaldeido), 3-hidroxi-
2-butanona (acetoina ou acetil-metil-carbinol), 2,3-butanediona (diacetil), 3-hidroxi-2-
pentanona, 2,3-pentanediona e fenil-etanal (BAYONOVE et al., 1998).

Os compostos carbonilicos podem ser produtos de oxidagdo dos alcoois
produzidos durante o processo de maturacao do vinho em recipientes de madeira.
Entretanto, em vinhos jovens, € mais provavel que representem compostos
intermediérios do processo metabdlico que ocorre durante a fermentacao e que ndo
foram reduzidos a forma de alcool pelo excesso de nicotinamina adenina
dinucleotideo (NAD") produzida pelas leveduras (SLINGSBY et al., 1980).

Os aldeidos séo importantes por suas notas sensoriais no sabor das bebidas,
pois um grande numero desses compostos apresenta baixo valor de limiar. Segundo
Nyk&nen & Suomalainen (1983), os aldeidos podem ser formados pela oxidacdo de
alcoois, degradacéo oxidativa de Strecker de aminoacidos e autoxidacéo de acidos
graxos insaturados durante a fermentacao e o envelhecimento da bebida. Hexanal,
hexenais e (E,E)-2,4-decadienal sdo considerados produtos da oxidacdo enzimatica
dos &cidos linoléico e linolénico. Sado rapidamente convertidos aos alcoois
correspondentes pela acdo das leveduras, e logo apés a fermentagcdo, ja se
encontram em niveis muito baixos, apesar de presentes em grande quantidade no
mosto (ULRICH & GROSCH, 1987).

Quando s&o produtos intermediarios da rota biossintética de alcoois
superiores, sdo formados por descarboxilacdo de a-cetoacidos pela agdo da enzima
piruvato descarboxilase. Durante a fermentacédo, as condicbes que favorecem a
producdo de alcoois superiores também favorecem a formacdo de pequenas
guantidades de aldeidos. Os aldeidos que sdo formados dentro das células das
leveduras e excretados para 0 meio, podem ser reabsorvidos e reduzidos ao alcool

correspondente, durante os Ultimos estagios de fermentacdo (BERRY, 1995).
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O acetaldeido é o composto carbonilico mais abundante, que possui odor
pungente e pode aumentar o sabor picante das bebidas (NYKANEN & NYKANEN,
1991).

Segundo Novaes et al. (1974) o furfural e o hidroximetilfurfural s&o
resultantes da decomposicado quimica de carboidratos, podendo aparecer no caldo
de cana, quando a colheita é precedida da queima da folhagem, que acarreta a
desidratacao parcial de uma pequena fracdo de agucares presentes. A desidratacédo
parcial das pentoses leva a formacao de furfural (2-furfuraldeido) e a desidratacéo
das hexoses a hidroximetilfurfural (5-hidroximetil-2-furfuraldeido). O furfural também
pode ser formado pela pirogenacdo de matéria organica depositada no fundo dos
alambiques. Nas aguardentes envelhecidas, o furfural pode ser oriundo da acdo de
acidos sobre as pentoses e seus polimeros (hemiceluloses), provenientes da
madeira usada na construcao de tonéis (YOKOYA, 1995).

As moléculas com funcdo cetona, tais como propanona, butanona e
pentanona, tem sido encontradas em vinhos. As cetonas sédo importantes para o
sabor das bebidas. Nas aguardentes de cana, as cetonas sao originadas por
fermentacdo secundéaria ou por contaminacdo durante o processo de producdo. As
mais importantes sao 3-hidroxi-2-butanona (acetoina), e 2,3-butanediona (diacetil),
presente em concentracbes em torno de 10 mg L e 0,3 mg LY, respectivamente. O
diacetil pode ter o &cido piravico como precursor (REVEL et al., 1989; HAYASAKA &
BARTOWSKY, 1999).

O composto mais extensivamente estudado é o diacetil (2,3-butanodiona),
que apresenta uma contribuicdo importante para o sabor de cerveja, vinhos tintos,
bebidas destiladas, como uisque e o rum. Possui baixo valor de threshold e o seu
odor é semelhante a manteiga (NYKANEN & NYKANEN, 1991; BERRY, 1995). Este
composto € produzido pela descarboxilagcdo oxidativa de hidroxiacidos.

Conforme Frivik & Ebeler (2003), os compostos volateis aldeidos e cetonas
podem ser responsaveis por muitos odores intensos, tais como manteiga e
améndoas este Ultimo caracteristico do benzaldeido. As cadeias curtas e saturadas
de aldeidos contribuem favoravelmente para muitas bebidas alcodlicas, transmitindo
aromas de nozes, macds amassadas, herbaceo, parecido com capim, verde,

parecido com fruta, e pungente.
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Compostos fendlicos

Compostos fendlicos sdo formados por varias moléculas: alguns polifendis
séo responsaveis pela coloracdo do vinho; e moléculas simples, os fendis volateis
podem contribuir para o aroma dos vinhos. Quanto a origem dos compostos
fendlicos volateis, dois caminhos foram propostos: a degradacdo bioldgica dos
acidos fendlicos presentes e a degradacéo quimica da lignina (SANTOS, 2006).

Os fendis volateis sao basicamente formados por um grupo hidroxila e grupos
metil/etil ligados a um grupo aromatico. Segundo Ribéreau-Gayon et al. (2000), os
principais compostos em vinhos brancos sao 4-vinilfenol e 4-vinilguaiacol. Esses
compostos podem, em algumas condic¢des, ser responsaveis por certos defeitos nos
vinhos.

Dubois (1994) relata que apesar de serem encontrados em quantidades
consideradas como vestigios no mosto, em vinhos as concentra¢cdes dos fendis
volateis tem sido relatadas como de poucas dezenas até varias centenas de mg L™.
Os vinilfenois sé@o formados principalmente durante a fermentacao pelo metabolismo
das leveduras. Outros compostos podem resultar da hidrolise de seus glicosidios
precursores, mas em pequenas quantidades.

Segundo Ferreira (2007), os fendis volateis podem conferir um acentuado
odor aos vinhos, perecido com temperos (4-vinilguaiacol, eugenol) e baunilha
(vanilina). O 4-vinilfenol e 4-vinil-2-metoxifenol podem contribuir positivamente para

0 aroma global do vinho.

Outros compostos

Outros compostos que apresentam efeito marcante no aroma das bebidas
sdo os compostos sulfurados, pois possuem baixo limiar de percepcédo. A maioria
dos compostos sulfurados ja identificados em bebidas alcodlicas é oriunda
diretamente da matéria-prima, contudo, alguns podem ser derivados do
metabolismo das leveduras (BERRY, 1995).

Os compostos sulfurados apresentam valores de limiar muito baixo e,
portanto, podem ser percebidos em concentragcdes muito baixas, além do fato de
pequenas variagbes positivas em sua concentragdo poderem causar aroma
desagradavel no produto. Os compostos sulfurados podem ocorrer devido a
processos de degradacao enzimaticos ou ndo-enzimaticos. O processo enzimatico

envolve a degradacéo de aminoacidos, ou de outros produtos oriundos do processo
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fermentativo que contenham enxofre. A via ndo enzimética inclui reacdes térmicas,
fotoquimicas e outros tipos de reacBes de compostos sulfurados durante o processo
de obtencéo e de estocagem do vinho (MESTRES et al., 2000).

O sulfeto de hidrogénio é reconhecido pelo seu odor de ovos podres, porém
pouco abaixo de seu limiar de percepcédo, contribui para o odor de vinhos recém
fermentados. O etanotiol produz odores de alho e borracha, perto do seu valor de
limiar, porém acima, apresenta odor fecal. O dimetil sulfeto, um tioéster, apresenta
odor de camardo quando presente em concentracbes acima do seu limiar
(JACKSON, 1993)

Entre os compostos nitrogenados as acetamidas das aminas primarias séo
volateis. No meio da fermentacdo as aminas primarias sdo acetiladas pelas
leveduras e convertidas em acetamidas. As mais abundantes sao N-(2-metilbutil)-
acetamida, N-(3-metilbutil)-acetamida, N-(2-feniletil)-acetamida, N-(3-metilpropil)-
acetamida, N-pentilacetamida e N-etil-acetamida (DUBOIS, 1994; BAYONOVE et
al.,, 1998). A N-(3-metilbutil)-acetamida, por exemplo, pode aparecer em
concentragdes acima de 1 mg L™ Entretanto, parece ndo trazer nenhuma
contribuicéo para o aroma do vinho.

As informagdes sobre dioxolanos em vinhos séo quase inexistentes. Parecem
ser resultantes de reacdes de condensacao entre alcoois e aldeidos em condi¢cbes
acidas (em pH do vinho), o que leva a formacédo de dioxolanos e dioxanos.
Entretanto, esses compostos estdo relacionados principalmente com o
envelhecimento do vinho (MULLER et al., 1978; FERREIRA et al., 2002; CAMARA
et al., 2003).

Pirazinas sdo compostos heterociclicos que podem aparecer em alguns
vinhos brancos. Em particular, as metoxipirazinas sédo produzidas a partir do
metabolismo de aminoacidos (RIBEREAU-GAYON et al., 2000). Alguns estudos
sugerem que as algumas metoxipirazinas tem uma origem microbiolégica em vinhos
(ALLEN et al., 1995). As pirazinas também podem ser formadas na reacdo de
Maillard (BELITZ & GROSCH, 1999).

A 2-metoxi-3-isopropilpirazina, 2-metoxi-3-sec-butilpirazina e 2-metoxi-3-
isobutilpirazina tem um odor vegetal lembrando pimenta verde com alguma nuancia
terrestre, como batata ou herbaceo (RIBEREAU-GAYON et al., 2000). Desses, a 2-

metoxi-3-isobutilpirazina tem grande contribuicdo para notas de aroma terra e
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vegetal. Segundo Allen el at. (1995),esses compostos sédo fortemente odorantes e

podem ser detectados em &gua mesmo em infimas quantidades (1-2 ng L™).

Método de isolamento dos compostos organicos volateis

Franco & Janzantti (2003) informam que a pesquisa dos COV é complexa,
requer preparo cuidadoso da amostra. O alimento € uma matriz susceptivel a
alteracdes, tendo-se a necessidade de utilizacédo de instrumentos caros, sofisticados
e de precisdo como cromatografos a gas e espectrometros de massa (CG/EM), pois
os CQOV estao presentes em gquantidades muito pequenas, sao instaveis, e qualquer
aumento na temperatura durante o preparo da amostra acarreta rea¢des quimicas
gue modificam a composicéo original da amostra. Qualquer modificacdo causada na
composicao de volateis da amostra nesta etapa inicial ndo mais podera ser
corrigida, por mais sofisticados que sejam os instrumentos utilizados nas etapas
subsequentes.

Conforme Ferreira (2007), os processos de extracdo de COV de vinhos sdo
baseados principalmente nas suas propriedades fisico-quimicas, tais como,
volatilidade e solubilidade em distintas fases organicas imisciveis com matriz
aguosa, e a capacidade de ser seletivamente sorvidos por certos materiais.
Geralmente, os compostos, principalmente aqueles presentes em pequenas
quantidades, precisam ser extraidos e concentrados antes da determinacédo. Na
analise de COV, existem varios fatores que dificultam seu estudo: as pequenas
quantidades, geralmente alguns volateis em teores tracos, as diferentes
caracteristicas (tais como alta volatilidade/alto ponto de ebulicdo) e caracteristicas
distintas em termos de polaridade e solubilidade.

A metodologia para avaliacdo dos COV compreende as seguintes etapas:
isolamento, separacdo por cromatografia de alta resolugdo e identificacdo
(AUMATELL, 2005; FERREIRA, 2007).

O isolamento dos analitos pode ser realizado com ou sem o0 uso de
solventes. Dois processos tipicos que utilizam solventes sdo a extracao liquido-
liquido (ELL) e a extracdo em fase solida (EFS). Em ambos, séo realizadas vérias
etapas até a obtencdo dos analitos. Existem também processos que dispensam o
uso de solventes como: a extracdo em fase gasosa (headspace), extracdo em
membrana e extracdo em sorventes (micro-extracdo em fase sélida —MEFS) ou em

inglés solid phase micro-extraction (SPME).
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Na ELL devido ao emprego de calor, perdas ou modificagbes significativas
podem ocorrer na composicado de volateis, assim como impurezas presentes no
solvente podem contaminar o isolado. Segundo Bastos et al., (2002), o sistema de
destilacdo extracdo simultanea de Nickerson-Likens, que emprega calor, tem sido
uma das técnicas utilizadas. No entanto, o aquecimento durante esta etapa leva a
formacao de compostos furanicos. Em funcdo da metodologia aplicada pode ocorrer
ainda a discriminacdo de alguns compostos em funcédo de sua volatilidade e massa
molar.

Na extracdo em fase solida, os componentes do aroma sdo retidos no
polimero ap0s a passagem da amostra na coluna e posteriormente eluidos com
solvente. Apresenta como desvantagem o fato de também extrair compostos pouco
volateis, os quais, no momento da analise cromatogréafica, podem ficar depositados
no injetor e/ou na cabeca da coluna, problemas que podem ser contornados pela
realizacdo de limpezas periddicas do injetor e pelo uso de pré-coluna (SANTOS,
2006).

De acordo com Franco & Janzantti (2004), o isolamento dos compostos
volateis pode ser realizado pela analise total ou pela analise do headspace (espaco
de cabeca - expressdo adaptada para a fase gasosa em equilibrio com a matriz do
alimento).

Dois tipos diferentes de analise do headspace sdo comumente empregados:
headspace estéatico e headspace dinamico. A analise direta do headspace estatico,
apesar da simplicidade e pouco manuseio da amostra, permite detectar apenas 0s
componentes que apresentam maior pressdo de vapor e, portanto, maior
concentracao no headspace, de um sistema fechado (JANZANTTI, 2004).

Dentre as alternativas para se contornar o problema e no sentido de
aumentar as concentragcbes dos COV, potencialmente importantes ao aroma,
presentes no headspace, foi desenvolvida a técnica de headspace dinamico. Esta
técnica envolve a passagem dos vapores do headspace através de polimeros
porosos (tais como Porapak e Tenax), utilizando-se um sistema a vacuo (FRANCO
& RODRIGUEZ-AMAYA, 1983) ou a passagem de um gas inerte pela amostra
(JENNINGS & RAPP, 1983) e posterior retengdo dos volateis por adsorcédo, seguida
de eluicdo pelo emprego de solvente ou temperatura. O isolamento dos compostos
volateis em polimeros porosos tem sido largamente empregado na investigacéo de

aromas em frutos apOs padronizacdo cuidadosa das condicbes de adsorcdo e
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dessorcdo (FRANCO & SHIBAMOTO, 2000; JANZANTTI et al., 2000; BASTOS et
al., 2002; ALVES & FRANCO, 2003) e bebidas (FRANCO et al., 1998).

Segundo Jennings et al. (1972) cuidados devem ser tomados na analise de
bebidas alcodlicas pela técnica do headspace dindmico, pois o etanol, como parte
da matriz, influencia no equilibrio da fase de vapor dos analitos, sendo necessario o
uso de polimeros com baixa afinidade com o etanol e em alguns casos, uma etapa
adicional de desenvolvimento para se diminuir o conteido de etanol retido.

A técnica de MEFS introduzida em 1990 por Arthur & Pawliszyn, tem sido
considerada como potencialmente Util para a caracterizacdo de COV de alimentos
(IBANEZ et al., 1998) e bebidas (NONATO et al., 2001).

Segundo Damasceno (2007), a técnica analitica mais aplicada atualmente
para a deteccdo de COVs responsaveis pelo aroma é a MEFS. E um método de
preparacdo de amostras baseada na técnica baseada na sorcdo (absorcdo e/ou
adsorc¢éo), conforme Figura 1, dependendo do revestimento da fibra, que é usado
para extracéo e concentracdo. Tem sido amplamente usada para analise de tracos
de substancias, tanto na pré-concentracao destes compostos quanto na separagao
de analitos de uma matriz. O método envolve extracdo e pré-concentracao,
utilizando com uma fibra de silica fundida, revestida com um material adsorvente
(polimero da fase estacionaria) de variadas espessuras, que esta protegida dentro

da agulha do dispositivo da MEFS.
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Figura 1. Classificacdo das fibras de MEFS de acordo com o principio de

extracao por absorcao ou por adsorcdo. Fonte: Aumatell (2005).
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O dispositivo basico para MEFS (Figura 2) consiste de um bastao de fibra
Otica, de silica fundida, com 10 mm de sua extremidade recoberto com um filme fino
de polimero (polidimetilsiloxano - PDMS, poliacrilato - PA, divinilbenzeno - DVB ou
carbowax - CW) ou de um sélido adsorvente (carvdo ativo microparticulado =
carboxen - CAR). As espessuras dos recobrimentos das fibras variam de 7 um a
100 pm e seus volumes de 0,03 uL a 0,7 pL, respectivamente. A espessura do
revestimento e a sua natureza (Figura 3) polar (PA, CW-DVB), apolar (PDMS),
bipolar ou semipolar (PDMS-DVB, CAR-PDMS) e a dotada de triplo revestimento de
polaridade intermediaria (DVB-CAR-PDMS) sd@o as principais caracteristicas que

governam a seletividade e a eficiéncia da extragdo (DAMASCENO, 2007).
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Figura 2. Dispositivo de MEFS com detalhes do aplicador (holder) e da fibra

de silica fundida.

A extracdo dos analitos com a fibora de MEFS pode ser utilizada por
submersdo em uma fase liquida (extragdo por imersdo direta) ou por exposicao a
uma fase gasosa (headspace) em equilibrio com a amostra (Figura 4), a uma
determinada temperatura (ARTHUR et al., 1992). Os compostos adsorvidos podem
ser dessorvidos termicamente por exposi¢do da fibra no injetor do cromatdgrafo.

Essa técnica baseia-se na cinética de transferéncia de massa e na termodinamica
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que descreve o equilibrio de particdo do analito entre as fases. Tem como principais

vantagens a simplicidade, a rapidez e de néo utilizar solvente.

| TIPOS DE REVESTIMENTOS Ij

Polaridade Estado Fisico

[ | | ' '
Polar Apolar U | Semi polar Liguido Solido-Liquido
B B {Homogéneo)|, |{Heterogéneo)

| | | | [

PA POMS-DVE PDME PODMS-DVE CW-DVE
CWOVE PDMS CAR-PDMS BA DVB-CARFPDMS
DVE-CARFDMS CAR-PDMS

Figura 3. Esquema representativo da classificacdo dos revestimentos
poliméricos (fase estacionaria) comerciais para MEFS. Fonte:
Damasceno (2007).

imerséo direta headspace

2 ﬂ ﬂ
|
sorgan \ﬂdessor@éb

Figura 4. llustragcdo das formas de extracdo (sor¢do) dos analitos (por

imersao direta e por headspace) nos frascos (vial), e dessor¢ao no

injetor do cromatografico.
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A MEFS depende de alguns parametros que garantem a eficacia na extragéo
dos componentes, dentre 0s quais estdo: o volume da amostra e do headspace, tipo
e espessura da fase extratora (ou revestimento polimérico), adicdo de sal, pH da
solucao, temperatura de extracéo e agitacdo (FRANCO & JANZANTTI, 2004).

A aplicacdo da técnica de andlise de aroma de alimentos e bebidas,
especialmente de vinhos, requer conhecimentos da afinidade da fibra para os
volateis especificos em estudo, assim como, a otimizacdo dos parametros
experimentais para melhorar a sensibilidade e reprodutibilidade do método. MEFS
combinada com CG-EM é uma metodologia muito usada para estudar a composi¢ao
de volateis de vinhos. (MESTRES et al., 2000; MARENGO et al., 2001; ROCHA et
al., 2001; BONINO et al., 2003)

O método de MEFS tem sido aplicado com sucesso na analise de
componentes volateis de bebidas alcodlicas (WADA & SHIBAMOTO, 1997; AZNAR
et al., 2001; LOPEZ et al., 2003; CULLERE et al., 2003) e frutas (FISHER et al.,
1995), principalmente quando outras técnicas falham na obtencdo do aroma
caracteristico, por falta de compostos de maior ponto de ebulicdo, como também
aproveitando o fato de algumas resinas terem baixa afinidade com o etanol (LOPEZ
et al., 2002), no caso de bebidas alcoodlicas. Neste tipo de técnica é fundamental o
ajuste do grau alcodlico, sobretudo quando se usam resinas hidrofobicas, ja que o
etanol pode atuar como eluente dos compostos retidos.

Os injetores Split ou Splitless dos cromatografos a gas sdo muito adequados
para realizar a dessor¢cdo dos analitos da fibra (PAWLISZYN, 1997). A valvula de
divisdo (Split valve) deve permanecer fechada durante a dessorcdo, para que a
totalidade dos analitos sejam introduzida na coluna cromatografica, entdo a
dessorcdo tem que se dar na forma splitless. O diametro da insercéo do liner dos
injetores deve ser 0 mais similar possivel ao diametro da fibra, para assegurar uma
transferéncia rapida dos analitos do injetor a coluna (AUMATELL, 2005).

Os injetores sdo os responsaveis pela introducdo de uma banda estreita na
coluna. Os mais indicados para analise de tracos séo do tipo splitless, on-column e
PTV (programmed temperature vaporizer), envolvendo efeitos de focalizacdo da
amostra na entrada da coluna capilar (GROB & ROMANN, 1981). A melhor opg¢éo
para analise de compostos volateis termolabeis € o injetor chamado cool on-column
e PTV operando em cold splitless, pois evitam a decomposi¢cdo térmica ou a

discriminacdo de compostos com pontos de ebulicdo elevados, permitindo a
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introducdo direta da amostra na coluna cromatografica sem vaporizagcdo prévia
(THOMAZINI & FRANCO, 2000).

Separacao dos Compostos Volateis

A mistura de volateis obtida apds o isolamento é muito complexa e requer
para a sua separacao a aplicagcdo de cromatografia gasosa de alta resolucéo.
Conforme Franco & Janzantti (2003), as colunas capilares de silica fundida, que
apresentam elevado numero de pratos teoricos e com grande poder de resolucao,
possibilitam a separacdo de diversas classes de compostos quimicos com largas
faixas de polaridade, solubilidade e pontos de ebulicdo. As fases estacionarias
podem ser quimicamente ligadas as paredes da coluna e, nesse caso, Sdo
chamadas de colunas quimicamente ligadas. Tais fases apresentam baixa
volatilidade, estabilidade térmica e inatividade quimica, apresentando menor

sangramento e maior tempo de vida Util da coluna.

Identificagdo dos Compostos Volateis

Com a introducdo do sistema acoplado de cromatografia gasosa-
espectrometria de massas a pesquisa de COV recebeu grande impulso. Atualmente,
aparelhos sofisticados permitem obter em segundos a varredura de compostos,
eluidos das colunas capilares de alta eficiéncia. As caracteristicas dos espectros de
massas sdo usadas na identificacdo de uma grande variedade de compostos
organicos, onde as relagbes massa/carga obtidas podem ser transformadas em
informacéo estrutural a partir de estudos sobre mecanismos de fragmentacdo dos
compostos (MCLAFFERTY, 1994). Sistemas modernos de biblioteca auxiliam na
identificacdo dos compostos desconhecidos através de comparacdo com espectros
padrdes, armazenados na memoria do computador na forma de bibliotecas
eletronicas (FRANCO & JANZANTTI, 2004).

Além dos dados obtidos por espectrometria de massas, informacdes
adicionais sdo necessarias para a confirmacédo positiva do composto. Os indices de
retencdo cromatograficos, comparando a ordem de eluicdo experimental com a
ordem de eluicdo indicada na literatura (ETTRE, 1964) e o uso de padrdes puros,
auxiliam e eliminam possibilidades, aumentando a confiabilidade da identificacéo.

O indice de retencdo de um componente € obtido por interpolagéo,

relacionando o tempo de retencdo do componente em estudo com o tempo de
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retencdo de dois padrbes, geralmente hidrocarbonetos eluidos antes e apds o pico
do composto de interesse (INCZEDY et al.,, 1998). Os indices de retencdo mais
divulgados na literatura sédo o indice Kovats e o indice de retencéo linear (IRL). O
indice Kovats é aplicado para condicdes isotérmicas. Quando se utiliza gradiente de
temperatura um valor similar pode ser calculado utilizando os nimeros extraidos de
seus algoritmos. Este valor é chamado de indice de retencdo linear. Devido a
complexidade das matrizes e a ineficiéncia nas técnicas de extracao € apropriado o
uso do IRL na identificacdo de compostos (INCZEDY et al., 1998, IUPAC, 2009).
Para a determinacdo dos indices de retencdo geralmente uma mistura
padrdo de n-alcanos € injetada no sistema CG-EM operando nas condi¢cdes
cromatograficas estabelecidas e seus respectivos tempos de retencéo séo utilizados
como padrdes externos de referéncia para o calculo do indice de Kovats (I) e do
indice de retencéo linear (em ingés LRI - Linear Retention Index) em conjunto com o
tempo de retencdo de cada composto de interesse. O | de cada componente é

calculado com a Equacéao 1.

LnRT(x) — LnRT (n)

IRL = 1 100(N —
00m + 100N =)l ey — TnRT ()

(1)

indice de Retencdo Linear, o I (IRL ou LRI), de cada componente é

calculado conforme a Equagéo 2.
RT(x) — RT(n)

IRL = 100n + 100(N — n)[RT(N) “RT()

]

)

onde | é o indice de retencdo de Kovats e IRL € o indice de retengdo linear do

composto desconhecido X,

n € o nimero de atomos de carbono do n-alcano eluido antes do composto

desconhecido x,
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N, o nimero de atomos de carbono do n-alcano eluido ap6s o composto
desconhecido x, LnRT(x) € logaritmo neperiano do tempo de retencdo do composto

desconhecido x,
RT(n) é o tempo de retencdo do n-alcano eluido antes do composto desconhecido X,
RT(N) o tempo de retencéo do n-alcano eluido ap6s o composto desconhecido.

Na falta de padrbes disponiveis, a identificagdo dos COV pode ser feita através da
espectrometria de massas, por comparagdo do espectro obtido da amostra com
aqueles armazenados nas bibliotecas eletronicas. Adicionalmente,quando possivel,
a identificacdo é confirmada por comparacédo do indice de retencdo linear (IRL) da

substancia com aqueles relatados em literatura.

Analise multivariada

A avaliacdo dos perfis de compostos volateis que podem contribuir para o
aroma do vinho de cana produzido e envelhecido por diferentes processos é dificil,
devido ao grande numero de COV detectados neste tipo de matriz. Nesse sentido a
analise simultanea de todas as amostras e variaveis, com a analise de componentes
principais (ACP) contribui como uma poderosa ferramenta para identificar
semelhancas entre as amostras complexas nas quais varias componentes S&ao
medidas.

Segundo Carvalho, (2009), os métodos estatisticos multivariados consideram
as amostras e as variaveis em seu conjunto, permitindo extrair informacfes
complementares que a analise univariada ndo consegue evidenciar.

Ainda conforme o mesmo autor (CARVALHO, 2009), a analise multivariada
reduz a complexidade do problema em questdo, sem causar perda relevante de
informacédo e, ao mesmo tempo, evidencia as relacbes entre as variaveis
constituintes da base de dados. Um dos objetivos da utilizacdo da analise
multivariada é reduzir a representacdo dimensional dos dados, organizando-os em
uma estrutura que facilita a visualizacéo de todo o conjunto de dados.

Mingotti, 2005 reporta que a ACP consiste numa transformacdo da matriz de
dados com o objetivo de representar as variagbes presentes em muitas variaveis,
por meio de um numero menor de fatores. Estas novas variaveis sdo obtidas em

ordem decrescente de quantidade de informacéo estatistica que descrevem, a
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primeira componente principal aponta a direcdo de maior variagdo dos dados, a
segunda, é ortogonal a primeira, aponta outra direcdo que descreve a maior
variagcdo restante dos dados e assim por diante. Hair et al. (2005), diante da
perspectiva do resumo de dados, consideram que a ACP fornece ao pesquisador
uma clara compreensao sobre quais variaveis podem atuar juntas e quantas

variaveis podem realmente ser consideradas como tendo impacto na analise.

Fermentado de cana-de-acucar

Apesar de ser utilizado h& séculos no Brasil para producdo de cachaca e de
existir em outras regides do mundo, o vinho de cana, ou fermentado de cana
atualmente ndo é conhecido, ndo é produzido nem comercializado, nédo existindo na
literatura local atual nenhuma citacéo referente ao estudo cientifico deste produto.

Aperfeicoando a tecnologia de obtencdo e envelhecimento é possivel se
obter um fermentado de cana (vinho-de-cana) de boa qualidade com boas
caracteristicas sensoriais, com grande potencial agroindustrial em funcao dos baixos
custos de producao.

Este trabalho teve por objetivo produzir, caracterizar e avaliar sensorialmente
o fermentado de cana obtido do caldo fermentado e envelhecido. Também de
comparar a qualidade e as caracteristicas quimicas e sensoriais do vinho-de-cana
produzido a partir do mosto sem pasteurizacéo inicial e com pasteurizacdo; avaliar a
evolucdo das caracteristicas fisico-quimicas e quimicas do fermentado de cana
durante sua producdo e apdés o seu envelhecimento; determinar os compostos
volateis formados no processo de vinificagdo e no envelhecimento da bebida
alcodlica; comparar as caracteristicas quimicas e sensoriais da bebida obtidas pelos
diferentes processos de producdo e envelhecida em garrafas e em barris de

carvalho.
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PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE FERMENTADOS ALCOOLICOS DE
CANA-DE-ACUCAR PRODUZIDOS A PARTIR DE GARAPA NATURA L E
PASTEURIZADA

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo produzir e caracterizar fisico-quimica e
sensorialmente fermentados alcodlicos de cana-de-acgucar obtidos da garapa natural
(FN) e obtidos da garapa pasteurizada (FP). Observou-se que a pasteurizagéo
proporcionou mudancas significativas (p<0,01) nas caracteristicas fisico-quimicas da
garapa antes da fermentacdo. Os dois tipos de fermentados apresentaram
caracteristicas fisico-quimicas (acidez total titulavel, acidez volatil, acidez fixa,
sOlidos soluveis e acucares) diferentes (p<0,01), porém todas as suas
concentracdes estavam dentro dos limites do padrdo estabelecido pela legislacéo
brasileira. A pasteurizacéo influenciou também as caracteristicas sensoriais fazendo
com gue a avaliagdo sensorial do FP fosse superior a do FN na maioria dos

atributos

Palavras-chave: vinho de cana; Saccharum hibrida; fermentacéo.
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PRODUCTION AND PHYSICO-CHEMICAL CHARACTERIZATION OF SUGAR
CANE WINE OBTAINED OF NATURAL AND PASTEURIZED GARAP A.

ABSTRACT

This work aimed to produce and characterize the physico-chemical and sensorial
sugar cane wine obtained from natural garapa (NW) and obtained from pasteurized
garapa (PW). It was observed that pasteurization provided significant changes (p
<0.01) in the physico-chemical characteristics of garapa. The two types of wines
presented physical and chemical properties (acidity, fixed acidity, solid and soluble
sugars) different (p<0.01), but all concentrations were within the standard limits
established by the Brazilian legislation. Pasteurization also affected the sensory
characteristics causing the sensory evaluation of wine (PW) was superior to the
(NW) in most attributes.

Keywords: Sugar cane wine; Saccharum hibrida; fermentation.
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1. INTRODUCAO

A cana-de-acucar (Saccharum sp.) € uma planta originaria do sudeste da
Asia, onde é cultivada desde épocas remotas, principalmente a espécie Saccharum
officinarum. O surgimento de varias doencas e de uma tecnologia mais avancada
exigiu a criacdo de hibridos através do cruzamento da S. officinarum com outras
quatro espécies do género Saccharum e posteriormente, por meio de
retrocruzamento foram obtidos hibridos, novas variedades e cultivares hibridas
(Marafante, 1993).

Na Africa, principalmente em Angola, Congo, e Republica Democratica do
Congo (RDC), a cana-de-acucar além de outros usos € utilizada para producédo de
vinho de cana a partir do caldo fermentado, o qual é denominado de Lunguila, uma
bebida de producdo artesanal e tradicional nesses locais (Luzietoso et al., 2008;
SLU - M. C. A,, 2008).

Nas Filipinas, e regiao circunvizinha, é produzido um vinho de cana
denominado de Basi, onde o caldo de cana-de-agucar é extraido, fervido e
fermentado por até trés meses, e envelhecido por até um ano. O produto final, de
cor marrom claro, é doce e meio acido (Steinkraus, 1996). O envelhecimento é feito
em um burnay (jarro de barro grande), sendo que quanto mais longo o
envelhecimento, melhor e mais encorpado é o vinho. O basi € uma das bebidas
tradicionais utilizada em cerimbnias e rituais, fazendo parte da cultura filipina
(Steinkraus, 1996; SLU — M. C. A., 2008).

No México Rivera-Espinoza et al. (2005) elaboraram trés vinhos de cana-de-
acucar, um mantendo as caracteristicas do caldo e em dois utilizaram suco
concentrado de maracuja (Passiflora edulis f. flavicarpa) e de vinagreira (Hibiscus
sabdarifa) como aromatizantes. Testaram duas leveduras, quantidades diferentes
de inoculos, diferentes temperaturas de fermentagdo e fizeram a caracterizacéo
fisico-quimica e sensorial das bebidas que apresentaram boa aceitacao,
principalmente as aromatizadas.

Segundo Rosier, (1988) vinho é uma bebida alcodlica, resultante da
fermentacdo do mosto de uvas frescas, sés e maduras por intermédio de leveduras,
as quais transformam o acucar em alcool e numa série de elementos secundarios
em quantidades variadas, de modo que o produto adquira caracteristicas proprias

gue o identificam como uma das bebidas mais requisitadas no mundo. No Brasil é
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proibida a aplicacdo do termo “vinho” a produtos obtidos a partir de outras matérias-
primas (Brasil, 2004).

Pelo Regulamento (CE) N° 1493/1999 (2008), € permitido aos paises
membros da organizacdo comum do mercado vitivinicola a utilizacdo da palavra
"vinho" acompanhada de um nome de fruto e sob a forma de denominagfes
compostas para a designacdo de produtos obtidos a partir da fermentacao de frutos
qgue nao as uvas. Os "vinhos" resultantes séo geralmente designados em func¢éo do
fruto a partir do qual sdo obtidos (por exemplo, vinho-de-maca, vinho-de-laranja) e
séo genericamente conhecidos como vinhos de frutas, entretanto, a partir de abril de
2009 foi publicado novo regulamento (Regulamento (CE) N°. 479/2008, 2009) que
revogou entre outros o regulamento (CE) N°. 1493/1999.

No Brasil o vinho de cana, é utilizado para producéo de bebida destilada
(cachaca). Entretanto, a sua producdo e comercializacdo pode ser uma alternativa
viavel, de baixo custo e alto valor agregado. O maior desafio para o
desenvolvimento da tecnologia adequada de producédo de uma bebida é a definicdo
da composicao quimica do produto final, pois o conhecimento das caracteristicas da
bebida permite & industria ter o controle da sua qualidade e do tempo de producéo.
Segundo a legislagéo brasileira, fermentado de cana € a bebida com a graduacéo
alcodlica maxima de 14 % em volume a 20 °C, obtida do mosto de caldo de cana-
de-acucar fermentado (Brasil, 2009).

Este trabalho teve por objetivo produzir fermentado de cana de agucar obtido
por dois diferentes processos, caracterizar a caldo de cana, o mosto ao longo do
procedimento de producado e avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais

das bebidas envelhecidas em garrafas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local

O trabalho foi desenvolvido nos Laboratérios de Bioquimica e de Tecnologia
de Alimentos do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Bioldgicas da
Universidade Federal do Recdoncavo da Bahia (CCAAB/UFRB), em Cruz das Almas
— BA. Foi utilizada cana de agucar da espécie Sacharum sp. colhida no dia do



processamento, no campus UFRB de Cruz das Almas, Bahia (1248'38'S e
39%'26"W ), na regido nordeste do Brasil.

2.2. Producéo do fermentado de cana e coleta de amostras

A processo de producdo do fermentado de cana-de-agucar foi adaptada da
metodologia de producao de vinhos de frutas descrita por Moretto et al. (19880).

No laboratdrio, a cana, apos selecao inicial, descartando os colmos rachados,
contaminadas por insetos, foi raspada, processada e o caldo da cana (garapa) foi
extraido através de moenda previamente sanitizada com agua fervente e agua
clorada. Sessenta litros da garapa foram pasteurizados a 80 °C por 3 min e
imediatamente resfriado a 5 °C. Um volume igual néo foi pasteurizado constituindo
o segundo tratamento, ambos foram conduzidos em trés repeticfes. A temperatura
e tempo da pasteurizacdo foram estabelecidos em ensaio prévio com caldo de cana
(resultados ndo apresentados).

Na producdo do fermentado de cana, os mostos foram sulfitados com
metabissulfito de potassio (K»S,0s), 0,1 g L™, e a acidez foi corrigida com &cido
citrico, até a obtencéo de pH igual a 3,5 para facilitar o desdobramento da sacarose
e em conjunto com a sulfitagdo ser mais efetivo o controle de microrganismos
indesejaveis, conforme Moretto et al. (1988). Em seguida foram acrescidos 5 % de
Saccharomyces cerevisiae, na forma de pé de cuba previamente preparado com o
caldo de cana enriquecido com fosfato de aménio (0,3 g L™) e levedura liofilizada
comercial para panificacdo (5 g L™).

Os mostos foram acondicionados em vasilhames plasticos com capacidade
para 15 L (Figura 1), adaptados para fermentacdo, fechados, com sistema de
escapamento de gases, com batoque hidraulico e sistema de esvaziamento
adequado para separacao da borra no momento das trasfegas (transferéncia de um
vasilhame para outro apds a decantagdo — Figura 2).

A fermentacado alcodlica inicial durou 9 dias, aos 20 dias foi feita a primeira
trasfega. Aos 45 dias apos o inicio da fermentacéo foi feita a segunda trasfega com
a chaptalizagéo (correcéo dos SST para 15 ° Brix com melado e sacarose: para o
Mosto Natural - 600 g de melado e 90 g de sacarose e para o Mosto Pasteurizado -
600 g e 70 g) e nova correcdo da acidez com acido citrico 3,33 g L™ para baixar o
pH para 3,0. Apos a Ultima trasfega, aos 60 dias, os fermentados foram

acondicionados em garrafas de vidro para envelhecer por um ano em condigbes
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ambientais a temperatura média de 28 ° C. As amostras foram colhidas do caldo de
cana, ao longo do processo de producédo e apos o envelhecimento, em triplicatas,

estocadas em frascos de vidro &mbar de 500 mL e congelados a -18 °C.

P —
Figura 1 (A) Vasilhame utilizado para fermentacdo do mosto, (B) trasfega -

transferéncia de um vasilhame para outro apds a decantacdo para

separacao da borra.

2.3. Andlises fisico-quimicas
Andlises fisico-quimicas realizadas nas amostras da garapa natural e
pasteurizada, nos mostos das trés trasfegas e nos fermentados envelhecidos foram:

a) Solidos soluveis totais (SST) - leituras feitas em refratdmetro manual com escala
de 0 a 32 °Brix (IAL, 1985).

b) O pH foi determinado diretamente através de um potencidmetro digital
devidamente calibrado, introduzindo-se o eletrodo em 10 mL da amostra (IAL,
1985).

c) Acidez Total Titulavel (ATT) feita por titulagdo volumétrica de 10 mL do mosto,
diluido a 50 mL com &gua destilada, com solucédo de NaOH 0,1 mol L™, e 3 gotas
de solucéo alcodlica de fenolftaleina a 1%. Os resultados foram expressos em
meq L™ (IAL, 1985).

d) Acidez volatil foi baseada na titulagdo dos &cidos volateis, separados da amostra
por meio de arraste de vapor com aparelho de destilacdo de Cazenave — Ferré,

destilou-se 10 mL de amostra e recuperou-se 100 mL da amostra destilada e



diluida por vapor. A titulacdo do destilado foi realizada com NaOH 0,1 M, 3 gotas
de fenolftaleina a 1% e o resultado expresso em meq L™ (Moretto et al., 1988).

e) Acidez fixa foi determinada pela diferenca entre a acidez total e acidez volatil e
expressa em meq L™ (Moretto et al., 1988).

f) Aclcares Totais e Redutores foram determinados pelo método de Lane & Eynon e
os resultados expressos em g L™ (IAL, 1985).

g) O grau alcodlico real foi determinado por meio da destilacdo de 200 mL das
amostras de fermentado e coleta de % do volume inicial. Apés resfriamento em
banho de agua gelada, transferiu-se para proveta e completou-se o volume com
agua destilada para 200 mL. A quantificagdo do teor alcodlico real foi realizada
pelo método densimétrico, utilizando-se alcobmetro de Gay-Lussac. O resultado
obtido foi expresso em percentagem de alcool em volume ou °GL. Para se obter
a percentagem de alcool em peso multiplicou-se o resultado do alcool em volume
por 0,8 (Moretto et al., 1988).

2.4. Andlise Sensorial

A andlise sensorial foi realizada na UFRB por um grupo de provadores
constituido de 54 pessoas nao treinadas, de ambos 0s sexos, com idades variando
entre 20 e 50 anos. As amostras codificadas foram servidas (30 mL) em copos
plasticos descartaveis de 50 mL, em ambiente claro, uma de cada vez. As amostras
estavam acompanhadas de biscoito, copo d’agua e da ficha de avaliacao.

Foi utilizado um teste afetivo (teste de aceitacdo ou de preferéncia), por meio
de uma escala hedonica estruturada com valores variando de 1 a 9, na qual os
extremos correspondem a “desgostei muitissimo” a “gostei muitissimo”, para estimar
0 aroma, sabor, textura, dulcor, acidez, adstringéncia, amargo, transparéncia, cor,
aparéncia e grau alcodlico do fermentado, a aceitagdo global e teste de intencdo de
compra com uma escala estruturada variando de 1 a 5, que correspondem nos seus

extremos a “certamente ndo compraria” e a “certamente compraria”.

2.5. Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado.
Realizou-se a analise de variancia (ANOVA), sendo que para o0s resultados
significativos foi feito o teste de Tukey e de Scott-Knott. Também foi utilizada analise

multivariada - Analise de Componentes Principais (ACP), para determinar a
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distribuicdo das diferentes caracteristicas fisico-quimicas no caldo de cana natural e
pasteurizado ao longo da producdo dos fermentados, assim como, as andlises
fisico-quimicas e sensoriais nos fermentados envelhecidos, utilizando os softwares
SISVAR 4.6°, STATISTICA 7.1° e SPSS 17.0°.

As componentes foram extraidas a partir da matriz de correlacdo, adotando-
se o critério Kaiser (HAIR et al., 2005); assim, foram mantidas no sistema apenas as
componentes relacionadas aos autovalores A=1. Aliado a isto, considerou-se a
percentagem da variancia acumulada (que deve ser superior a 70 %) na selecdo
das componentes.

Os autovalores sao as variancias das componentes principais, enquanto que
0s autovetores dao os coeficientes das variaveis padronizadas usadas para calcular
as componentes principais (MANLY, 2008). Utilizou-se a rotacdo normalizada
Varimax (HAIR et al.,, 2005), que maximiza as variancias dos loadings (cargas

fatoriais), promovendo um rearranjo dos autovalores.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caldo de cana (Garapa)

Os resultados das analises das caracteristicas fisico-quimicas da garapa
natural e pasteurizado podem ser observados na Tabela 1.

Pode-se observar na Tabela 1 que o processo de pasteurizacdo promoveu
modificacdes significativas nas caracteristicas fisico-quimicas da garapa. Houve
reducdo do pH, aumento da acidez total titulavel (ATT), aumento dos sélidos
sollveis totais (SST) e aumento do teor de agucares redutores (AR). Apesar de
terem ocorrido alteragbes no teor de acgucares totais (AT) e dos agucares nao
redutores (ANR) estas diferencas ndo foram significativas.

O tipo e a forma de pasteurizacdo da garapa possivelmente pode ter
promovido a aceleracéo inicial da atividade enzimética e a promocao de diversas
reacoes, entre elas as de oxidag&o de aldeidos e hidrélise da sacarose e do amido.
Consequentemente houve aumento das concentracdes de acucares redutores e de
acidos organicos, com isso afetou direta e significativamente o pH, a ATT e os AR.
Quanto aos SST, o aquecimento em sistema aberto pode ter promovido a perda de

umidade e aumento da concentracdo dos solidos soluveis no caldo.
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Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas da garapa natural e pasteurizada.

Caracteristicas Garapa
Natural Pasteurizada

pH** 514b 4,86 a
ATT (meq L™)** 5,0 a 8,67b
SST (° Brix)** 22,58 a 23,08 b
AR (g L™)** 14,4 a 25,0 b
AT (gLY™ 205,2 197,8
ANR (g L™* 190,8 b 172,8 a

ATT — acidez total titulavel, SST — solidos sollveis totais, AR — agUcares redutores, AT — agUcares totais, ANR-
acucares ndo redutores; *p<0,05, *p<0,01, ns — diferenga ndo significativa; médias seguidas da mesma letra na

mesma linha ndo diferem significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Contrariamente Amaro, Bonilha & Monteiro (2002) ao estudarem o efeito do
tratamento térmico nas caracteristicas fisico-quimicas de polpa de maracuja
pasteurizada nas temperaturas de 70,75 e 80 °C por 30 seg, observaram que o
processamento ndo afetou o pH, nem a acidez do produto. Houve aumento
significativo do teor de SST, que foi explicado pelos autores como perda de agua
durante o processamento com consequente aumento da concentragédo.

Resultados similares foram obtidos por Oliveira et al. (2007) ao estudarem o
efeito do processamento térmico (75 °C por 25 min) e da radiacdo ionizante na
conservagado de caldo de cana. Os autores observaram que o0 aquecimento n&o
promoveu alteracdes nas caracteristicas fisico-quimicas (pH, acidez e SST) da
garapa. As alteraces significativas do pH e da acidez detectadas foram decorrentes
da adicdo de &cido citrico. Neste estudo o caldo de cana estava envasado em
embalagens de polietileno de alta densidade (PEAD), com capacidade volumétrica
de 300 mL onde foi pasteurizado, por imersdo em pasteurizador modelo Mar-Girius
Continental, o que tornou o efeito do aquecimento mais imediato e ndo permitiu a
ocorréncia das reagfes que pudessem afetar as caracteristicas fisico-quimicas do

produto.
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A composi¢cdo centesimal da garapa, assim como as caracteristicas fisico-
guimicas variam com a variedade da cana, regido, clima, tipo de solo, manejo da
cultura, adubacéo, época da colheita, grau de maturacdo, o tempo de transporte, a
forma e tempo de processamento e outros fatores (Delgado apud Oliveira et al.,
2007).

Rivera-Espinoza (2005) relatam em seu trabalho as caracteristicas do caldo
de cana como: pH - 5,1, SST - 19,7 ° Brix, AT- 200 g L™ ATT (4cido citrico) -
1,16 g L™ ou 54 meq L™ de NaOH.

Oliveira et al. (2007) descreveram as caracteristicas do caldo de cana natural
como: pH - 5,28, SST — 22,74, ATT — 0,04 % de &cido citrico ou 6,25 meq L™ de
NaOH.

Prati & Camargo (2008) no estudo das caracteristicas do caldo de cana
encontraram pH - 5,46, SST - 24,50 ° Brix, AR - 8 g L*, ANR - 230 g L™; ATT -
0,047 % de é&cido citrico ou 7,34 meq L™ de NaOH.

3.1.1 ACP da garapa

A partir da matriz de correlagdo entre as caracteristicas fisico-quimicas dos
dois diferentes tipos de caldo de cana ou garapa (hatural e pasteurizada),
calcularam-se as componentes principais, 0 que possibilitou integrar as multiplas
informacgbes extraidas e identificar quais as caracteristicas que melhor distinguem
as garapas estudadas. A representagéo da distribuicdo dos casos de dispersao das
garapas e das caracteristicas das duas primeiras componentes principais podem ser
observadas nas Figuras 1 A e B.

Na ACP da garapa natural (GN) e pasteurizada (GP) a primeira das duas
componentes explicou 70,16 % do total da variancia, e as duas componentes
explicaram 94.83 %.

A analise das amostras de GP significativas mostrou tendéncia a se
agruparem assim como as amostras de GN, como pode ser observado na Figura 1B
(projecdo dos casos no plano). Em relagcéo ao Fator 1, rotulado como agucares, trés
coeficientes fatoriais significativos foram positivos, SST (0,870), AR (0,972) e ATT
(0,984) e um coeficiente negativo, pH (-0,936), o fator 2 rotulado como acidez
apresentou dois coeficientes fatoriais significativos negativos AT (-0,999) e ANR
(-0,902) o que pode ser observado na Figura 1 A (projecéo das variaveis no plano).

As amostras de GP apresentaram menor pH, acidez mais elevada e maior teor de



sélidos soluveis totais que foram suficientes para discrimina-las das amostras de
GN.
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Figura 1. Graficos da ACP (A. projecdo das variaveis no plano; B. projecdo dos
casos no plano) apresentando os escores significativos baseados nas
caracteristicas fisico-quimicas do caldo de cana no que diz respeito aos
fatores 1 e 2. GN — Garapa Natural; GP — Garapa Pasteurizada.

3.2 Mostos e fermentados de cana

Os resultados das analises das caracteristicas fisico-quimicas dos mostos
(trasfegas 1, 2 e 3) e dos fermentados envelhecidos obtidos da fermentacédo da
garapa natural e pasteurizada podem ser observados na Tabela 2.

Os valores de pH foram decrescentes ao longo do processo de producdo do
fermentado, sendo que o pH da garapa foi corrigido com acido citrico de 5,14 da GN
e 4,86 da GP para 3,5, antes do inicio da fermentagéo, e na segunda trasfega foi
feita a correcdo com acido citrico para baixar o pH para 3, a partir dai a reducao
ocorreu em funcdo dos acidos organicos produzidos durante a fermentacédo e
maturacdo dos fermentados. Os fermentados envelhecidos, FN e FP apresentaram

pH de 2,81 e 2,80, respectivamente que nao diferiram significativamente pelos
testes de médias.
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Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas dos mostos e fermentados de cana-de-
acuUcar, obtidos da garapa natural e pasteurizada, ao longo do processo

de producéo e apds o seu envelhecimento.

MOSTOS E FERMENTADOS
TIN T1P T2N T2P T3N T3P FN FP

Caracteristicas

*k

pH 331Dd  3,36De 3,08Cc 3,06Cc 2,95Bb 293Bb 28lAa  2,80Aa
ATT (meqL?) 51,67Aa 50,50Aa 115,00Dd 116,83 Dd 97,50Cc 96,50Cc 82,00Bb 85,12Bb
AV (meqL?)  958Cc  882Cc 283Aa 6,12Ab 515Bb 5,73Bb 19,26De 10,25Dd
AF"(meqL™) 42,08Aa 41,68Aa112,17De 110,72De 92,35Cd 90,78Cd 57,15Bb 74,87Bc
SST"(° Brix) 7,33Aa  10,43Ab 12,67Cc 1513Cd 12,61Bc 14,63Bd 12,60Bc 14,40Bd
AR (g L™ 0,88Aa 397Ab 346Bb 6,22Bc 544Cc 833Cd  590Cc 7,87Cd
AT (gLh 0,89Aa  3,99Ab 6,24Bcd 862Bf 6,31Bd 8,64Bf  590Bc  7,87Be
ANR” (g L™ 0,01Aa 0,03Aa 2,77Bc  2,41Bc 1,04Ab 0,32Aa 0,00Aa 0,00Aa
GA'v/v (GL) 13,00Bb 13,00Bb 13,00Bb 12,90Bb 13,25Bb 12,80Bb 11,50Aa 11,50Aa
GA'plv(GL) 10,40Bb 10,40Bb 10,40Bb 10,32Bb 10,60Bbc 10,24Bb  9,20Aa  9,20Aa

TAN, T2N, T3N, T1P, T2P, T3P — correspondem a 12, 22 e 32 trasfegas; FN e FP — Fermentados envelhecidos; a letra N e P
correspondem aos mostos e fermentados originados da garapa natural e pasteurizada, respectivamente; ATT — acidez total
titulavel, AV — acidez volatil, AF — acidez fixa, SST- sélidos soluveis, AR — agUcares redutores, AT — agucares totais, ANR —
acucares nado redutores; GA — grau alcodlico; *p<0,05, **p<0,01, médias dos tratamentos seguidas da mesma letra mindscula na
linha ndo diferem significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey, médias dos tratamentos nos periodos seguidas da mesma

letra mailscula na linha néo diferem significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Pode-se observar na Tabela 2 que apesar da pequena variacdo do pH em
funcdo da correcdo com adicdo do acido citrico, a ATT apresentou uma grande
variacdo da trasfega 1 para a 2, o que poderia ser explicado pela presenca de
substancias tamponantes.

Os valores da ATT foram crescentes durante o processo da fermentacao.
Com a adic&o de Acido citrico, para a correcdo da acidez da garapa (de 5,0 meq L™
na GN e 8,67 meq L' na GP) a ATT aumentou para 51,67 meq L™ e 50,50 meq L™,
respectivamente, na primeira trasfega. Com a segunda correcdo na segunda
trasfega os valores médios foram 115,0 meq L™ e 116,83 meq L™, com tendéncia de
decréscimo ao longo do processo de producéo e do envelhecimento.

Provavelmente esse decréscimo ocorreu devido a reagbes de esterificacdo
dos acidos organicos com alcodis com a formacdo de ésteres e a formacédo de

acetato. Esse ultimo quando na forma de sal sédico pode funcionar como tampé&o, o
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que explicaria a resisténcia a variacdo do pH, visto que mesmo com a reducédo da
acidez o pH ndo aumentou, pelo contrario apresentou uma pequena reducdo que
diferiu significativamente da ultima trasfega. Os valores médios da ATT ficaram
dentro dos teores exigidos pela legislacdo brasileira para vinhos (BRASIL, 2004), de
55 a 130 meq L™ Para o FN a ATT ficou em 82,0 meqL™ e para o FP em 85,12
meq L™

Para os dois tipos de fermentados, a acidez volatil que indica a presenca de
acido acético e seus derivados, ficou abaixo do limite maximo estabelecido pela
legislacdo brasileira que é de 20 meq L™ (BRASIL, 2004). O FN apresentou 19,26
meq L™ e o FP 10,25 meq L™. Durante as trasfegas houve variacéo significativa da
AV, no inicio da fermentacéo, se mantendo constante apos a 22 trasfega, entretanto,
0s maiores valores foram observados apos o envelhecimento, sendo que o FN
apresentou valor médio proximo ao limite permitido para vinhos.

A acidez volatil estd relacionada principalmente a presenca dos &cidos
aceético, férmico e butirico. Neste parametro valores elevados indicam a presenca de
microrganismos indesejaveis apos a elaboracao, principalmente o Acetobacter, que
eventualmente pode converter o vinho em vinagre (Costa, 1993). Além disto, quanto
maior a acidez volatil, menor o teor alcoodlico. O autor refor¢ca que para prevenir
doencas de azedia no vinho (fermentacédo acética), um dos principais cuidados é
manter o recipiente sempre bem atestado (preenchido até o topo) durante o
processo de producéo e envelhecimento.

Quanto aos acgucares totais estes fermentados envelhecidos podem ser
comparados aos vinhos classificados como demi-sec ou meio seco, pelos teores de
aclcar encontrados 5,90 a 7,87 g L™, que ficaram dentro da faixa de 5,1 a 20 g L™
estabelecida pela legislacdo (BRASIL, 2004).

O tratamento natural, no qual a garapa nao sofreu pasteurizagéao,
provavelmente apresentou além da Saccharomyces cerevisiae, leveduras selvagens
e outros microrganismos (que nao foram controlados pelo processo de sulfitacao), o
que possivelmente promoveu maior consumo dos acucares (AR e AT) ao longo de
todo o processo fermentativo em relacdo ao tratamento pasteurizado.

Os teores de SST foram reduzidos drasticamente da garapa para a primeira
trasfega nos dois tratamentos, caindo de 22,58 ° Brix na GN para 7,33 °Brix na T1N,
e 23,08 ° Brix na GP para 10,43 ° Brix na T1P, devido ao consumo dos aclcares

pelas leveduras para producédo do etanol, sendo que o tratamento natural (Qque ndo
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sofreu pasteurizacado), a reducao foi significativamente maior, possivelmente devido
a presenca de leveduras selvagens.

A partir da segunda trasfega, com a correcéo da acidez e a chaptalizagéo, os
teores de SST aumentaram para 12,67 °Brix na T2N e 15,13 °Brix na T2P e
praticamente se mantiveram nesses patamares apdés o envelhecimento dos
fermentados. As redugbes observadas néo diferiram significativamente dos valores
da segunda trasfega. Os teores de SST sofreram influéncia do melado adicionado,
assim como do acido citrico utilizado na corre¢cdo da acidez, como podem ser
observadas na Tabela 2, as concentracdes de AR, AT e da ATT e AV.

Os solidos soluveis, lidos pelo refratbmetro em ° Brix representam a soma de
todos os sélidos dissolvidos ha agua como: acucares, sais, aminoacidos, peptideos,
proteinas, acidos, e outros compostos soluveis.

Os dois fermentados envelhecidos apresentaram graduacao alcodlica dentro
das especificacdes da legislacdo, FN 115 °GL e o FP 11,5 °GL valores
comparaveis aos estabelecidos para os vinhos de mesa, na faixa de 8,6 a 14 °GL
(Brasil, 1973). Os teores alcoolicos foram superiores aos 10 % v/v de alcool no
fermentado de cana sem envelhecimento obtido por Rivera-Espinoza et al. (2005).

O grau alcodlico (GA) apoés a fermentacéo inicial alcangou valores médios de
13,0 °GL nos dois tratamentos e foi reduzindo ao longo do processo de
envelhecimento provavelmente devido a oxidacéo a acido acético e a formacao de

ésteres.

3.2.1 ACP dos mostos e fermentados obtidos da garapa natural e pasteurizada

A Figura 3 apresenta os resultados da ACP das trasfegas dos mostos e dos
fermentados de cana-de-acgUcar obtidos da garapa natural e pasteurizada. A ACP
das duas primeiras componentes principais representa a distribuicdo dos casos de
dispersao das trasfegas dos mostos e fermentados.

Para a andalise das componentes principais dos mostos e fermentados
obtidos dos dois processos, duas componentes foram suficientes para explicar
86,80 % do total da variancia, a primeira e a segunda componente representaram
respectivamente, 49,27 e 37,53 % do total da variagéo.

Na Figura 3B observa-se que em relacdo a componente 1, rotulada de
acUcares, a sequéncia do processo de producédo do fermentado ficou evidenciada
na distribuicdo dos grupos correspondentes a cada trasfega pelos quadrantes de



acordo com a idade. Na sequéncia as trasfegas T1, T2 e T3 e posteriormente 0s
fermentados envelhecidos.

Para a componente 1 — acUcares, o0s coeficientes fatoriais (loadings),
significativos >0,800, que proporcionaram a discriminacdo das trasfegas e dos
fermentados foram cinco, correspondentes as caracteristicas SST (0,967), AR
(0,812), AT (0,969), ATT (0,868) e AF (0,803), ver Figura 3A. Para a componente 2
— alcool, os coeficientes fatoriais que proporcionaram a discriminacao das trasfegas
e dos fermentados foram trés, um negativo correspondente a AV(-0,882) e dois
positivos GAv/v (0,904) e GAp/v (0,904).
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Figura 3 Grafico da ACP (A. projecdo das variaveis no plano; B. projecdo dos casos
no plano) apresentando o0s escores significativos baseados nas
caracteristicas fisico-quimicas dos mostos e fermentados obtidos da
garapa natural e pasteurizada. TIN e T1P- 12 trasfega; T2N e T2P — 22
trasfega; T3N e T3P 3?2 trasfega; FN e FP — Fermentados Natural e
Pasteurizado.

3.3 Andlise sensorial

Na Tabela 3 sdo apresentadas as meédias das notas da avaliacdo sensorial
dos atributos dos fermentados avaliados pelos provadores.

A bebida obtida da garapa pasteurizada (FP) apresentou boa avaliagdo em
quase todos os atributos. Transparéncia e grau alcodlico ficaram com meédias

proximas a 7 (“gostei regularmente”), para a maioria dos atributos, aroma, textura,
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dulcor, acidez, adstringéncia, amargor, aparéncia e cor, sendo que as meédias

ficaram em torno de 6 (“gostei ligeiramente”). O sabor ficou com média 5

(“Indiferente”).

Tabela 3. Frequéncia e média das notas para os atributos da analise sensorial dos

fermentados natural (FN) e pasteurizado (FP).

. Notas Total de L
Atributo Amostra 9 8 > 6 3 7 3 > 1 prov. Médias
Aroma FN 2 13 9 10 4 4 5 4 3 54 57a

FP 4 10 17 9 6 2 3 2 1 54 6,3b
FN 0 4 9 9 2 9 12 4 5 54 45a
Sabor
FP 1 3 10 14 3 17 2 3 1 54 52b
Textura FN 1 6 15 13 8 3 2 5 1 54 57a
FP 2 11 14 11 8 2 4 2 0 54 6,2b
Docura FN 0 1 8 11 9 11 4 5 5 54 46a
FP 1 8 10 10 7 9 7 1 1 54 55b
Acidez FN 0 2 7 15 9 7 9 4 1 54 49a
FP 3 8 10 12 6 7 6 1 1 54 58b
Adstringéncia FN 2 10 6 7 10 10 4 3 2 54 54a
FP 7 10 10 11 8 5 2 0 1 54 6,4b
Transparéncia FN 2 9 10 15 9 4 3 2 0 54 6,0 :z
FP 3 16 11 8 8 7 0 1 0 54 6,5
Amargo FN 1 7 8 9 4 9 11 3 2 54 50a
FP 5 12 7 9 6 5 7 3 0 54 59b
Cor FN 3 7 12 16 6 5 3 1 1 54 6,0™
FP 5 6 16 7 10 4 1 3 2 54 6,0™
Aparéncia FN 3 7 16 11 8 4 3 1 1 54 6,1 :z
FP 7 6 17 5 8 6 2 1 2 54 6,2
Grau Alcoslico FN 4 9 16 6 5 7 5 2 0 54 6,1 :z
FP 6 10 14 13 5 3 1 1 1 54 6,5
Aceitacdo FN 0 6 11 9 8 6 10 4 0 54 52a
global FP 1 9 9 15 7 7 4 2 0 54 58b

9 — Gostei muitissimo, 8 - Gostei muito, 7 — Gostei regularmente, 6 - Gostei ligeiramente, 5 — Indiferente, 4- Desgostei

ligeiramente, 3 - Desgostei regularmente, 2 - Desgostei muito, 1 - Desgostei muitissimo. ns — ndo diferem estatisticamente,

médias seguidas de letras diferentes diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

O FN obteve médias 6 (“gostei ligeiramente”) para os atributos aroma,

textura,

adstringéncia, amargo e sabor ficaram com média 5 (“indiferente”).

transparéncia, grau alcodlico,

cor e aparéncia. O dulcor,

acidez,

As amostras de FP foram significativamente diferentes das do FN para seis

atributos evidenciando melhor aceitacdo e o efeito do processo de pasteurizacéo



sobre a qualidade da bebida final. Pela avaliagdo dos provadores a pasteurizacao
melhorou significativamente os atributos da bebida fermentada.

Pelo teste de aceitacédo global (Tabela 3) os fermentados de cana FN e FP
diferiram significativamente entre si (p<0,05), apresentando médias de 5,2 e 5,8, que
correspondem a “indiferente” e “gostei ligeiramente”, respectivamente.

Os valores de intencdo de compra apresentaram diferengas significativas
(p<0,01), sendo a maior meédia conseguida pela bebida obtida da garapa
pasteurizada (FP) 3,3 (“talvez comprasse”) e a menor pela natural (FN) 2,5
(“provavelmente ndo compraria”).

A avaliacdo sensorial dos fermentados de cana-de-acucar pode ter sido
influenciada por dois fatores, o primeiro por ser uma bebida demi-sec ou meio seca
e 0 segundo fator pelo fato dos julgadores ndo serem consumidores habituais de
vinhos. Os dados mostraram que o fermentado de cana (FP) foi aceito, podendo ser

uma nova forma de investimento para indUstrias e/ou pequenos produtores.

4. CONCLUSOES

As duas garapas GN e GP apresentaram caracteristicas fisico-quimicas
distintas (pH, ATT, SST, AR) em funcdo da pasteurizacdo. As diferencas de
tratamentos nas garapas interferiram nas caracteristicas SST e AR dos mostos ao
longo do processo de producdo dos fermentados. Os fermentados de cana de
acucar FN e FP apresentaram caracteristicas distintas em fun¢do do processo. O
processo de pasteurizacdo da garapa reduziu a acidez volatil e fixa, aumentou os
solidos soltveis assim como os agucares e também as caracteristicas sensoriais de

modo que a avaliacao do FP foi superior a do FN na maioria dos atributos avaliados.
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CAPITULO 2

ANALISE DE COV POR MEFS-HS E CG-EM EM FERMENTADOS D E
CANA-DE-ACUCAR NATURAL E PASTEURIZADO, ENVELHECIDOS EM GARRAFAS
E BARRIS DE CARVALHO
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ANALISE DE COV POR MEFS-HS E GC-EM EM FERMENTADOS DE
CANA-DE-ACUCAR NATURAL E PASTEURIZADO, ENVELHECIDOS EM
GARRAFAS E BARRIS DE CARVALHO

RESUMO

Foi desenvolvido um método por MEFS-HS e analise por CG-EM para avaliar e
identificar os perfis de COV que contribuem para o aroma de fermentados de cana
produzidos a partir do mosto de cana natural e pasteurizado e envelhecidos em
barris de carvalho e garrafas de vidro. Para avaliar o resultado das analises dos
COV foi empregada a Analise de Componentes Principais (ACP). O método
desenvolvido por MEFS-HS e CG-EM foi eficiente na extragéo e identificacao de
104 COV comuns aos quatro tipos de fermentados — tais como, pirazinas, aldeidos,
cetonas, alcoois, ésteres, alcanos e acidos organicos. O tipo de preparacao e de
estocagem dos fermentados promoveu diferencas em suas composi¢cdes quimicas
finais e em seus perfis de COV. Quando foi aplicada a ACP foi possivel discriminar
0s quatro tipos de fermentados.

Palavras chave: Vinho-de-cana, MEFS-HS-CG/EM, COV, ACP
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HS-SPME AND GC-MS ANALYSIS OF VOCS IN SUGAR CANE WI NE WITH AND
WITHOUT PASTEURIZATION AGED IN BOTTLES AND BARRELS OF OAK

Abstract:

A Method was developed based on HS-SPME extraction and analysis by GC-MS to
assess and identify the profiles of VOCs that contribute to the aroma of wines
produced from sugar cane juice pasteurized and unpasteurized and aged in oak
barrels or glass bottles. To evaluate the outcome of the analysis of VOCs, Principal
Component Analysis was employed. The method developed was able to extract and
identify 104 VOCs, such as pyrazines, aldehydes, ketones, alcohols, esters, alkanes
and organic acids, which were common to the four types of wine. The modes of
preparing and aging wines promoted differences in their chemical composition and in
their final VOCs profiles, such that, when PCA was applied to them, it was possible

to discriminate the four types of wines.

Keywords: Sugar cane wine, HS-SPME-GC/MS, VOC, PCA
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1- INTRODUCAO

No Brasil o vinho de cana € utilizado para producdo de bebida destilada
(cachaca). Entretanto, a sua producao e comercializacdo pode ser uma alternativa
viavel, de baixo custo e alto valor agregado. Para isso € necessario conhecer suas
caracteristicas quimicas, como a presenca de compostos volateis responsaveis pelo
aroma. Milhares de compostos volateis podem ser detectados e diferenciados pelo
olfato. Considera-se que o0 processo de percepcdo pelo olfato (aroma) € mais
sensivel do que pelo paladar (sabor) (Mottram, 1993).

O impacto sensorial esta relacionado com as interagfes entre compostos
volateis e entre estes e outros componentes presentes na matriz. Tais interacoes
S&o0 responsaveis por caracteristicas importantes dos compostos, a exemplo o valor
do limiar de odor (limiar de deteccdo ou threshold), que pode ser definido como a
concentracdo minima pela qual um composto pode ser detectado pelo olfato (Belitz
& Grosch, 1999). Estas concentra¢es podem variar de pg L™ a mg L™, porém n&o
necessariamente por encontrar-se em maior concentracdo sua incidéncia sera
maior. Os COV presentes nas bebidas alcodlicas podem ser oriundos da matéria-
prima usada na fabricacdo e que permanecem inalterados ou formados durante o
processo da fermentacdo e do envelhecimento (Faria, Loyola, Lépez & Dufour,
2003).

O principal produto na fermentacdo alcodlica € o etanol, os demais
compostos sdo ésteres, alcoois, acidos graxos, aldeidos e outros, geralmente
encontrados em pequenas quantidades, apesar de extremamente potentes quanto a
sua contribuicdo ao aroma e sabor. Alcoois superiores (6leo fusel), acidos graxos e
ésteres formam quantitativamente 0s maiores grupos presentes nas bebidas
alcoolicas, sendo os alcoois superiores 0os mais abundantes. Alcoois superiores
possuem mais de dois atomos de carbono e geralmente constituem 50 % dos
componentes aromaticos do vinho. Sendo os hexandis responsaveis pelos odores
herbaceos presentes em certos vinhos. A maioria dos alcoois fuseis é formada
como produtos secundérios da fermentacao (Santos, 2006).

Um método para o isolamento e concentracdo de volateis deve ser simples,
rapido, eficiente, de baixo custo e com minima manipulacdo da amostra sem
modificar a composicao total do produto estudado (Janzantti, 2004). Diferentes

métodos analiticos tém sido desenvolvidos para determinar os componentes que



contribuem para o aroma de alimentos, vinhos e bebidas alcodlicas, tais métodos
baseiam-se na analise do headspace (espaco de cabec¢a) ou na analise total.

Para Quinteiro, Nobre, Ferreira, Godoy & Castro (2003) a extracdo em fase
sélida (Solid Phase Extraction - SPE) além de exigir pequena quantidade de
solvente, apresenta baixo custo, rapidez e facil automacgéo, também possibilita
concentrar varios analitos de interesse simultaneamente e permite determinagfes
em niveis de deteccdo da ordem de ng L™, sendo apropriada e eficiente para
substituir extracdes classicas, como a extracdo liquido-liquido (ELL). Uma variante
mais recente é a micro-extracdo em fase solida- MEFS (Solid Phase Micro-
extraction - SPME).

A MEFS-HS engloba a maioria dos passos necessarios para a preparacao de
amostras, na analise de compostos volateis em alimentos, devido a sua
simplicidade, sem uso de solventes, pequena manipulagdo da amostra, alta
sensibilidade, rapidez e facilidade de automacdo (Sousa, Rodrigues, Martinsa,
Oliveira, Pereira & Andrade, 2006). No headspace, a fibra é posicionada na fase
gasosa em equilibrio com a amostra, sob temperatura constante para que os COV
sejam absorvidos ou adsorvidos e, posteriormente, por exposi¢cao da fibra no injetor
do cromatografo a gas ocorre a dessorcao térmica.

O acoplamento da cromatografia gasosa com a espectrometria de massas —
CG-EM (Gas Chromatography-Mass Spectrometry GC-MS) é uma poderosa
ferramenta na analise qualitativa e auxilia na identificacdo dos COV eluidos da
coluna cromatogréafica. Os espectros de massas sdo usados na identificacdo de
varios compostos organicos, onde as relacbes massa/carga (m/z) obtidas podem
ser transformadas em informacdo estrutural (Mclafferty, 1994). Bibliotecas
eletrbnicas modernas auxiliam a identificacdo de compostos desconhecidos por
comparacao com espectros padrdes (Franco & Janzantti, 2004). Em certos casos o
uso do indice de retencdo junto com o espectro de massa, pode ajudar na
identificacdo de compostos isolados de misturas complexas.

A identificacdo de COV que sédo os principais contribuintes do aroma de
certos tipos de alimentos ou bebidas € dificultada, por causa do grande nimero de
compostos detectados nesse tipo de matriz. Nesses casos, a andlise de
componentes principais (ACP) é uma poderosa ferramenta que pode ser aplicada
para identificar similaridades entre amostras complexas nas quais varios

componentes sao medidos.
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O objetivo deste trabalho foi desenvolver um método baseado na extracao
por MEFS-HS e andlise por CG-EM, para determinacdo do perfil de COV que
podem contribuir para o aroma de fermentados de cana obtidos do caldo de cana
natural e do caldo de cana pasteurizado e dos fermentados envelhecidos em
garrafas de vidro e em barris de carvalho. Os perfis determinados foram entdo
tratados por ACP e as amostras foram classificadas de acordo com seus

tratamentos prévios e as condicdes de estocagem.

2. Material e métodos

2.1. Reagente e solvente

O cloreto de sdodio (99,0 %) foi adquirido da Nuclear (Sao Paulo, Brasil) e a
agua destilada e tratada em um purificador NANOPure Diamond system (Dubuque,
USA).

2.2 — Instrumentacgao

O sistema usado na extracdo dos COV foi um autoamostrador (CTC Combi-
PAL, Zwinger - Suécia) acoplado ao CG-EM (Shimadzu QP2010 Plus, Kyoto -
Japao) com injetor tipo split/splitless, operando no modo splitless a 250C. A
separagdo foi realizada em uma coluna de silica fundida (Restek Rtx®-1 MS
Crossbond® 100 % dimetilpolisiloxano; 30 m x 0,25 mm ID x 0,25 um, Bellefonte,
PA - USA) utilizando hélio 99,99 % como gas de arraste a uma vazdo de
0,56 mL min™ com a seguinte programacdo na coluna: 35 € por 1 min, aquecida
até 100 € a 4 € min *, em seguida aquecida até 190 € a 5 T min
permanecendo por 10 min nesta temperatura com um tempo total de 45,25 min. O
MS operou no modo Scan na faixa de 30 a 300 m/z, temperatura da fonte de ions
250 °C, linha de transferéncia a 250 °C e ionizagéo por impacto de elétrons a 70
ev.
Para a SPME foi utilizado o holder para autoamostrador (Supelco, modelo 23GA,
Bellefonte, PA, USA) e fibras recobertas com poliacrilato (85 um), polidimetilsiloxano

(100 pm), polidimetilsiloxano-divinilbenzeno (65 um) (Supelco, Bellefonte, PA, USA).

2.3. Amostra
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As amostras de fermentado de cana usadas neste estudo foram obtidas do
laboratério de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Recbncavo da
Bahia (UFRB) em Cruz das Almas, Bahia (1248°'38"S e 39%'26"W ), na regido
nordeste do Brasil. Os fermentados foram produzidos a partir de caldo de cana
pasteurizado e natural (sem pasteurizacdo). Depois de prontos os dois tipos de
fermentados foram envelhecidos em garrafas de vidro e barris de carvalho por um
ano, resultando no final quatro tipos de fermentado. Uma quantidade representativa
de cada tipo de fermentado (~500 mL) foi coletada ao final do processamento e
transferida para frascos de vidro de coloragdo a&mbar e estocadas sob refrigeracéo a
-18 € até o momento das analises.

2.4. Procedimento de extracao

Para a extracao foram pesadas 3 g de NaCl em um frasco (vial) de 20 mL,
seguida da adicdo de 5 mL de agua ultra pura e 5 mL da amostra de fermentado. O
frasco foi selado e deixado em repouso por 30 min, em seguida foi incubado a 60 T
por 10 min. A fibra de SPME utilizada (PDMS, 100 um) foi inicialmente condicionada
conforme a recomendacgédo do fabricante. A extracdo dos COV foi feita através do
modo headspace (MEFS-HS), a 60 € durante 30 min, sob agitacdo a 250 rpm,
(intercalando ciclos de 30 sec sob agitacdo e 10 sec sem agitacdo). Apos a
extracdo, a fibra foi introduzida no injetor do CG para a dessor¢do por 10 min a
250 T. Apos cada extracdo, a fibra foi limpa a 280 °C por 1 min em uma atmosfera
de hélio. As analises dos COV para cada tipo de fermentado foi realizada em seis

repeticoes.

2.5. Identificacdo dos COV no fermentado de cana

Em virtude de n&o ter padrbes disponiveis no laboratorio, a identificagdo dos
COV foi feita por meio da espectrometria de massas, por comparacao do espectro
obtido da amostra com aqueles armazenados na biblioteca eletronica NIST 147 e
Wiley 8.0. Adicionalmente, quando possivel, a identificacdo foi confirmada por
comparacao do indice de retencao linear (IRL) da substancia com aqueles relatados

em literatura.

2.6. Andalise estatistica
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Para avaliar o resultado das analises dos COV com o objetivo de estabelecer
as semelhancas e diferengas entre os quatro tipos de fermentados foi empregada a
Andlise dos Componentes Principais (APC), utilizando os softwares STATISTICA
7.1® (data analysis software system) e SPSS Statistics 17.0°

As componentes foram extraidas a partir da matriz de correlacdo, adotando-
se o critério Kaiser (Hair et al., 2005); assim, foram mantidas no sistema apenas as
componentes relacionadas aos autovalores A=1.Aliado a isto, considerou-se ainda a
percentagem da variancia acumulada (que deve ser superior a 70 %) na selecéo das
componentes.

Os autovalores séo as variancias das componentes principais, enquanto que
0s autovetores dao os coeficientes das variaveis padronizadas usadas para calcular
as componentes principais (Manly, 2008). Utilizou-se a rotagéo normalizada Varimax
(Hair et al., 2005), que maximiza as variancias dos loadings (cargas fatoriais),

promovendo um rearranjo dos autovalores.

3. Resultados e discussao

3.1- Otimizacdo da MEFS-HS

A otimizacdo das condicdes experimentais das etapas de extracdo e
dessorcdo foram feitas em triplicata com amostras de fermentado envelhecido em
barril de carvalho. Os seguintes parametros foram avaliados: volume da amostra,
tipo de fibora MEFS, efeito da adicdo de sal, tempo de extracdo, temperatura de
extracdo e tempo de dessorcdo. Para a selecdo da fibra foi utilizado como
parametro o numero de COV extraidos para cada fibra e para os demais parametros
de otimizacdo foi utilizada a média da soma das areas de 21 picos dos COV mais
abundantes detectados nos cromatogramas.

3.1.1. Volume da amostra

Inicialmente foi utilizado o volume da amostra de 10 mL. Entretanto, em
funcéo da saturacdo do sinal do detector, devido a presenca do etanol em alta
concentracao no fermentado de cana, 5 mL da amostra foi diluida em 5 mL de agua

ultra pura (1:1) e a mistura mostrou ser mais apropriada para analise dos COV.



72

3.1.2. Selecao da fibra

Trés fases de recobrimento das fibras foram testadas, ou seja: uma fase
polar (poliacrilato - PA); uma fase néo polar (polidimetilsiloxano - PDMS) e uma fase
bipolar (polidimetilsiloxano/divinilbenzeno - PDMS/DVB). Antes do uso, cada fibra foi
condicionada no injetor do cromatégrafo seguindo as recomendacgbes dos
fabricantes. Na avaliacdo da eficiéncia de cada fibra, foi observado que a fibra com
revestimento apolar (PDMS) foi mais eficiente por extrair 87 COV, enquanto a fibra
com fase bipolar (PDMS-DVB) extraiu 32 COV e a fase polar (PA) somente 28.
Dessa maneira, a fiora PDMS foi escolhida para o desenvolvimento do método e
aplicagdo. A Figura 1 mostra um tipico cromatograma de uma amostra de

fermentado apos a extracdo com SPME-HS.

15

Intensidade
1

TIC*1.00

min

Tempo (min)

Figura 1 - Cromatograma obtido por MEFS-HS e CG-EM, usando fibra PDMS. 1.
Acetaldeido, 2. Etanol, 5. 2-Propanol, 6. Benzeno, 7. Acido acético, 14.
Hexanal, 28. Heptanal, 50. 5,9-Dimetil-2-decanona, 51. 2-Nonenal, 58. 2,3-
dimetil-nonano, 62. 2.3-Dietil-5-metil-pirazina, 65. 3.6-dipropil-2,5-dimetil-
pirazina, 68. Dietil succinato. Outros compostos correspondents aos picos

numerados podem ser identificados na Tabela 1.

3.1.3. Condi¢bes de dessorcao

Para uma complete dessorcdo dos analitos no injetor, o tempo e temperatura
de dessorcédo foram otimizados. Esses dois parametros junto com a posicao da fibra

no injetor sdo o0s principais responsaveis por render um sinal maximo para cada
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analito no detector. Baseado em um trabalho anterior de Wang, Xu, Zhao & Li
(2004) a temperatura do injetor foi ajustada a 250 T durante toda a otimizagéo,
enquanto o tempo de dessorcao variou de 3, 4, 5 e 10 min. A Figura 2 mostra o
efeito do tempo de dessorcao na extracdo dos COV do fermentado de cana.
Dessorcao por periodos de tempo longos ndo sao utilizados para prevenir a
degradacgéo do revestimento da fibra. O tempo de dessor¢édo de dez minutos foi
escolhido e logo apos a fibra ter sido limpa a temperatura de 280 T por 1 min em

uma atmosfera de hélio.
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Figura 2. Efeito do tempo de dessorcdo na eficiéncia de extracdo de COV do
fermentado de cana por MEFS-HS expresso na média da soma das areas

dos 21 picos mais abundantes dos volateis detectados.

3.1.4. Forca idnica

A influéncia da forca ibnica foi avaliada pela adicdo de diferentes quantidades
de NaCl (0 %, 10 %, 20 % e 30 % (m/v)) na solucdo da amostra. A Figura 3 mostra
que o aumento na concentracdo de NaCl, promoveu também um aumento
proporcional na quantidade de COV extraidos. Esses dados sdo confirmados em
literatura que reportam o aumento da eficiéncia na extracdo de COV utilizando a

fiora PDMS, e aumentando concentracbes de NaCl para 30 % (m/v) (Deger,
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Gremm, Frimmel & Mendez, 2003, Carrillo, Garrido-Lopez & Tena, 2006, Oliveira,
Moura & Coelho, 2007).
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Figure 3. Efeito da adicao de NaCl na eficiéncia de extragdo de COV do fermentado

de cana por MEFS-HS expresso na média da soma das areas dos 21

picos mais abundantes dos volateis detectados.

3.1.5. Tempo de extragcéo

A técnica de extracdo por MEFS-HS baseia-se no equilibrio dos analitos
entre a amostra matriz, 0 headspace e o revestimento da fibra, ou seja, uma vez o
equilibrio atingido, a concentracdo dos analitos pode ser considerada constante nas
trés fases, e a precisdo do método serd melhorada. Entretanto, extracdes quase
chegando ao equilibrio também podem ser utilizadas para a quantificacdo dos
analitos, a fim de poupar tempo de analise. Tanto a duracédo do tempo de equilibrio
quanto a duracédo do tempo do método CG devem ser levados em consideracao.

Para os compostos mais volateis, ndo ha vantagem no aumento do tempo de
extracdo, enquanto que para menos volateis e/ou compostos mais polares da
mistura, aumentando o tempo de extracdo aumenta a eficiéncia da extragcdo (WANG
et al., 2004). Para avaliar esse parametro as extracdes foram realizadas em 5, 10,
20, 30 e 45 min. Um aumento na resposta analitica foi observado entre 5 e 30 min,

enquanto que entre 30 e 45 min nao foi observada diferenca significativa (Figura 4).
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O tempo de extracdo de 30 min foi entdo escolhido para conseguir 0 maximo de

sensibilidade com menor tempo de andlise.
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Figure 4. Efeito do tempo de extracdo na eficiéncia de extracdo de COV do
fermentado de cana por SPME-HS expresso como meédia da soma das

areas dos 21 picos mais abundantes dos volateis detectados.

3.1.6. Temperatura de extracdo

Na técnica SPME-HS, a temperatura de extracdo influencia no equilibrio da
concentracdo de COV entre a amostra matriz, 0 headspace a o revestimento da
fibra. A medida que a temperatura aumenta, ocorre um aumento na concentracao
dos analitos na fase de vapor, especialmente os compostos menos volateis cuja
extracdo é favorecida por altas temperaturas (De Schutter et al., 2008). Entretanto,
altas temperaturas podem também reduzir a sorcdo de analitos na fibra, visto que
este € um processo exotérmico.

A influéncia da temperatura na extracdo dos COV avaliada a 50, 60 e 70 °C,
nao apresentou diferencas significativas (p>0,05) nas quantidades extraidas nos trés
valores. Embora a extracéo feita a 70 C tenha det erminado uma resposta analitica
significativamente alta, a precisdo foi mais baixa do que a extragdo a 60 °C, e assim

esta Ultima temperatura foi escolhida.
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3.2. Analise dos COV em fermentado de cana

Para avaliar o perfil de COV no fermentado de cana, as analises foram
executadas em 6 amostras de fermentados de cana obtidos da garapa natural e da
pasteurizada, ambos envelhecidos em garrafas de vidro e barris de carvalho, assim
totalizando 24 amostras. Um total de 104 COV foram identificados como comuns
aos quarto tipos de fermentado. Na Tabela 1 estdo listados os 104 compostos
identificados por comparacdo dos seus espectros de massas com os dados da
biblioteca eletronica e também por comparacéo de seus indices de retencéo lineares
com agueles disponiveis na literatura.

Suomalainen (1971) relata que em um grupo de mais de 100 componentes
volateis, verificou-se que as mesmas substancias fazem parte do aroma de
cervejas, vinhos e bebidas destiladas. Estes compostos aparecem como principais
componentes nas bebidas alcodlicas, independentemente da matéria-prima
utilizada, evidenciando a importancia das leveduras na formagdo do sabor da
bebida.

Nos fermentados envelhecidos em barris de carvalho foi detectada a
presenca do octatiocano (Sg) e do benzeno. Provavelmente o benzeno esta
associado a contaminacgao pela presenca de parafina comercial de baixa qualidade
utilizada para calafetar os barris. Este procedimento é recomendado por Moretto,
Alves, Archer, Campos & Prudéncio (1988). O octatiocano possivelmente pode ter
sido produzido por fungos do género actinomicete presentes na madeira. Segundo
Badoil & Benanou (2009) octatiocano pode ser obtido a partir de caldo de cultura
actinomicete, estirpe TO 447 (Streptomyces albulus), e este composto é um
indicador de atividade microbiologica. Nestes fermentados também foram
detectadas as pirazinas [2-(2-metilpropil)-3-(1-metiletil)-pirazina, 2,3-dietil-5-metil-
pirazina e 3,6-dipropil-2,5-dimetil-pirazina] e duas cetonas [2-decanona, 5,9-dimetil-
2-decanona]. Também foi identificada a cetona B-damascenona, somente no

fermentado pasteurizado.

A presenca das pirazinas provavelmente deve estar associada a uma
contaminagdo por agdo microbiana na madeira do barril, tendo em vista que as
pirazinas ndo foram detectadas nos fermentados envelhecidos em garrafas.
Pirazinas sdo compostos nitrogenados heterociclicos que  contribuem

significativamente para o aroma de muitos alimentos. Estdo associadas ao
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escurecimento ndo enzimatico dos alimentos (reagfes de aminoacidos com
acUcares — reacdo de Maillard) e sua producéo ocorre a partir do aquecimento de
aminoacidos ou a partir de microrganismos, como Bacillus subtilis, Corynebacterium
glutanmicum e outros (LASKIN, 1983).

A B-damascenona pode ser formada pela hidrélise de metabdlitos derivados
de carotendides, como a neoxantina. Estudos hidroliticos com glicosidases
mostraram que o triol foi convertido rapidamente em B-damascenona, 3-hidroxi-
damascona e megastigma a temperatura ambiente em solucéo aquosa e pH 3. Didis
como a luteina podem gerar B-damascenona em vinhos durante o envelhecimento
(Puglisi, Elsey, Prager, Skouroumounis & Sefton, 2001; Enojo, Marédstica Jr. &
Pastore, 2007).

Os volateis 3-metil-butanal e 2-Hidroxi-3-Fenil-Propanoato de etila foram
identificados apenas nos fermentados envelhecidos em garrafas, provavelmente nos
fermentados envelhecidos em barril houve perdas por oxidag&o ou volatilizagdo em

funcéo da porosidade da madeira.

3.3. Andlise de componentes principais (ACP)

A analise de componentes principais foi realizada com a média das areas dos
picos de cada um dos 104 COV detectados em todas as amostras de fermentado.

A partir da matriz de correlacéo entre as areas dos COV dos dois diferentes
tipos de fermentados de cana, e dois tipos de envase calcularam-se as
componentes principais, possibilitando identificar compostos que podem melhor
caracterizar as amostras analisadas. A distribuicdo e dispersdo das amostras de
fermentado relativas as duas primeiras componentes principais (Fator 1 — tipo de
estocagem,; Fator 2 — tipo de processo) sao mostrados na Fig. 5.

Para a ACP dos quarto tipos de fermentado (FNG, FNB, FPG e FPB), seis
componentes foram necessarias para explicar 72.36 % da variancia total, sendo que
a primeira e a segunda componentes sdo responsaveis por 25,15 e 17,17 % da
variacao total, respectivamente.

Na Figura 5 observa-se que a ACP foi eficiente na discriminacdo das
amostras, de acordo com 0 seu processo de preparacdo e também seu modo de
estocagem durante o envelhecimento, mostrando que ambos tem influéncia no perfil

de COV de cada amostra assim como nas caracteristicas do produto final.
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Os compostos com maior contribuicdo para as diferencas no processo de
estocagem, de acordo com a comparagao com a biblioteca eletrbnica, o espectro de
massas e também por comparacao de seus indices de retensdo linear com os da
literatura, foram cymeno, 3-hidroxi etil tridecanoato, 2-octanona, 2-metil-
tetraidropirano e 2-metil-1-propanol.

Em relagcdo ao processo de producdo, os compostos que tiveram maior
contribuicdo para as diferencas foram 4,5-dimetil-2-ciclohexil-1,3-dioxolano, 3-butil

cicloheptanona, etil hexil benzoato, acido tetradecandico e eicosano.
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Figure 5 — Gréfico dos escores obtidos da ACP dos fermentados obtidos da garapa
natural (ndo pasteurizada) e da garapa pasteurizada envelhecidos em
garrafas de vidro e barris de carvalho. FNG — Fermentado natural
envelhecido em garrafa de vidro; FNB - Fermentado natural envelhecido
em barril de carvalho; FPG - Fermentado pasteurizado envelhecido em
garrafa de vidro; FPB - Fermentado pasteurizado envelhecido em barril de

carvalho.
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Tabela 1- Compostos organicos volateis de quarto tipos de fermentado de cana-de-
acUcar extraidos por MEFS-HS, analisados e identificados por GC-EM.

N°. Compostos organicos volateis (COV)* Figgl MM T.R. IRL IRL**
1  Etil acetato 3 88 299 605 6409
2 2-Metil 1-propanol (isobutanol) 4 74 324 617 6707
3 Etil 2-propenoato 6 100 4.09 660

4 Etil propanoato 7 102 437 674  729¥
5  2,4,5-Trimetil 1,3-dioxolane (metiltiopropanal) 8 116 473 693  739%
6  1,1-Dietoxi etano 9 118 487 700 734%
7 Alcool Isoamilico (2-metil-1-butanol) 10 88 512 712  759%¥
8  Alcool amilico (3-methyl-1-butanol) 11 88 516 715 7359
9  2-metil-etil propanoato (etil isobutirato) 12 116 545 729  756Y
10  3-metil-etil propanoato 13 116 5.78 746

11  Etil 2-oxo-propanoato 15 116 6.31 773

12 Etil butanoato (etil butirate) 16 116 6.49 781 805"
13  2,3-Butanediol 17 90 6.63 788 816Y
14  Etil 2-hidroxi-propanoato (etil lactato) 18 118 6.88 801 8249
15  Pentenil butanoato 19 156 7.31 813 1010%
16  4-Metil-1-pentanol 20 102 7.73 826

17  3-Metil-1-pentanol 21 102 7.98 834

18  2-metil-etil butanoato 22 130 803 835  843Y
19  3-metil-etil butanoato 23 130 811 837 8499
20  1-Hexanol 24 102 879 858 8657
21 Acetato de isoamila 25 130 884 859 881"
22 2-metil-butil acetato 26 130 894 862 883"
23 4-Etoxi-pentanona 27 102 937 875 898%
24  Etil pentaenoato 29 130 9.68 884  905%
25  2-Heptanol 30 116 9.81 883 892"
26  Etil 2,3-dimetil-butanoato 31 144 1050 908  896@
27  Metoxi-penil oxima - 151 10.64 912

28 Benzaldeido — 106 11.29 929 924
29  1,1-Dietoxi metil 3-butana 32 160 11.94 947  953%
30 1-Heptanol 33 116 1235 958 973?
31 2-Heptil-1,3-dioxepano - 200 12.53 963

32 1-Etoxi-1-pentoxi ethano 34 160 12.61 965

33  1-Octen-3-ol 3% 128 1267 967 977%
34 2-Octanona — 128 12586 972 991
35 2-Metil-5-pentil tetrahidrofurano 36 156 13.13 979

36  Etil hexanoato 37 144 1331 984  998?
37  2-Metil-tetrahidropirano 38 116 13.50 989

38 2,5-Dimetil 4-hexenoato 39 142 13.68 994

39  2-Metil-3-metil butil propanoato 40 158 13.89 999

40  1-Metil-4-(1-metiletil) benzeno (cimeno) 41 134 1433 1011 10279
41  2-Etil 1-hexanol 42 130 1458 1018 1034%
42 2,6-Dimetil-4-heptanol 43 144 1547 1041

43 2-Octen-1-ol — 128 16.00 1055

44 1-Octanol 44 130 16.12 1059 1070%
45  1,3-Dimetil-2-vinil-benzeno 45 132 16.68 1073

46 2-Metoximetil-2,4,5-trimetil 1,3-dioxolano 46 160 16.75 1075

47  Nonanal — 142 17.09 1084 1081%
48  Fenil-etanol 47 122 17.28 1089 11139
49 4 5-Dimetil-2-ciclohexil-1,3-dioxolano 48 184 17.74 1102

50 2-Etil-hexanoato 49 144 1846 1122 1208%
51 Etil benzoato 52 150 19.31 1147 1139%
52  Butanedioate dietila 53 174 19.61 1156 1192%
53  5-Metil-2-(1-metiletil) ciclohexanol 54 156 19.76 1160

54  Acido Octanéico 55 144 2029 1175 1228%
55 Octanoato de etila 56 172 2056 1183 11739
56 Decanal 57 156 20.68 1187 1218?
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N°. Compostos organicos volateis (COV)* Figgl MM T.R. IRL IRL**
57  3-Metil-3-butil-1 -ciclohexanona - 184 21.02 1196
58  Trimetil-tetrahidro-naftaleno (TDN) 59 174 2120 1202 1364Y
59  3-Butil cicloheptanona - 168 21.24 1203
60  Etil- fenil-acetato 60 164 21.62 1216 1251
61 2-Fenil etil acetato 61 164 22.00 1228 1264
62 Isopentil hexanoato — 186 22.23 1235
63 1-Decanol — 158 2297 1260 12709
64  Acido nonanéico 63 158 23.14 1265 1260
65 Nanonoato de etila — 186 2363 1281 1296
66 Di-isobutil succinato 64 230 24.27 1302
67 2-Octil butanoato - 200 24.47 1309
68  Acido decanoico 66 172 25.99 1364 1383
69 Etil decanoato 67 200 2645 1381 1398%
70  Tridecanal - 198 26.70 1390
71  2-Tert-butil-5-isopropil-1,3-dioxolan-4-ona — 186 27.00 1401 1432Y
72  6,10-Dimetil-5,9-undecadien-2-ona 69 194 27.79 1431
73  2,6-Ditert-butil-fenil-1,4-quinona 70 220 28.22 1448
74  1-Dodecanol 71 186 28.54 1461
75  Etil 9-oxo-nonanoato — 200 28.79 1471
76  3,5-di-tert-butil-fenol 72 206 29.39 1494
77  3-Hidroxi etil tridecanoato 73 258 29.86 1513
78  Acido dodecanoico 74 200 30.83 1554 15687
79 1-Tridecanol 75 200 31.03 1562
80 Etil dodecanoato 76 228 3145 1580 1591%
81 1-[2-(Isobutil-oxi)-1-metiletil-2,2-dimetil propil-]2- _ 286 3151 1582
propanoato
82 Hexadecano — 226 31.95 1601
83  Isopropil dodecanoato — 242 3226 1629 1646%
84  2,5-Di-tert-amil-p-benzoquinona — 236 32.86 1682
85 1-Tetradecanol 77 214 33.36 1726
86 Etil hexil benzoato — 234 3393 1777
87 Octadecano — 254 34.19 1800
88 2,6,10,14-Tetrametil-hexadecano - 268 34.39 1809
89  Etil 3-hidroxi-dodecanoato - 244 3453 1815
90 2-(Fenil-metileno) octanal - 216 34.62 1820
91 Acido Tetradecandico 78 228 35.24 1848
92 1-Pentadecanol 79 228 3557 1863 1136
93 Tetradecanoato de etila 80 256 3590 1877 1797%
94  Isopropil miristato — 270 36.73 1912
95 5,9,13-trimetil 4,8,12-tetradecatrienal 82 248 36.78 1914
96 1-Nonadecanol — 284 38.09 1962
97 Pentadecanoato de etila — 270 38.48 1976
98 Eicosano 83 282 39.13 2000
99 Methyil hexadecanoato - 270 39.44 2009
100 Acido hexadecandico 84 256 40.70 2043 1903?
101 Etil 9-hexadecenoato - 282 40.79 2046
102 Etil hexadecanoato 85 284 4190 2076 1993?
103 Heneicosano 86 296 42.76 2100
104 Hexadecanoato de metil etila 87 289 4329 2113 20459

* COV identificado por espectro de massa usando a biblioteca eletrénica Willey 8.0, NIST147; Fig. 1 - Compostos relacionados

aos picos presentes na Fig.1.; MM - Massa Molar; TR — Tempo de Retencéo; IRL - indice de Retenc&o Linear calculado em

relacdo a n-alcanos (6-22 C) na coluna capilar Rtx-1MS (Crossbond ® 100% dimethylpolysiloxano, 30 m x 0.25 mm IDx0.25

m). IRL** - Indice de Retencéo Linear encontrado na literatura utilizando coluna DB-5 em vez de DB-1: (1)Setkova et al. (2007),
(2) Cardeal & Marriott (2009), (3) Poisson & Schieberle (2008), (4) Nébrega (2003).
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4. Conclusbes

O método desenvolvido por MEFS-HS e CG-EM foi eficiente na extracao e
identificacdo de 104 COV - tais como, pirazinas, aldeidos, cetonas, alcoois, ésteres,
alcanos e acidos organicos - em amostras de fermentado de cana-de-agucar obtidos
do caldo de cana natural e pasteurizado, envelhecidos em barril de carvalho e
garrafas de vidro. Os tipos de preparacao e de estocagem promoveram diferencas
em suas composi¢cdes quimicas finais e em seus perfis de COV, sendo
demonstradas por meio da ACP que permitiu discriminar os quatro tipos de

fermentado.

Agradecimentos

Os autores agradecem ao CNPq, a FAPESB, PRONEX, FINEP e CAPES.

5. Referéncias

Badoil, L., Benanou, D. (2009) Characterization of volatile and semivolatile
compounds in waste landfill leachates using stir bar sorptive extraction-GC/MS.
Analytical and Bioanalytical Chemistry, 393, 1043-1054.

Belitz, H-D, Grosch, W. (1999) Aroma substances. In: Food chemistry. (pp. 319-377)
Berlin; Springer-Verlag.

Cardeal, Z. L., Marriott, P. J. (2009) Comprehensive two-dimensional gas
chromatography—mass spectrometry analysis and comparison of volatile organic
compounds in Brazilian cachaca and selected spirits. Food Chemistry, 112, 747—-
755.

Carrillo, D. J., Garrido-L6pez, A., Tena, M. T. (2006) Determination of volatile oak
compounds in wine by headspace silid-phase microextraction and gas

chromatography-mass spectrometry. Journal Chromatography A, 1102, 25-36.

Deger, A. B.,, Gremm, T. J., Frimmel, F. H. Mendez, L. (2003) Otimization and

application of SPME for the gas chromatographic determination of endolsufan and its



82

major metabolites in the ng L™ range in aqueos solutions. Analytical and bioanalytical
chemistry. 376, 61-68. doi: 10.1007/s00216-003-1855-8.

De Schutter, D. P., Saison, D., Delvaux, F., Derdelinckx, G., Rockb, Jean-Marie,
Neven, H., Delvaux, F. R. (2008) Optimization of wort volatile analysis by headspace
solid-phase microextraction in combination with gas chromatography and mass
spectrometry. Journal Chromatography A, 1179, 75 —-80.

Enojo, M., Mardstica Jr., M. R., Pastore, G. M. (2007) Carotendides: propriedades,
aplicacbes e biotransformacédo para formagdo de compostos de aroma. Quimica
Nova, 30, 616-622.

Faria, J. B., Loyola, E., Lopez, M. G., Dufor, J. P. (2003) Cachaca, Pisco and
Tequila. In Fermented Beverage Production (pp 335-363). New York: Kluwer

Academic/Plenum Publishers.

Franco, M. R. B., Janzantti, N. S. (2004) Avancos na metodologia instrumental da
pesquisa do sabor. In Aroma e Sabor de Alimentos: Temas Atuais (PP 17-27). Sé&o

Paulo: Editora Varela.

Hair, J., Anderson, R., Tatham, R. (2005) Analise multivariada dos dados.(pp 101-
102). Porto Alegre: Bookman.

Janzantti, N. S. (2004) Compostos volateis e qualidade de sabor da cachaca. Tese

de doutorado. Universidade Estadual de Campinas.

Laskin, Allen I. (1983) Advances in applied microbiology (pp 31-34). New York:

Academic Press.

Manly, B. J. F. (2008) Métodos estatisticos multivariados: uma introducao (pp 89 -
94). Porto Alegre: Bookman.

Mclafferty, F. W. (1994) Interpretation of Mass Spectra (pp 106 -114). Mill Valley,

California: N. Turno.

Mottram, D. S. (1993) Aroma. In Encyclopaedia of Food Science, Food Technology
and Nutrition (pp 4065-4071). London: Academic Press.

Moretto, E., Alves, R. F., Archer, P. M. B., Campos, C. M. T., Prudéncio, A. J. (1998)
Vinhos & vinagres (processamento e analises) (pp 20 - 120). Florianépolis: Editora
da UFSC.



Nobrega, I. C. C. (2003) Compostos volateis da aguardente de cana por
concentracdo dinamica do “headspace” e cromatografia gasosa-espectrometria de
massas. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. 23, 210-216.

Oliveira, E. R. M., Moura, B. dos S., Coelho, G. L. V. (2007) Analise de flavor do
suco de laranja por microextracao em fase solida (SPME). Revista Analytica, 28, 42-
51.

Poisson, L., & Schieberle P. (2008) Characterization of the Most Odor-Active
Compounds in an American Bourbon Whisky by Application of the Aroma Extract

Dilution Analysis. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 56, 5813-5819.

Puglisi, C. J., Elsey, G. M., Prager, R. H., Skouroumounis, G. K., Sefton, M. A.
(2001) Identification of a precursor to naturally occurring b-damascenone.
Tetrahedron Letter, 42, 6937-6939.

Quinteiro, L. M. C., Nobre, A. L. R, Ferreira, A. B. B., Godoy, R. L. O., Castro, I. M.
(2003) Microextracdo em fase solida: fundamentos e aplicacbes em analise de
alimentos. B. CEPPA, 21, 1-30.

Santos, B. A. C. (2006) Compostos Volateis e Qualidade dos Vinhos Secos Jovens
Varietal Cabernet Sauvignon Produzidos em Diferentes Regides do Brasil. Tese de

Doutorado. Universidade Estadual de Campinas.

Setkova, L., Risticevic, S. & Pawliszyn, J. (2007) Rapid headspace solid-phase
microextraction-gas chromatographic—time-of-flight mass spectrometric method for
gualitative profiling of ice wine volatile fraction Il: Classification of Canadian and
Czech ice wines using statistical evaluation of the data. Journal of Chromatography
A, 1147, 224-240.

Suomalainen, H. (1971) Yeast and its effect on the flavour of alcoholic beverages.
Journal of the Institute of Brewing, 77, 164-177.

Sousa, E. T., Rodrigues, F. M., Martinsa, C. C., Oliveira, F. S., Pereira, P. A. de,
Andrade, J. B.(2006) Multivariate optimization and HS-SPME/GC-MS analysis of
VOCs in red, yellow and purple varieties of Capsicum chinense sp. peppers.
Microchemical Journal, 82, 142-149.



Wang, L., Xu, Y., Zhao, G., Li, J. (2004) Rapid Analysis of Flavor Volatiles in Apple
Wine Using Headspace Solid-Phase Microextraction. Journal of the Institute of
Brewing. 110, 57-65.



CAPITULO 3

EVOLUCAO DE COV AO LONGO DO PROCESSO DE PRODpQAO E
ENVELHECIMENTO DE FERMENTADO DE CANA-DE-ACUCAR



86

EVOLUCAO DE COV AO LONGO DO PROCESSO DE PRODUCAO E
ENVELHECIMENTO DO FERMENTADO DE CANA-DE ACUCAR

Resumo

Foram investigados os compostos organicos volateis (COV) do caldo de cana
natural e pasteurizado e a evolugéo deles ao longo do processo de producéo e
envelhecimento do fermentado de cana em garrafas de vidro. As analises foram
feitas por microextracdo em fase soélida em headspace (MEFS-HS) e cromatografia
gasosa e espectrometria de massa (CG-EM) utilizando a fiora PDMS. No perfil
volatil foram discriminados e identificados 42 COV na Garapa Natural (GN) e 66 na
Garapa Pasteurizada (GP), sendo 30 comuns aos dois tipos de garapa. Destes, 18
sdo comuns aos dois e permaneceram na composi¢do do mosto e dos fermentados
produzidos a partir deles. Foram identificados setenta compostos comuns aos dois
tipos de fermentados que estavam presentes em todas as etapas da fermentacao,
da primeira trasfega até o fermentado envelhecido. A ACP evidenciou a evolucao do
perfil dos volateis ao longo do processo de producéo, caracterizando o aumento da

concentracao da maioria dos COV.

Palavras-chave: vinho de cana, MEFS-HS, CG-EM, volateis, envelhecimento de

vinho.
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VOC EVOLUTION ALONG PROCESS OF PRODUCTION AND SUGAR CANE
WINE AGING

ABSTRACT

The volatiles organics compounds (VOC) were investigated from natural sugarcane
juice and pasteurized and their evolution along the production process of sugar cane
wine and aging in glass bottles. The analysis was made by HS-SPME and GC-MS
using the PDMS fiber. In the volatile profile were discriminated and identified 42 VOC
in Natural Garapa (GN) and 66 in Pasteurized Garapa (GP), 30 common to both
types of sugar cane juice and 18 common to the two remained in the must
composition and wines produced from them. Were identified seventy organics
compounds commons to the two types of wines and present in all stages
fermentation, of first transfer to the aged wine. PCA showed the evolution of the
volatile profile along the production process, characterizing the growth of the

concentration of most VOC.

Keywords: sugar cane wine, HS-SPME, GC-MS, volatiles, aging wine.



1. Introducao

O maior desafio para o desenvolvimento da tecnologia adequada de
producdo de uma bebida € a definicdo da composi¢do quimica do produto final, pois
0 conhecimento das substancias responsaveis pelo flavor e por outras
caracteristicas da bebida permite a industria ter o controle da sua qualidade e do
tempo de producéo.

A fermentacgédo alcodlica, conhecida como fermentagéo priméria, € a principal
etapa do processo de producgéo do fermentado de cana. Nesta etapa as leveduras
convertem os agucares e outros compostos presentes no mosto em etanol, CO; e
outros produtos que sao responsaveis pela qualidade e/ou defeito da bebida. A
reacdo tem como subprodutos aldeidos, &cidos, glicerol, alcoois superiores (ou
Oleos fuseis), que contribuem para o sabor e aroma do vinho. Nessa fase séo
formados também ésteres, principais responsaveis pelo buqué, que conferem nota
frutal ao vinho (Rosier, 1988).

Alguns compostos organicos sdo oriundos da matéria-prima sem nenhuma
modificacdo, outros podem ser produzidos durante o processo de extragéo do caldo
na moenda, em reacdes enzimaticas de hidrolise, oxidacdes, complexacdes. Podem
também ser produzidos no processamento por aquecimento. A grande maioria dos
compostos é formada e/ou consumida pela atividade das leveduras inoculadas e de
microrganismos contaminantes durante a fermentagcdo. Outros sdo formados ou
modificados ao longo do processo de decantacao, estabilizacdo e envelhecimento
do vinho quando ocorrem principalmente reacdes de reducao.

Quando se trata de vinho de uva Noble et al.(1984) e Ferreira, LOpez &
Cacho (2000) asseguram que o sabor do vinho pode ter diferentes origens: aromas
primarios ou varietal que sao provenientes dos compostos presentes na uva; pré-
fermentativos que sdo formados durante a elaboracdo do mosto; secundarios ou
fermentativos que sao formados durante as fermentacdes alcodlica e malolactica e
terciarios ou poés-fermentativos que sao formados durante o processo de
envelhecimento do vinho. Este Ultimo se desenvolve mediante rea¢Bes quimicas
e/ou bioquimicas a partir dos aromas de etapas anteriores.

O aroma do fermentado de cana é mais complexo do que o aroma do caldo e

do mosto, em decorréncia das transformacdes que ocorrem durante o metabolismo
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das leveduras, que séo responsaveis pela maioria dos compostos organicos volateis
(COV) presentes nas bebidas fermentadas. Sabe-se que os COV dos vinhos
resultam de acidos graxos, aminoacidos, acidos cinamicos e metabolismos de
terpendides (Ribéreau-Gayon et al., 2002).

Terminada as etapas da fermentagdo, o0 vinho se apresenta turvo,
necessitando de um repouso para decantar toda a impureza que se encontra em
suspensao grosseira. Apos a decantacdo, o vinho deve ser separado da borra
formada por meio das trasfegas (Moretto et al., 1988).

O aroma caracteristico do vinho parece dever-se as diferentes propor¢des
gue certos compostos podem apresentar dentro do aroma total. Muito dindmico, o
aroma do vinho pode mudar com o tempo, ou seja, depende da idade do vinho e
também da safra (Ferreira, Lopez e & Cacho, 2000).

Segundo Lima et al. (1975), durante a maturagdo do vinho ocorrem
fendmenos biol6gicos como fermentacdo dos acgucares residuais e fermentacao
malolatica. Fenémenos fisicos como eliminacdo do CO, provindo da fermentacéo,
precipitacdo dos tartaratos, precipitaces coloidais (mucilagem de natureza glicidica,
substancias nitrogenadas simples e em combinacdo com fosfato e substancias
corantes insolubilizadas) e modificagdo da cor. Ocorrem também fendmenos
quimicos como autolise de leveduras, oxidacdes dos alcoois, aldeidos e outras
substancias presentes, assim como formacéo de ésteres volateis, resultantes das
combinacdes de acidos com é&lcoois, responsaveis pelas qualidades especificas dos
vinhos. E prossegue até que o oxigénio se reduza a quantidades insignificantes,
sendo prejudicado pelo excesso de CO,, SO, e outras causas (Lima et al., 1975). O
envelhecimento é caracterizado pelo processo de reducao, durante essa evolugéo o
vinho torna-se mais agradavel de beber, caracterizando-se pela sua longevidade
(Moretto et al., 1988).

Rosier (1988) relata que é dentro da garrafa, ao abrigo do ar, que o vinho vai
afinar, amaciar, e o seu aroma se transformara em Buqué que evoluira, devido
principalmente as reacbes de esterificacdo. Durante o envelhecimento, ocorrem
reacdes que originam aromas mais complexos e agradaveis. O vinho na garrafa
esta em total auséncia de oxigénio (no engarrafamento é retirado todo o ar) e,
portanto, as reacdes benéficas, ocorrem na auséncia de ar e sdo denominadas

reacOes de reducao (Moretto et al., 1988).
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Na literatura pesquisada so6 foi encontrada uma citacéo referente ao estudo
dos volateis no caldo de cana (Tokitomo et al. 1984) e nenhuma no fermentado de
cana, sendo a informacdo importante para elucidar a origem e formacao desses
compostos, assim como, para uma futura padroniza¢ao do produto.

O objetivo deste trabalho foi determinar os compostos volateis do caldo de
cana natural e pasteurizado e a evolugdo dos COV ao longo do processo de

producéo e envelhecimento do fermentado de cana-de-acucar.

2. Material e Métodos

2.1. Reagente e solvente

O cloreto de sddio (99.0 %) foi adquirido da Nuclear (Sao Paulo, Brasil) e a
agua destilada e tratada em um purificador NANOPure Diamond system (Dubuque,
USA).

2.2. Producéo do fermentado de cana e amostragem

Foi utilizada cana de acgucar da espécie Sacharum sp. colhida no dia do
processamento, no campus UFRB Cruz das Almas, Bahia (1248'38"S e
39%'26"W ), na regido nordeste do Brasil.

No laboratorio de Tecnologia de Alimentos a cana foi selecionada,
higienizada, raspada e o seu caldo (garapa) foi extraido por meio de moenda
(120 L). Foram realizados dois tratamentos, metade da garapa (60 L) foi
pasteurizada e a outra metade ndo. A pasteurizacéo da garapa de cana foi realizada
em banho-maria, com aquecimento feito em batelada e progressivo em sistema
aberto, quando alcancou a temperatura de 80 °C, permaneceu nesta por 3 min e
em seguida foi resfriada em banho de agua gelada a 5 °C. A temperatura e tempo
de pasteurizacao foram determinados em ensaio anterior (dados n&o apresentados).

Na producdo do fermentado de cana, apOs adicdo do metabissulfito de
potassio (K»S,0s), 0,1 g L™ nos mostos, conforme Moretto et al. (1988), foi feita
correcdo da acidez com acido citrico, reduzindo o pH de 5,5 para 3,5, com a

finalidade de reduzir a carga microbiolégica natural e proporcionar melhores
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condicbes para a fermentagdo. Em seguida foram acrescidos 5 % de
Saccharomyces cerevisiae, na forma de pé de cuba previamente preparado com a
garapa enriquecida com fosfato de aménio e levedura liofilizada comercial de
panificacdo (5 g L™). Os mostos foram acondicionados em seis vasilhames plasticos
com capacidade para 15 L (adaptados para fermentagéo, fechados, com sistema de
escapamento de gases, com batoque hidraulico e sistema de esvaziamento
adequado para separacéo da borra no momento das trasfegas).

A fermentac&o alcodlica foi realizada na temperatura ambiente (28 ° C), durou
9 dias e aos 20 dias foi feita a primeira trasfega. Aos 45 dias apOs o inicio da
fermentacao foi feita a segunda trasfega e a chaptalizacéo ou seja, a correcdo dos
SST para 15 ° Brix com melado comercial (adquirido no comeércio local) e sacarose.
Para o Mosto Natural foram adicionados 600 g de melado e 90 g de sacarose e para
0 Mosto Pasteurizado foram adicionados 600 g e 70 g, respectivamente. Em
seguida realizou-se nova correcdo da acidez com &cido citrico 3,33 g L. A
chaptalizacdo e a correcdo da acidez foram realizadas para melhorar as
caracteristicas sensoriais dos fermentados.

ApoGs a ultima trasfega, aos 60 dias, o fermentado de cana foi acondicionado
em garrafas de vidro com rolhas de cortica para envelhecer por um ano. As
amostras foram colhidas ao longo do processo de producdo do fermentado em
triplicatas e estocadas em frascos de vidro &mbar de 500 mL e estocadas a -18 °C

até o momento das analises.

2.3. — Instrumentacao

O sistema usado na extracdo dos COV foi um autoamostrador (CTC Combi-
PAL, Zwinger - Suécia) acoplado ao CG-EM (Shimadzu QP2010 Plus, Kyoto -
Japao) com injetor tipo split/splitless, operando no modo splitless a 250 T. A
separacao foi realizada em uma coluna de silica fundida (Restek Rix®-1 MS
Crossbond® 100 % dimetilpolisiloxano; 30 m x 0,25 mm ID x 0,25 um, Bellefonte,
PA - USA) utilizando hélio 99,99 % como gés de arraste a uma vazao de 0,56 mL
min™ com a seguinte programacéo na coluna: 35 °C por 1 min, aquecida até 100 °C
a 4°C min™, em seguida aquecida até 190 °C a 5 °C min™, permanecendo por 10

min nesta temperatura com um tempo total de 45,25 min. O MS operou no modo
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Scan na faixa de 30 a 300 m/z, temperatura da fonte de fons 250 °C, linha de
transferéncia a 250 ° C e ionizacgéo por impacto de elétrons a 70 eV.

Para a MEFS foi utilizado o holder para autoamostrador (Supelco, modelo
23GA, Bellefonte, PA, USA) e fibras recobertas com poliacrilato (85 pum) e
polidimetilsiloxano (100 um), (Supelco, Bellefonte, PA, USA).

2.4. Procedimento de extracao

Para a extracao foram pesadas 3 g de NaCl em um frasco (vial) de 20 mL,
seguida da adicdo de 5 mL de agua ultra pura e 5 mL da amostra de fermentado. O
frasco foi selado e deixado em repouso por 30 min e, em seguida, foi incubado a
60 € por 10 min. A fibra de MEFS utilizada (PDMS, 100 upm) foi inicialmente
condicionada conforme a recomendacéo do fabricante. A extracdo dos COV foi feita
através do modo headspace (MEFS-HS), a 60 T durante 30 min, sob agitacdo a
250 rpm, (intercalando ciclos de 30 seg sob agitacédo e 10 seg sem agitacao). Apos
a extracao, a fibra foi introduzida no injetor do CG para a dessorcao por 10 min a
250 T. Apds cada extracao, a fibra foi limpa a 280 °C por 1 min em uma atmosfera
de hélio. As analises dos COV para cada tipo de fermentado foi realizada em seis
repeticoes.

2.5 — Identificagcdo dos COV

Em virtude de néo existirem padrbes disponiveis no laboratério, a
identificacdo dos COV foi feita por meio da espectrometria de massa, por
comparacao do espectro obtido da amostra com aqueles armazenados na biblioteca
eletrénica NIST 147 e Wiley 8.0. Adicionalmente, quando possivel, a identificacéo foi
confirmada por comparacdo do indice de retencdo linear (IRL) da substancia com
agueles relatados em literatura.

2.6. Andlise estatistica

Para avaliar o resultado das analises dos COV e estabelecer as semelhancas e

diferencas entre as diferentes garapas, mostos e tipos de fermentados foi empregada a
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Andlise dos Componentes Principais (APC), utilizando os softwares STATISTICA 7.1°
(data analysis software system) e SPSS Statistics 17.0°

As componentes foram extraidas a partir da matriz de correlacdo, adotando-se o
criterio Kaiser (Hair et al., 2005). Assim, foram mantidas no sistema apenas as
componentes relacionadas aos autovalores A=1. Considerou-se ainda a percentagem da
variancia acumulada (que deve ser superior a 70 %) na selecao das componentes.

Os autovalores sé@o as variancias das componentes principais, enquanto que 0s
autovetores dao os coeficientes das variaveis padronizadas usadas para calcular as
componentes principais (Manly, 2008). Utilizou-se a rotagdo normalizada Varimax (Hair
et al., 2005), que maximiza as variancias dos loadings (cargas fatoriais), promovendo

um rearranjo dos autovalores.
3. Resultados e discussao

3.1- Analise de compostos orgéanicos volateis na garapa

Os resultados da analise dos Compostos Organicos Volateis (COV) da
garapa natural (GN) e da garapa pasteurizada (GP), por MEFS-HS e CG/EM,
podem ser observados nos cromatogramas apresentados na Figura 1A e B e na
Tabela 1.
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Figura 1 Cromatograma da garapa natural (GN) e da Garapa Pasteurizada (GP)
usando MEFS-HS e CG-EM.
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No perfil volatil foram discriminados e identificados por MEFS-HS e CG-EM
42 COV na GN (sem pasteurizar) e 66 na GP, dos quais 30 sdo comuns aos dois
tipos de amostras, 10 foram encontrados apenas na GN, assim como, 37 compostos
s0 foram encontrados na GP.

As amostras de caldo de cana pasteurizado apresentaram maior area de
picos (0 que corresponde a maior concentracdo dos COV), para a maioria dos COV
comuns aos dois tipos de garapa, indicando que 0 processo promoveu aumentos de
concentracdo para 17 volateis, com exce¢do de 12 compostos que apresentaram
diminuicdo na area dos picos. Entretanto, ficou evidenciado que o processamento
pelo calor promoveu aumento do numero de volateis e esses novos COV com
concentracoes elevadas.

O aumento da concentracdo dos COV esta em desacordo com os resultados
obtidos por Janzantti, Franco & Wosiacki (2003) que avaliaram o processamento de
suco de maca ‘fuji’ em garrafas fechada e relataram que a pasteurizacg&o (80 ° C por
20 min e resfriamento a temperatura ambiente) foi a etapa critica, onde ocorreu a
reducdo das &reas dos picos de todos os componentes volateis e perda total do
éster octanoato de isoamila e de mais 15 compostos nao identificados.

Neste trabalho o processo de pasteurizacdo promoveu a producdo de 37
compostos, e perda de 10.

O tipo e a forma de pasteurizacdo da garapa, pode ter promovido a
aceleracgéo inicial da atividade enzimética e a promocao de diversas reacgdes, entre
elas as de complexacéo, de oxidacdo e hidrolise com consequente aumento das
concentracdes da maioria dos volateis e formacao de outros.

Grande parte dos compostos organicos volateis sdo termolabeis podendo
ocorrer a decomposicédo térmica em temperaturas acima de 60 °C por periodo de
tempo prolongado.

Na Tabela 1 estéo relacionados os compostos volateis identificados nas duas
garapas com os respectivos tempos de retencéo e indices de retencéo linear (IRL).

Tokitomo, Kobayashi & yamanishi (1984), analisaram garapa natural (n&o
pasteurizada) por meio de CG-EM, utilizando coluna de vidro empacotada (10 %
SP2100 em 100/120 Chromosorb AW-DMCS; 3 m x 4mm i.d.) e identificaram os
COV: acido hexanoico e 2-metoxifenol; &lcool benzilico; 2-feniletanol; acido

heptandico; fenol; 4-nonanolide; 3-fenil-I-propanol; acido nonandico; 4-hidroxi-3-
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methoxiestirene; 3-fenil-2-propenol; 4-vinilfenol; 4-hidroxi-2-metoxi-benzaldeido.
Destes compostos apenas o acido nonanoico foi identificado no caldo de cana
pasteurizado, neste trabalho.

Do total de compostos encontrados nos dois caldos de cana 15 foram
aldeidos, destes o 2,4-decadienal (E,E) apenas na GN e benzaldeido, 2-undecenal,
2-fenil-metileno-octanal e cis-9-hexadecenal encontrados na GP; 15 alcoois, sendo
11 na GP, 1 na GN (1-hepten-4-ol) e 3 comuns as duas garapas, 1-octen-3-ol, 1-
octanol e 1-tetradecanol; 9 ésteres, sendo 6 comuns aos dois tipo de garapa e 3
encontrados apenas no GP, o acetato de etil hexila, o tetradecanoato de etila e
hexadecanoato de etila; 9 alcanos sendo 3 comuns as duas garapas, 6 diferentes
no GN e 1 na GP o 1,2,3-trimetil ciclopentano; 7 acidos organicos apenas no GP; 6
cetonas, sendo 3 comuns as duas garapas, 5-metil-2-(1-metiletil) Ciclohexanona na
GP e na GN 1-octen-3-ona e 4-(2,6,6-trimetil-1-ciclohexen-1-il)-3-buten-2-ona; 3
furanos, dois no GP o 2-pentil-furano e o 3,6-dimetil-2,3,3a,4,5,7a-hexahidro-1-
benzenofuran e na GN o 2-metil-5-pentil-tetrahidrofuran. Foram identificados
também metoxi-fenil-oxima, e os terpenos a-felandreno nas duas garapas e B-

felandreno na GP.

3.2 ACP das garapas

Para a realizagdo da ACP foi feita a selecdo dos COV utilizando os dados
comuns as duas garapas. A partir da matriz de correlacdo entre as areas dos COV
dos dois diferentes tipos de garapa (natural e pasteurizada), calcularam-se as
componentes principais, possibilitando integrar as multiplas informacdes extraidas e
identificar quais os compostos melhor caracterizam as garapas estudadas. A
representacao da distribuicdo dos casos de disperséo das garapas e dos COV das
duas primeiras componentes principais podem ser observadas na Figura 2A e B.

Na ACP da garapa natural (GN) e pasteurizada (GP) a primeira das duas
componentes foi suficiente para explicar 73,65 % do total da variancia, e as duas
componentes 87.05 %.

A analise das amostras GP significativas mostrou uma tendéncia a se
agruparem assim como as amostra GN, como pode ser observado na Figura 2A, em

relacdo ao Fator 1, rotulado como processo, quatorze coeficientes fatoriais foram
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positivos, 0 que pode ser traduzido como maiores concentracdes, expressas em
areas dos picos de 14 COV nas amostras GP em relacéo as GN.

Ocorreram apenas cinco coeficientes fatoriais negativos, do metoxi-fenil-
oxima (-0,986), dimetil-nonano (-0,948), dodecanoato de isopropila (-0,958), 1,1-
oxibis-octano e benzoato de etil hexila (-0,900), que apresentam uma situag&o
inversa, ou seja, estes compostos apresentam areas de picos maiores, que se
traduzem em maiores concentracbes nas amostras GN. Os graficos de scores,
conseguiram discriminar uma formacao muito nitida de agrupamentos de amostras,

para o Fator 1 dois grupos correlacionados aos tipos de processo, Natural e

Pasteurizado.
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Figura 2 A. ACP dos COV da garapa natural (GN) e da garapa pasteurizada (GP).
B. escores significativos da APC baseada nas areas dos picos
cromatograficos dos COV das garapas em relacéo aos fatores 1 e 2.

Dos 30 COV comuns encontrados nos dois tipos de garapa apenas 18
permaneceram na composicdo do mosto e dos fermentados produzidos a partir
deles: o hexanal, 2-heptanol, metoxi-fenil-oxima, 1-octanol, nonanal, 2-nonenal,

decanal, 2-decenal, 6,10-dimetil-5,9-undecadieno-2-ona, dodecanoato de etila,
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hexadecano, isopropil dodecanoato, 1-tetradecanol, benzoato de etil hexila,
dodecanoato de dietila, miristato de isopropila, eicosano e hexadecanoato de metila.
Os encontrados apenas na garapa natural foram quatro: 2-metil-5-pentil
tetrahidrofurano, 2-metil-tetrahidropirano, octadecano e nonadecano. Estes
correspondem aos aromas considerados primarios, originados da matéria prima
e/ou extragdo por moagem da cana.

Os COV identificados apenas na GP que permaneceram nos fermentados
foram oito: benzaldeido, 1-metil-4(1-metiletil) benzeno, 2-octen-1-ol, 1-nonanol,
acido nonandico, acido tetradecandico, tetradecanoato de etila e hexadecanoato de
etila. Esses aromas podem ser considerados primérios, formados durante o

processamento (pasteurizacao).

3.3 Analise dos compostos volateis no mosto e fermentados obtidos da

garapa natural e pasteurizada.

Foram identificados setenta compostos comuns aos quatro tipos de
fermentados e presentes em todas as etapas da fermentagéo, da primeira trasfega
até o fermentado envelhecido.

3.4 ACP dos mostos e fermentados de cana obtidos da fermentacdo da

garapa natural e da pasteurizada.

A ACP que representa a distribuicdo dos casos de dispersdo das trasfegas
dos mostos e fermentados obtidos da garapa natural e da garapa pasteurizada, das
duas primeiras componentes principais pode ser observada na Figura 3. Nesta, as
trasfegas sé@o apresentadas como T1N, T2N, T3N, T1P, T2P, T3P e os fermentados
como FNG, FPG (fermentado de cana envelhecido em garrafa), A letra N e P
correspondem aos mostos e fermentados originados da garapa natural e
pasteurizada, respectivamente.

Para a andlise das componentes principais dos mostos e fermentados
obtidos dos dois processos, 3 componentes sao suficientes para explicar 74,69 %
do total da variancia, a primeira e a segunda componente representaram 32,63 e

29,29 % do total da variacéo, respectivamente.



Tabela 1 COV* extraidos e identificados por MEFS-HS (PDMS) e CG-EM na garapa
natural e pasteurizada.

N. Nome M.M.  T.R. IRL IRL* GP GN
1  Hexanal 100 624 769  780Y +  +
2 Heptanal 114 945 776 9199 + +
3 2-Heptanol 116 981 883 892" + +
4 Methoxy-phenyl-oxime 151 10.64 912 + +
5  Benzaldeide 106 1129 929 9249 +  —
6  2-Heptenal 112 1134 931  959® + +
7 1-Octen-3-one 126 1228 956 977 —  +
8 2,3-Octanedione 142 1251 962 + +
9  1-Octen-3-ol 128 1267 967 991 + 4+
10 2-Pentyl Furan 138 13.09 978 + +
11  2-Methyl-5-Penthyl Tetrahidrofuran 156 13.13 979 — +
12  Octanal 128 1323 982 980“ +  +
13  2-Methyl-Tetrahidropiran 116 13.50 989 — —
14  a-Felandreno 136 13.69 994 + +
15 1-Buthyl Ciclopenten 124 1411 1005 + +
16  1-Methyl-4-(1-Methylethyl) Benzene 134 1433 1011 1027% + @ —
17 B-Felandreno 136 1457 1017 1010% +  —
18 3-Ethyl 3-Heptanol 144 1493 1027 + —
19 2-Octenal 126 15.18 1034 + +
20 1,2,3-Trimethyl Ciclopentane 112 1547 1041 + —
21 2-Octen-1-ol 128 16.00 1055 + -
22 1-Octanol 130 16.12 1059 1070% o+ o+
23 Nonanal 142 17.09 1084 1081“ +  +
24 2-Ethoxi-propano 116 17.26 1089 — +
25  1-Ethyl-4-methoxi benzene 136 17.37 1092 11799 +  —
26  2-Cyclohexen-1-ol, 1-methyl-4-(1-methylethyl)-, trans 154 1790 1106 + -
27  2-Cyclohexen-1-ol, 1-methyl-4-(1-methylethyl)-, cis 154 1851 1124 + —
28 5-Methyl-2-(1-Methylethyl) Ciclohexanone 154 18.80 1132 + —
29 2-Ethylhexhyl acetate 172 1897 1137 + —
30 2-Nonenal 140 1898 1137 11519 +  +
31 1-Hepten-4-ol 114 19.21 1144 - -
32  2-Isoprophyl-5-Methyl Ciclohexanol 156 1950 1152 + —
33  1-Nonanol 156 19.68 1158 1185% + @ —
34 ci_s 1,3-trans 1,4 -5-Methyl-2-(1-Methylethyl) 156 19.75 1160 + _
Ciclohexanol
35  6-Isoprophyl-3-methyl-2-cyclohexen-1-ol 154 2045 1180 + —
36 Decanal 156 20.68 1187 11729 + @+
37  3,6-Dimethyl-2,3,3a,4,5,7a-Hexahydro-1-Benzofuran 152 21.39 1208 + -
38  2-Decenal 154 2233 1239 12609 + @+
39  Nonanoic acid 158 23.14 1265 17459 + @ —
40 2,4-Decadienal (E,2) 152 2331 1271 + +
41  24-Decadienal (E,E) 152 24.00 1293 1315® — @+
42  2-Undecenal 168 25.35 1341 + -
43  2,3,5-Trimethyl Decane 184 26.95 1399 — +
44  6,10-Dimethyl-5,9-Undecadieno-2-one 194 27.79 1431 + +
45  4-(2,6,6-Trimethyl-1-Ciclohexen-1-il)-3-Buten-2-one 192 28.63 1464 - +
46 Beta-lonone 192 2865 1465 1495° +  +
47 2-(4a,8-Dimethyl-2,3,4,4a,5,6,7,8-Octahidro-2- 299 2008 1482 + _
Naphtalenyl)-2-Propanol
48  3,7-Dimetil-Nonane 156 29.53 1499 + +
49  Dactilol 222 30.67 1547 + —
50 1-Tridecanol 200 31.03 1562 + —
51 Ethyl dodecanoate 228 31.45 1580 1590% + +
52 1-Tridecanal 198 31.78 1593 + +
53 Hexadecane 226 31.95 1602 + +
54  Isopropyl Dodecanoate 242 32.26 1628 + +
55 5-Isop_ropenyI-B,8-Dimethy|-1,2,3,3a,4,5,6,7- 204 3257 1656 + _
Octahidroazulene
56 1,1-Oxybis Octane 242 33.20 1712 + +
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Tabela 1 (continuacéo)

N. Nome M.M. T.R. IRL IRL* GP GN
57 1-Tetradecanol 214 33.36 1725 + +
58 Ethyl hexhyl Benzoate 234 33.93 1778 + +
59 Cis-9-Hexadecenal 238 34.08 1790 + +
60 Octadecane 254 34.19 1800 - +
61 9-Octadecenoic acid 282 34.20 1800 + —
62 6-Octadecenoic acid 282 34.35 1807 + —
63 2,6,10-Trimethyl Dodecane 212 34.36 1808 — +
64  2-(Phenylmetilene) Octanal 216 34.62 1819 + —
65 Tetradecanoic acid 228 35.24 1848 + -
66 Diethyl decanodioate 258 35.41 1855 + +
67 Ethyl tetradecanoate 256 3590 1877 1797%¥ + @ —
68 Nonadecane 268 36.41 1900 1900“ — @+
69 Octadecanoic acid 284 36.50 1904 + -
70  Isoprophyl Myristate 270 36.73 1912 1835% + +
71 Pentadecanoic acid 242 3759 1944 + —
72 Eicosane 282 39.13 2000 + +
73  Methyl hexadecanoate 270 39.44 2009 + +
74  Cis-9-Hexadecenal 238 39.84 2020 + —
75 Hexadecanoic acid 256 40.70 2043 1903% + —
76  Ethyl Hexadecanoate 284 4190 2070 1963%¥ + @ —
77 Heneicosane 296 42.76 2100 - +

* VOC identificados por espectrdometro de massa usando a biblioteca NIST147 e NIST 127, MM - Massa Molar; TR — Tempo de
retencéo; IRL - indice de retenc&o Linear na coluna capilar Rtx-1MS; IRL* - indice de retenco Linear da literatura (1 - Setkova
et al. (2007), 2 - Cardeal et al. (2009), 3 - Poisson & Schieberle (2008 ), 4 — Liaw ( 2005) ; GN - garapa natural; GP - garapa

pasteurizada; + presenca; — auséncia.

Na Figura 3A observa-se que em relacdo a componente 1, rotulada de
Envelhecimento, a sequéncia do processo de producao do fermentado ficou distribuida
em um plano de acordo com a idade, ou seja, primeiro as trasfegas T1, T2 e T3 e
posteriormente os fermentados envelhecidos, sendo as amostras T3P, apresentaram
comportamento anémalo (outlier), se distanciando das demais formando um grupo a
parte. Ao analisar as variaveis pode-se afirmar que a causa deste distanciamento foi
ocasionada pela diferenca na propor¢éo das areas dos picos das amostras.

Para todos os picos dos COV detectados e identificados nas amostras da
terceira trasfega do tratamento pasteurizado (T3P), observaram-se areas dos picos
cromatograficos reduzidas em relacdo as das demais amostras, provavelmente devido
a algum problema de vedacdo no frasco durante o armazenamento que pode ter
promovido a perda dos volateis.

Como pode ser observado na Figura 3B, para a componente 1 -
envelhecimento, o0s coeficientes fatoriais (loadings), significativos >0,800, que
proporcionaram a discriminagdo das trasfegas e dos fermentados foram
correspondentes aos COV: (1) 2,4,5-Trimetil-1,3-dioxolano, (2) 2,3-Butanediol, (3) 2-

Hidroxi-propanoato de etila, (4) Acetato de isoamila, (5) Acetato de 2-metil-butila, (6) 1-
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Heptanol, (7) 2-Octanona, (8) Fenil-etanol, (9) 1-Nonanol, (10) 2-Fenil-acetato de etila,
(11) Decanol, (12) 6,10-Dimetil-5,9-undecadieno-2-ona, (13) hexadecano. Analisando
0S cromatogramas correspondentes (ndo apresentados) ficou evidenciado o aumento
gradual das areas dos picos destes compostos ao longo do envelhecimento, sendo
que, cinco destes compostos influenciaram na discriminacdo dos fermentados
envelhecidos (os compostos numerados como: 2, 3, 6, 8 e 13) e sete influenciaram na
separacao das trasfegas (1, 4, 5, 7, 10, 11 e 12).

15

A 1.0
R 10
o
™ g 050
o 5 o
N N
3 4
(]
20 5 00
g :
S . g |y
. 8
o & 0.5
-10
1.0 ke T o SRR
15
08 6 4 -2 0 2 4 6 8 10 12 1.0 -0.5 0.0 0.5 10
. o Active i : 0 !
Envelhecimento: 31.06 % Envelhecimento: 32.63 % o Active

Figure 3 A. ACP dos COV dos mostos e fermentados. T1N e T1P-12 trasfega, T2N e
T2P — 22 trasfega, T3N e T3P 32 trasfega, FNG e FPG — Fermentado de cana
Natural e Pasteurizado envelhecidos em garrafa de vidro; FNB e FPB —
Fermentado de cana Natural e Pasteurizado envelhecidos em barril de

carvalho. Médias de trés repeticdes; B. Gréafico de escores obtidos da ACP.

Francioli et al. (2003) e Riu-Aumatell et al. (2006) estudando a evolucao de
volateis ao longo do envelhecimento de cavas (vinho espumante espanhol) como
indicadores de envelhecimento, observaram que, 2-fenil etanol, Hexil acetato e alcool
isoamilico diminuiram significativamente ao longo do tempo, podendo ser considerados
marcadores de vinhos novos, enquanto 1,2-dihidro-1,1,6-trimethylnaphthalene (NDT),
vitispirano e dietil succinato aumentaram significativamente durante o envelhecimento.

Etil succinato pode ser um marcador de idade ao longo do periodo de envelhecimento.
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Loyaux, Roger & Adda (2006) avaliaram a evolucdo de volateis ao longo do
envelhecimento de champanhe observaram um rapido aumento do nivel de volateis no
primeiro periodo. Com o envelhecimento houve diminui¢éo lenta do nivel de nero-lidol,
butirato, alcool isoamilico e acetato de hexila e as concentracdes de vitispirano e de
benzaldeido aumentaram.

Para o fator 2, os coeficientes fatoriais que proporcionaram a discriminagao das
trasfegas e dos fermentados foram correspondentes aos COVs: (1a) 3-Metil-butanoato
de etila, (2a) Dietoxi-metil-3-butano, (3a) 2-Metil-5-pentil-tetrahidrofurano, (4a) 2-Metil-
tetrahidropirano, (5a) 2,6-Dimetil-4-heptanol, (6a) Dietil butanodioato, (7a) Decanal,
(8a) Fenil-acetato de etila, (9a) 2-Tert-butil-5-isopropil-1,3-dioxolano-4-ona. Como pode
ser observado na Figura 3B, quatro compostos proporcionaram a separagdo dos
mostos e fermentados obtidos da garapa natural (1a, 5a, 6a e 9a) e cinco compostos
influenciaram na discriminacdo dos mostos e fermentados obtidos da garapa

pasteurizada (2a, 3a, 4a, 7a e 8a).

4. Conclusodes

A pasteurizacdo do caldo de cana promoveu aumento da concentracdo da
maioria dos compostos volateis e ampliacdo do nimero de COV. Na garapa natural
foram detectados e identificados 42 COV, na garapa pasteurizada 66, com 30
compostos comuns aos dois tipos de garapas. Dos 30 COV comuns encontrados nos
dois tipos de garapa apenas 18 comuns as duas permaneceram na composicdo do
mosto e dos fermentados produzidos. A pasteurizacdo promoveu aumento do nimero
de volateis e esses novos COV com concentracbes elevadas. Quatro COV
encontrados apenas na garapa natural. Oito COV identificados apenas na GP que
permaneceram nos fermentados. A ACP baseada na area média dos picos obtidos na
analise por MEFS-HS e CG-EM discriminou os dois tratamentos, natural e
pasteurizado. Ao longo do processo de producdo do fermentado foram identificados
setenta compostos comuns aos quatro tipos de fermentados presentes em todas as
etapas da fermentacdo. A ACP evidenciou a evolugéo do perfil dos volateis ao longo do
processo de producdo, caracterizando o aumento da concentracdo da maioria dos
COv.
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CONSIDERACOES FINAIS

Ficou evidenciado neste trabalho que a pasteurizacéo da garapa, como foi realizada,
proporcionou significativas mudancas nas caracteristicas fisico-quimicas, na composicao
dos compostos organicos volateis, em termos quantitativos e qualitativos. Essas mudancas
ocorreram a partir da matéria-prima, aumentando nesta, o0 niumero de volateis em mais de
50 %, interferindo também, nas caracteristicas sensoriais dos fermentados produzidos, que
foram percebidas pelos provadores no momento da avaliacdo, o que levou a melhor
aceitacao da bebida alcodlica de cana originada da garapa pasteurizada.

O método desenvolvido por MEFS-HS e CG-EM foi eficiente na extracdo e
identificacdo de 104 COV comuns aos quatro tipos de fermentados estudados — tais como,
pirazinas, aldeidos, cetonas, alcoois, ésteres, alcanos e acidos organicos.

O tipo de preparacdo e de estocagem promoveu diferencas nas composicoes
guimicas finais e nos perfis de COV dos fermentados estudados. Ao longo do processo de
producgéo do fermentado foram identificados setenta compostos comuns aos quatro tipos de
fermentados presentes em todas as etapas da fermentacéo e envelhecimento. A maior parte
dos COV foi originada no processo fermentativo pelas leveduras, seguida pelo processo de
envelhecimento quando ocorrem importantes reacoes.

ACP foi uma ferramenta muito eficiente para discriminar os diferentes tratamentos
utilizados.

Buscando o aperfeicoamento do produto se faz necessario, a continuidade dos
estudos para incluir metodologias nédo contempladas neste trabalho, como utilizagéo
pasteurizadores e fermentadores industriais com controle de temperatura; utilizacdo de
outros tipos de vasilhame para envelhecimento, como o utilizado nas Filipinas, o burnay
(vasilhame de ceramica); utilizar componentes nutritivos no mosto, principalmente uma fonte
nitrogenada, néo protéica (fosfato de amonio), testando doses diferentes para avaliar a
melhoria na producgdo de volateis e consequentemente nas caracteristicas sensoriais; fazer
testes com fermentos naturais para identificar e desenvolver fermentados regionais

(varietais), utilizar leveduras selecionadas para melhorar o rendimento e a qualidade do
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fermentado produzido e fazer o controle microbiolégico ao longo do processo de producao
do fermentado.

A aromatizacdo da bebida, na forma de blender, utilizando polpas ou extratos de
frutas e plantas regionais com a producéo de produtos diferenciados seria outra alternativa
gue poderia ser utilizada para o desenvolvimento da tecnologia do fermentado alcoodlico de
cana-de-agucar.

No Brasil o vinho-de-cana é utilizado para producéo de bebida destilada (cachaca).
Para os produtores de cana-de-acUcar e proprietarios de alambiques é possivel conseguir
um produto comercial de baixo custo e alto valor agregado que seria uma alternativa a mais
para aproveitamento da cana-de-agucar em época de safra. Fazendo uso de uma tecnologia
de facil aplicacdo acessivel a todos os produtores, a producdo e comercializacdo de
fermentado de cana pode ser uma alternativa viavel, de baixo custo e alto valor agregado,
proporcionando renda, empregos e arrecadacao de tributos. Serd um novo produto com

grande potencial de mercado.



