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Resumo

O objetivo desta tese é a aplicacdo de métodos quimiométricos em conjunto com a técnica
espectrofluorimétrica para a analise de bebidas alcoolicas destiladas, especialmente cachacas,
contribuindo para estudos que visam a melhoria do controle da qualidade da bebida simbolo do
Brasil. Na primeira aplicagdo, foi proposto um modelo quimiométrico de classificagdo
supervisionada usando espectros de fluorescéncia sincrona para discriminar amostras
comerciais de cachaca e rum. Os espectros foram pré-processados empregando a primeira
derivada com o alisamento Savitzky-Golay, tendo os parametros de tamanho da janela e grau
do polinémio otimizados usando um planejamento composto central de face centrada. O melhor
modelo baseado na analise discriminante pelo método de quadrados minimos parciais
(PLS-DA) foi obtido usando os espectros sincronos registrados em 44 = 10 nm conseguindo-se
discriminar as duas bebidas com taxas de eficiéncia de 98%, sensibilidade de 100 e 94% e
especificidade de 100 e 92%, nos conjuntos de treinamento e de teste, respectivamente, e baixas
taxas de falsos-positivos e falsos-negativos. Na segunda aplicacdo, foi proposta a classificacdo
de cachacas pela madeira de envelhecimento usando espectros de fluorescéncia sincrona de
amostras comerciais envelhecidas e armazenadas em balsamo, carvalho, jequitiba e umburana,
em combinacdo com a PLS-DA. O melhor modelo foi construido usando os espectros
registrados em 44 = 30 nm, apresentando taxas de eficiéncia de 91 a 100%, sensibilidade de 81
a 100% e especificidade de 91 a 100%, nos conjuntos de treinamento e de teste. Na terceira e
ultima aplicacdo, cachacas comerciais foram classificadas em armazenadas e envelhecidas,
também usando os espectros de fluorescéncia sincrona. O melhor modelo PLS-DA foi obtido
usando os espectros registrados em 44 = 20 nm, obtendo taxas de sensibilidade de 86 e 81%,
especificidade de 77 e 71% e eficiéncia de 80 e 75%, nos conjuntos de treinamento e de teste,

respectivamente.

Palavras-chave: Cachaga. Rum. Espectrofluorimetria. Classificagdo supervisionada.

Espectroscopia de fluorescéncia sincrona. PLS-DA.



Abstract

This thesis aimed at the application of chemometric methods in combination with
spectrofluorimetry for the analysis of distilled beverages, especially cachacas, contributing to
improve the quality control of such symbolic Brazilian beverage. In the first application, a
supervised classification model for the discrimination between cachaca samples aged in oak
and rum using the synchronous fluorescence spectra was developed. The spectra were
preprocessed employing the first derivative with the Savitzky-Golay smoothing, with the
parameters (namely, filter width and polynomial order) optimized using a face-centered central
composite design. The best suited partial least squares - discriminant analysis (PLS-DA) model
was obtained using the synchronous spectra recorded at 44 = 10 nm, which was able to
discriminate the two classes of beverages with an efficiency of 98%, sensitivity of 100 and
94%, and specificity of 100 and 92%, in the training and test sets, respectively, and low false-
positive and false-negative rates. In the second application, a method for the classification of
cachacas aged in different woods (namely, balsamo, oak, jequitiba, and umburana) using the
synchronous fluorescence spectra, combined with PLS-DA, of commercial samples aged and
stored in barrels was proposed. The best suited model was built using the spectra recorded at
44 =30 nm, showing efficiency rates ranging from 91 to 100%, sensitivity from 81 to 100%,
and specificity from 91 to 100%, in the training and test sets. Commercial cachacas were
classified as stored and aged using synchronous fluorescence spectra in the third (and last)
application. The best PLS-DA model was obtained using the spectra recorded at 42 = 20 nm,
reaching sensitivity rates of 86 and 81%, specificity of 77 and 71%, and efficiency of 80 and
75%, in the training and test sets, respectively.

Keywords: Cachaca. Rum. Spectrofluorimetry. Supervised classification. Synchronous

fluorescence spectroscopy. PLS-DA.
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1. Relevancia do trabalho

Este trabalho apresenta impacto direto na area de Quimica de Alimentos e Bebidas,
através do desenvolvimento de métodos analiticos para a classificacdo de bebidas alcodlicas
destiladas, especialmente a cachaca. Os métodos foram desenvolvidos usando a
espectrofluorimetria sincrona, em conjunto com a andlise quimiométrica, que auxiliou na
otimizacdo e no tratamento multivariado dos dados. As informacdes obtidas nesse trabalho sdo
importantes para fiscalizacdo e investigaces para mapeamento de fraudes, por meio de ensaios
simples e rapidos.

Uma abordagem da tese envolve o processo de envelhecimento de cachagas em
recipientes de madeira, uma importante etapa na producdo de aguardentes, influenciando
fortemente a sua composicao quimica, 0 aroma, 0 sabor e a cor. Varias reacdes estdo associadas
a este processo, que € altamente dependente de fatores como a madeira, o tamanho e o pré-
tratamento dos barris, as condicbes ambientais de armazenamento e o tempo de
envelhecimento. Considerando que o processo de envelhecimento € a etapa mais demorada e
gue mais agrega valor na producdo de bebidas alcodlicas, atividades fraudulentas podem
ocorrer tanto na declaracdo de realizagdo do envelhecimento, quando este processo nao foi
realizado, quanto na declaracdo de tempo de envelhecimento superior ao que foi de fato
realizado, bem como na declaracdo distinta da madeira utilizada no processo. O controle e o
entendimento desses fatores sdo importantes para a verificacdo da qualidade da bebida e de
padrdes de envelhecimento, juntamente com a autenticidade das informacgdes fornecidas ao
consumidor dessas bebidas.

Na primeira aplicacdo desta tese, foi proposto um modelo quimiométrico de
classificacdo supervisionada usando espectros de fluorescéncia molecular sincrona para
discriminar amostras comerciais de cachaga e rum. Segundo o Decreto n°® 6.871, de 4 de junho
de 2009, a cachaga é produzida exclusivamente no Brasil, a partir da destilagdo do mosto
fermentado do caldo de cana-de-agucar, enquanto o rum é produzido a partir da destilacéo do
fermentado do melago ou da mistura de destilados de fermentados de melago e de caldo de cana
[1]. A disting&o das duas bebidas € importante, uma vez que podem ocorrer problemas durante
a sua comercializacéo.

Na segunda aplicagdo, foi desenvolvido um modelo de classificagdo de cachagas pela
madeira utilizada em seu armazenamento ou envelhecimento, também utilizando a

espectroscopia de fluorescéncia molecular sincrona. O desenvolvimento de um método rapido
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e simples, como o proposto, pode auxiliar no controle fiscal desta bebida, por meio da
comprovacao da madeira utilizada para o envelhecimento.

A terceira e Gltima aplicacdo desta tese apresenta a classificacdo supervisionada das
amostras comerciais de cachaca entre armazenadas e envelhecidas, em funcdo do tempo de
armazenamento em barris de madeira. Segundo a Instru¢cdo Normativa n® 13, de 29 de junho de
2005, a cachaga s6 é considerada envelhecida quando pelo menos 50% do seu contetdo foi
envelhecido em barris de madeira de até 700 L de capacidade por periodo minimo de um ano
[2]. As demais cachacas que passam por barris de madeira sdo consideradas armazenadas. Este
método foi desenvolvido com o objetivo de buscar padrGes de agrupamento para as cachacas
armazenadas e envelhecidas em barris de carvalho e madeiras nativas (amendoim, bélsamo,
jequitiba e umburana), a partir de um modelo quimiométrico de classificacdo supervisionada,
utilizando também a espectroscopia de fluorescéncia molecular sincrona, contribuindo para a

fiscalizacdo dessa bebida.
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2. Introducao
2.1. Cachaca

A producéo de cachaca iniciou-se pouco tempo depois do inicio da producdo de agUcar
no Brasil, a partir da observacdo de que o caldo obtido no processo fermentava
espontaneamente, produzindo um liquido com cheiro e sabor diferenciados. Esse liquido, apds
destilado, era transparente e ardente, dando origem ao nome aguardente de cana [3].

Segundo o Decreto n® 6.871, de 4 de junho de 2009, aguardente de cana é a bebida com
graduacdo alcodlica de 38 a 54 % v v, a 20 °C, obtida do destilado alcodlico simples de cana-
de-acucar ou por meio da destilacdo do mosto fermentado do caldo de cana-de-acUcar, podendo
ser adicionada de aglcares até a concentracdo de 6 g L™, expressos em sacarose. Ja a cachaga é
a aguardente de cana produzida no Brasil, com graduagio alcodlica de 38 a 48% v v, a 20 °C,
obtida pela destilacdo do mosto fermentado do caldo de cana-de-agUcar com caracteristicas
sensoriais peculiares, podendo ser adicionada de aglcares até 6 g L™ [1]. A Instrucdo Normativa
n° 13, de 29 de junho de 2005, determina os padrdes de identidade e qualidade para aguardente
de cana e para cachagca, entre os quais estéo os limites dos congéneres presentes para as bebidas
[2] (Quadro 1).

Quadro 1 - Limites de componentes presentes na aguardente de cana e na cachaca

Componente Unidade MinimoLimiteSMéximo

Acidez volatil, em acido acético mg 100 mL* alcool anidro - 150

Esteres, em acetato de etila mg 100 mL* alcool anidro - 200
Aldeidos, em aldeido acético mg 100 mL* alcool anidro - 30
Furfural + hidroximetilfurfural mg 100 mL* alcool anidro - 5

Alcoois superiores* mg 100 mL* alcool anidro - 360

Congéneres** mg 100 mL* alcool anidro 200 650
Acglcares*** gL? - 30

Alcool metilico mg 100 mL* alcool anidro - 20

Carbamato de etila pg L? - 210
Acroleina mg 100 mL* alcool anidro - 5

Alcool sec-butilico mg 100 mL* alcool anidro - 10
Alcool n-butilico mg 100 mL* alcool anidro - 3

* Alcoois superiores = soma dos &lcoois isobutilico, isoamilicos (2-metil-1-butanol e 3-metil-1-butanol) e n-propilico (1-

propanol).

** Congéneres = soma da acidez volatil, aldeidos, ésteres totais, furfural + hidroximetilfurfural e alcoois superiores.
*** Aguardente de cana e cachaga "adocada" = maximo 30,0 g L.

Fonte: Instrucdo Normativa n°® 13, de 29 de junho de 2005 [2]
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A qualidade da aguardente de cana-de-agUcar e da cachaca é influenciada por diversos
fatores, como a matéria-prima utilizada e os processos envolvidos na fermentacéo, destilacéo e
armazenamento, além do envelhecimento. Levando em consideracdo todas as combinacdes de
variedades de cana-de-acucar, tipos de solo e seus nutrientes, temperatura, clima e indice de
chuvas, o universo sensorial nestas bebidas € muito vasto. Além disso, quando a cachaca é
envelhecida em tonéis de madeira, este universo aumenta mais ainda, uma vez que Sao
empregadas diversas madeiras, como o tradicional carvalho, e diferentes nativas brasileiras
como umburana, jequitiba, freijo, amendoim, ipé e balsamo, dentre outras. Ainda podem ser
realizadas misturas ou blends - quando diferentes proporc6es de cachaga sdo envelhecidas por
diferentes periodos ou em diferentes tipos de madeira, 0 que também aumenta a variedade
sensorial da cachaca, conferindo uma elevada complexidade a bebida.

Segundo a Instrucdo Normativa n° 13, a cachaca apresenta coloracdo incolor quando
armazenada em recipientes de madeira que ndo agregam cor a bebida ou em recipientes de aco
inox ou outro material permitido. Nestes casos, poderd ser associada a marca a expressao
“prata”, classica ou tradicional. Quando a cachaca apresenta tonalidades variando do amarelo
ao marrom, significa que a bebida foi armazenada em recipientes de madeira e, quando ha
altera¢do substancial da sua coloragdo, podera ser associada a marca a expressao “ouro”. Além
disso, é vedado o uso de corantes de qualquer tipo, extrato, lascas de madeira, maravalhas ou
outras substancias para corre¢do ou modificagdo da coloracdo original do produto armazenado
ou envelhecido, com excecdo do corante caramelo para correcdo e/ou padronizacao da cor da
cachaca envelhecida [2].

Conforme dados do Anuério da Cachaca, os produtores de cachaca e aguardente de cana
totalizaram 1.131 estabelecimentos registrados em 2020 [4]. Entretanto, segundo o Instituto
Brasileiro da Cachaga (IBRAC), existem mais de 11.000 estabelecimentos produtores de
cachaga no Brasil, embora o nimero de registrados no Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) seja muito menor [5], o que evidencia a elevada informalidade do
setor. Minas Gerais concentra o maior numero de estabelecimentos produtores, seguido por S&o
Paulo, Espirito Santo e Rio de Janeiro (Figura 1). A producéo de cachaca foi realizada em todos
os estados brasileiros em 2020, com excecao apenas de Roraima e Amapa [4].

O numero de marcas registradas em 2020 foi de 4.743, com o estado de Minas Gerais
apresentando o maior nimero, seguido por S&o Paulo, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul. A
concentracdo de marcas de produto cachaga permanece na regido Sudeste, representando cerca
de 70% (Figura 2). Em relacdo ao ano de 2019, os nimeros de estabelecimentos produtores e

marcas registradas cresceram cerca de 7 e 18%, respectivamente [4]. O municipio mineiro de
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Salinas se destacou com o maior nimero de marcas e registros e recentemente recebeu o titulo

de Capital Nacional da Cachaca [6].
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Figura 1 - Numero de estabelecimentos produtores de Cachaca registrados por regiGes e

estados do Brasil - 2020.
Adaptado de [4]
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Figura 2 - Numero de marcas de Cachaca registradas por regides e estados do Brasil - 2020.
Adaptado de [4]

Segundo dados do IBRAC, a producdo anual de cachaca no Brasil é menor que
800 milhdes de litros, embora a capacidade instalada de producéo seja de cerca de 1,2 bilhdes
de litros [5]. No ano de 2021, foram exportados mais de 7 milhdes de litros de cachaca para
67 paises, gerando a receita de US$ 13,2 milhdes. Em relacdo ao ano de 2020, houve um
crescimento de quase 30% em volume e de mais de 38% na receita [5]. Os principais destinos

da cachaca em 2021 foram Paraguai, Alemanha, Estados Unidos, Portugal e Franca. O estado
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de S&o Paulo se destacou como o0 maior exportador de cachaga no ano de 2021, com 43,7% em
volume exportado e 0s seis maiores estados exportadores (S&o Paulo, Pernambuco, Rio de
Janeiro, Ceara, Minas Gerais e Parand) somaram quase US$ 9 milhdes, representando cerca de
93% das exportacdes [5].

Atualmente, a cachaca € a segunda bebida alcoolica mais consumida no Brasil, sendo
superada apenas pela cerveja. No mercado interno, os esforcos dos setores publicos e privados,
visando o fortalecimento e o aumento do mercado consumidor da bebida, objetivam a sua
valorizacdo e a difusdo da cultura de seu consumo consciente. A certificacdo, atestado
concedido pelo Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial
(Inmetro) comprovando que a producdo da bebida seguiu o Regulamento de Avaliagdo de
Conformidade da Cachaca (RAC) é muito positiva para 0 mercado consumidor, pois transmite
confiabilidade quanto as boas préticas nas etapas de producéo, demonstrando sinais favoraveis
de sustentabilidade, seguranca alimentar, responsabilidade social e protecdo ao meio ambiente
[7]. Essa medida também objetiva a expansdo do consumo da cachaga no mercado externo.
Atualmente a cachaca é o terceiro destilado produzido localmente mais consumido no mundo,
superado pelo soju coreano e a vodca [5]. O Brasil esta entre os maiores mercados consumidores
de destilados no mundo, atras apenas da China, india, Estados Unidos, Coréia do Sul e Russia.

Segundo dados do Euromonitor International, o consumo global de bebidas alcodlicas
no ano de 2017 foi de mais de 22 trilhGes de litros LAE (alcool equivalente), representando a
receita de cerca de US$ 1,6 trilhdo [8]. Segundo dados da OMS, as bebidas destiladas sdo as
bebidas alcodlicas mais consumidas no mundo, seguido pela cerveja e pelo vinho, enquanto no
Brasil, a cerveja lidera o consumo, seguido dos destilados e do vinho (Figura 3). O consumo
estimado de alcool puro por pessoa, com 15 anos ou mais, em 2018 foi de 6,2 litros no mundo
e de 7,4 litros no Brasil. Preocupantemente, estima-se que mais de 25% do alcool consumido
no mundo em 2018 teve origem ilegal, ou seja, resultante de contrabando, falsificagdes, ndo
pagamento de impostos ou producdo informal néo registrada. No Brasil, a porcentagem de
consumo de alcool ilegal foi estimada em cerca de 15% do consumo anual [9].
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Figura 3 - Consumo global (A) e nacional (B) de bebidas alcodlicas - 2018.
Adaptado de [9]

O mercado global de bebidas alcodlicas tem apresentado pequeno crescimento nos
ultimos anos, em razdo da forte retracdo das vendas de cervejas e do aumento das vendas de
destilados, que tem se beneficiado pelo maior interesse pelas bebidas consideradas “premium”.
Essas tendéncias tém proporcionado um crescimento um pouco maior em receita, apesar do
baixo crescimento em volume. Em 2020, a pandemia do COVID-19 atingiu fortemente as
vendas de bebidas alcotlicas no mercado de bares, restaurantes e hotéis, que é o principal canal
de vendas desse tipo de produto. Além das consequéncias de curto prazo para as vendas, a
pandemia pode trazer mudancgas importantes no comportamento do consumidor no médio e

longo prazo, o que podera remodelar a industria de bebidas alcoolicas [10].

2.2. Espectroscopia de Fluorescéncia Sincrona

Espectroscopia molecular, cromatografia e espectrometria de massas em conjunto com
andlises multivariadas, sdo técnicas comumente utilizadas para avaliagdo da autenticidade de
bebidas [11]. Dentre as tecnicas espectroscopicas, a fluorescéncia molecular vem sendo
amplamente utilizada devido a sua simplicidade, elevadas sensibilidade e seletividade, bem
como ao uso conjunto com a quimiometria [12]. As principais vantagens da
espectrofluorimetria em comparacdo com a espectroscopia eletronica sdo as maiores
sensibilidade e seletividade e a caracteristica multidimensional [12,13].

Na fluorescéncia molecular, a excitacdo dos elétrons acontece por meio da absor¢édo de
fétons e as transicdes eletrdnicas ndo envolvem uma mudanca do spin eletrénico e, por isso, 0s
estados excitados possuem tempo de vida mais curto (<10®° s) do que comparado a

fosforescéncia (>10* s), um outro fendmeno fotoluminescente. Uma molécula
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fotoluminescente em um estado eletronico fundamental singleto (So) absorve um foton (104 a
101 s) e o elétron pode ser promovido aos varios niveis vibracionais dos estados eletrdnicos
excitados singleto (S: e S2). A emissdo de fluorescéncia acontece em um tempo
significativamente maior (10° a 10 s) quando o elétron retorna ao estado eletrénico
fundamental [14] (Figura 4).
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Figura 4 - Diagrama parcial de niveis de energia em um sistema fotoluminescente.
Adaptado de [16]

Um espectro de emissao € obtido pela varredura de uma faixa de comprimentos de onda
de emissdo (Zem) quando uma amostra é excitada em um comprimento de onda de excitacao
fixo (Jex). NO entanto, a resolu¢cdo em uma andlise multicomponente é insatisfatoria, e 0S
espectros de emisséo das bebidas séo compostos por bandas fluorescentes sobrepostas contendo
informagdes quimicas e estruturais de todos 0s componentes presentes na amostra. Uma
caracterizagdo mais extensa de sistemas multifluoréforos é obtida usando espectroscopia de
fluorescéncia sincrona (Synchronous Fluorescence Spectroscopy, SFS). Na SFS, Aem € Aex
podem ser varridos simultaneamente com velocidade de varredura constante, resultando em um

intervalo de comprimento de onda fixo entre eles (A4 = Aem - Aex) [15]. As principais vantagens
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da SFS, em comparacdo com a espectrofluorimetria convencional, sdo melhor seletividade,
maior sensibilidade e menor interferéncia de disperséo de radiagéo [15].

A presenca de componentes fluorescentes torna a fluorescéncia molecular uma técnica
altamente relevante em estudos de bebidas. A fluorescéncia é geralmente observada em
compostos organicos aromaticos contendo ligacGes duplas conjugadas e moléculas rigidas e
planas, principalmente nas transi¢cdes de baixa energia m — n* [16]. Embora os principais
componentes das bebidas ndo sejam fluorescentes, um nimero considerdvel de compostos
pertencentes a diferentes classes, e presentes em menores concentracdes, exibem fluorescéncia.
As propriedades fluorescentes desses compostos sdo dependentes do meio, sendo influenciadas
pelo solvente, acidez e presenca de outros compostos. Os principais componentes fluorescentes
em bebidas incluem aminodcidos arométicos, polifendis e antocianinas [12].

Em geral, os fluorimetros e espectrofluorimetros empregam a ética de feixe duplo, com
a fonte de radiacdo dividida em dois feixes. O feixe superior da amostra passa inicialmente pelo
monocromador de excitacdo de comprimento de onda, o qual transmite a radiacao que excita a
fluorescéncia, mas exclui ou limita a radiagcdo do comprimento de onda de emisséo fluorescente.
A fluorescéncia é emitida pela amostra em todas as direcGes, sendo mais convenientemente
observada em angulos retos ao feixe de excitacdo, para minimizar as contribuicbes do
espalhamento da radiacdo intensa da fonte. Em seguida, a radiacdo emitida passa pelo
monocromador de emissao radiacdo, que isola a emissao de fluorescéncia. Esta radiacéo isolada
atinge um fototransdutor, onde é convertido em sinal elétrico para a medida. O feixe de
referéncia passa por um atenuador que reduz sua poténcia para valor proximo da radiacédo de
fluorescéncia, atingindo um segundo transdutor, onde € convertido em sinal elétrico. Entdo o
sistema computacional processa o sinal para calcular a razéo entre as intensidades de emissao
de fluorescéncia e da fonte de excitacdo e produz o espectro resultante. Alguns desses
equipamentos permitem a realizacdo da varredura simultdnea dos comprimentos de onda de
excitacdo e de emissdo com uma diferenca de comprimento de onda entre eles, resultando no
espectro sincrono [16].

A SFS tem sido utilizada com sucesso em combinacdo com diferentes métodos de
classificacdo e de calibracdo multivariada para discriminacOes e quantificagdes de analitos de
interesse em diferentes bebidas. Uma breve descricdo desses estudos € apresentada na
Tabela 1, com os objetivos, métodos quimiométricos empregados e os tipos de bebidas

analisadas.



Tabela 1 - Relacdo de estudos usando espectroscopia de fluorescéncia sincrona na analise de

diferentes bebidas

Objetivo Método Quimiométrico Bebida Referéncia
PCA, LDA e PARAFAC Cerveja [17]
PCA-LDA e PLS-DA Cerveja [18]
Pll_:’SC—gAk(-al\lSl:l/’M Vodca [19]
PARAFAC, PLS-DA Bebidas de frutos [20]
PCA e LDA Vinho branco [21]
VM e AN Baijiu [22]
PCA, PARAFAC e LDA Brandy [23]
PCA e LDA Vinho [24]
HCA, PCA e LDA Aguardente de ameixa [25]
PCA, PLS-DA Suco de magd [26]
- Cerveja [27]
Classificacdo PCA e LDA Aguardente de ameixa [28]
PCAe LDA Vinho [29]
PCA e LDA Cerveja [30]
PCA, LDA e GDA Destilados de frutas [31]
PCA, PARAFAC e LDA Destilados de zimbro [32]
kEBﬁ’eGS[i/AI\}I Destilados de zimbro [33]
PCA. HCA e LDA Brandy e vin_hos destilados [34]

mistos

HCA e PCA Brandy e vinhos destilados [35]
PCA ameina's destiados de smor 19
- Cerveja [37]
PCA, k-NN e LDA Cerveja [38]
k-NN e LDA Cerveja [39]
PCA ePLS Cerveja [40]
PLS Vinho [41]
- Vinho [42]
Quantificagéo PLS Suco de magd [43]
PI,DALRS AII\:/IAC\:CI:? ;AI\; ER Suco de maga [44]
PLS e MLR Cha [45]
PLS Brandy [46]
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Objetivo Método Quimiométrico Bebida Referéncia
PLS Bebidas tl,pp colae [47]
energéticas

- Cha [48]

Quantificacio - Bebidas nutricionais [49]
PLS Cerveja [50]

PLS Cerveja [51]

- Agua [52]

Classificagédo . .
o i Brandy e vinhos destilados 53]

quantificacéo mistos

ANN artificial neural network, GDA general discriminant analysis, HCA hierarchical cluster analysis, k-NN k-
nearest neighbor analysis, LDA linear discriminant analysis, MCR-ALS multivariate curve resolution — alternating
least squares, MLR multi linear regression, PARAFAC parallel factor analysis, PCA principal component analysis,
PLS partial least squares, PLS-DA partial least squares discriminant analysis, SVM support vector machines

Conforme mostrado na Tabela 1, diversas bebidas envelhecidas em recipientes de
madeira e ndo envelhecidas tém sido analisadas usando a SFS, entre elas bebidas alcoolicas
fermentadas como cerveja e vinho, e fermento-destiladas como vodca, uisque, brandy, baijiu e
aguardentes de frutas e de zimbro. A técnica de SFS tem sido usada em combinagdo com
diferentes métodos de classificacdo supervisionada para discriminar bebidas por tipo, origem
geografica, marca e tempo de colheita da matéria-prima, além da identificacdo de amostras
adulteradas e monitoramento do armazenamento das bebidas. A SFS também foi usada em
combinagdo com calibragcdo multivariada para a determinacdo de constituintes nos diferentes

tipos de bebidas.

2.3. Analise Discriminante pelo Método dos Quadrados Minimos Parciais

A anélise discriminante pelo método dos quadrados minimos parciais (Partial Least
Squares Discriminant Analysis, PLS-DA) é um método multivariado de classificacdo
supervisionada, ou seja, a determinagéo da classe a qual pertence uma amostra desconhecida é
baseada em informacGes fornecidas inicialmente ao sistema. Neste método, a construcdo do
modelo é muito semelhante a regresséo pelo método dos quadrados minimos parciais (Partial
Least Squares, PLS) [54]. Na PLS-DA, relaciona-se a matriz de dados espectrais X (variaveis
independentes) com o vetor y ou matriz Y (variaveis dependentes), que contém a propriedade
de interesse. Valores iguais a 1 ou 0 sdo atribuidos ao bloco Y, indicando o pertencimento ou
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ndo a uma determinada classe, respectivamente. Se y é um vetor, temos um modelo PLS1-DA
e se Y é uma matriz, temos a PLS2-DA, prevendo mais de duas classes simultaneamente. Neste
caso, 0 nimero de colunas da matriz Y € igual ao nimero de classes. Quando sdo avaliadas mais
de duas classes, ndo obrigatoriamente deve-se usar 0 modelo PLS2-DA, pode-se também usar
0 PLS1-DA, prevendo uma classe de cada vez [55].

Os valores previstos pelo modelo PLS-DA néo sdao idealmente iguais a 1 ou 0, mas
valores reais que devem ser aproximados desses numeros. Como ndo sdo exatos, um limite
(threshold) € estabelecido para delimitar as classes e se o0 valor previsto esta acima deste limite,
a amostra é considerada pertencente a classe em questdo. Este threshold pode ser calculado
baseado na estatistica bayesiana, estimado de modo a minimizar os erros de classificacao,
assumindo que a variancia de y segue uma distribuicdo semelhante a que sera observada para
as futuras amostras [56].

Quando a composicdo das amostras ndo é controlada, é necessario algum método
sistematico para separar as amostras mais representativas do conjunto para a constru¢do do
modelo. Esse objetivo € alcancado utilizando diferentes algoritmos tais como o de Kennard-
Stone, que realiza a sele¢do de amostras com maior variabilidade do conjunto total [57]. Para
se obter boa representatividade de amostras de todas as classes, o algoritmo deve ser aplicado
para cada classe individualmente.

Os blocos X e Y sdo decompostos simultaneamente em uma soma de variaveis latentes
(VL). As VL sdo combinac6es lineares das varidveis originais, que descrevem simultaneamente
a maior parte das informacdes nos dois blocos de dados. Para a constru¢do de um bom modelo
preditivo € essencial a escolha do nimero correto de VL, que deve ser realizada por meio da
validacdo cruzada. A estratégia mais comum de validacdo cruzada para conjuntos de amostras
pequenos € o leave-one-out, no qual treina-se 0 modelo com n-1 dados, e o avalia utilizando a
observacgdo restante. O procedimento é repetido n vezes, excluindo em cada momento uma
observacao diferente. Quando o conjunto amostral € maior, sdo utilizados os blocos continuos,
0s subconjuntos aleatérios ou venetian blinds. Em geral, no processo de validacdo cruzada,
varios modelos prévios sdo construidos, nos quais um bloco de amostras do treinamento é
retirado e, com as restantes, constroi-se 0 modelo e estima-se a classe do bloco de amostras
retirado, e isso € repetido para todas as amostras. A média dos erros de previséo é calculada
para cada numero de VL e 0 que apresentar o menor erro serd o nimero de VL sugerido para o
modelo. Este erro é chamado de erro de classificagdo de validagdo cruzada (cross validation
classification error, CVCE).
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A deteccdo de amostras andmalas é realizada a partir da anélise do grafico dos valores
de Hotelling (T?) e os residuos (Q) para todas as amostras. A estatistica T? é dada pela soma dos
escores normalizados ao quadrado, e € uma medida da variacdo de cada amostra no modelo.
S30 excluidas aquelas amostras que apresentam altos valores de T2 e Q, simultaneamente, com
95% de confianca, respeitando o limite de remocdo de, no maximo, 2/9 do nimero total de
amostras [58,59].

Depois de construido e validado com um conjunto de amostras externas, ou seja,
amostras que ndo foram utilizadas em seu treinamento, o modelo de classificacdo
supervisionada deve ser avaliado quanto aos seus parametros de qualidade. A sensibilidade é a
habilidade do método em detectar amostras verdadeiramente positivas como positivas enquanto
a taxa de sensibilidade (SEN) corresponde a probabilidade de um método classificar como
positiva uma amostra sabidamente positiva. De maneira analoga, a especificidade ou
seletividade corresponde a habilidade do método em detectar amostras verdadeiramente
negativas como negativas, sendo a taxa de especificidade (SPE) a probabilidade de o método
classificar como negativa uma amostra sabidamente negativa [60]. A taxa de falso-positivos
(TFP) é definida como a razdo entre o nimero de resultados falso-positivos (FP) e a soma deste
com o numero de resultados verdadeiro-negativos (VN) e a taxa de falso-negativos (TFN) € a
razdo entre o nimero de resultados falso-negativos (FN) e a soma de FN com o numero de
resultados verdadeiro-positivos (TP). Eficiéncia (EFF), também denominada de acuracia, é um
valor global unico para medir o desempenho do modelo de classificacao [60].

Esses parametros sdo calculados separadamente para 0s conjuntos de treinamento e

teste, conforme as Equag0es 1 a 5.

VP ~
SEN = ——x100% Equacéo 1
SPE = —_x100% Equacédo 2
VN+FP
VN+VP ~
EFF = leOO% Equagao 3
TFP = ——— x100% Equacéo 4
FP+VN
FN ~
TFN = x100% Equa(;ao 5

FN+VP
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2.4. Planejamento Composto Central

O conhecimento sobre quais as variaveis (fatores) afetam um sistema em estudo, bem
como a extensdo desta influéncia, sdo importantes para a melhoria do processo de uma maneira
geral. Na abordagem multivariada, sdo conduzidos o menor nimero de experimentos
necessarios para extrair o maximo de informacao dos dados coletados para avaliar e/ou otimizar
um produto ou processo. Para isto, todos os fatores sdo alterados simultaneamente em um
conjunto de experimentos pré-determinados e as respostas sdo utilizadas para a construcéo de
modelos matematicos que descrevem o seu comportamento dentro do dominio experimental
investigado [61].

O planejamento composto central (central composite design, CCD) é uma ampliacao
natural do planejamento fatorial com ponto central (Figura 5A), no qual sdo adicionados pontos
axiais que fornecem os niveis adicionais para o calculo dos coeficientes do modelo quadrético.
A distancia dos pontos axiais ao centro do planejamento € igual a + a, sendo que a pode variar
de 1 até vk, onde k é o nimero de fatores. O valor de a depende das propriedades desejaveis
para o planejamento e da possibilidade de realizacdo de experimentos ao longo do dominio
experimental. Quando a = vk, temos um planejamento em estrela, com os pontos em uma
distribuicdo octogonal (Figura 5B). Quando a = 1, 0s pontos axiais estdo localizados sobre as
arestas do quadrado para um planejamento fatorial 22 (Figura 5C) e sobre as faces de um cubo

para um planejamento 23 e é chamado planejamento composto central de face centrada [61-63].

A) B) O
A {0V2)
* 0,1
a| LD y(1.1) -LD) (11 Ly (LD
g
3
[£9
(-vZ,0 > (v/Z.0 (-1,0) (1,0)
0.0 * 00 WE 0.0)
-1-1 g _1,- B -1,-1
( (1,-1) -1-1) 1,-1) ( 0.1 (1,-1)
> *
Fator 1 (0.-V2)

Figura 5 - Planejamento fatorial 22 com ponto central (A), planejamento composto central 22
em estrela (B) e planejamento composto central 22 de face centrada (C)
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3. Objetivos

3.1. Objetivos gerais

Estudar o envelhecimento da cachaca em diferentes madeiras e desenvolver novos
métodos analiticos simples e répidos para a discriminagdo de bebidas destiladas utilizando a
técnica espectrofluorimétrica em conjunto com a analise quimiomeétrica, contribuindo para o

controle de qualidade dessas bebidas e identificacdo de fraudes e/ou adulteraces.

3.2. Objetivos especificos

e Caracterizar diferentes bebidas destiladas a partir de medidas de pH, condutividade

elétrica, turbidez e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC);

e Discriminar amostras comerciais de cachaca das de rum, utilizando espectrofluorimetria

sincrona e PLS-DA;

e Discriminar amostras comerciais de cachaca armazenadas ou envelhecidas em balsamo,
carvalho, jequitiba e umburana, segundo a madeira de envelhecimento, utilizando

espectrofluorimetria sincrona e PLS-DA;

e Discriminar amostras comerciais de cachaca armazenadas e envelhecidas em
amendoim, balsamo, carvalho, jequitibA e umburana, segundo o tempo de

envelhecimento, utilizando espectrofluorimetria sincrona e PLS-DA.



30

4. Experimental
4.1. Analises fisico-quimicas

4.1.1. pH

O pH das bebidas foi medido em um pHmetro Nova Técnica (Piracicaba, Brasil). Para
0 ajuste do equipamento, foram utilizadas solu¢des tampdo de pH 7,00 = 0,05 e 9,00 + 0,05
adquiridas da Imbralab Quimica e Farmacéutica Ltda (Ribeirdo Preto, Brasil). Apds o ajuste do

equipamento, o pH das amostras foi medido em triplicata.

4.1.2. Condutividade elétrica

A leitura da condutividade elétrica das bebidas foi realizada em um medidor de
condutividade Nova Técnica (Piracicaba, Brasil) em célula de condutividade com constante de
0,1 cm™. O equipamento foi ajustado usando solucéo padréo de condutividade 146,7 uS cm™ +
0,5% adquirida da Dindmica Quimica Contemporanea Ltda (Indaiatuba, Brasil). Apds o ajuste
do equipamento, a condutividade elétrica das amostras foi medida em triplicata.

4.1.3. Nefelometria

A intensidade do sinal da radiacdo espalhada foi medida no comprimento de onda de
emissdo de 500 nm, utilizando o mesmo comprimento de onda para a excitagdo, no
espectrofluorimetro RF-5301PC Shimadzu (Duisburg, Alemanha) equipado com uma lampada
de xendnio, utilizando uma cubeta de quartzo de 1 cm de caminho 6tico. As leituras foram

realizadas em triplicata.

4.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A analise cromatogréafica foi realizada em um cromatografo liquido de alta eficiéncia
acoplado a um detector com arranjo de diodo (HPLC-DAD) Shimadzu, em coluna Shim-pack
CLC ODS (25 cm; 4,6 mm i.d.; 5 um) adquirida da Shimadzu (Duisburg, Alemanha). A fase
movel foi composta de metanol de grau HPLC Merck (Darmstadt, Alemanha), acido acético
glacial J.T. Baker (Hampton, EUA) e agua tipo | obtida por sistema Milli-Q (Darmstadt,
Alemanha). A fase mdvel A foi composta por &cido acético a 2% em agua e a fase mével B
composta de metanol - 4gua - acido acético (70: 28: 2 % v v'1). As amostras foram eluidas com
0s seguintes gradientes: 0 a 110 min (0-100% de B); 110 a 115 min (100-0% de B); 115 a
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120 min (0% de B). O comprimento de onda utilizado foi de 280 nm, a vazdo da fase mdvel foi

de 0,8 mL min* e o volume de injecdo foi de 20 pL.

4.3. Espectroscopia de fluorescéncia sincrona

Os espectros de fluorescéncia sincrona foram coletados usando o espectrofluorimetro
RF-5301PC Shimadzu (Duisburg, Alemanha) equipado com uma lampada de xendnio, em uma
cubeta de quartzo de 10 mm x 10 mm x 45 mm. As fendas de excitacdo e de emissao foram
fixadas em 10 nm e a resolucdo espectral em 1 nm. Os espectros foram coletados varrendo
simultaneamente os monocromadores de excitacdo e emissao, partindo de Aex = 220 nm e da
faixa de Aem 230-650 nm, com 4/ constante entre eles, de 10 a 100 nm em intervalos de 10 nm.
As medicdes de fluorescéncia foram realizadas em triplicata, e os valores médios foram
plotados em fungdo do Aem € como mapas de contorno. O espectrofluorimetro foi verificado

diariamente usando uma amostra controle.

4.4. Analise de dados

Os modelos quimiométricos foram obtidos utilizando os softwares MATLAB versao
7.10 (R2010A) (The Math Works, Natick, EUA) e PLS Toolbox verséo 5.2.2 (Eigenvector
Technologies, Manson, EUA). Os planejamentos experimentais foram realizados usando o

software Design Expert 11.0 (Stat-Ease, Minneapolis, EUA).

4.4.1. Pré-processamento dos espectros

Para cada 44, os espectros de fluorescéncia sincrona foram organizados em uma matriz
bidimensional (amostras X Aem), € 0s dados foram tratados separadamente. Os espectros de
fluorescéncia foram pre-processados por meio da primeira derivada com alisamento de
Savitzky-Golay [64] e depois os espectros foram centrados na média.

Os parametros do alisamento Savitzky-Golay: tamanho da janela e o grau do polinémio
foram determinados pelos planejamentos compostos centrais de face centrada (Tabelas 2 e 3).
Para selecionar as melhores combinacbes, os erros de classificagdo nos conjuntos de

treinamento, validagéo cruzada e teste nos modelos PLS-DA foram adotados como resposta.
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Tabela 2 - Planejamento composto central de face centrada para os parametros do alisamento
Savitzky-Golay nos espectros de fluorescéncia sincrona

o Niveis
Variaveis -a ) 0 ) ‘o
Tamanho da Janela 11 11 15 19 19
Grau do Polinbmio 2 2 4 6 6

Tabela 3 - Matriz do planejamento composto central de face centrada para avaliacdo dos fatores
do alisamento Savitzky-Golay nos espectros de fluorescéncia sincrona
Experimento Tamanho da Janela Grau do Polindmio

1 11
19
11
19
11
19
15
15
15

N

© 00 N o 0o B~ W DN
A o N B DD OO ODN

4.4.2. Analise Exploratoria

A analise de componentes principais (Principal Component Analysis, PCA) foi utilizada
como uma analise exploratoria ndo supervisionada para visualizar a distribuicdo das amostras
no espaco multivariado e identificar agrupamentos naturais nas amostras que poderiam

influenciar a anélise de classificacdo supervisionada.

4.4.3. Classificacdo Supervisionada

Para a construcdo dos modelos PLS-DA, os espectros foram divididos em dois conjuntos
usando o algoritmo Kennard-Stone aplicado a cada classe separadamente, em que amostras
representativas e uniformemente distribuidas foram selecionadas [57]. Assim, 0s conjuntos de
treinamento e teste, compostos por 2/3 e 1/3 das amostras, foram usados para construir e validar
os modelos, respectivamente. O bloco de varidveis independentes (bloco X) continha as
intensidades de fluorescéncia, e o bloco de variaveis dependentes (bloco Y) consistia em uma
matriz com valores 1 e 0, dependendo se a amostra pertencia ou ndo a uma classe especifica,

respectivamente. Os valores de threshold foram calculados usando estatistica bayesiana. Se um
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valor previsto estivesse acima do limite, a amostra era considerada pertencente a classe. Os
blocos X e Y foram decompostos simultaneamente em VL, que foram selecionadas com base no
menor valor do CVCE estimado por validacéo cruzada de venetian blinds.

As amostras que apresentaram simultaneamente residuo Q e T2 de Hotelling acima dos
valores criticos a um nivel de confianca de 95% foram consideradas anémalas pelo modelo e,
consequentemente, excluidas. As amostras remanescentes foram novamente processadas e
avaliadas quanto aos valores de residuo Q e T?, sendo excluidas as amostras andmalas
respeitando-se o limite de remocdo de, no maximo, 2/9 do numero total de amostras.

Parametros de desempenho como taxas de falso-positivo (TFP) e falso-negativo (TFN)
sensibilidade (SEN), especificidade (SPE) e eficiéncia (EFF) foram calculados separadamente

para conjuntos de treinamento e de teste para avaliar a qualidade do modelo.
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5. Discriminagdo de amostras comerciais de cachaca e de rum
5.1. Revisdo Bibliogréafica

Segundo o Decreto n° 6.871, de 4 de junho de 2009, rum é a bebida com graduacao
alcoodlica de 35 a 54% v v, a 20 °C, obtida do destilado alcodlico simples de melaco ou de
mistura de destilados de caldo de cana-de-acucar e de melaco, envelhecido total ou
parcialmente, em recipientes de carvalho ou madeira equivalente, podendo ser adicionado
acucares até 6 g L. Esse decreto também apresenta trés denominacdes para a bebida: “leve”,
quando o coeficiente de congéneres é inferior a 200 mg por 100 mL de alcool anidro; “pesado”,
qguando o coeficiente de congéneres é de 200 a 500 mg por 100 mL de alcool anidro; e
“envelhecido” ou “velho”, quando a bebida foi envelhecida em sua totalidade por um periodo
minimo de dois anos. A legislacdo brasileira permite somente os seguintes aditivos: alcool
retificado, &gua, caramelo e xarope de agUcar [1].

O processo de fabricacdo do rum € dividido em quatro etapas basicas. Inicialmente, é
realizada a fermentacdo, que pode ser conduzida a partir do caldo de cana-de-agucar ou do
melago, que precisam ser diluidos para um teor de sélidos soltveis adequado. Na producéo de
rums pesados, o tempo de fermentacdo é mais elevado para possibilitar a ocorréncia da
fermentacdo bacteriana. Em seguida, é realizada a destilacdo, por batelada ou continua, de
forma que o coracdo obtido é submetido a uma segunda destilacdo. A aguardente recém-
destilada apresenta graduacdo alcodlica de 60 a 70% v v?! e é submetida ao processo de
envelhecimento, em varias etapas e diferentes graduac6es alcodlicas ou em uma Unica etapa e
um grau alcoolico. Por fim, o rum é extraido dos barris de envelhecimento e transferido para os
tanques de armazenamento. O rum pode ser submetido a tratamentos com carvéo ativado, para
eliminacdo de aromas indesejaveis ou correcdo de cor. Também séo realizadas filtracdes, por
meio de placas de celulose, e filtros de ceramica para eliminagdo da turbidez [65].

Cachaga e rum sdo bebidas alcodlicas destiladas obtidas da mesma matéria-prima: a
cana-de-agucar. A cachaca € o destilado do mosto fermentado do caldo de cana e produzido
exclusivamente no Brasil, enquanto o rum ¢ o destilado alcoodlico do melago ou a mistura de
destilados do caldo de cana e melago [1]. O rum tem origem caribenha, e sua separacdo em
categorias € mais dificil devido as diferentes defini¢des legais dos paises produtores, sendo a
maioria dos rums feita de melago. Uma excecdo é o Rhum Agricole, um tipo de rum produzido
em paises de colonizacdo francesa, como Guadalupe, Martinica e Haiti, obtido a partir da

fermentacdo do caldo de cana fresco [66]. Normalmente, o rum é envelhecido em barris de
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carvalho, e a cachaca é envelhecida em recipientes de madeiras nativas brasileiras, além do
carvalho [1].

O caldo da cana é constituido principalmente de agua, carboidratos fermentaveis como
sacarose, glicose e frutose, que representam cerca de 20% de sua composicdo, além de
compostos nitrogenados, gorduras, &cidos e minerais, que estdo presentes em baixas
concentragdes [67]. O melaco, principal subproduto da producdo de acglcar, é o residuo da
extracdo do acucar cristalizado apds a fervura do caldo de cana e contém cerca de 55% de
acucares fermentaveis, compostos ndo acucarados e quantidades significativas de minerais e
outros elementos [66,68,69].

O caldo de cana e 0 melago apresentam a mesma principal fonte de carbono no processo
de fermentacdo: a sacarose [68]. No entanto, o0 uso do melaco durante a producdo do rum faz
com que sua composicdo quimica seja diferente da cachaca. A distingdo entre essas bebidas é
necessaria uma vez que problemas podem surgir durante sua comercializacdo [70].
Discriminac@es entre cachaca e rum sdo relatadas nos niveis de teores de metais e compostos
organicos [71,72], teores de volateis [73-75] e caracterizacdo de impressdes digitais [76]. Um
breve resumo desses estudos contendo objetivos, técnicas analiticas e métodos quimiométricos

empregados € apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 - Resumo de estudos envolvendo a diferenciacdo entre cachaca e rum

Objetivo Técnica Analitica Método Quimiométrico Referéncia

Compostos organicos HCFEECMUSVG\gsF:gP PCA, HCA, [71]
e metais AES ' PLS-DA, k-NN

Aminoacidos HPLC-FL - [72]
Compostos volateis GCO, DSA - [73]
Esteres GC-MS - [74]
Compostos volateis GCxGC-MS - [75]
Impresséo digital ESI-MS PCA, HCA [76]
Compostos volateis GCxGC-MS PLS-DA [77]

DSA descriptive sensory analysis, ESI-MS electrospray ionization-mass spectrometry, HCA hierarchical cluster
analysis, HPLC-FL high performance liquid chromatography fluorescence detector, HPLC-UV-Vis high
performance liquid chromatography UV-Vis detector, GC-FID gas chromatography-flame ionization detector,
GCxGC-MS two-dimensional gas chromatography-mass spectrometry, GC-MS gas chromatography-mass
spectrometry, GCO gas chromatography-olfactometry, k-NN Kk-nearest neighbor analysis, PCA principal
component analysis, PLS-DA partial least squares discriminant analysis
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No presente estudo, a SFS foi usada para discriminar amostras comerciais de cachaca e

rum. A discriminacdo ou separacéo de diferentes bebidas usando a SFS tem sido reportada com

sucesso na literatura e um resumo desses trabalhos € mostrado na Tabela 5.

Tabela 5 - Resumo de estudos envolvendo a discriminacgéo de bebidas por tipos usando a SFS

Bebida Discriminacéo Método Quimiométrico  Referéncia
Cerveja Marcas e armazenamento - [37]
Cerveja Marcas k-NN e LDA [39]
. Brandy, uisque, slivovice e
Destilados destilados de zimbro PCA [36]
Destilados Brandy e vinhos destilados PCA e HCA [35]
Destilados Brandy e vinhos destilados - [53]
Destilados Brandy e vinhos destilados PCA, HCA e LDA [34]
mistos
Destilados de frutas Maga, damasco, pera e PCA, LDA e GDA [31]
ameixa
. . Produtor/ Regides: Liptovsky
Destilados de zimbro o 46 Trencin, Kosice,  LDA, GDA, k-NN & SVM [33]
da Eslovaquia -, 9 .
Stara Cubovna, Bratislava
Eslovéquia, Bélgica,
Destilados de zimbro Alemanha, Republica PCA, PARAFAC e LDA [32]
Tcheca, Inglaterra
. Regides: Bohai Bay, Helan
S;ﬂcr?]soﬁi?ﬁ;gis Mountains, Shacheng PCAe LDA [29]
9 District, Wuwei, Xinjiang
Aguardente de ameixa Republica Tchgca,_ Hungria e PCA e LDA [28]
Eslovaquia
Cerveja Marcas - [27]
Suco de magé Tipos comerciais PCA e PLS-DA [26]
. . Tipos: quatro pontas, cinco
Vinhos bOtI_’I'[IZ&dOS de pontas, seis pontas, esséncia/ PCA e LDA [24]
Tojak N
adulteradas e auténticas
PCA, PLS-DA,
Baijiu Marcas SVM e ANN [22]
Bulgaria, Grécia, Espanha,
Brandy Franca, Georgia, Eslovdquia, = PCA, PARAFAC e LDA [23]

Moldova, Ucrania, Roménia
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Bebida Discriminacao Método Quimiométrico  Referéncia
Vinhos brancos de Variedades: Furmint,
Tojak Lipovina e Muscat blanc PCAeLDA [21]

Chokeberry, groselha preta,

Sucos de frutos PARAFAC e PLS-DA [20]
framboesa e morango
A PCA, k-NN,
Vodca Adulteradas e auténticas PLS-DA e SVM [19]
Cerveja Armazenagem PCA, PARAFAC e LDA [17]

GDA general discriminant analysis, HCA hierarchical cluster analysis, kK-NN k-nearest neighbors, LDA linear
discriminant analysis, PARAFAC parallel factor analysis, PCA principal component analysis, PLS-DA partial
least squares discriminant analysis, SVM support vector machines

5.2. Amostras

Um total de 90 amostras comerciais de cachaca e rum adquiridos em lojas de bebidas
locais e virtuais foram utilizadas neste estudo. Para cada bebida destilada foi atribuido um
codigo: C (cachaca, n = 50) e R (rum, n = 40). Todas as amostras de cachaca e rum sdo
designadas em seus rotulos como armazenadas ou envelhecidas em barris de carvalho, exceto
duas amostras de rum que ndo foram armazenadas ou envelhecidas em recipientes de madeira.
As amostras de rum tiveram origem em sete paises diferentes, incluindo o Brasil. Todas as
amostras foram acondicionadas em temperatura ambiente em seus recipientes originais de
comercializacdo e ndo foram submetidas a nenhum preparo prévio.

Para a construcdo e validacdo dos modelos PLS-DA foram utilizadas 60 (C, n = 33,
R, n=27) e 30 (C, n = 17; R, n = 13) amostras, nos conjuntos de treinamento e de teste,

respectivamente.

5.3. Resultados e Discussao

Inicialmente, as bebidas foram caracterizadas com base em medidas de pH,
condutividade elétrica, turbidez e analise cromatografica HPLC-DAD, com comprimento de
onda fixado em 280 nm.

Embora o pH represente o potencial hidrogeniénico em solucgdes aquosas, o pH das
bebidas destiladas pode ser avaliado a titulo de comparagéo, sendo relacionado com a acidez.
A acidez das bebidas alcodlicas é fortemente dependente do processo de fermentacdo, como a

pureza, 0 tempo, a temperatura e 0 manejo do mosto [3]. A acidez também pode estar associada
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ao controle da qualidade das bebidas, uma vez que a proliferacdo de bactérias acéticas — devido
as contaminacgdes da cana ou do mosto na estocagem — leva a fermentacdo acética, resultando
na elevacdo da acidez [3]. Conforme apresentado na Figura 6A, o pH médio das amostras de
cachaca foi de 4,99 £ 0,22. As amostras de rum apresentaram valor medio de pH (6,22 + 0,54)
diferente estatisticamente das amostras de cachaca, ao nivel de 95% de confianca.

A condutividade elétrica se relaciona com a presenca de ions na solugdo, como tragos
de sais minerais e compostos organicos ionizaveis. A condutividade das amostras analisadas
variou de 10,7 a 240 uS cm™, conforme mostrado na Figura 6B. As amostras de cachaca
representam o grupo com maior valor médio de condutividade elétrica, de 70 + 9,9 uS cm™. A
condutividade elétrica média das amostras de rum foi de 47 + 11 uS cm™ e as dispersdes das
medidas de condutividade para as duas bebidas foram semelhantes.

A nefelometria envolve a medida da radiacdo espalhada por particulas em suspensao
(turbidez), que pode afetar o aspecto da bebida e, portanto, esta relacionado a sua qualidade.
Conforme mostrado na Figura 6C, as intensidades das bandas nefelométricas das amostras de
cachaga, medidas em 500 nm, apresentaram valor médio maior que as amostras de rum. Além
disso, as amostras de cachaca apresentaram maior disperséo nas medidas.

Embora as amostras de cachaca tenham apresentado, na média, maiores acidez,
condutividade elétrica e turbidez, a elevada dispersdo dos valores para cada propriedade nao
permite uma distin¢do nitida das amostras de rum.

Com relacdo ao nimero de picos observados nos cromatogramas registrados em 280 nm
(Figura 7), foi observado grande variabilidade tanto para as cachagas quanto para os rums. Para
as cachacas, o numero de picos variou de 10 a 49, e para as amostras de rum esse nimero variou
de 7 a 32. As cachacas apresentaram maior numero médio de picos, mas os valores nao diferem
estatisticamente dos valores obtidos para as amostras de rum. Os picos cromatograficos
observados nessa analise sdo referentes aos compostos organicos oriundos dos processos de
fermentacgdo, destilacdo e envelhecimento, cuja formagdo é dependente de varios fatores
envolvidos na fabricacdo das bebidas. A variedade do perfil cromatografico das amostras
avaliadas demonstra a grande complexidade dessas bebidas.
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cachaca envelhecidas em barris de carvalho

Os espectros de fluorescéncia sincrona total de uma amostra de cachaca e de uma
amostra de rum sdo apresentados nos mapas de contorno, com a intensidade de fluorescéncia
em funcdo de Aem € 4/; e na intensidade de fluorescéncia em funcdo de Aem para cada 44
(Figuras 8 e 9). Conforme mostrado nas figuras, os espectros de fluorescéncia sincrona da
cachaca e do rum sdo muito semelhantes. O mapa de contorno da amostra de cachaca
(Figura 8A) mostrou maximos de fluorescéncia em 350 nm para 44 = 90 a 100 nm, e mapa de
contorno espalhado na faixa de 280 a 570 nm. Os espectros também apresentaram uma banda
em 280 nm e “ombros”, devidos a sobreposi¢cdo parcial de diferentes bandas de emissdo, em
330 e 470 nm.

Em relacdo a amostra de rum (Figura 9), 0 mapa de contorno se espalhou na faixa de
300 a 550 nm e maximos de fluorescéncia em 360 nm para 44 = 70 a 100 nm. Os espectros da
amostra de rum também apresentaram uma banda em 330 nm e “ombros” em 280 e 470 nm.
Para as amostras de cachaca e rum, a banda na regido de 470 nm é mais claramente vista em
A2 =10 nm. Em geral, os espectros registrados em 44 = 10 nm apresentaram outras bandas e

“ombros” ndo observados para 0s demais 4/s.
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Figura 8 - Mapa de contorno de espectros de fluorescéncia sincrona total (A) e espectros de
fluorescéncia sincrona registrados nos diferentes 4/ (nm) (B) de amostra de cachaca
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Durante a construgdo de modelos multivariados, o pré-processamento é extremamente
importante e deve ser otimizado. Neste estudo, os espectros de fluorescéncia sincrona das
bebidas foram pré-processados por meio da primeira derivada com alisamento usando o
algoritmo de Savitzky-Golay. A combinacdo do alisamento com a primeira derivada visa
atenuar os desvios da linha de base e o ruido espectral e aumentar a variagdo das bandas
espectrais [55], devendo sempre haver um compromisso entre a reducéo de ruido e a distorcao
do sinal. Apos suavizacdo e derivatizacdo, os espectros foram centrados na media.

Para determinacdo dos parametros de alisamento de Savitzky-Golay (tamanho da janela
e grau do polindmio) mais adequados para cada 44, foram realizados planejamentos compostos
centrais de face centrada, visando os erros minimos de classificacdo nos conjuntos de
treinamento, validacdo cruzada e teste. Este tipo de planejamento foi empregado para a
construcdo das superficies de resposta devido a limitacdo experimental no fator grau do
polinémio, em que os niveis s6 poderiam ser variados de 1 a 6 usando o software PLSToolBox.

Na Figura 10 séo apresentados os erros de classificagdo nos conjuntos de treinamento,
validacdo cruzada e de teste para o planejamento realizado usando os espectros registrados em
A2=10nm e a Figura 11 apresenta a superficie de resposta e o diagrama de contorno, indicando

que a melhor combinac&o foi de janela de 13 pontos e polinémio de 5 ordem.
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Figura 10 - Erros de classificacdo nos conjuntos de treinamento, validagdo cruzada e de teste
para 0s experimentos usando os espectros de fluorescéncia sincrona registrados em 44 =10 nm
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Figura 11 - Superficie de resposta (A) e diagrama de contorno (B) para erros de classificagdo
minimos em conjuntos de treinamento, validacdo cruzada e teste para espectros de fluorescéncia
sincrona registrados em 44 = 10 nm

O mesmo procedimento foi realizado para os demais 4/s e 0os melhores modelos, para
cada 44, foram construidos utilizando o tamanho da janela e grau do polinémio indicados nas
superficies de resposta. Os erros de classificagdo nos conjuntos de treinamento, validacéo
cruzada e teste para cada modelo sdo mostrados na Tabela 6. Como pode ser observado, cada
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A/ apresentou uma combinagdo 6tima de tamanho de janela e grau do polinémio e o modelo

A4 =10 nm apresentou 0s menores erros de classificacdo nos conjuntos de treinamento e teste.

Tabela 6 - Tamanho da janela, grau do polinémio e erros de classificacdo nos conjuntos de
treinamento, validacéo cruzada e teste para cada modelo 41 (nm)
Erro de Classificacéo

Modelo Tamanho da Grau do ——

A2 (nm) Janela Polindmio  Treinamento \{:?t‘::gzo Teste
10 13 5 0,00 0,26 0,07
20 15 6 0,11 0,23 0,22
30 13 5 0,02 0,31 0,17
40 15 4 0,00 0,25 0,19
50 19 2 0,24 0,24 0,19
60 15 4 0,23 0,30 0,19
70 19 6 0,23 0,26 0,13
80 19 4 0,14 0,24 0,40
90 19 2 0,20 0,20 0,21

100 11 5 0,05 0,23 0,29

Os espectros de fluorescéncia sincrona registrados em 44 = 10 nm, pré-processados
empregando o algoritmo de Savitzky-Golay (janela de 13 pontos e polinbmio de 5% ordem),
obtidos para todas as amostras de cachaca e rum analisadas neste trabalho sdo mostrados na
Figura 12. Em geral, as intensidades de fluorescéncia maximas variaram entre as amostras,
tanto para cachacas quanto para rums. Além disso, foram observadas bandas de fluorescéncia
ndo comuns a todas as amostras da mesma classe, ndo sendo possivel, portanto, classificar as
amostras apenas pela inspecao visual dos espectros.

Os espectros de SFS de amostras de cachaca e rum sdo resultado da sobreposicéo
espectral de vérias espécies formadas durante os processos de fermentacdo, destilacdo e
envelhecimento, como taninos, compostos fenolicos e cumarinas - formados por reacoes
envolvendo a bebida e a madeira; bem como outros compostos que podem apresentar diferentes
caracteristicas de fluorescéncia [78-80]. Alguns compostos fluorescentes, como eugenol,
[-damascenona, 4-etilguaiacol, vanilina, dietil acetal, f-metil-y-octalactona e acidos fendlicos,
ja foram identificados em amostras de cachaca e rum [73,81]. O caramelo também pode
contribuir para a fluorescéncia observada, uma vez que seu uso € permitido para correcdo de
cor [1].



46

600,0

500,0

400,0

300,0

200,0

Intensidade (cps)

100,0

0,0

250 300 350 400 450 500 550 600 650

Comprimento de Onda (nm)

6000 + B)
5000
4000
3000

200,0 | WS g v ™

Intensidade (cps)

100,0

0,0 . —
250 300 350 400 450 500 550 600 650

Comprimento de Onda (nm)

Figura 12 - Espectros de fluorescéncia sincrona registrados em 4/ = 10 nm obtidos para todas
as amostras de cachaca (A) e rum (B)

A PCA aplicada aos espectros de fluorescéncia sincrona registrados em 44 = 10 nm
apresentando trés componentes principais (CP), responsaveis por 84% da variancia total dos
dados, ndo apresentou nenhuma separacao ou tendéncia clara de separagdo entre as amostras,
provavelmente devido a grande variabilidade nos processos de produgdo dessas bebidas
(Figura 13). As diferencgas observadas entre os espectros de fluorescéncia sincrona das amostras
podem estar relacionadas ndo apenas ao uso de melaco ou caldo de cana em sua produgéo, mas
também aos periodos de envelhecimento, variedades de cana e procedimentos envolvidos nos
processos de fermentacdo e destilacdo, mas, mesmo assim, uma clara diferenciacdo entre

cachaca e rum foi possivel usando a classificagdo supervisionada.
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Figura 13 - Gréfico de escores da PCA construida usando os espectros de fluorescéncia sincrona
registrados em 44 = 10 nm (variancia explicada): escores de PC1 (A); escores de PC2 (B);

escores de PC3 (C).

Simbolos: triangulos invertidos verdes para cachacas e circulos laranjas para rums

O melhor modelo PLS-DA usando os espectros registrados em 44 = 10 nm foi

construido com sete VL, que responderam por 99 e 88% das variancias em X e em Y,
respectivamente, ap6s a remocao de cinco outliers (dois C e trés R). O threshold foi de 0,53

(Figura 14) e o modelo apresentou excelentes parametros de desempenho: EFF de 98%, SEN e

SPE de 100% no conjunto de treinamento; e SEN e SPE de 94% e 92%, no conjunto de teste,

respectivamente.
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Conforme mostrado no grafico previsbes de Y (Figura 14), este modelo forneceu
excelentes resultados de classificagdo, sendo confirmado pelos valores de probabilidade de Y
previsto (Figura 15). No conjunto de treinamento, todas as amostras foram classificadas
corretamente. No conjunto de teste, apenas uma amostra de cachaca foi classificada
incorretamente como rum e uma amostra de rum foi classificada incorretamente como cachaca.
Além disso, com excecdo das duas amostras incorretamente previstas no conjunto de teste,
todas as amostras de cachaca dos dois conjuntos apresentaram pelo menos 90% de
probabilidade de serem classificadas como pertencentes a classe C; enquanto todas as amostras
de rum apresentaram menos de 15% de probabilidade de serem classificadas como cachaga. A
Unica cachaca classificada incorretamente usa o melaco como matéria-prima, segundo
informagdes do produtor que a designa como ‘“cachaca de melagco”, embora a legislagcdo
brasileira defina cachaca como sendo o destilado do mosto fermentado do caldo da cana-de-
acucar [1]. A ocorréncia de amostras de cachagca classificadas como rum pode estar relacionada

a falsificacdo, uma vez que sdo amostras comerciais, e ndo se pode garantir sua autenticidade.
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Figura 14 - Previsdes de Y para modelo PLS-DA usando espectros de fluorescéncia sincrona

registrados em 4 = 10 nm para classe de cachaca.
A linha tracejada vertical separa as amostras de treinamento e de teste, e a linha tracejada horizontal vermelha
indica o threshold. Simbolos: tridngulos invertidos verdes para cachacas e circulos laranjas para rums
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fluorescéncia sincrona registrados em 44 = 10 nm para classe de cachaga.
A linha tracejada vertical separa as amostras de treinamento e de teste. Simbolos: tridngulos invertidos verdes para
cachacas e circulos laranjas para rums

Os comprimentos de onda que mais contribuiram para a classificacdo entre amostras de
cachaca e rum sdo mostrados nos graficos de importancia das variaveis na projecao (variable
importance in projection, VIP escores) (Figura 16) e de vetores de regressao (Figura 17).
Conforme mostrado nessas figuras, os comprimentos de onda mais importantes séo 305, 368,
385, 419, 471, 491 e 650 nm. A atribuicdo desses comprimentos de onda especificos € dificil,
pois a SFS ndo é uma técnica comumente usada para impressao digital.

O modelo desenvolvido no presente estudo apresentou melhores parametros de
desempenho e maior nimero de amostras (EFF de 98% e 90 amostras comerciais) comparando-
se com outros trabalhos relatados na literatura (Tabela 4). Cardoso e colaboradores
classificaram corretamente as seis amostras de cachaga e rum utilizadas no conjunto externo de
validag&o, tanto no modelo k-NN quanto no modelo PLS-DA. No entanto, foram usadas apenas
38 amostras de cachaca e rum para a construcdo dos modelos preditivos [71]. De Souza e
colaboradores separaram oito rums e 29 cachacas envelhecidas em madeiras brasileiras usando
apenas as analises exploratorias PCA e HCA [76]. Franitza e colaboradores alcangaram 88%
de classificagdo correta em um modelo PLS-DA usando as fragOes volateis analisadas por
GCxGC-MS na classificacdo de 51 amostras de rum fabricados a partir do caldo de cana e de

melago [77].
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Figura 16 - VIP escores do modelo PLS-DA usando espectros de fluorescéncia sincrona
registrados em 44 = 10 nm para classificacdo de cachacas e rums
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Figura 17 - Vetores de regressdo do modelo PLS-DA usando espectros de fluorescéncia
sincrona registrados em 44 = 10 nm para classificacdo de cachacas e rums

Além disso, a tecnica espectrofluorimétrica apresenta algumas vantagens frente a outras
técnicas analiticas empregadas nos estudos de classificacdo, como a simplicidade, rapidez,
baixo custo e ainda dispensa o preparo de amostras, tendo sido utilizada com sucesso em
modelos envolvendo classificagdo de outras bebidas, com pardmetros de desempenho

semelhantes aos obtidos no presente estudo (Tabela 7).
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Tabela 7 - Numero de amostras, 44 (nm) e desempenho dos modelos de classificacdo
supervisionada usando SFS aplicados a outras bebidas

Método de

e~ Amostras A4 (nm) Desempenho Referéncia
Classificagdo
PLS-DA e SVM 24 30 92 e 100% de acurécia [19]
SEN e SPE de 91,7 a
PLS-DA 48 40 100% [20]
o I
PCA-LDA 60 40 e 100 100% de classificagdo [21]
correta
100% de classificacdo
SVM 192 10 - 160 correta no treinamento e [22]
97% no teste
96% de classificacéo
PCA-LDA 44 20 e 60 correta na validacdo [23]
cruzada
- 0,
PCA-LDA 60 80 e 100 60-100% de [24]
classificagdo correta
94% de classificacéo
PCA-LDA 44 60 correta no treinamento e [28]
100% no teste
0 e
PCA-LDA 31 30, 60, 90 e 120 79% de classificagao [29]
correta
0 e
GDA 63 10, 90 e 100 100% de classificacdo [31]
correta
100% de classificacdo
PCA-LDA 59 10 correta no treinamento e [32]
94% no teste
0 S
GDA e SVM 59 10 100% de classificacdo [33]
correta
0 e
LDA 46 80 99,6% de classificacao [34]

correta

GDA general discriminant analysis, LDA linear discriminant analysis, PCA-LDA principal component analysis —
linear discriminant analysis, PLS-DA partial least squares discriminant analysis, SEN sensibilidade, SPE
especificidade, SVM support vector machines

Portanto, a SFS oferece uma abordagem eficiente e que pode ser facilmente
implementada para analises de rotina para a autenticagédo de cachacas e rums. Este modelo pode
ser utilizado para analises de rotina como método de triagem, auxiliando no combate a fraudes,
visto que, em geral, os rums apresentam maior valor comercial em relagdo as cachacas,

principalmente os importados.
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6. Discriminacgdo de cachacas por madeira utilizada no envelhecimento
6.1. Revisdo Bibliogréafica

A aguardente recém-destilada - produto constituido majoritariamente de agua e alcool,
contendo aldeidos, ésteres, acidos carboxilicos, cetonas, e outros compostos em menores
concentracdes - é incolor e apresenta sabor ardente, ndo sendo indicado o seu consumo
imediato. E recomendada a realizacdo do processo de envelhecimento, por meio do
armazenamento da bebida em recipientes de madeira, promovendo um conjunto de reacoes
entre o0 destilado e os compostos da madeira, produzindo substancias que conferem
caracteristicas sensoriais mais agradaveis a bebida [3].

Embora a legislacdo brasileira ndo obrigue a realizacao do envelhecimento de cachacas,
sabe-se que o processo agrega valor ao produto final, uma vez que a sua composicao quimica é
alterada, melhorando o aroma e o sabor da bebida [82]. Segundo a Instrugdo Normativa n°® 13,
a bebida é considerada envelhecida quando pelo menos 50% de cachaca ou aguardente de cana
sdo envelhecidas em recipiente de madeira apropriado, com capacidade maxima de 700 L, por
um periodo minimo de um ano [2].

Varios processos ocorrem durante o envelhecimento, como a extracdo de compostos da
madeira e suas reagdes com o destilado; migracdo de constituintes da madeira para o destilado;
e formacdo e degradacdo de diversos compostos. Devido a permeabilidade dos barris de
madeira, os alcoois sdo oxidados e esterificados, formando &cidos carboxilicos, aldeidos e
ésteres. Além disso, 0 armazenamento em ambientes imidos e frescos causa a diminuigdo do
volume e do teor alcodlico devido as perdas por evaporacio [82]. E desejavel que o processo
de envelhecimento ocorra em condicBes naturais e que seja lento, até alcancar o equilibrio,
quando a bebida adquire aspecto, odor, coloragdo e sabor de melhor qualidade.

O carvalho (Quercus sp.) € a madeira tradicionalmente empregada para fabricacdo de
barris na Europa e nos EUA para o envelhecimento de uisque, brandy, rum, vinho e outras
bebidas alcoolicas, devido as suas caracteristicas de permeabilidade, durabilidade e facilidade
de manipulagdo [83]. Para o envelhecimento da cachaca no Brasil, sdo utilizados os barris de
carvalho, usados previamente para outras bebidas, e barris de madeiras nativas [3], que s&o uma
alternativa para reducdo do custo desse processo, pois o carvalho ndo € uma arvore tipica de
climas tropicais. Dentre as madeiras mais utilizadas destacam-se o amendoim (Pterogynes
nitens), balsamo (Myroxylon peruiferum), umburana (Amburana cearensis), jatoba (Hymenaea

carbouril), jequitiba (Cariniana estrellensis), freijo (Cordia goeldiana) e ipé (Tabebuia sp.)

13].
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As caracteristicas avaliadas na escolha da madeira para 0 armazenamento e
envelhecimento de bebidas alcodlicas sdo: densidade e permeabilidade, que devem ser baixas;
cor, que € dependente da presenca de diversos compostos organicos, tais como taninos e resinas;
aroma, que deve ser imperceptivel; gosto, que esta relacionado a presenca dos taninos e também
deve ser imperceptivel ou levemente adstringente; resisténcia mecénica, que deve ser de média
a alta; durabilidade natural, que deve ser preferencialmente elevada; e trabalhabilidade, que esta
associada ao grau de facilidade ou dificuldade de processamento [3].

A madeira exerce grande influéncia nas caracteristicas finais da cachaca (sabor, aroma
e cor) e, consequentemente, no preco da bebida, o que favorece a ocorréncia de atividades
fraudulentas. Dai a importancia da realizacdo de estudos para o melhor entendimento sobre o
processo de envelhecimento em diferentes madeiras e para a verificacao de padrbes que possam
caracterizar essas bebidas. Na Tabela 8 sdo apresentados estudos em que cachacas armazenadas
e envelhecidas em diversas madeiras foram diferenciadas usando vérias técnicas analiticas e
métodos quimiométricos. Nestes trabalhos, as diferenciacbes foram obtidas principalmente em
funcdo dos diferentes perfis de congéneres de maturagdo - compostos fenolicos, cumarinas e

furfural - das cachacas armazenadas ou envelhecidas em diferentes madeiras.

Tabela 8 - Resumo de estudos descritos na literatura para diferenciacdo de cachagas
armazenadas e envelhecidas em diferentes barris de madeira
Madeira utilizada no

Armazenamento/ Técnica Analitica Método Quimiométrico  Referéncia
Envelhecimento
carvalho americano e Analise sensorial, GC-FID,
. HPLC-UV-Vis, - [84]
carvalho francés . -
espectroscopia eletronica
carvalho e umburana HPLC-DAD PCA [85]
carvalno frances e HPLC-UV-Vis PCA, GMM [86]
carvalho americano
umburana, ca}stanhelra, GC-MS i [87]
cabreliva
freijo, carvalho e PCA-LDA, PCA-QDA,
Ju b ana imagem digital k-NN, PLS-DA, SPA- [88]
LDA e SPA-QDA
balsamo, jatoba,
carvalho, peroba e HPLC PAD € . PCA [89]
espectroscopia eletronica
umburana
amendoim, balsamo, espectroscopia eletronica e
jequitiba, carvalho e P pia €1 . PLS-DA e NPLS-DA [90]
espectrofluorimetria
umburana
castanheira, carvalho e . LDA, QDA, k-NN, MLP,
imagem [91]

umburana

SVM
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Madeira utilizada no

Armazenamento/ Técnica Analitica Método Quimiométrico  Referéncia

Envelhecimento

amendoim, araruva,

cab(eyva, ca}r\(alho,A espectroscopia eletronica e

cerejeira, grapia, ipé GC-MS ' 2]

roxo, jequitiba, jequitiba
rosa, pereira

castanheira, carvalho e espectroscopia eletronica,

umburana GC-FID e imagem digital ANN € k-NN [93]

balsamo, canela, jatoba,
jequitib, castanheira, HPLC-DAD PCA [94]
carvalho e umburana

GC-MS, espectroscopia

jequitiba e carvalho . o . PCA e HCA [95]
eletrénica e analise sensorial
balsamo, jequitiba,
carvalho e umburana ESI-MS PCA e HCA [96]
amarelo, amendoim,
balsamo, jatoba, louro, espectroscopia eletrnica PCA [97]

carvalho, pau d’arco, pau
d’6leo e pereiro
umburana, balsamo,
jequitiba, jatoba, ipé, HPLC-UV-Vis - [98]
carvalho europeu

ANN artificial neural network, ESI-MS electrospray ionization-mass spectrometry, GC-FID gas chromatography-
flame ionization detector, GC-MS gas chromatography-mass spectrometry, GMM gaussian mixture model, HCA
hierarchical cluster analysis, HPLC-DAD high performance liquid chromatography-diode array detector, HPLC-
UV-Vis high performance liquid chromatography-UV Vis detector, k-NN k-nearest neighbors, LDA linear
discriminant analysis, MLP multi-layer perceptron, NPLS-DA N-way partial least squares -discriminant analysis,
PCA principal component analysis, PLS-DA partial least squares discriminant analysis, QDA quadratic
discriminant analysis, SVM support vector machines

No presente estudo, a discriminacdo de cachacas comerciais pela madeira utilizada no
processo de armazenamento e envelhecimento (balsamo, jequitiba, carvalho e umburana) foi

realizada por meio da SFS juntamente com a PLS-DA.

6.2. Amostras

Um total de 148 cachacas comerciais adquiridas em lojas de bebidas locais e virtuais
foram utilizadas neste estudo. Para cada classe de cachaca foi atribuido um cédigo, indicando
a madeira utilizada no processo de armazenamento ou envelhecimento: B (balsamo, n = 34),
C (carvalho, n =55), J (jequitiba, n = 32) e U (umburana, n = 27). Todas as amostras comerciais
de cachaca sdo designadas em seus rotulos como armazenadas ou envelhecidas em barris de

madeira. As amostras comerciais foram acondicionadas em temperatura ambiente, no préprio
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recipiente de comercializagdo, e ndo foram submetidas a nenhum preparo. Além dessas
amostras, foram analisadas 24 amostras de cachaca armazenada por pelo menos quatro meses

nessas quatro madeiras (seis amostras de cada uma) no laboratorio.

Para a construgdo dos modelos, foram selecionadas as amostras mais significativas de
cada classe, mantendo quantidades aproximadas de amostras para cada classe, totalizando
141 amostras (B, n =33; C,n=239; J,n=36; U, n = 33).

Neste estudo, as quatro classes analisadas (B, C, J e U) foram previstas simultaneamente
em um Gnico modelo de classificacdo supervisionada PLS-DA e, portanto, este modelo é
chamado de PLS2-DA. Para a constru¢do dos modelos PLS2-DA, os conjuntos de treinamento
e de teste foram usados para construir e validar os modelos, e foram compostos por
94 amostras (B, n = 22; C,n =26; J, n =24; U, n = 22) e 47 amostras (B, n = 11; C, n = 13;

J,n=12; U, n = 11), respectivamente.

6.3. Resultados e Discusséo

As amostras de cachaca armazenadas ou envelhecidas em cada madeira foram
caracterizadas segundo os valores de pH, condutividade elétrica, turbidez e quantidade de picos
cromatograficos identificados por HPLC-DAD em comprimento de onda fixado em 280 nm.

Os valores de pH e condutividade elétrica medidos para as amostras de cachaca
armazenadas ou envelhecidas nas diferentes madeiras (Figuras 18A e 18B) ndo apresentaram
diferencas estatisticas significativas entre si, ao nivel de 95% de confianca, reforcando que a
maior acidez da cachaca, em relacdo a outras bebidas, se deve as caracteristicas da matriz
alcodlica, fruto da matéria-prima e do processo de fermentacéo. Os valores médios do pH e da
condutividade elétrica foram 4,93 + 0,11 e 57,9 + 5,8 uS cm?, respectivamente. Na Figura 18C
séo apresentados os valores de intensidade da radiacdo espalhada para as amostras de cachaga
armazenadas ou envelhecidas em balsamo, carvalho, jequitiba e umburana. Embora as amostras
armazenadas e envelhecidas em umburana tenham apresentado maior valor médio (503 £ 100),
esses valores ndo diferem estatisticamente dos valores obtidos para as outras madeiras. Além
disso, as amostras armazenadas ou envelhecidas em balsamo e em umburana apresentaram
maior dispersdo. 1sso se deve as caracteristicas inerentes de cada madeira, proporcionando a
extracao de diferentes compostos com diferentes solubilidades. Da mesma forma que no estudo
anterior, ndo ha uma diferenca nitida destas propriedades entre as diferentes madeiras, devido

a grande dispersao de valores, que permita uma discriminag&o.
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Figura 18 - Medidas de pH (A), condutividade elétrica (B) e nefelometria (C) das amostras de
cachaga armazenadas ou envelhecidas em barris de balsamo, carvalho, jequitiba e umburana
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Sobre o nimero de picos cromatograficos registrados em 280 nm (Figura 19), uma
grande variabilidade e dispersdo de valores foi observada para as amostras comerciais
envelhecidas nas diferentes madeiras, com destaque para as amostras armazenadas ou
envelhecidas em umburana, que apresentaram maior nimero de picos — variando de 11 a 73,
seguido das amostras armazenadas ou envelhecidas em balsamo (6 a 56 picos), carvalho (10 a
49 picos) e jequitiba (5 a 32 picos). Foram identificados um total de 200 picos cromatogréficos
para as quatro madeiras estudadas, com cada amostra apresentando picos ndo coincidentes até
mesmo para uma mesma madeira avaliada. Esse resultado reforca a complexidade das cachacas

armazenadas e envelhecidas, principalmente as amostras comerciais.

80.0

70,0

60,0

-

50,0 —_

40,0

30,0

Picos Cromatograficos

20,0 -

10,0

0.0

2

Balsamo Carvalho Jequitibai Umburana

Figura 19 - Picos cromatogréaficos registrados em 280 nm para amostras comerciais de cachaca
armazenadas ou envelhecidas em barris de balsamo, carvalho, jequitiba e umburana

Os espectros de fluorescéncia sincrona das cachacas envelhecidas nas quatro madeiras
apresentaram duas ou trés bandas de fluorescéncia principais, sendo o maximo de fluorescéncia
em 355 nm para 44 = 100 nm (Figura 20). A banda proxima a 280 nm esta presente nos
espectros de cachacas envelhecidas em barris de balsamo e carvalho, e a banda em torno de
330 nm foi observada nos espectros de cachacas envelhecidas em barris de balsamo, carvalho
e jequitiba. A forma e a intensidade das bandas dos espectros de fluorescéncia sincrona e,
consequentemente, a discriminacgdo pela madeira utilizada no processo de armazenamento e
envelhecimento das cachacas, dependem do valor de 44 escolhido. Um aumento da intensidade

de fluorescéncia, simultaneamente com o alargamento da banda, foi aparente para os maiores
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valores de 44 e, em geral, 0s espectros em valores de 41 menores apresentaram mais bandas e

foram os que mais apresentaram diferencgas visuais entre as amostras.
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Figura 20 - Espectros de fluorescéncia sincrona registrados em 44 = 10 a 100 nm para cachacas
comerciais envelhecidas em barris de balsamo (A), carvalho (B), jequitiba (C) e umburana (D)

Solucgdes estoque de sete compostos fendlicos e cumarina foram preparadas em solugéo
etanol: 4gua (40:60 % v v1) na concentracdo de 0,4 g L™ e analisadas sob as mesmas condices
descritas para as amostras. Adicionalmente, o corante caramelo em solugdo etanol: agua
(40:60 % v v!) também foi analisado. A Figura 21 mostra que 0s espectros registrados em
A4 = 10 nm apresentaram mais bandas que nos demais 44s. Os &cidos fenolicos (vanilico,
siringico, galico e elagico) foram caracterizados pelos méaximos de fluorescéncia registrados
em 44 =40, 50 ou 30 nm e Jem entre 350 e 430 nm. Estes acidos - principalmente o vanilico, o
siringico e o el&gico - apresentaram bandas mais intensas comparando-se com os demais. Os
aldeidos fendlicos (siringaldeido, vanilina e sinapaldeido) apresentaram maximos de emissédo
em 420, 490 e 510 nm nos espectros registrados em 44 = 20, 40 e 40 nm, respectivamente. A
cumarina e o corante caramelo foram caracterizados pelas maximas emissdes a 390 nm e 44 =

50 nm, e 450 nm e 44 = 70 nm, respectivamente.
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Figura 21 - Espectros de fluorescéncia sincrona dos marcadores quimicos de envelhecimento de bebidas em madeira: &cido elagico (A), acido

galico (B), acido siringico (C), acido vanilico (D), cumarina (E), sinapaldeido (F), siringaldeido (G) e vanilina (H); e corante caramelo (1)
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Os espectros de fluorescéncia séo baseados em interagdes e reacGes moleculares,
absorcdo e radiacdo de diversos grupos organicos, principalmente em compostos que
apresentam estruturas rigidas e planas [16]. Embora os espectros das cachacas parecam
semelhantes, eles diferem nas posicdes e intensidades das bandas. Essas diferencas surgem
principalmente de diferentes fluor6foros e suas concentragdes, resultantes dos varios tipos de
barris e periodos de armazenamento e envelhecimento. Os fluordforos presentes nas bebidas
armazenadas/envelhecidas sdo derivados da oxidacgéo da lignina na presenca de alcool, que leva
a formacdo de compostos fenolicos e polifendlicos, incluindo aldeidos e acidos. Além desses
compostos, também sdo extraidos da madeira lactonas, taninos, élcoois, hidrocarbonetos,
acucares e substancias inorganicas [82], o que pode ser influenciado pelas caracteristicas do
barril, como espécie da madeira, tratamento térmico e tamanho; condi¢cdes de armazenamento
(temperatura e umidade); e operagdes tecnologicas [99].

Diferencas nos teores fendlicos de cachagas envelhecidas em diferentes barris de
madeira de mesmo tamanho, para 0 mesmo periodo de envelhecimento e condi¢Bes de
armazenamento foram observadas em alguns estudos [84,98,100]. Carvalho e colaboradores
observaram diferencas nas regides de fluorescéncia dos espectros da cachaca ndo envelhecida
e da cachaca envelhecida ao desenvolverem um método para quantificacdo de fendlicos totais
em cachaca envelhecida em barris de umburana. A cachaca pura apresentou maior intensidade
de fluorescéncia que a cachaca envelhecida, sendo observado o desaparecimento de algumas
bandas de fluorescéncia apds o processo de envelhecimento [79]. No espectro da cachaca
envelhecida, 0 meio suprime as bandas caracteristicas da cachaca sem envelhecimento devido
a vérias propriedades dos componentes, como o rendimento quantico e os efeitos de
“quenching” [16].

Durante o processo de envelhecimento, as caracteristicas sensoriais da cachaga séo
modificadas devido & formacgdo de diversos compostos, dentre os quais alguns compostos
fluordforos. Esses compostos podem ser responsaveis pela cor, sabor ou odor da bebida. Alguns
compostos volateis fluorescentes, como eugenol, B-damascenona, 4-etilguaiacol, vanilina,
dietil acetal e B-metil-y-octalactona, j& foram identificados em amostras de cachaca envelhecida
[73]. Outros compostos como naringenina, pectolinarigenina, liquiritigenina, genisteina,
biochanina A, dimetilgenisteina e acido elagico também foram identificados em cachacas
envelhecidas e podem contribuir para a cor e sabor desta bebida [96]. Caramelo, um corante
permitido para correcdo de cor, também pode contribuir para a fluorescéncia observada.
Embora a atribuicdo completa das bandas de fluorescéncia esteja além do escopo deste estudo,
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algumas atribuigcdes foram apresentadas na Tabela 9, com base em outros estudos envolvendo

as medidas de fluorescéncia de bebidas alcodlicas envelhecidas.

Tabela 9 - Propriedades de fluorescéncia e potenciais fluoréforos em cachacas envelhecidas

Propriedades de Fluorescéncia Potenciais Fluoréforos Referéncia

Espectro sincrono

(47 = 90 nm): / = 331 nm Caramelo (1V) [101]
Espectro sincrono

(47, = 90 nm): / = 322 nm Caramelo (I11) [101]

EEM (Aex/Aem): 282/307 Eugenol [102]

EEM (Aex/Aem): 250-280/350-360 Acido benzdico [103]

EEM (Aex/Zem): 260-280/420 Acido cinamico [103]

EEM (Aex/Zem): 340/425 Cumarinas [103]

EEM excitation emission matrix

Os erros de classificacdo no conjunto de teste para os modelos PLS2-DA construidos

usando os parametros de alisamento de Savitzky-Golay mais adequados (tamanho da janela e

grau do polindmio) para cada 44, s&o mostrados na Tabela 10. O modelo 41 = 30 nm apresentou

0s menores erros de classificacdo no conjunto teste em comparacdo com os modelos construidos

com outros 44s. A superficie de resposta e o diagrama de contorno obtidos usando os erros de

classificacdo no conjunto de teste nos modelos PLS2-DA construidos no planejamento para 0s

espectros registrados em 44 = 30 nm sdo mostrados na Figura 22. A superficie de resposta

indicou que a melhor combinacdo foi janela de 13 pontos e polindmio de 5° grau.

Tabela 10 - Erros de classificacdo no conjunto de teste para as classes B (balsamo), C (carvalho),
J (jequitibd) e U (umburana) nos modelos PLS2-DA construidos para cada 44

Modelo Erros de Classificagdo no Conjunto de Teste

A4 (nm) B C J U
10 0,332 0,099 0,265 0,136
20 0,210 0,014 0,068 0,042
30 0,105 0,000 0,044 0,087
40 0,091 0,042 0,015 0,042
50 0,119 0,029 0,115 0,043
60 0,136 0,119 0,092 0,000
70 0,087 0,139 0,145 0,042
80 0,029 0,000 0,169 0,029
90 0,090 0,000 0,093 0,074

100

0,042

0,181

0,077

0,139
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Figura 22 - Superficie de resposta (A) e diagrama de contorno (B) para erros de classificacdo
minimos no conjunto teste para espectros de fluorescéncia sincrona registrados em 44 = 30 nm

Os espectros de fluorescéncia sincrona registrados em A4 = 30 nm, pré-processados
empregando o algoritmo Savitzky-Golay (janela de 13 pontos e polindmio de 52 ordem), obtidos
para todas as amostras de cachaca analisadas neste estudo sdo mostrados na Figura 23,
indicando que as intensidades de fluorescéncia e a forma dos espectros variou
significativamente entre as amostras, inclusive na mesma classe, impossibilitando a

classificacdo das amostras apenas pela inspe¢éo visual dos espectros.



63

500 500
A) B)
400 400
g 5
~ 300 : 300
u o
° <
o S
2 200 } 'S 200
c
S )
(&) =
= <
= 100 f — 100

250 350 450 550 650 250 350 450 550 650
Comprimento de onda (hm)

500 500

D)
400 400
(&) ~ -
— 300 P 300
3 g
S S
@ 200 2 200 }
~ 100 T 100
0 ' 5SS 0 - o
250 350 450 550 650 250 350 450 550 650
Comprimento de onda (hm) Comprimento de onda (nm)

Figura 23 - Espectros de fluorescéncia sincrona registrados em 41 = 30 nm obtidos para as
amostras de cachaca envelhecidas em balsamo (A), carvalho (B), jequitiba (C) e umburana (D).

A PCA aplicada aos espectros de fluorescéncia sincrona registrados em 44 = 30 nm
apresentando cinco CP, respondeu por 65% da variancia total dos dados. Os escores em cada
CP sdo mostrados na Figura 24. A CP1 (Figura 24A) apresentou uma tendéncia de separacao
das cachacas envelhecidas em barris de jequitiba, na regido positiva, das cachacas envelhecidas
em balsamo e em carvalho, na parte negativa. A CP2 (Figura 24B) apresentou uma tendéncia
de separagdo das cachacas envelhecidas em carvalho (regido positiva) para cachagas
envelhecidas em umburana (regido negativa). CP3 (Figura 24C) mostrou uma separacdo entre
as amostras de carvalho (regido positiva) e jequitiba e umburana (regido negativa). A CP4
(Figura 24D) n&o apresentou separa¢do ou tendéncia clara entre as amostras de cachacga pela
madeira utilizada no processo de envelhecimento, com o0s grupos de todas as classes centrados
em torno de zero e sobrepostos. Em CP5 (Figura 24E), observou-se uma tendéncia de separagéo

das amostras de balsamo e umburana.
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Figura 24 - Grafico de escores da PCA construida usando os espectros de fluorescéncia sincrona
registrados em 44 = 30 nm (variancia explicada): escores de CP1 (A); escores de CP2 (B);

escores de CP3 (C); escores de CP4 (D); escores de CP5 (E).
Simbolos: triangulos invertidos verdes para cachaca envelhecida em barris de balsamo, circulos vermelhos para
carvalho, quadrados azuis para jequitiba e diamantes laranjas para umburana



65

A separacdo entre cachacas pela madeira utilizada no processo de armazenamento e
envelhecimento ndo ficou muito clara na PCA. Este resultado indica que as diferencas nos
espectros de fluorescéncia sincrona podem estar relacionadas também aos diferentes
procedimentos envolvidos nos processos de fermentacéo, destilacdo e envelhecimento, além da
madeira utilizada no processo de envelhecimento. Uma clara diferenciagdo das cachacas
envelhecidas foi possivel através da construcdo de um modelo de classificacdo supervisionada
(PLS2-DA) utilizando os espectros registrados em 441 = 30 nm, com bons parametros
qualitativos de desempenho.

O melhor modelo PLS2-DA usando os espectros registrados em 44 = 30 nm foi
construido usando 11 VL, indicadas pela validagdo cruzada venetian blinds. Estas VL
explicaram 98 e 62% da variancia total nos blocos X e Y, respectivamente, apds a remocao de
quatro amostras anémalas. A Figura 25 apresenta as previsfes de Y para as amostras de cachaca
envelhecidas dos conjuntos de treinamento e de teste. Em geral, este modelo apresentou boas
previsdes para todas as classes, apresentando baixos erros de classificacdo. Vale ressaltar que
as amostras utilizadas neste estudo foram adquiridas em comércios locais e virtuais, sem
garantia da madeira utilizada no envelhecimento e se de fato foi realizado o procedimento, uma
vez que foram usadas as informagdes contidas no rétulo. A ocorréncia de resultados falso-
positivos e falso-negativos também pode estar associada a pratica comum de blending de
cachagas envelhecidas em diferentes barris de madeira, e essa informagdo pode ndo ser
fornecida pelo produtor.

Para a discriminacdo de cachacas envelhecidas em barris de balsamo de cachacas
envelhecidas em outros barris de madeira (Figura 25A), foram observados quatro falso-
negativos e quatro falso-positivos no conjunto de treinamento, e dois falso-negativos e apenas
um falso-positivo no conjunto de teste. Para as cachagas envelhecidas em barris de carvalho
(Figura 25B), foram observados trés falso-negativos e cinco falso-positivos no conjunto de
treinamento, e trés falso-positivos e nenhum falso-negativo no conjunto de teste. Para a
discriminacdo das cachagas envelhecidas em barris de jequitiba (Figura 25C), ndo foram
observados falso-negativos e seis falso-positivos no conjunto de treinamento, e todas as
amostras foram classificadas corretamente no conjunto de teste. Para a classe umburana
(Figura 25D), apenas um falso-negativo e dois falso-positivos foram observados no conjunto

de treinamento, e apenas um falso-negativo e trés falso-positivos no conjunto de teste.
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Figura 25 - Previsdes de Y para modelo PLS2-DA construido usando espectros de fluorescéncia
sincrona registrados em A4 = 30 nm para cachacga envelhecida por madeira utilizada no processo

de envelhecimento: balsamo (A); carvalho (B); jequitiba (C); e umburana (D).

A linha tracejada vertical separa 0s conjuntos de treinamento e teste, e a linha tracejada horizontal vermelha indica
o threshold. Simbolos: triangulos invertidos verdes para cachagas envelhecidas em barris de balsamo, circulos
vermelhos para carvalho, quadrados azuis para jequitiba e diamantes laranjas para umburana
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A qualidade do modelo pode ser avaliada calculando parametros de desempenho
qualitativos apropriados. A Tabela 11 apresenta esses parametros calculados para os conjuntos
de treinamento e teste para todas as classes, que demonstraram um bom desempenho para
discriminacdo entre as cachacas pela madeira utilizada no processo de envelhecimento. A SEN
foi superior a 81% para todas as classes e a SPE foi superior a 91% no conjunto de treinamento.
SEN e SPE foram superiores a 82 e 92%, respectivamente, no conjunto de teste. Os melhores
resultados foram observados para as classes carvalho e jequitibd, com SEN de 100% e SPE de
94 e 100%, respectivamente, no conjunto de teste. Esses parametros de desempenho foram
resumidos pela determinacdo da EFF, que apresentaram taxas superiores a 91% (balsamo e
carvalho, no conjunto de treinamento; e umburana, no conjunto de teste) para todas as classes.
Para a discriminacdo de cachacas envelhecidas em barris de jequitiba, a EFF foi de 100% no

conjunto teste.

Tabela 11 - Parametros de desempenho estimados para 0 modelo PLS2-DA construido com
espectros de fluorescéncia sincrona registrados em A4 = 30 nm para a discriminacéo de cachacas
pela madeira utilizada no processo de envelhecimento. B (balsamo); C (carvalho); J (jequitiba);
U (umburana)

Parametros de

Conjunto Qualidade (%) B C J U
Treinamento SEN 81 89 100 95
SPE 94 92 91 97

TFN 21 12 0

TFP 6 8

EFF 91 91 93 97
Teste SEN 82 100 100 91
SPE 97 94 100 92
TFN 18 0 0 9
TFP 3 9 0 8
EFF 94 94 100 91

EFF eficiéncia, SEN sensibilidade, SPE especificidade, TFN taxa de falso-negativos, TFP taxa de falso-positivos

Avaliando os vetores informativos do modelo PLS2-DA, é possivel identificar os
principais comprimentos de onda associados a discriminagéo das cachagas por cada madeira.
Os comprimentos de onda que mais contribuiram para a classificacdo da cachaca pela madeira
utilizada no processo de maturagéo, indicados pelos valores mais altos de VIP escores, sdo
apresentados na Figura 26.
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Figura 26 - VIP escores do modelo PLS2-DA construido usando espectros de fluorescéncia
sincrona registrados em 44 = 30 nm para a classificacdo de cachacas pela madeira utilizada no
processo de envelhecimento: balsamo (A); carvalho (B); jequitibé (C); e umburana (D)
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Comparando-se 0 modelo PLS2-DA desenvolvido neste estudo com outros modelos de
classificagdo supervisionada segundo a madeira utilizada no envelhecimento de cachagas, este
é mais simples, rapido, menos dispendioso e apresenta a vantagem de nédo precisar de nenhum

preparo de amostra (Tabela 12).

Tabela 12 - Numero de amostras e desempenho dos modelos de classificacdo supervisionada
para classificacdo de cachacas por madeira utilizada no envelhecimento

Meétodo Amostras Desempenho - Acurécia Referéncia
k-NN e ANN 144 100% [93]
QDA 105 100% [91]
- 0, i
PLS-DA 109 56 - 100% no treinamento [90]

e 60 - 94% no teste

74% no treinamento
SPA-LDA 122 e 90% no teste [88]

ANN artificial neutral network, k-NN k-nearest neighbor, PLS-DA partial least squares discriminant analysis,
QDA quadratic discriminant analysis, SPA-LDA successive projections algorithm- linear discriminant analysis

Embora os modelos desenvolvidos por Rodrigues e colaboradores apresentem melhores
parametros de desempenho qualitativo, ndo foram utilizadas amostras comerciais para sua
construcdo e validacdo, reduzindo significativamente a variancia dos dados e,
consequentemente, a aplicabilidade e robustez desses modelos [91,93]. Além disso, mais uma
desvantagem apresentada pelo modelo desenvolvido por Rodrigues e colaboradores é a
necessidade de realizacdo de métodos complexos de processamento de imagens em varias
etapas [91]. O modelo desenvolvido no presente estudo apresentou parametros de desempenho
semelhantes aos modelos de Fernandes e colaboradores [88], e parametros de desempenho
melhores que os de Bernardes e Barbeira, que discriminaram amostras comerciais de cachacas
envelhecidas em amendoim, balsamo, carvalho, jequitiba e umburana, usando a fusdo das
técnicas de espectroscopia eletronica e espectrofluorimetria convencional [90].

No presente estudo, a SFS foi usada com sucesso para diferenciar amostras comerciais
de cachaca envelhecidas em quatro diferentes barris de madeira (balsamo, carvalho, jequitiba e
umburana). As principais vantagens desta metodologia foram a simplicidade e rapidez, uma
vez que esta analise ndo requer nenhuma etapa de preparacdo da amostra nem reagentes
analiticos, reduzindo assim o tempo de andlise. A aplicagdo do método de classificacdo
supervisionada PLS2-DA permitiu a discriminacdo simultanea das cachacas envelhecidas e a
deteccdo dos principais comprimentos de onda para cada classe, sendo uma abordagem
eficiente para uso em analises de rotina como método de triagem, auxiliando na inspecédo das
bebidas.
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7. Discriminacdo de cachacgas comerciais segundo o tempo de envelhecimento
7.1. Revisdo Bibliogréfica

Os processos de armazenamento e envelhecimento em barris de madeiras sdo
empregados na producdo de diversas bebidas alcodlicas, como uisque, rum, brandy e vinho,
visando a melhoria das caracteristicas sensoriais: aroma, sabor e cor, agregando valor ao
produto final. O envelhecimento promove mudangas na composi¢do quimica atraves de um
complexo conjunto de reacGes envolvendo, entre outras, a extracdo de compostos da madeira e
a degradacdo/formacdo de diversos compostos [82]. Essas mudancas dependem das
caracteristicas do barril (espécie de madeira, torragem e tamanho) e das condi¢cbes de
envelhecimento, como temperatura, umidade e, principalmente, do periodo de envelhecimento.

Devido a comercializagdo em larga escala e os precos relativamente altos, a falsificacdo
e adulteracdo de bebidas alcodlicas destiladas sdo comuns em todo o mundo. As atividades
fraudulentas associadas a declaracdo de tempo de envelhecimento superior ao real podem
ocorrer, uma vez que o envelhecimento é geralmente o processo mais demorado da producéo e
0 que agrega mais valor as bebidas. Na Tabela 13 é mostrado um resumo de estudos envolvendo
a identificacdo ou separacdo de bebidas destiladas em fungéo do tempo de envelhecimento.

Tabela 13 - Resumo de estudos envolvendo a separacdo e discriminacdo de bebidas alcodlicas
destiladas por tempo de envelhecimento

Bebida Técnica Analitica Método Quimiométrico Referéncia
LDA, QDA, k-NN,
Cachaga Imagem MLP, SVM [91]

Espectroscopia eletronica,

Cachaga GC-FID e imagem digital ANN e k-NN [93]
Aguardente de cana  Nariz eletrénico e HS-MS PLS [104]
Uisque ESI-FT-ICR-MS - [105]
Uisque FT-IR DA [106]
Uisque ESI-FT-ICR-MS PLS-DA [107]
Aguardente GC-MS e GC-IMS PLS [108]
Baijiu HS-GC-IMS PLS [109]
Tequila Espectroscopia eletronica PCAI;’LI—Sl?I'DA‘ AkSITIICIIC%\DA [110]
Uisque Espectroscopia eletrdnica PCA, LDA, PLS-DA [111]

ANN artificial neural network, DA discriminant analysis, ESI-FT-ICR-MS electrospray ionization-Fourier
transform ion cyclotron resonance mass spectrometry, FT-IR Fourier transform infrared spectroscopy, GC-FID
gas chromatography-flame ionization detector, GC-IMS gas chromatography-ion mobility spectrometry, GC-MS
gas chromatography-mass spectrometry, HCA hierarchical cluster analysis, HS-GC-IMS headspace-gas
chromatography-ion mobility spectrometry, HS-MS headspace-mass spectrometry, k-NN k-nearest neighbor
analysis, LDA linear discriminant analysis, MLP multi-layer perceptron, PCA principal component analysis, PLS
partial least squares, PLS-DA partial least squares discriminant analysis, QDA quadratic discriminant analysis,
SIMCA soft independent modeling of class analogy, SVM support vector machines
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Assim como outras bebidas fermento-destiladas, a cachaca também pode ser
envelhecida em barris de madeira. A legislacdo brasileira classifica a cachaga envelhecida nos
seguintes tipos: “envelhecida”, “premium” e “extra premium”. Essa classificacdo ¢é relacionada
ao periodo de envelhecimento, a capacidade do barril de madeira e a quantidade de cachaca
envelhecida. A cachaca é denominada “envelhecida” quando ao menos 50% da cachaga ¢
envelhecida em barril de madeira apropriado, com capacidade méxima de 700 L, por pelo
menos um ano. A cachaca “premium” contém 100% de cachacga envelhecida em barril de
madeira com capacidade maxima de 700 L por um periodo ndo inferior a um ano. Por fim, a
cachaga “extra premium” contém 100% de cachaga envelhecida por no minimo trés anos [2].
Quando a cachaga ndo se enquadra na definicdo de envelhecida, mas passa por recipientes de
madeira, é considerada “armazenada”. Além do carvalho (Quercus sp.), as cachagas também
sdo envelhecidas em diferentes recipientes de madeiras nativas brasileiras [3].

Substancias consideradas marcadoras do processo de envelhecimento tém sido avaliadas
ao longo dos processos de armazenamento e envelhecimento de cachagas. Dos Anjos e
colaboradores observaram uma correlacdo positiva entre a concentracdo de compostos
fenolicos e o tempo de envelhecimento, com destaque para os analitos siringaldeido e acido
galico [112]. Os compostos fendlicos sdo importantes principalmente para 0 aroma e cor das
bebidas e os resultados observados neste trabalho corroboram com outros estudos [113-115].

Apos o processo de armazenamento de cachagas em barris de carvalho, por um periodo
de 180 dias, Alcarde e colaboradores observaram que as concentracdes de alcoois superiores,
ésteres, aldeidos e acidos fenolicos aumentaram, provocando elevacao da acidez na bebida; e a
concentracdo de etanol diminuiu, devido a evaporacdo e a oxidagdo a acetaldeido, que teve sua
concentracdo aumentada. Os autores tambeém observaram que a concentracdo de acido acético
aumentou significativamente, sendo um produto da oxidacdo de etanol e da degradagédo da
hemicelulose, e a concentracdo de cobre diminuiu, podendo estar associado & absorcdo ou
adsorcdo pela madeira do barril [116].

Neste trabalho, Alcarde e colaboradores também observaram um aumento na
concentracdo dos compostos furfural e 5-hidroximetilfurfural, que podem ser formados quando
a madeira é submetida a tratamentos térmicos durante a fabricacdo dos barris, sendo
posteriormente transferidos para a cachaca. Essas substancias sdo importantes para coloragéo e
flavor da bebida, mas contribuem para caracteristicas desagradaveis quando em concentracoes
elevadas [116]. Em outro estudo, Bortoletto e Alcarde observaram que a concentracdo de
furfural foi mais elevada em cachagas armazenadas com lascas tostadas de carvalho comparado

com as amostras envelhecidas em barris da mesma madeira [117]. Posteriormente, Bortoletto e
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colaboradores avaliaram a influéncia da requeima dos barris de carvalho na composic¢do da
cachacga envelhecida por 24 meses, observando que a bebida armazenada em barril submetido
a requeima mais intensa apresentou maior concentracdo de furfural em relacdo as bebidas
armazenadas em barris de requeima média [84].

Outra substancia estudada para caracterizar o processo de envelhecimento é o glicerol,
0 segundo alcool mais abundante na cachaga e produzido inicialmente durante o processo de
fermentacao. Essa substancia contribui positivamente para o sabor e a viscosidade da bebida e
a sua concentracdo também é aumentada ap6s o processo de envelhecimento, por meio da
extracdo e/ou hidrolise de gorduras, resinas e triglicerideos presentes na madeira [118].

A concentracdo de carbamato de etila também j& foi avaliada apds processo de
envelhecimento, por ser um contaminante com potencial carcinogénico formado
principalmente durante a fermentacdo e também sendo identificado em outras bebidas
destiladas como uisque, rum, vodca e tiquira [119]. O principal mecanismo de formacéo dessa
substancia envolve a degradacdo enzimatica da arginina, formando a ureia, que reage com
etanol [85]. Santiago e colaboradores observaram que a concentracdo do carbamato de etila
aumenta durante a destilacdo, mas apés o envelhecimento de amostras de cachaca em barris de
carvalho, a concentracdo dessa substancia ndo foi alterada [120]. Este resultado também foi
observado por Andrade-Sobrinho e colaboradores [119]. No entanto, outros trabalhos
mostraram que durante o processo de armazenamento, tanto em tonéis de carvalho, como em
recipientes de vidro, a concentracdo de carbamato de etila é aumentada significativamente
[121].

Os hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPA’s) sdo contaminantes ambientais com
potencial carcinogénico formados a partir da queima incompleta de material organico. Além da
queima da cana-de-agUcar, a presenca de HPA’s em cachagas também pode ser atribuida a
contaminagdes no processo de produgédo, incluindo o armazenamento e envelhecimento da
bebida em barris de madeira tratada termicamente [3]. Chavez avaliou o tempo de tosta dos
barris de carvalho e a sua influéncia nos teores de HPA’s na cachaga envelhecida, observando
gue o armazenamento da bebida em barris de carvalho submetidos a tosta aumentou a
concentragdo de HPA'’s, principalmente quando o tratamento térmico ¢ de baixa duragao [122].

O presente estudo teve como objetivo estabelecer uma correlacdo entre o tempo de
envelhecimento e os espectros de fluorescéncia sincrona de amostras de cachagas comerciais e
amostras envelhecidas em laboratdrio, através da classificagdo multivariada baseada em
PLS-DA, para separar amostras de cachaca armazenadas das envelhecidas em barris de

amendoim, balsamo, jequitiba, carvalho e umburana.



73

7.2. Amostras

Um total de 212 amostras de cachacas armazenadas e envelhecidas em amendoim,
balsamo, carvalho, jequitibd e umburana foram analisadas nesse estudo, das quais 143 sdo
amostras comerciais adquiridas em lojas de bebidas locais e virtuais, e 69 amostras de cachagas
armazenadas por periodos de dois a 24 meses nas cinco madeiras no laboratorio. As cachagas
foram codificadas de acordo com o tempo de armazenamento/ envelhecimento:
A (armazenadas, n = 145) e E (envelhecidas, n = 67). As amostras sdo consideradas
armazenadas quando sdo mantidas em recipientes de madeira por menos de um ano e
envelhecidas quando sdo mantidas em barris de madeira por pelo menos um ano. As amostras
comerciais foram acondicionadas em temperatura ambiente, no proprio recipiente de
comercializacdo, e ndo foram submetidas a nenhum preparo.

O armazenamento das cachagas no laboratério foi realizado em barris ndo tostados de
10 L de capacidade fabricados com as cinco madeiras estudadas, utilizando uma cachaca recém
destilada para o preenchimento completo dos mesmos. Durante 0 processo de armazenamento,
aliquotas de 100 mL das amostras foram coletadas do barril, de tempos em tempos, e
acondicionados em frascos ambar, protegidos da luz e a temperatura ambiente.

No desenvolvimento dos modelos PLS-DA, os conjuntos de treinamento e de teste
foram usados para construir e validar os modelos, e foram compostos por 141 (A, n = 100;

E,n=41)e 71 (A, n =45; E, n = 26) amostras, respectivamente.

7.3. Resultados e Discussao

Os valores de pH, condutividade elétrica e turbidez para a cachaga armazenada em barris
de amendoim, balsamo, carvalho, jequitibda e umburana em laboratorio sdo apresentados, em
fungéo do tempo, na Figura 27. Em geral, foram observados a diminuigdo do pH e aumento da
condutividade elétrica com o aumento do tempo de armazenamento em todas as madeiras
estudadas. Quanto a intensidade da radiagdo espalhada, ndo foi observada alguma tendéncia

clara em funcdo do tempo de armazenamento.
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Figura 27 - Evolucgéo das medidas de pH (A), condutividade elétrica (B) e nefelometria (C) das
amostras de cachaca armazenadas em A (amendoim), B (balsamo), C (carvalho), J (jequitiba) e

U (umburana) em funcdo do tempo de armazenamento
Cores: preto para cachacas armazenadas em barris de amendoim, verde para balsamo, vermelho para carvalho,
azul para jequitiba e amarelo para umburana
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As propriedades avaliadas neste trabalho podem ser relacionadas ao processo de
armazenamento e envelhecimento das bebidas em recipientes de madeira. E esperado o
aumento da acidez nas cachacas durante essa etapa, devido a extracdo dos &cidos organicos
presentes na madeira bem como as reacdes de oxidacdo de alcoois e aldeidos levando a
formacéo de compostos &cidos. O aumento da condutividade elétrica também é esperado, sendo
associado aos compostos extraidos da madeira e os compostos &cidos formados. A turbidez
também pode ser relacionada ao processo de armazenamento e envelhecimento, uma vez que o
contato da bebida com a madeira pode resultar no aparecimento de particulas em suspenséo.
Outros trabalhos na literatura relatam o aumento da acidez, condutividade elétrica e da turbidez
ao longo do armazenamento de cachagas em recipientes de madeira [123-125].

As medidas de pH, condutividade elétrica e intensidade da radiacdo espalhada obtidas
para as amostras comerciais de cachaca armazenadas e envelhecidas nas cinco madeiras séo
apresentadas em funcdo do tempo de envelhecimento declarado na Figura 28. N&o foram
observadas tendéncias para essas propriedades em funcdo do tempo de envelhecimento e uma
grande dispersdo de valores para as amostras em um mesmo periodo de envelhecimento. Esse
resultado pode ser atribuido a variedade de procedimentos adotados durante a fabricacdo das
cachacas, 0 que contribui para a elevada variabilidade sensorial dessa bebida.

Sobre os picos cromatograficos observados em 280 nm, para a amostra de cachaca
armazenada nas cinco madeiras em nosso laboratério (Figura 29), foi observado que o nimero
se manteve constante durante todo o processo avaliado (do 1° ao 24° més, para amendoim,
balsamo, carvalho e umburana, e do 1° ao 18° més, para jequitiba). O armazenamento em
amendoim forneceu 0 maior nimero de picos para a cachaca, seguido do balsamo, umburana,
carvalho e jequitiba. Conforme discutido anteriormente, os compostos identificados nas
cachagas armazenadas e envelhecidas em recipientes de madeira sdo dependentes de diversos
fatores, principalmente da madeira utilizada no processo. O tempo de armazenamento, por sua
vez, afeta a concentracdo dos compostos extraidos da madeira, uma vez que 0S picos
identificados durante o processo de envelhecimento se mantiveram constantes, mas as suas

areas variaram no decorrer do processo.
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Figura 28 - Medidas de pH (A), condutividade elétrica (B) e nefelometria (C) das amostras de
cachaca comerciais armazenadas e envelhecidas em A (amendoim), B (balsamo), C (carvalho),
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Cores: preto para cachagas armazenadas em barris de amendoim, verde para balsamo, vermelho para carvalho,
azul para jequitiba e amarelo para umburana
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azul para jequitiba e amarelo para umburana

Os espectros de fluorescéncia sincrona registrados em 44 = 20 nm para amostra de
cachaca armazenada em barris de amendoim, balsamo, carvalho, jequitibd e umburana em
nosso laboratério por periodos de 1, 3, 6, 12 e 24 meses sdo apresentados na Figura 30. Os
espectros apresentaram bandas de fluorescéncia comuns na regido préxima a 480 e 550 nm. A
banda em 480 nm foi a mais intensa nos espectros da amostra armazenada nas cinco diferentes
madeiras e apresentou um aumento na intensidade de fluorescéncia até 6 ou 12 meses de
envelhecimento, seguido pelo decréscimo na intensidade. A banda em 550 nm apresentou um
aumento de intensidade com o aumento do tempo de armazenamento. Os espectros da amostra
envelhecida em amendoim e em carvalho apresentaram um maior nimero de bandas (350 e
380 nm) que as demais madeiras. As bandas proximas a 350 e 380 nm apresentaram decréscimo
na intensidade de fluorescéncia em fungdo do tempo de envelhecimento.

Conforme discutido nos capitulos anteriores, os espectros das amostras diferem
principalmente pela madeira utilizada, mas também pelos diferentes periodos de
armazenamento ou envelhecimento, devido ao aumento da concentracdo de fluoréforos
extraidos dos barris de madeira e a presenca de componentes altamente fluorescentes, e a
supressdo resultante de reacdes no estado excitado, rearranjos moleculares, transferéncia de

energia e formacédo de complexos no estado fundamental.
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Figura 30 - Espectros de fluorescéncia sincrona registrados em 44 = 20 nm de cachaca
armazenada em barris de amendoim (A), balsamo (B), carvalho (C), jequitiba (D) e umburana
(E) por periodos de 1, 3, 6, 12 e 24 meses

Os erros de classificacdo nos conjuntos de treinamento, validacdo cruzada e teste para
0s modelos PLS-DA construidos usando os parametros de alisamento de Savitzky-Golay mais
adequados (tamanho da janela e grau do polinbmio) para cada 4, sdo mostrados na Figura 31.
O modelo construido usando os espectros registrados em 44 = 20 nm apresentou a menor
combinacéo de erros de classificagdo nos conjuntos de treinamento, validacdo cruzada e teste.
Embora o modelo construido usando os espectros registrados em 4/ = 30 nm tenha apresentado
erro de classificagdo no conjunto de treinamento levemente menor que o obtido para 0 modelo
A4 =20 nm, 0s erros nos conjuntos de teste e de validagdo cruzada foram superiores. Por isso,
0S espectros sincronos registrados em 44 = 20 nm forneceram o melhor modelo PLS-DA para

a finalidade deste trabalho.
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Figura 31 - Erros de classificagdo nos conjuntos de treinamento, validacdo cruzada e teste para
os modelos PLS-DA construidos usando os espectros de fluorescéncia sincrona registrados nos
diferentes 44

A superficie de resposta e o diagrama de contorno obtidos usando os erros de
classificagdo nos conjuntos de treinamento, validagdo cruzada e teste para o planejamento
usando os espectros registrados em 44 = 20 nm sdo mostrados na Figura 32. Como pode ser
observado, as melhores combinacdes de tamanho de janela e grau do polindmio envolveram
uma ampla regido, entre elas o tamanho de janela de 15 pontos e o polinémio de grau 4, que foi
selecionado neste estudo.

O melhor modelo PLS-DA usando os espectros registrados em 47 = 20 nm foi
construido com sete VL, que responderam por 80 e 42% das variancias em X e em Y,
respectivamente. Este modelo foi obtido ap6s a remogéo de 21 amostras anémalas segundo o
critério descrito anteriormente, e o threshold calculado foi de 0,38 (Figura 33). Este modelo
apresentou bons pardmetros de desempenho, com SEN e SPE acima de 80 e 70%,

respectivamente e EFF acima de 75% (Tabela 14).
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minimos nos conjuntos de treinamento, validacdo cruzada e teste para espectros de
fluorescéncia sincrona registrados em 44 = 20 nm



81

1,2 T T L. L L L U T T T
Treinamento Teste
10 °p o . -
° ®
08 °o® o -
— e 0
m v ° o v °
w 06 o Yoo, o -
A i v vU e ; N J L
@ v Yy YV X
G 0%y Y, vy Y ad ) °
O v VY yv W oe®  eVvy' V.
o v Y v W w e Vv ;v
5 02y ¢ ¥ v ° v e
S v VVvw¥, YW v Vv Wy
o . v ‘v _ v'v v vy
a ~ v < y
> vV vvvv v v v v o
-0,2 4 4 .
v Y v
- L v a
0,4 v
_06 r r r r r r i r r r

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Amostra

Figura 33 - Previsdes de Y para modelo PLS-DA construido usando espectros de fluorescéncia
sincrona registrados em 44 = 20 nm para cachacas armazenadas e envelhecidas em amendoim,
balsamo, carvalho, jequitibd e umburana por periodo de envelhecimento: armazenadas e

envelhecidas.

A linha tracejada vertical separa 0s conjuntos de treinamento e teste, e a linha tracejada horizontal vermelha indica
o threshold. Simbolos: tridngulos invertidos vermelhos para cachagas armazenadas e circulos azuis para cachagas
envelhecidas

Tabela 14 - Parametros de desempenho estimados para o0 modelo PLS-DA construido com
espectros de fluorescéncia sincrona registrados em A4 = 20 nm para a discriminacédo de cachacas
em armazenadas (A) e envelhecidas (E)

Conjunto Parametros de Qualidade (%)
Treinamento SEN 86
SPE 77
EFF 80
Teste SEN 81
SPE 71
EFF 75

SEN sensibilidade, SPE especificidade, EFF eficiéncia

Os comprimentos de onda mais importantes para a classificacdo entre amostras de
cachaca armazenadas e envelhecidas nas cinco madeiras analisadas sdo apresentados nos
graficos VIP escores (Figura 34) e de vetores de regressao (Figura 35). Conforme mostrado

nessas figuras, os comprimentos de onda principais sdo 354, 481, 484, 495 e 516 nm.
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Na literatura ndo sdo citados outros estudos envolvendo a separacdo de amostras de
cachagas em armazenadas e envelhecidas em barris de madeira. No entanto, alguns estudos
envolvem a separacdo ou discriminacdo dessas bebidas segundo a classificacdo também de
acordo com a legislacéo brasileira, em “envelhecidas”, “premium” e “extra premium” (Tabela
15).

Tabela 15 - Desempenho de modelos de discriminacdo de cachaca por periodo de
envelhecimento

Meétodo de Desempenho —

Classificagdo Amostras Acurécia (%) Referéncia
ANN 144 97 [93]
LDA, QDA, k-NN,
MLP, SVM 105 85,71 [91]

ANN artificial neural network, k-NN k-nearest neighbor analysis, LDA linear discriminant analysis, MLP multi-
layer perceptron, QDA quadratic discriminant analysis, SVM support vector machines

Os parametros de desempenho dos modelos citados acima sdo melhores que os obtidos
no modelo desenvolvido no presente estudo (EFF de 80 e 75% nos conjuntos de treinamento e
de teste, respectivamente). Entretanto, os estudos citados envolvem a anélise apenas de bebidas
envelhecidas em laboratdrio, o que reduz a variabilidade dos dados e afasta a aplicacdo dos
modelos para amostras comerciais, que sdo submetidas aos processos de armazenamento e
envelhecimento em condi¢Bes muito variadas. E importante ressaltar que das 212 amostras
utilizadas no presente estudo, 143 sdo amostras comerciais, adquiridas em comércio local e em
lojas virtuais, portanto, sem garantia do tempo em que foram envelhecidas. Além disso, o tempo
de armazenamento e envelhecimento das amostras analisadas € muito variado, de 6 meses a
12 anos. Amostras com diferentes periodos de armazenamento e envelhecimento foram
utilizadas com o objetivo de aumentar a variabilidade do conjunto de dados, melhorando a
aplicabilidade e robustez do modelo.

Neste estudo, a SFS foi usada com sucesso para diferenciar amostras comerciais de
cachaga armazenadas e envelhecidas em cinco diferentes madeiras (amendoim, balsamo,
carvalho, jequitiba e umburana) de acordo com o tempo de envelhecimento. Devido a
simplicidade, rapidez e baixo custo da analise, que ndo requer nenhuma etapa de preparagéo da
amostra nem reagentes analiticos, essa técnica oferece uma abordagem rapida para uso em
andlises de rotina como método de triagem, contribuindo para a inspecdo das cachagas

armazenadas e envelhecidas em recipientes de madeira.
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8. Conclusodes gerais e perspectivas

As aplicacBes presentes nesta tese tiveram como principal objetivo contribuir com os
estudos sobre a cachaca, bebida destilada muito importante economicamente e culturalmente
no Brasil. As trés aplicacdes envolveram o uso da espectroscopia de fluorescéncia sincrona em
conjunto com métodos quimiomeétricos, que possibilitaram a analise dos dados multivariados
obtidos nesta tese.

Modelos simples e rapidos que podem facilitar a fiscalizacdo de diferentes madeiras
utilizadas no envelhecimento da cachaca; do tempo de envelhecimento da cachaca em
diferentes madeiras e a classificacdo entre cachaca e rum, bebidas produzidas pela mesma
matéria-prima — cana-de-agucar, foram satisfatoriamente desenvolvidos.

Como perspectivas, devem ser realizados estudos para identificacdo e quantificacdo dos
compostos fluorescentes mais importantes e responsaveis pelas classificacbes, buscando 0s
marcadores quimicos para cada aplicacdo abordada. Além disso, devem ser realizados estudos
com envelhecimento de cachaca com tempos mais longos, em parceria com produtores, para a
obtencdo de um perfil mais abrangente do processo, 0 que facilitaria a comparacdo do
envelhecimento da cachaca e de outras bebidas fermento-destiladas. Outra perspectiva é
desenvolver modelos de regressdo para estimar o tempo de envelhecimento das cachacas
usando os espectros de fluorescéncia sincrona.

Finalmente, o uso de métodos quimiométricos na analise de espectros obtidos usando a
técnica espectrofluorimétrica pode ser avaliado para a identificacdo e quantificacdo de
congeéneres, aditivos e contaminantes presentes nas cachagas e em outras bebidas destiladas. E
importante a utilizacdo de técnicas analiticas sensiveis, uma vez que as concentracdes destes

compostos nas bebidas s&o muito baixas.
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