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Resumo

Titulo: Meétodos Analiticos para Cachacas utilizando Técnicas Espectrométricas,
Cromatogréficas e Quimiométricas

Autora: Cristina Donizeti Bernardes
Orientador: Prof. Dr. Paulo Jorge Sanches Barbeira

O objetivo desta tese é a aplicacdo de metodos quimiométricos, técnicas
espectrométricas e cromatografia liquida para a analise de cachagas, contribuindo para
estudos que visam a melhoria do controle da qualidade da bebida simbolo do Brasil. Na
primeira aplicacdo foram desenvolvidos diversos modelos quimiométricos para a
discriminacdo de amostras de cachacas envelhecidas em diferentes tipos de madeira,
utilizando espectros UV-Vis, espectros de emissdo de fluorescéncia e superficies de
fluorescéncia. O melhor modelo PLS-DA foi obtido a partir da fusdo dos dados das duas
técnicas analiticas conseguindo-se discriminar com boas taxas de confiabilidade, quatro das
cinco classes de cachacas envelhecidas. Na segunda aplicacdo, foi proposto um método direto
para a determinacgdo do teor de compostos fenélicos totais em cachagas usando espectros UV-
Vis de amostras comerciais envelhecidas e PLS. Foram obtidos resultados satisfatorios na
faixa de concentracdo de 0,73 a 82,34 mg EAG L™ (mg equivalentes de 4cido gélico por
litro), fornecendo RMSEP de 4,11 mg EAG L™. Na terceira aplicacdo, cachacas foram
envelhecidas durante um ano em barris de amendoim, balsamo, carvalho, jequitiba e
umburana. Durante o envelhecimento, foram analisados compostos fendlicos, acidez total,
teor alcodlico e perda por evaporacdo. Através de PCA verificou-se que este periodo é
suficiente para diferenciar apenas uma das cinco madeiras estudadas: a umburana. Tal
madeira pode ser caracterizada devido aos maiores teores de cumarina, acido vanilico,
sinapaldeido e acidez total. Na ultima aplicagéo, foi proposto um método para a quantificacao
do contaminante furfural em cachagas. Foram propostas modificacGes no método oficial, de
Hewitt, que tem baixa sensibilidade, de forma que a faixa de trabalho contemplasse a maioria
das amostras, as quais contém este contaminante em baixas concentracdes: entre 0,015 e
0,574 mg 100 mL™ de alcool anidro. Assim, desenvolveu-se um método que néo diferiu
estatisticamente do método cromatografico, utilizado como referéncia para a determinacéo
deste analito.

Palavras-chave: cachaca, marcadores do envelhecimento, compostos fendlicos, furfural,

quimiometria.



Abstract

Title: Analytical Methods for Cachagas using Spectrometric, Chromatographic and
Chemometric Techniques

Author: Cristina Donizeti Bernardes
Adviser: Prof. Dr. Paulo Jorge Sanches Barbeira

The goal of this thesis is the application of chemometric methods, spectrometric
techniques and liquid chromatography for analyzing cachacas, thus contributing to studies
aiming at improving the quality control of the distillate symbol of Brazil. The first application
developed several chemometric models for discriminating cachaga samples aged in different
types of woods using UV-Vis spectra, fluorescence emission spectra and excitation-emission
matrices. The best PLS-DA model was obtained with the fusion of the data from the two
analytical techniques, which discriminated with good reliability rates for four out of the five
classes of aged cachacas analyzed. In the second application, it was proposed a method for
direct determination of total content of phenolic compounds in cachagas using UV-Vis spectra
of commercial aged samples and PLS. Satisfactory results were obtained in the concentration
range from 0.73 to 82.34 mg GAE L™ (mg of gallic acid equivalents per liter) providing a
RMSEP of 4.11 mg GAE L™. In the third application, cachacas were aged for a year in
amendoim, balsam, oak, jequitibd and umburana barrels. During aging phenolic compounds,
total acidity, alcohol and evaporation loss were analyzed. Using PCA, it was found that this
period was sufficient to distinguish only one of the five studied woods: umburana. This wood
can be characterized due to higher levels of coumarin, vanillic acid, sinapaldehyde and total
acidity. The last application proposed a method for the quantification of the contaminant
furfural in cachacas. Modifications have been proposed for the official Hewitt method, which
has low sensitivity. The working range was expanded in order to include all the analyzed
samples, since some of them had low concentrations of this contaminant: between 0.015 and
0.574 mg 100 mL™ of anhydrous alcohol. Thus, it was developed a method that was not
statistically different from chromatographic one, used as reference for the determination of
this analyte.

Keywords: cachaca, aging markers, phenolic compounds, furfural, chemometrics.
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PLS-DA Partial Least Squares - Discriminant Analysis (anélise discriminante por
quadrados minimos parciais)

PRO-CACHACA Programa Mineiro de Incentivo a Producéo de Aguardente

RER Razéo de intervalo de erro

RMSEC Root mean square error of calibration (erro quadratico médio de calibracéo)

RMSECYV Root mean square error of cross validation (raiz quadrada do erro médio
da validacéo cruzada)

RMSEP Root mean square error of prediction (raiz quadrada do erro quadratico
médio de previsdo)

RPD Relagéo de desempenho do desvio

SEL Seletividade
SEN Sensibilidade

TCF Taxa de confiabilidade

TFN Taxa de falso-negativos

TFP Taxa de falso-positivos

TN True negative (resultado negativo verdadeiro)
TSB Taxa de sensibilidade

TST Taxa de seletividade

UV-Vis Espectrofotometria molecular na regido ultravioleta-visivel

VL Variavel latente
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1. Relevancia do Trabalho

Dados do Instituto Brasileiro da Cachaca (IBRAC) apontam que ha no pais cerca de
40 mil produtores de cachaca, com uma producéo anual de 1,2 bilhdo de litros por ano. Desse
total, 99% das empresas sdo de micro e pequeno porte e apenas 15% delas estdo registradas
no Ministério da Agricultura. Em relacdo aos locais de producéo, os estados brasileiros que
mais se destacam sdo: S&o Paulo, Pernambuco, Ceara, Minas Gerais e Paraiba, sendo que o
estado de Minas Gerais € o maior produtor de cachacas de alambique do pais.

A informalidade representa um entrave ao desenvolvimento do setor da cachaca, pois
a bebida advinda da producéo ilegal necessita de controle de qualidade. Sem a padronizagéo
na producdo da cachaga, a imagem do destilado nacional fica prejudicada, desestimulando o
aumento do consumo nacional e a exportacgao.

Um dos entraves a legalizacdo da producdo, além dos impostos a serem pagos € a
exigéncia de andlises quimicas que garantam a qualidade do produto. Segundo muitos
produtores, o preco dessas analises desestimula a busca pela legalizacdo. Assim, a motivacao
para o desenvolvimento das aplicacdes que compdem esta tese foi a busca por métodos de
analise mais simples, rapidos e baratos, além de métodos que facilitem o controle fiscal da
bebida. Neste sentido, trés aplicacdes foram desenvolvidas.

Na primeira delas, a partir de espectros no ultravioleta visivel e fluorescéncia
molecular foi desenvolvido um método usando estatistica multivariada para a classificacdo do
tipo de madeira utilizado no envelhecimento da cachaca, sendo que este € um aspecto
importante, uma vez que o envelhecimento agrega valor a bebida. O desenvolvimento de um
método réapido, como o proposto, pode auxiliar no controle fiscal destas bebidas,
comprovando o envelhecimento e a madeira utilizada para 0 mesmo.

Na segunda aplicacdo, também com a analise de cachacas envelhecidas, foi proposto
um metodo quimiomeétrico para quantificar o teor de compostos fenolicos totais das cachacas
envelhecidas. Segundo a legislacdo brasileira, a deteccdo de compostos fendlicos € a Unica
andlise exigida para a comprovacdo do envelhecimento da cachaga. Aqui também foram
utilizados espectros no ultravioleta visivel de amostras diluidas.

A terceira aplicacdo desta tese apresenta as seguintes andlises de cachagas
envelhecidas: determinacdo cromatografica de marcadores quimicos do envelhecimento, teor

alcoolico, acidez total e perda por difusdo-evaporacdo. Estas quantificacGes tém por objetivo
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buscar padrdes de agrupamento para as cachacgas envelhecidas em barris de carvalho e
madeiras nativas (amendoim, balsamo, jequitibA e umburana), a partir de um método
quimiométrico de andlise ndo supervisionada.

Finalmente, uma quarta aplicacdo foi proposta, na qual, através da modificacdo de um
método ja estabelecido, 0 método de Hewitt para a quantificacdo de furfural em cachacas, foi
possivel quantificar este importante contaminante em faixa de concentracdo
significativamente menor, o que s6 podia ser conseguido anteriormente com analises

cromatograficas, de custo elevado.
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2. Revisdo Bibliogréafica

2.1. Cachaca

A aguardente de cana € a bebida com graduacdo alcoolica de 38 a 54% em volume, a
20 °C, obtida do destilado alcodlico simples de cana-de-agticar ou pela destilagdo do mosto
fermentado do caldo de cana-de-acucar, podendo ser adicionada de acucares até
6 g L™, expressos em sacarose. Ja cachaca é a denominacéo tipica e exclusiva da aguardente
de cana produzida no Brasil, com graduacéo alcodlica de 38 a 48% em volume, a 20 °C,
obtida pela destilacdo do mosto fermentado do caldo de cana-de-agUcar com caracteristicas
sensoriais peculiares, podendo ser adicionada de accares até 6 g L™, expressos em sacarose
[1].

A cachaca ¢ a terceira bebida destilada mais consumida no mundo e a primeira no
Brasil, sendo que cerca de 75% da producdo total € proveniente da fabricacdo industrial e
25%, da producdo artesanal. Segundo o IBRAC, apesar da capacidade instalada de producao
de 1,2 bilhdo de litros, menos de 1% da cachaca produzida anualmente é exportada. No ano de
2013, a cachaca foi exportada para 59 paises, gerando receita de US$ 16,59 milhGes, com um
volume total de 9,21 milhdes de litros. Os principais mercados compradores foram Alemanha,
Estados Unidos, Portugal, Franca, Paraguai e Italia [2].

O estado de Minas Gerais € 0 maior produtor de cachaca de alambique do pais, sendo
que sua exportacdo é um item importante para a economia estadual [3]. A producdo da
genuina cachaca de alambique mineira gera atualmente cerca de 115.000 empregos diretos e
acumula ao longo do seu ciclo produtivo uma receita anual de R$1,4 bilhdo. O estado possui
8.466 estabelecimentos produtores, dos quais 85% operam na ilegalidade, ou seja, nédo
possuem registro no Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) [4].

O mercado produtor de cachaca vem recebendo grande ateng@o por parte dos setores
publicos e privados, devido ao seu grande potencial social e econémico, visando o
fortalecimento do meio rural e também o aumento do mercado consumidor da bebida. Como
exemplos temos a criacdo da Associacdo Mineira dos Produtores de Cachaca de Qualidade
(AMPAQ), em 1988 [5]; o Programa Mineiro de Incentivo & Producio de Aguardente (PRO-
CACHACA), em 1992; a Lei Estadual n°® 13.949 de 2001, que instituiu a cachaga de Minas
como produto exclusivamente mineiro [6] e a Instrugdo Normativa n® 56 do MAPA, de 2002,

que regulamentou as normas relativas aos requisitos e procedimentos para registro de
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estabelecimentos produtores de cachaca organizados em cooperativas legalmente constituidas
[7].

No ano de 2012, foi firmado um acordo comercial entre o Brasil e os Estados Unidos,
no qual este pais reconhece a cachagca como produto tipico e exclusivo do Brasil. Antes do
acordo a cachaga era taxada como "Brazilian Rum". Tal acordo amplia as possibilidades
comerciais do nosso destilado no importante mercado norte-americano. Também foi em 2012
que a regido mineira de Salinas, importante produtora de cachagas do estado, recebeu o selo
de indicagdo geografica do Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI). Com a
conquista do selo, as cachagas desta regido ganham valor e buscam uma concorréncia
mercadologica mais justa, otimizando a exportacdo do produto, que adquire status e
reconhecimento diferenciado.

O interesse crescente pela cachaga, visto nos ultimos anos, estendeu-se também a area
da pesquisa académica. Para ilustrar tal fato, realizou-se uma busca na base de dados “Web of
Science” utilizando 0s termos “cachaca or spirit cane sugar” no campo de busca topicos, € os
resultados obtidos foram ordenados de acordo com o ano de publicacdo. O gréafico dessa
pesquisa € apresentado na Figura 1, onde é possivel observar um aumento significativo na

producéo de artigos relacionados ao tema nos Ultimos anos.
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Figura 1. Pesquisa realizada na base de dados "Web of Science" com os termos "cachaca or
spirit cane sugar" no campo topicos, realizada em 12/03/2015.
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O ndmero de trabalhos publicados é liderado pelo estudo das leveduras associadas a
fermentacdo do mosto de cana para a producdo de cachacas, assim como o desenvolvimento
de novas cepas que garantem caracteristicas especificas ao destilado [8-14]. Os trabalhos
publicados na area de desenvolvimento de métodos analiticos tém como temas: estudos
relacionados ao envelhecimento da bebida em carvalho e em madeiras nativas [15-21];
controle de qualidade da bebida [22-27]; determinacdo do contaminante carbamato de etila
[28-36]; quantificacdo de compostos volateis [37-40]; quantificacdo de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos [35, 40-44]; quantificacdo de metais [25, 45-48] diferenciacdo entre
cachaca e rum [49-51] e diferenciacéo entre cachacas de alambique e coluna [52, 53].

2.1.1. Composicao quimica e requisitos de qualidade

A composi¢do quimica e os requisitos de qualidade para a aguardente de cana e para a
cachaga no Brasil sdo fixados pela Instrucdo Normativa n® 13, do MAPA [1]. Os limites
minimos e maximos para estes componentes podem ser vistos a seguir, na Tabela 1.

Os métodos oficiais recomendados para as analises fisico-quimicas de cachacas
incluem titulacbes e medidas espectrofotométricas efetuadas na regido do visivel [54]. No
entanto, outras técnicas instrumentais mais modernas também séo utilizadas: o coeficiente de
congéneres e contaminantes organicos em cachacas sdo determinados por cromatografia
gasosa com deteccdo por ionizacdo de chama; o carbamato de etila é determinado por
cromatografia gasosa com deteccdo por espectrometria de massas € 0Ss contaminantes

inorganicos séo quantificados por absorcdo atbmica com forno de grafite [54].
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Tabela 1. Composicéo quimica e requisitos de qualidade da aguardente de cana e da cachaca
estabelecidas pela legislacdo brasileira.

Componente

Unidade

Limite

Minimo Maéaximo

Graduacéo alcodlica aguardente de cana

Graduacdo alcodlica cachaga

Acidez volatil, em acido acético
Esteres, em acetato de etila
Aldeidos, em aldeido acético
Furfural + hidroximetilfurfural
Alcoois superiores*
Congéneres**
AcUcares***
Particulas em suspenséo (residuo sélido)
Alcool metilico
Carbamato de etila
Acroleina (2-propenal)
Alcool sec-butilico (2-butanol)
Alcool n-butilico (1-butanol)
Cobre
Chumbo

Arsénio

% em volume de alcool etilico a

20°C

% em volume de alcool etilico a

20°C
mg 100 mL™ alcool anidro
mg 100 mL™ alcool anidro
mg 100 mL™ alcool anidro
mg 100 mL™ alcool anidro
mg 100 mL™ alcool anidro
mg 100 mL™ alcool anidro
gL"
mg 100 mL™ alcool anidro
ug L™ da bebida
mg 100 mL™ alcool anidro
mg 100 mL™ alcool anidro
mg 100 mL™ alcool anidro
mg L™ da bebida
ug L™ da bebida
ug L™ da bebida

38 54

38 48

- 150
- 200
- 30
- 5
- 360
200 650
- 30
ausentes
- 20
- 210
- )
- 10
- 3
- 5
- 200
- 100

ausentes

* Alcoois superiores = soma dos alcoois isobutilico, isoamilicos (2-metil-1-butanol e 3-metil-

1-butanol) e n-propilico (1-propanol).
** Congéneres =

soma da acidez volatil,
hidroximetilfurfural e alcoois superiores.
*** Aguardente de cana e cachaca "adogada” = maximo 30,0 g L™.

aldeidos,

ésteres

totais, furfural +

**** A legislagéo para carbamato de etila entrou em vigor no dia 11/08/2014.
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2.2. Espectrofotometria no Ultravioleta Visivel na andlise de bebidas

A espectrofotometria molecular na regido ultravioleta-visivel (UV-Vis) do espectro
eletromagnético pode ser definida como um tipo de espectroscopia que se destina a examinar
a capacidade que um analito tem de interagir com o raio ultravioleta ou com a luz visivel por
meio de absorcdo. A absorcédo tanto do raio ultravioleta quanto da luz visivel, em especial na
faixa de 200-780 nm, costuma envolver transi¢des eletrdnicas em moléculas por elétrons 7 ou
elétrons ndo ligantes (n), enquanto passam para um estado de elétrons excitados, n* [55].

A espectrofotometria UV-Vis é uma técnica analitica muito empregada, em funcao de
sua robustez, custo relativamente baixo e grande numero de aplicacdes desenvolvidas. Os
procedimentos envolvem medidas diretas de espécies que absorvem radiacdo, medidas apds
derivacdo quimica e acoplamento a diversas técnicas ou processos, como cromatografia,
eletroforese e analises em fluxo. Além disso, constitui-se em uma importante ferramenta para
determinacdo de parametros fisico-quimicos, tais como constantes de equilibrio e de
velocidade de reaces [56].

A espectrofotometria UV-Vis tem sido utilizada para a anélise de bebidas destiladas
conjuntamente com técnicas de analise multivariada, por exemplo na determinacdo de
caramelo [57], na discriminacdo de tequila [58], na identificacdo e quantificacdo de
compostos furdnicos em tequila e mezcal [59] e na deteccdo de adulteracbes [24].
Especificamente na analise de cachacas, esta técnica tem sido utilizada para a discriminagédo
de madeiras utilizadas no envelhecimento da bebida [20, 60, 61], na quantificacdo de cobre

[47] e na determinacéo do teor de fendlicos totais oriundos do envelhecimento em barris [21].

2.3. Espectrofluorimetria na andlise de bebidas

Na espectrofluorimetria as moléculas do analito sdo excitadas por absorcdo de
radiagdo no ultravioleta/visivel para resultar em uma espécie excitada cujo espectro de
emissdo fornece informagdo para andlise qualitativa ou quantitativa. Ela € uma técnica
analitica consagrada, que permite a realizacdo de determinagdes com grande sensibilidade (0s
limites de deteccdo tipicos estdo na faixa de ng mL™) e seletividade, embora a sua aplicacdo
seja limitada a espécies que apresentem o fenémeno da fluorescéncia molecular (ou que
possam ser convertidas a moléculas fluorescentes, estratégia conhecida como derivatizacao)
[62].
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Essa técnica analitica tem sido muito usada na analise de numerosos compostos de
interesse farmacéutico, bioldgico, ambiental e industrial. Além da alta sensibilidade e
seletividade, podemos citar como vantagem da espectrofluorimetria sua ampla faixa linear de
resposta. A estas caracteristicas devem ser adicionadas a simplicidade instrumental e o baixo
custo de manutencao e andlise, quando comparados com outros métodos analiticos [63].

A cachaca, mesmo quando ndo envelhecida, apresenta compostos fluorescentes, mas o
envelhecimento torna a cachaca bem mais complexa em relacdo a quantidade de fluoréforos.
Isto porque inimeras reacfes quimicas acham-se associadas ao processo de envelhecimento
de bebidas destiladas, dentre elas as reagdes entre 0s compostos secundarios provenientes da
destilacdo; a extracdo direta de componentes da madeira; a decomposicdo de algumas
macromoléculas da madeira (lignina, celulose e hemicelulose), com a subsequente
incorporacdo dos produtos na bebida e as reacOes de compostos da madeira com 0s
componentes originais do destilado [64].

Dentre os componentes das madeiras comumente usadas para o envelhecimento de
bebidas alcodlicas estdo um grande nimero de acidos, aldeidos, alcoois, flavonoides, taninos
e cumarinas. Entre os fenois mais simples, de baixo peso molecular, estdo os derivados da
degradacdo da lignina, tais como vanilina, siringaldeido, coniferaldeido, sinapaldeido e p-
hidroxibenzaldeido. Os fendis mais complexos incluem as cumarinas, que possuem duas
unidades fenilpropano interligadas de diferentes maneiras e os flavonoides [65]. Como grande
parte destas moléculas apresentam fluorescéncia natural, a espectrofluorimetria tem um alto
potencial para ser usada na analise de cachacas.

Quando a fluorescéncia de uma amostra é medida em diversos comprimentos de onda
de emissdo para diversos comprimentos de onda de excitacdo, obtém-se uma superficie ou
matriz de excitacdo-emissédo (EEM, excitation-emission matrix). Quando um conjunto de
amostras € medido nessas mesmas condi¢bes, obtém-se um arranjo de dados
multidimensional (tridimensional). Quando se tem interesse na analise de uma matriz
complexa, contendo varios compostos fluorescentes, a aquisicdo e analise de superficies de
fluorescéncia podera proporcionar vantagens.

A espectrofluorimetria em conjunto com a analise multivariada j& foi utilizada para
monitorar cervejas durante o periodo de estocagem [66] e também na determinacdo de
caramelo em aguardente de vinho ndo envelhecida [67]. Também a combinacao de superficies

de fluorescéncia e métodos quimiométricos € uma estratégia ja utilizada para a analise de
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bebidas, especialmente na industria de vinhos. Sdo exemplos dessas aplicacdes a busca da
impressdo digital de vinhos [68] e a classificacdo dessas bebidas com relacdo a indicacdo

geografica [69, 70] e ao tempo de envelhecimento [71].

2.4. Cromatografia liquida de alta eficiéncia na andlise de bebidas

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo dos componentes de uma
mistura, realizada através da distribuicdo destes componentes entre duas fases, que estdo em
contato intimo. Uma das fases permanece estacionaria enquanto a outra move-se atraves dela.
Durante a passagem da fase movel sobre a fase estacionéria, 0s componentes da mistura sdo
distribuidos entre as duas fases, de tal forma que cada um dos componentes € seletivamente
retido pela fase estacionaria, resultando em migracdes diferenciais destes compostos.

Devido a facilidade em efetuar a separacao, identificacdo e quantificacdo de espécies
quimicas, a cromatografia ocupa um lugar de destaque entre os métodos analiticos modernos,
podendo ser utilizada isoladamente ou em conjunto com outras técnicas instrumentais de
analise [72].

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, high performance/pressure liquid
chromatograph) se distingue por usar a fase mével a alta pressdo. Na HPLC as amostras nao
precisam ser volateis nem termicamente estaveis (requisitos para o uso da cromatografia
gasosa), basta que sejam sollveis na fase mdvel. Ela tem a capacidade de realizar separacfes
e analises quantitativas de uma grande variedade de compostos presentes em diversos tipos de
amostras, em escala de tempo de poucos minutos, com alta resolugdo, eficiéncia e
detectabilidade [72]. A HPLC é a principal técnica utilizada para a analise dos marcadores de

envelhecimento em bebidas alcodlicas, incluindo a cachaga [15-16, 18-19, 73-75].

2.5. Técnicas Quimiométricas

De acordo com a International Chemometrics Society, a quimiometria € a disciplina da
quimica que usa metodos matematicos e estatisticos para: planejar ou selecionar condicdes
Otimas de medidas ou experimentos e extrair 0 maximo de informacdo de dados quimicos. As
atividades de pesquisa em quimiometria podem ser agrupadas em oito areas principais, a
saber: calibracdo multivariada, anélise exploratéria e de classificacdo, planejamento e

otimizacdo de experimentos, resolucdo de curvas multivariada, processamento de sinal,
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controle estatistico multivariado de processos, figuras de mérito, métodos “multi-way” e de
inteligéncia artificial [76].

Na presente tese, com 0 objetivo de buscar padrbes de agrupamento foi utilizada a
anélise de componentes principais (PCA, Principal Component Analysis). As anélises
discriminantes por quadrados minimos parciais (PLS-DA, Partial Least Squares -
Discriminant Analysis) e por quadrados minimos parciais multilinear (N-PLS-DA, N-way
Partial Least Squares - Discriminant Analysis) foram ferramentas empregadas para
classificacdo supervisionada e, finalmente, calibracdo multivariada por quadrados minimos

parciais (PLS, Partial Least Squares) foi usada na construcdo de modelos quantitativos.

2.5.1. PCA

A PCA, um método de classificacdo ndo supervisionado, € uma ferramenta importante
para a reducdo da dimensdo de dados. Seu principal objetivo é encontrar relacfes entre
amostras e classifica-las de acordo com suas similaridades, tornando possivel a deteccdo de
amostras andmalas. O modelo PCA decomp6e a matriz de dados em vetores de escores e
pesos (loadings), calculados por ajuste de quadrados minimos. Estes vetores sdo ordenados
decrescentemente, em funcéo da porcentagem de variancia capturada. A combinagéo deste par
de vetores € chamada de componente principal (CP). O vetor de escore contém informacéao da
relacdo entre as amostras e o vetor de loading, da relacdo entre as variaveis. A equacao béasica

para 0 método PCA € escrita como:

X=tip] +t2pl + -+ trpx + E (1)
ou
X=TPT+E (1)

onde X (I x J) é uma matriz de dados; T (I x R) sdo os escores; P (J X R) sdo 0s pesos
(loadings) e E (I x J) sdo os residuos. R é o nimero de CP usados para descrever X. A escolha
do nimero de CP é importante no modelo PCA. Uma estratégia para esta escolha é a analise
de um grafico de autovalores pelo niumero de CP: quando o numero de autovalores ficar
constante com o aumento do nimero de CP, este serd o numero de CP ideal para o modelo, ou
seja, quando a porcentagem de varidncia explicada for maior que o nivel do ruido. A detecgéo
de amostras anémalas também é importante e pode ser feita pela analise do grafico de T? de
Hotelling pelos residuos (Q). O valor de T? de Hotelling indica a influéncia da amostra no

modelo. Amostras com altos residuos (mal modeladas) e altos valores de T> devem ser
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consideradas andmalas. Geralmente intervalos de confianca séo estimados para estas analises,

pois espera-se que as distribuicdes de Q e T2 sigam a normalidade.

2.5.2. PLS

O PLS é o metodo de calibragdo multivariada mais usado em quimica. No PLS
relaciona-se a matriz de dados espectrais X (variaveis independentes) com o vetor y ou matriz
Y (varidveis dependentes), este Ultimo caso se mais de uma propriedade for prevista
simultaneamente. Caso y seja um vetor, temos 0 PLS1 e caso Y seja uma matriz, temos o
PLS2. Quando se avalia mais de uma propriedade, ndo necessariamente deve-se usar o PLS2,
pode-se usar o PLS1, prevendo uma propriedade de cada vez.

No PLS a matriz X e o vetor y (ou matriz Y) sdo decompostos simultaneamente em
uma soma de variaveis latentes (VL). As VL sdo combinacgdes lineares das variaveis originais,
que descrevem simultaneamente a maior parte das informagfes nos dois blocos de dados.
Uma maneira de representar o método PLS pode ser vista nas equacdes a seguir, nas quais as
matrizes X e Y sdo decompostas usando uma matriz de escores (T) comum a ambas:
X=TP'+E= Yt;p}+ E (2)
Y=TQ' +F = Ytyqf+ F 3)
onde T é a matriz de escores; P e Q sdo as matrizes de pesos (loadings) para X e Y,eEeF
sd0 as matrizes de residuos. O produto de T e P' é uma aproximacdo das variaveis
independentes (ex: espectros) e o produto T e Q' é uma aproximacdo das variaveis
dependentes (ex: concentragdes; classes). A concentracdo de novas amostras € estimada a
partir dos novos escores T*, e dos pesos do modelo, Q, de acordo com a equagao:

Ypew = T* Qt (4)

Se a calibracdo é natural, ou seja, a composicdo das amostras ndo é controlada, é
necessario algum método sistematico para se encontrar as amostras mais representativas do
conjunto. O algoritmo de Kennard-Stone é muito utilizado para se separar as amostras em
conjuntos de calibracdo e validacdo [77]. Normalmente, este algoritmo é utilizado para
realizar a selecdo de amostras que irdo compor o conjunto de calibragéo, uma vez que este
atua selecionando as amostras com maior variabilidade do conjunto total.

Para a construgdo de um bom modelo preditivo é essencial a escolha do numero
correto de VL, através da validacao cruzada. Para conjuntos pequenos de amostras a estratégia

mais comum de validacéo cruzada € o leave-one-out. Quando se trata de conjuntos maiores de
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amostras hd os blocos continuos, as venezianas (venetian blinds) ou 0s subconjuntos
aleatdrios. No processo de validacdo cruzada, varios modelos prévios sao construidos, nos
quais uma amostra da calibracdo € retirada (ou um bloco de amostras) e, com as restantes,
constroi-se 0 modelo e estima-se a concentragdo da amostra (ou do bloco de amostras)
retirada, e isso € repetido para todas as amostras. A média dos erros de previsdo € calculada
para cada numero de VL e 0 que apresentar o0 menor erro serd o numero de VL sugerido para
0 modelo. Este erro € a raiz quadrada do erro médio da validacdo cruzada (RMSECV, root
mean square error of cross validation), de acordo com a Equacdo 5, onde y; € o valor de
referéncia, §; é o valor estimado e n. € o nimero de amostras presentes no conjunto de

calibracéo.
RMSECV= [HEiti? (5)

2.5.2.1. Pré-processamentos

A distribuicdo inadequada dos dados experimentais originais dificulta a extracdo de
informacdes Uteis e a interpretacdo dos mesmos. Com o objetivo de resolver este problema,
antes de construir os modelos, o analista pode lancar mao de pré-processamentos [78].

Os métodos de pré-processamento mais utilizados consistem em centrar na média ou
autoescalar os dados. Para o alisamento dos espectros ha o algoritmo Savitzky-Golay. Este
algoritmo reduz matematicamente o ruido, aumentando a relacdo sinal/ruido. Além destes pré-
processamentos, também foi utilizada a correcdo do sinal ortogonal (OSC, orthogonal signal
correction) em duas aplicacdes desta tese. O OSC é um filtro que remove informacéo
espectral ortogonal a informacdo de Y [79], ou seja, recomenda-se aos modelos em que a

primeira VL explica muita variancia no bloco X e pouca variancia no bloco Y.

2.5.2.2. Validagdo Analitica de Métodos Multivariados

Ap0s a construcdo do modelo é necesséria a sua validagdo para se comprovar que o0
modelo realmente atende aos objetivos para os quais foi proposto. Apesar da auséncia de
normatizacdo multivariada na regulamentacdo da maioria das areas € cada vez mais comum
que trabalhos com o desenvolvimento de modelos de calibragdo multivariada apresentem a

validagdo analitica através do célculo de figuras de mérito [80].
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2.5.2.2.1. Deteccao de amostras andmalas (outliers)

Uma etapa importante durante a construcdo de um modelo ¢ a identificacdo e remocéo
de amostras andmalas (outliers) dos conjuntos de calibracdo e validacdo. Amostras anémalas
sdo definidas como amostras que diferem muito do grupo de origem, devido a erros na
aquisicdo dos dados, ou simplesmente porque essas amostras ndo fazem parte daquela
populacdo. A deteccdo e remocdo de amostras andmalas € especialmente importante no
desenvolvimento de modelos com amostras obtidas naturalmente, quando ndo se tem um
controle completo de sua composicdo quimica, como as amostras de cachagas
predominantemente utilizadas nas aplicacGes desta tese.

Diversos critérios podem ser utilizados para a remocao de amostras andmalas, mas
nesta tese foi usada uma metodologia robusta, que avalia valores de leverage extremos,
residuos elevados no bloco X e no bloco Y [81-83]. Para a avaliacdo no bloco X, amostras
com s(ej) > 2,0s(e) sdo removidas, onde s(e) é o desvio padrdo total da informacédo espectral
ndo modelada e s(ej) é o desvio padrdo especifico de cada amostra. Amostras andmalas no
bloco Y sdo detectadas quando apresentam erro de predicdo duas vezes maior que 0 erro
quadratico médio de calibracdo (RMSEC, root mean square error of calibration). Por ultimo,
amostras com um leverage maior que o valor limite (trés vezes o nimero de VL mais um,
dividido pelo nimero de amostras de calibracdo) também devem ser removidas. O leverage
(h) é uma medida da influéncia de cada amostra no modelo e € calculado pela Equacéo 6,
onde T é a matriz de escores das amostras de calibracdo, t; é o vetor de escores para a amostra

i e A éonuamerode VL.
-1
hy = t3;(TAT) tay (6)
As amostras andmalas devem ser removidos respeitando-se o limite de % (22,2%) do

namero total de amostras [84, 85]. Além disso, ndo mais do que trés rodadas de detecgédo
destas amostras (quatro modelos) devem ser realizados, de forma a evitar o "efeito bola de
neve", quando rodadas repetitivas continuam a identificar amostras andmalas [81]. Para o
conjunto de validagdo usou-se o teste Jacknife, no qual as amostras sdo avaliadas de acordo
com o valor do residuo de previsdo. Se este valor for maior que um determinado valor critico,

entdo a amostra é considerada andmala [84].
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2.5.2.2.2. Figuras de Mérito

Na estimativa de figuras de mérito para métodos de calibracdo de primeira e segunda
ordens, a parte do sinal que se relaciona unicamente com o analito de interesse € mais
importante do que o sinal total. Essa parte Unica do sinal & denominada sinal analitico liquido
(NAS, net analyte signal), conceito que foi proposto pioneiramente por Lorber, em 1986 [86].
O NAS é definido como a parte do sinal analitico que é ortogonal ao sinal dos interferentes
presentes na amostra. Quando todos os interferentes podem ser modelados, 0 NAS pode ser
estimado através de amostras do branco [87]. Nas situaces de calibracdo natural isto ndo é
possivel e o vetor NAS, 7°, pode ser estimado para cada amostra i, através do vetor de
regressdo do modelo, b, com A variaveis latentes, de acordo com a Equacéo 7.
£,7°=b (b'b) b (7

A norma de cada vetor NAS fornece um escalar nas, para cada amostra, que é andlogo
a um sinal analitico univariado. A estimativa do NAS ¢ (til na validacdo multivariada, pois €
utilizada no célculo de algumas figuras de mérito, como seletividade, sensibilidade e limites
de deteccdo e quantificacdo [80, 88].

A sequir, sdo apresentadas as figuras de mérito abordadas na segunda aplicacdo desta

tese.

Veracidade: é o grau de concordancia entre o valor previsto e o valor de referéncia
(valor verdadeiro). Normalmente, em calibracdo multivariada, a veracidade é avaliada pelo
calculo da raiz quadrada do erro quadratico médio de previsdo (RMSEP, root mean square
error of prediction), de acordo com a Equacgéo 8, onde y; é o valor de referéncia, §; é o valor

estimado e n, é 0 nUmero de amostras presentes no conjunto de validag&o.

RMSEP = [Zi=0iz9* ®)
ny

Calcula-se também o RMSEC, mas este parametro ndo é suficientemente robusto para
avaliar a exatiddo, uma vez que ele avalia o erro de previsdo das amostras do conjunto de
calibracéo, ou seja, as mesmas amostras que foram utilizadas para construir o modelo, o que
torna este parametro viciado. No entanto, a sua comparagdo com o valor de RMSEP é
importante para avaliar se ha presenca de sobreajuste no modelo. O RMSEC é calculado e
acordo com a Equacéo 9, onde y; é o valor de referéncia, §; é o valor estimado e v é o nimero

de graus de liberdade. v é igual a (n. -ny;, +1), onde n. € o nUmero de amostras presentes no
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conjunto de calibracéo e nyy, € 0 nimero de variaveis latentes do modelo ( + 1, caso os dados

tenham sido centrados na média).

RMSEC= /w )

Do ponto de vista teodrico, a Equacdo 9 esta correta. No entanto, muitos softwares
comerciais, como o PLS Toolbox usado neste trabalho, utilizam n. ao invés de v, no
denominador da Equacdo 9. Embora isto ndo seja estritamente correto, € aceito pela maior
parte da literatura, pois quando se tem um grande numero de amostras, a diferenca se torna

insignificante.

Precisdo: é a estimativa da dispersdo dos resultados repetidos de uma amostra. Para se
avaliar a precisdo, ndo existe diferenca entre os conceitos uni e multivariado.

Existem trés niveis nos quais a precisao pode ser expressa: i) a repetitividade, que trata
da concordancia entre os resultados de medicdes efetuados sob as mesmas condi¢bes, mesmo
dia e mesmo analista. ii) a precisdo intermediaria ou reprodutibilidade intralaboratorial, que se
refere a replicatas analisadas no mesmo laboratério, mas em dias diferentes, por analistas
diferentes e, as vezes, equipamentos diferentes. iii) a reprodutibilidade, que representa um
procedimento analitico que somente pode ser estimado mediante a participacdo em um ensaio
interlaboratorial colaborativo e, assim, toda a analise sera repetida em outro laboratorio.

A repetitividade é avaliada analisando-se seis replicatas de trés amostras de niveis de
concentracOes diferentes no mesmo dia, e a precisdo intermediéria, com diferentes analistas

analisando estas mesmas amostras.

Linearidade: ¢ a capacidade do modelo em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentragdo do analito. Na calibracdo univariada se usa a curva de
calibracdo para avaliar tal pardmetro, mas a impossibilidade de se obter uma curva de
calibragdo multivariada faz com que a linearidade seja uma figura de mérito que apresenta
dificuldade de harmonizagdo em métodos multivariados. Em calibragdo multivariada, a
linearidade costuma ser avaliada por meio do coeficiente de correlagdo (r) do ajuste entre os
valores previstos e de referéncia, mas o valor de (r) isoladamente ndo é capaz de garantir a

linearidade do modelo [89].
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Com o objetivo de estabelecer uma melhor avaliacdo da linearidade, alguns autores
tém sugerido uma maneira adicional, proveniente de métodos univariados, que € verificar a
aleatoriedade dos residuos atraves da comprovacdo de algumas de suas propriedades
assumidas como premissas: i) normalidade dos residuos pelo teste de Ryan-Joiner; ii)
homocedasticidade dos residuos pelo teste de Brown-Forsythe; iii) independéncia dos
residuos pelo teste de Durbin-Watson [83, 84, 90].

Faixa de trabalho: é definida como o intervalo no qual o método apresenta

linearidade, veracidade e precisdo aceitaveis.

Seletividade (SEL): é o grau de sobreposicao entre o sinal da espécie de interesse e 0s

interferentes, ou seja, é a porcentagem do sinal total que é referente ao analito [80]. Para os
métodos univariados, deseja-se que a SEL seja 0 mais préxima de 100%, indicando a auséncia
de interferentes. No entanto, quando se trata de métodos multivariados, ndo existe a
necessidade de exigéncia de um valor limite de SEL, porque se o sinal analitico for totalmente
seletivo, a analise multivariada ndo € necessaria. A SEL pode ser estimada de acordo com a
Equacdo 10, onde nés; é a norma do vetor NAS para a amostra i e X; é o vetor da amostra i.
Com este calculo é possivel obter um valor de SEL para cada amostra, entdo a média destes

valores é usada para descrever 0 método [82].

— hés;
SELi = lIXqll (10)

Sensibilidade (SEN): é definida como a fracdo de sinal responsavel pelo acréscimo de

uma unidade de concentracdo do analito. A SEN pode ser estimada como o inverso da norma
do vetor de coeficientes de regressdo do modelo PLS (Equagdo 11). A SEN é dependente da
técnica analitica utilizada. Assim, ndo é possivel fazer comparacbes entre métodos com
técnicas diferentes e, por isso, outra figura de mérito deve ser calculada, a sensibilidade
analitica [82].

-1
SEN = (11)

Quando o vetor NAS ¢é determinado, o vetor de SEN para cada amostra do conjunto de

calibracdo pode ser determinado a partir do vetor SNAS (Equagio 12) e este vetor ¢ 0 mesmo
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para todas as amostras, entdo calcula-se a norma deste vetor para, finalmente, se ter o valor de
SEN (Equago 13). Nas Equagdes 11 e 12 SNS ¢ o vetor de SEN para cada amostra e y é 0

vetor concentragao.

SEAS = $ (12)
SEN = ||sN43|| (13)

Sensibilidade Analitica: a sensibilidade analitica (y) expressa a sensibilidade em

funcdo da unidade de concentracdo que se estd medindo. A y ¢ definida como a razdo entre a
SEN e o ruido instrumental (€), como mostrado na Equagdo 14. Para estimar o ruido séo
necessarios de 10 a 15 medidas do branco para construir uma matriz de brancos e, entéo,

calcula-se o desvio padréo combinado desta matriz [82].

SEN
y=— (14)
O inverso da sensibilidade analitica (y™) é uma estimativa da diferenca minima que é
discernivel pelo método, considerando que a Unica fonte de erro é o ruido instrumental

aleatorio.

Limites de Deteccdo e Quantificacdo: O limite de deteccdo (LD) é a menor

concentracdo que pode ser observada com o método (Equacéo 15) e o limite de quantificacédo
(LQ) é a menor concentracdo que pode ser medida (Equacdo 16). LD e LQ sdo calculados a
partir de y*, e por isso a Unica fonte de erro considerada no calculo é o erro aleatério

instrumental.
LD =33 (" (15)
LQ=10(y") (16)

Viés (bias): o termo bias, ou viés, é relativo a presenca de erros sistematicos no
modelo. De acordo com a norma E1655 da ASTM [91] a avaliacdo deste parametro é feita por
meio de um teste t para as amostras de validacdo ao nivel de 95% de confianca. O bias médio
para o conjunto de validacao é calculado pela Equacgédo 17. A seguir, o desvio padrdo dos erros
de validacéo é estimado através da Equacdo 18 e, por fim, o valor de t é obtido da Equacao

19. Se o valor t calculado for maior que o t critico para n, graus de liberdade, a presenca de
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erro sistematico é confirmada. Nas Equacdes 17, 18 e 19 y; é o valor de referéncia, §; é 0

valor estimado e n,, € 0 nUmero de amostras presentes no conjunto de validacéo.

bias = Zi=¥i Vi (17)
gpy = [2l0iz¥i)-biasl® (18)
n,—1
bi Ny
toias = %n— (19)

Relacdo de desempenho do desvio (RPD): a razéo entre o desvio padréo do conjunto

de calibracdo (Sca) € 0 erro quadratico médio de validacdo cruzada (RMSECV, root mean
square error of cross validation) ¢ a relacdo de desempenho do desvio da calibragdo (RPDcay),
conforme pode ser visto na Equacdo 20. A relacdo de desempenho do desvio de validacdo
(RPD,4) € obtida dividindo-se o desvio padrdo do conjunto de validacdo (Sva) pelo RMSEP,
conforme a Equagdo 21. De acordo com a literatura, bons modelos devem possuir valores de
RPD acima de 2,4, enquanto valores entre 2,4 e 1,5 sdo considerados satisfatorios. Modelos

com RPD menores que 1,5 ndo devem ser utilizados [92].

RPDca = RI\Z;?EICV (20)
RPDyy = ﬁsép (21)

Razdo de intervalo de erro (RER): a razdo de intervalo de erro é calculada

dividindo-se a amplitude da faixa de concentragdo de um dado analito pelo RMSECV do
modelo, conforme a Equacgdo 22. Este parametro é utilizado para determinar a utilidade
pratica de um modelo. Modelos com RER menor que 3 tém pouca utilidade pratica; modelos
com RER entre 3 e 10 tém utilidade pratica limitada e modelos com RER maior que 10 tém

alta utilidade pratica [93].

RER = amplitude (y) (22)
RMSECV
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2.5.3. PLS-DA

O PLS-DA é um método multivariado para a classificacdo supervisionada de amostras.
A construcdo do modelo é muito semelhante ao PLS, sendo que a unica diferenca estd no
vetor y (ou na matriz Y). No PLS-DA, a variavel independente y indica a classe a qual
pertence a amostra; quando no conjunto de dados s6 existe duas classes, y é um vetor (PLS1).
Quando se tem trés ou mais classes, a variavel independente € uma matriz Y (PLS2), com o
nimero de colunas igual ao nimero de classes. Valores iguais a 1 ou O sdo atribuidos, os
quais indicam o pertencimento ou ndo a uma determinada classe, respectivamente.

Os valores previstos pelo modelo PLS-DA né&o séo idealmente os valores 0 ou 1, mas
valores aproximados. Se ndo sdo exatos, entdo um limite (threshold) é estabelecido e se o
valor previsto esta acima deste limite, a amostra pertence a classe. Nas versdes mais atuais do
software PLS_Toolbox este threshold é calculado com base na estatistica bayesiana [94]: o
threshold para cada classe é estimado de modo a minimizar os erros de classificagéo,
assumindo que a variancia de y segue uma distribuicdo semelhante a que sera observada para
as futuras amostras [95].

Todos os procedimentos normalmente usados no PLS para selecionar o melhor
modelo costumam ser usados também no PLS-DA, tais como a separagdo da matriz X em
conjuntos de treinamento e teste usando o algoritmo de Kennard-Stone, a validagéo cruzada, a
deteccdo de amostras andmalas, etc. Para modelos qualitativos com amostras naturais, ou seja,
ndo planejadas, é recomendavel que o Kennard-Stone seja rodado para cada classe
individualmente, para garantir que amostras de todas as classes sejam selecionadas para 0s
conjuntos de treinamento e de teste.

A deteccdo de amostras andmalas é feita a partir da anélise de graficos nos quais séo
plotados os valores de Hotelling (T?) e os residuos (Q) para todas as amostras. A estatistica T2
de Hotelling é dada pela soma dos escores normalizados ao quadrado, e € uma medida da
variacdo de cada amostra no modelo. S&o excluidas aquelas amostras que apresentam altos

valores de T2 e Q, simultaneamente, com 95% de confianca, respeitando o limite de remocao
de, no maximo, %do namero total de amostras [84, 85, 96].

Quando se tem um modelo de classificagdo, dois parametros estatisticos sdéo muito
importantes para avaliar seu desempenho: as taxas de sensibilidade e seletividade, sendo que
ambas estdo intimamente relacionadas com as taxas de falsos resultados. A sensibilidade,

também chamada de poder do teste, é a habilidade do método em detectar amostras



2. Revisdo Bibliografica 40

verdadeiramente positivas como positivas enquanto a taxa de sensibilidade (TSB)
corresponde a probabilidade de um método classificar como positiva uma amostra
sabidamente positiva. De maneira analoga, a seletividade corresponde a habilidade do método
em detectar amostras verdadeiramente negativas como negativas, sendo a taxa de seletividade
(TST) a probabilidade de o método classificar como negativa uma amostra sabidamente
negativa [97].

A TSB é definida como a razdo entre a quantidade de resultados positivos (TP) e a

soma deste com a quantidade de resultados falso-negativos (FN), multiplicada por 100.

TP
TP+FN

A TST é definida como a razdo entre a quantidade de resultados negativos corretos

TSB =

X 100 (23)

(TN) e a soma deste com a quantidade de resultados falso positivos (FP), multiplicada por
100.

TST = —N _ % 100 (24)
TN+FP

A taxa de confiabilidade (TCF) ¢é definida como a diferenca entre o total de resultados
(100%) e a soma da taxa de falso-positivos (TFP) e a taxa de falso-negativos (TFN).
TCF =100 - TFP - TFN (25)
Sendo que a TFP € definida como a razdo entre o niumero de resultados FP e a soma

deste com o TN, multiplicada por 100.
FP

TFP = x 100 (26)
FP+TN
J4 TFN é a razdo entre FN e a soma deste com TP, multiplicada por 100.

TFN = —> x 100 27)
FN+TP

Estes pardmetros sdo calculados separadamente para 0s conjuntos de treinamento e

teste para a avaliacdo do desempenho do modelo.

2.5.4. NPLS-DA

O NPLS é um método quimiométrico para construcdo de modelos de regressao para
dados de ordem superior, realizado entre grupos de pares: variaveis independentes (chamado
de X) e dependentes (chamado de y) [99]. O NPLS é uma extensdo do algoritmo
bidimensional PLS para casos nos quais o grupo independente € um tensor de ordem maior

que dois, que objetiva encontrar a maxima covariancia entre as variaveis dependentes. No
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caso da calibracdo com superficies de fluorescéncia molecular, o grupo independente é um
tensor de trés dimensdes formado pelas medidas de intensidade de fluorescéncia de varias
amostras e 0 dependente € um vetor de concentracfes. O algoritmo do NPLS decompde um
arranjo de dados multidimensionais X em um conjunto de triades. Cada triade é equivalente a
uma VL no PLS e consiste de um vetor de escores, t, relacionado a dimensdo das amostras e
dois vetores de pesos (weights), w’ e wX, relacionados as outras duas dimensdes dos dados
(ex: comprimentos de onda de emissdo e excitacdo para o caso de dados de superficies de

fluorescéncia molecular).

A base estrutural do modelo é dada pela Equagéo 28, onde ejj S&0 0s residuos, ti, w].]f e

wi; 580 0s elementos dos f vetores t, w’ e w", respectivamente, e F é o nimero de triades ou
fatores.
Xijk = Dfe1 tifW]]fW11§f+ €ijk (28)

Este método de regressdo, combinado com a analise discriminante, 0 NPLS-DA,
permite a classificacdo supervisionada de amostras, separando-as por classes com um elevado
grau de similaridade [100]. A despeito do uso de uma maior quantidade de dados (cada
amostra € um cubo de dados), o NPLS apresenta varias vantagens quando comparado ao
unfold-PLS, pois usa menos parametros, produz resultados mais facilmente interpretaveis e é
mais robusto a influéncia de ruido nos dados [101]. Assim como no PLS-DA, os
procedimentos normalmente usados no PLS para selecionar o melhor modelo costumam ser
usados também no NPLS-DA, tais como separacdo em conjuntos de treinamento e teste,
validagdo cruzada, detec¢do de amostras anémalas, etc.

O algoritmo de Kennard-Stone é utilizado para a separacdo em conjuntos de
treinamento e teste, mas este algoritmo ndo funciona com matrizes cubicas, como as utilizadas
no NPLS, entdo antes de utilizar o algoritmo é necessario desdobrar a matriz cubica e, apos a
separagdo dos conjuntos, reorganizar os cubos usando a fungéo reshape do Matlab.

Como pré-processamento as versdes mais atuais do PLS_Toolbox trazem a opcéo de
centrar uma das dimensfes na média, o que normalmente é feito na primeira dimenséo (as
amostras). Para modelos NPLS-DA a remocdo de outliers também € baseada na remogao
daquelas amostras com altos T2 de Hotelling e Q. O threshold também é bayesiano, mas aqui
ele ndo é calculado pelo PLS_Toolbox automaticamente, mas em linha, utilizando a funcéo

plsdthres, presente no software PLS_Toolbox [102]. Finalmente também sdo calculadas as
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taxas de sensibilidade, seletividade e confiabilidade para avaliar a eficacia do modelo

qualitativo.

2.5.5. Fuséo de Dados

A fusdo de dados mescla as informacdes fornecidas por véarios instrumentos analiticos
ou sensores e permite que um grande numero de diferentes sinais multivariados possa ser
manuseado, exigindo assim a utilizacdo de ferramentas quimiométricas [103]. Para cada
amostra, todas as varidveis espectrais obtidas a partir de diferentes tipos de instrumentos e
fontes sdo concatenadas em um Unico vetor, conhecido como meta-espectro. A compilacdo de
dados de diferentes técnicas fornece interpretacdes complementares e facilita a descricdo
completa do produto [104]. Podem-se destacar as seguintes vantagens da aplicacdo da fusédo
de dados: maior relacdo sinal-ruido; maior robustez e confiabilidade; melhor qualidade de
resolucéo; reducdo da incerteza; aumento da confianga [105].

Desde o final da década de 1980, esta estratégia tem sido aplicada a campos da
engenharia e robdtica [106]. Nos ultimos anos, a fusdo de dados tem sido utilizada em
guimica analitica para o desenvolvimento de modelos de classificacdo e de calibracdo
multivariada, principalmente na analise de amostras complexas, tais como azeite [107-109],
bebidas [104, 110], corante [111] e carne [112], mas também na analise de outras matrizes,
tais como pigmentos em obras de arte [113].

As técnicas espectroscopicas mais utilizadas na fusdo de dados sdo: UV-Vis,
infravermelho médio e proximo, Raman, fluorescéncia e espectrometria de massa. A fuséo de
dados pode ser classificada em trés niveis: baixo, médio e alto [114]. A fusdo de baixo nivel
consiste em combinar diretamente 0s sinais originais (espectros) ap0s as etapas de pré-
processamento. A fusdo de nivel médio envolve a extracdo das caracteristicas de cada
conjunto de dado com a posterior selecéo de variaveis antes de fusdo de dados. Finalmente, na
fusdo de alto nivel, um modelo multivariado é construido separadamente para cada técnica e
as respostas individuais séo combinadas para produzir o resultado final [115].

Nesta tese serdo apresentados modelos nos quais a fusdo de baixo nivel foi aplicada
em dados espectroscopicos para classificar cachacas comerciais envelhecidas em diferentes

tipos de madeiras.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Diante do cenario de crescente interesse académico e comercial pela cachacga e de sua
importancia econémica para o pais, 0 objetivo geral da presente tese € o desenvolvimento de
metodologias analiticas simples e rapidas, para amostras de cachacas, utilizando medidas

espectrométricas e analise cromatografica com a posterior analise quimiométrica dos dados.

3.2. Objetivos Especificos

Os objetivos especificos a seguir estdo relacionados a execucao do trabalho:

= Comparar o desempenho de diferentes métodos quimiométricos para a discriminacao

do tipo de madeira utilizado para o envelhecimento de cachacgas comerciais.

= Desenvolver um método quimiométrico para a previsao do teor de compostos

fenolicos totais presente em cachacas envelhecidas.

= Avaliar o perfil de compostos marcadores de envelhecimento em cachagas
envelhecidas durante um ano em barris de diferentes madeiras, utilizando analise

cromatografica e um método quimiométrico de analise ndo supervisionada.

= Adaptar o méetodo de Hewitt para a quantificacdo espectrofluorimétrica de furfural em
cachacas, de forma a quantificar este importante contaminante em faixa de

concentragdo significativamente menor que o método oficial.
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4. Diferentes métodos quimiométricos para a discriminacdo de cachacas

comerciais envelhecidas

4.1. Introducéo

A cachaca, assim como outras bebidas destiladas, muitas vezes passa pelo processo de
envelhecimento em barris de madeira. Esta etapa, além de melhorar o seu sabor e a sua
aceitabilidade pelo consumidor, aumenta o seu valor comercial. De acordo com a legislagéo
brasileira [1], é considerada envelhecida a cachaga armazenada em barris de madeira durante
um ano ou mais, recebendo classificagfes diferentes, dependendo do tempo de
envelhecimento e da proporcdo de destilado envelhecido no produto final. Segundo essa
classificacdo, cachaca envelhecida é aquela que contém no minimo 50% de cachaca
envelhecida durante um ano em barris de no maximo, 700 L; cachaga premium é aquela que
contém 100% de cachaca envelhecida durante um ano em barris de no méaximo 700 L e
cachaca extra premium é aquela que contém 100% de cachaca envelhecida durante trés anos
em barris de no méximo 700 L.

A informacdo de classificacdo da cachaca envelhecida no rétulo sé é permitida para o
produto cujo processo de envelhecimento tiver sido acompanhado pela inspecéo e certificacéo
do MAPA. Devido as dificuldades inerentes a este processo de certificacdo, muitos produtores
envelhecem sua cachaca e a rotulam simplesmente como "armazenada”.

A madeira mais comumente usada para fazer barris para envelhecimento de bebidas €
o carvalho (Quercus sp). No entanto, como o carvalho ndo é uma arvore tipica de climas
tropicais, barris dessa madeira sdo importados, chegando até os produtores brasileiros a um
preco muito alto. Assim, uma alternativa € a utilizacdo de madeiras nativas para a confeccdo
de barris. Madeiras nativas como umburana (Amburana cearensis), jequitibd (Cariniana
estrellensis), balsamo (Myroxylon peruiferum) e amendoim (Pterogyne nitens) s&o
amplamente utilizados na confeccdo de barris utilizados para o envelhecimento da cachaca
produzida em Minas Gerais e em outros estados.

Com o aumento do consumo interno de cachaca de qualidade e a crescente demanda
do mercado externo, tornam-se necessarios méetodos rapidos que permitam a discriminacéo da
cachaca pelo tipo de madeira utilizada no envelhecimento. Isso evita que um produto de baixa
qualidade seja vendido como sendo de boa qualidade, contribuindo para a consolidacdo de

uma boa imagem do destilado simbolo do Brasil.
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Para classificar cachagas de acordo com a madeira utilizada para o envelhecimento,
alguns autores tém publicado estudos utilizando métodos quimiométricos de reconhecimento
de padrdes como o PCA e métodos de discriminacdo, como a analise linear discriminante
(LDA, linear discriminant analysis), analisando principalmente espectros UV-Vis [20,52],
mas também espectrometria de massa com ionizagdo por electrospray (ESI-MS, electrospray
ionization mass spectrometry) [116], e HPLC [18]. Estes trabalhos relatam o uso de técnicas
espectroscopicas para discriminar ou classificar as cachacas segundo a madeira utilizada no
envelhecimento, mas ndo existem estudos nos quais estas técnicas sejam comparadas ou
combinadas. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho da espectrofotometria
UV-Vis e da espectrofluorimetria, individual e combinadamente, aliadas as técnicas
quimiomeétricas PLS-DA e NPLS-DA para a classificacdo de cachacas de acordo com a
madeira utilizada no envelhecimento. Um aspecto importante deste estudo foi 0 emprego de

um grande nimero de amostras disponiveis comercialmente, totalizando 109 cachacas.

4.2. Materiais e Métodos

4.2.1. Instrumentacao e processamento dos dados

Os espectros UV-Vis foram registrados hum espectrofotdbmetro de arranjo de diodos
Hewlett-Packard modelo 8451 A, em uma cubeta de quartzo (10 mm) de 190 a 500 nm
(incrementos de 2 nm).

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos em um espectrofluorimetro Varian Cary
Eclipse, usando uma cubeta de quartzo de 10 mm. Todos os espectros de fluorescéncia em 2D
(excitagdo-emissao) foram obtidos no intervalo de excitagdo de 240 a 500 nm (passo de
10 nm) e na faixa de emissao de 260 a 600 nm (incrementos de 2 nm). As larguras das fendas
dos monocromadores de excitagdo e de emissdo foram ambas 5 nm e a velocidade de
varredura foi de 9600 nm min™.

Os programas MATLAB, versdo 7.9 (The Math Works, Natick, MA, EUA) e PLS
Toolbox, versdo 6.5 (Eigenvector Technologies, Manson, WA, EUA) foram utilizados para as

analises dos dados .
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4.2.2. Materiais e amostras

As amostras foram diluidas com etanol (99%, Synth) e agua deionizada. Foram
analisadas 109 amostras de cachacas envelhecidas (provenientes de seis diferentes estados):
19 amostras de barris de amendoim; 23 de balsamo; 21 de carvalho; 23 de jequitiba e
23 de umburana. Também foram analisadas 15 amostras de cachacas envelhecidas no
laboratorio. Este envelhecimento ocorreu em barriletes de 1,5 L, durante seis meses. O
Anexo | contém um mapa com a localizacdo geogréafica de todas as amostras utilizadas nesta
tese e 0 Anexo Il contém uma tabela com informagdes sobre as 109 amostras utilizadas nesta
aplicagéo.

Os padrdes de acido gélico, acido vanilico, acido siringico, acido elagico, vanilina,
sinapaldeido, siringaldeido, coniferaldeido e cumarina foram comprados todos da Sigma-
Aldrich.

4.2.3. Procedimentos
Para a aquisicdo dos espectros UV-Vis as amostras foram diluidas 30 vezes com uma
solucdo etanol: adgua (40:60% v/v) na prépria cubeta. Para as analises de fluorescéncia as

amostras ndo foram submetidas a qualquer etapa de preparo.

4.3. Resultados e Discussao

4.3.1. Modelo PLS-DA com espectros UV-Vis

Os espectros UV-Vis tipicos para as cachagas envelhecidas analisadas sdo mostrados
na Figura 2. A maioria das amostras estudadas apresenta duas bandas caracteristicas com
comprimentos de onda maximos em 200 nm e entre 250 e 300 nm. Estes comprimentos de
onda estdo associados com a absor¢do do grupo benzeno, substituido por grupos hidroxila -
grupo substituinte encontrado em compostos fendlicos presentes em cachacas envelhecidas.

A matriz de dados (124x156) foi centrada na média, alisada com o método de
Savitsky-Golay (filtro de 15 pontos e polindmio de ordem zero) e corrigida com o OSC
(um componente, zero iteracao e 99,9% de tolerancia). Utilizando-se o algoritmo de Kennard-
Stone o conjunto de treinamento foi construido com 82 amostras (15 amostras de barris de
amendoim; 17 de balsamo; 16 de carvalho, 17 de jequitib4 e 17 de umburana), enquanto

42 amostras (sete amostras de barris de amendoim; nove de balsamo; oito de carvalho; nove



4. Diferentes métodos quimiométricos para a discriminacdo de cachacgas comerciais envelhecidas 49

para jequitibd e nove para umburana) foram utilizados no conjunto de teste. O algoritmo PLS2

foi utilizado, pois ofereceu um desempenho de classificagdo similar ao PLS1 para estes dados.
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Figura 2. Espectros UV-Vis tipicos para cachagas envelhecidas em diferentes tipos de
madeiras: amendoim (==), balsamo (==), carvalho (==), jequitiba (==) e umburana (==).

O modelo foi selecionado inicialmente com quatro VL, indicadas pela validagao
cruzada por subconjuntos aleatérios que responderam por 98% e 27% da varianciaem X e'Y,
respectivamente. Depois que o modelo PLS-DA foi construido, ele foi otimizado através da
remocao de amostras que apresentavam, simultaneamente, altos valores de T2 de Hotelling e
residuos Q, ao nivel de confianca de 95%. As amostras andmalas foram removidas dentro do
limite de 22,2% do nimero total de amostras e foi respeitada a restricdo do namero de rodadas
para a exclusdo de amostras (trés modelos foram construidos).

O modelo final foi construido com quatro VL que responderam por 98% e 33% da
variancia de X e Y, respectivamente, apds a remocdo de seis amostras (uma amostra de

amendoim; duas amostras de balsamo e trés amostras de umburana). Os coeficientes de
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regressdo do modelo PLS-DA para a classificagcdo de cachagas envelhecidas sdo mostrados na

Figura 3.
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Figura 3. Coeficientes de regressdo para o modelo PLS-DA UV-Vis para a classificacdo de
cachagas envelhecidas em diferentes madeiras: amendoim (==), balsamo (==), carvalho (=), jequitiba
(==) e umburana (==).
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Através da analise destes coeficientes, foi possivel identificar os comprimentos de
onda que mais contribuem para a classificacdo. A atribuicdo destes comprimentos de onda
especificos aos marcadores encontrados em cachacas envelhecidas ¢ dificil, considerando-se
que a técnica de espectrofotometria UV-Vis ndo é comumente usada para fingerprint. No
entanto, solucBes estoque de oito compostos fendlicos e a cumarina, reconhecidamente
marcadores quimicos do envelhecimento de bebidas em madeiras, foram preparadas em
solucdo etanol:agua (40:60%) na concentracdo de 10,00 mg L™ e analisadas. Na Figura 4

podem ser vistos os espectros UV-Vis obtidos.
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Figura 4. Espectros UV-Vis de solucdes estoque 10,00 mg L™ de compostos marcadores do
envelhecimento de bebidas em madeira: (A) sinapaldeido, (B) coniferaldeido, (C) siringaldeido, (D)
vanilina, (E) &cido vanilico, (F) &cido gélico, (G) &cido siringico, (H) &cido elégico, (I) cumarina.

Assim, os seguintes coeficientes de regressdo puderam ser atribuidos: acido siringico
(210 nm) contribuiu positivamente para a classificacdo das amostras de amendoim e o

sinapaldeido (350 nm) contribuiu negativamente; acido galico (214 nm) e sinapaldeido
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(248 nm) tiveram uma contribui¢do positiva para a classificacdo de amostras de balsamo; para
a classificacdo de amostras de carvalho o sinapaldeido (350 nm) teve uma contribuicdo
positiva e cumarina (200 nm) e &cido siringico (210 nm) tiveram contribuicdo negativa,;
coniferaldeido (250 nm) teve uma contribui¢do positiva para a classificacdo de amostras de
jequitiba e, finalmente, para a classificacdo de amostras de umburana, acido vanilico (292 nm)
teve uma contribuicdo positiva e sinapaldeido (246 nm) teve uma contribuicéo negativa.

Apds o desenvolvimento do modelo, foram estimadas as taxas de sensibilidade,
seletividade e confiabilidade para os conjuntos de treinamento e de teste e os resultados estdo
listados nas Tabelas 2 e 3. Analisando-se estes resultados vé-se que as taxas de confiabilidade
variaram entre 51% e 76% para 0s conjuntos de treinamento e de 45% a 89% para 0S
conjuntos de teste. Silva e co-autores, também usando espectros de UV-Vis e 0 método LDA
obtiveram precisdo entre 80 e 100% na classificacdo de cachagas envelhecidas [20]. Tais
resultados sdo melhores que os obtidos nesta aplicacdo e, acredita-se que este fato possa ser
atribuido a menor variabilidade amostral, pois todas as 50 amostras analisadas por eles tinham
garantia do envelhecimento em madeira por um periodo de um ano. Convém reforcar que as
109 amostras utilizadas no presente estudo foram compradas no comércio local, portanto, sem
garantia da madeira utilizada, uma vez que foram usadas as informacdes presentes no rétulo.
Como as amostras sdo rotuladas como "armazenadas”, ndo se tem garantia do
envelhecimento. Além disso o tempo de envelhecimento também variou bastante nestas
109 amostras (6 meses a 10 anos). Assim, buscando-se por resultados mais satisfatorios para

este conjunto amostral, um novo modelo de classificacdo foi construido usando EEM.
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Tabela 2. Taxas de sensibilidade (TSB) e seletividade (TST) para os varios modelos quimiométricos para a classificacdo de cachagas comerciais envelhecidas.

AMENDOIM BALSAMO CARVALHO JEQUITIBA UMBURANA
Conjunto Conjunto Conjunto Conjunto Conjunto Conjunto Conjunto Conjunto Conjunto Conjunto
Treinamento Teste Treinamento Teste Treinamento Teste Treinamento Teste Treinamento Teste
Modelos TSB TST TSB TST TSB TST TSB TST TSB TST TSB TST TSB TST TSB TST TSB TST TSB TST
UV-Vis PLS-DA 71 90 57 88 60 95 56 97 |81 83 75 97 88 63 100 57 86 90 89 100
NPLS-DA 73 78 43 86 76 65 100 61 |80 71 87 65 59 85 55 88 |88 85 100 91
Aexc 250 Nm 75 86 29 94 82 7 67 79 |87 57 50 59 50 85 33 94 9% 87 100 67
Aexc 260 Nm 67 91 0 97 88 89 56 91 |6 98 0 100 60 93 33 97 9% 88 100 69
Aexc 330 Nm 75 78 71 86 87 90 89 100 | 81 97 100 94 69 80 78 85 94 75 100 76
Aexe 340 Nm 57 76 71 77 71 95 100 100 | 75 92 63 91 94 38 89 46 | 88 62 100 67
hexc 380 Nm 73 41 100 46 69 68 89 76 |67 83 100 85 94 36 100 39 94 48 100 49
Fusao Aeyxc
(250+260+330+ 54 86 33 91 82 97 67 97 94 95 100 100 53 88 67 94 100 95 100 97
340+380 nm)

Fusdo UV-Vis + Aey (250+260+330+
340+380 nm) 100 83 71 83 88 8 100 97 (80 66 /5 /1 8 73 8 76 100 100 89 97
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Tabela 3. Taxas de confiabilidade para os varios modelos obtidos para a classificacdo de cachagas comerciais envelhecidas em diferentes madeiras (0s

melhores resultados estdo em italico).

TAXAS DE CONFIABILIDADE (%)

Modelos
UV-Vis
NPLS-DA
Aexc 250 nm
Aexc 260 nm
Aexc 330 nm
Aexc 340 nm
Aexc 380 nm
Fusao Aeyc
(250+260+330+340+380 nm)
Fusdo UV-Vis + Aeye
(250+260+330+340+380 nm)

AMENDOIM BALSAMO CARVALHO JEQUITIBA UMBURANA
Treinamento Teste Treinamento Teste Treinamento Teste Treinamento Teste Treinamento Teste
61 45 55 53 64 72 51 57 76 89
51 29 41 61 51 52 44 43 73 91
61 23 59 46 44 9 35 27 81 67
58 0 77 47 4 0 53 30 82 69
53 57 77 89 78 94 49 63 69 76
33 48 66 100 67 54 32 35 50 67
14 46 37 65 50 85 30 39 42 49
40 24 79 64 89 100 41 61 95 97
83 54 76 97 46 46 61 65 100 86
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4.3.2. Modelo NPLS-DA com EEM

Mapas de contorno das superficies de fluorescéncia tipicas para as cachacas
envelhecidas analisadas sdo mostrados na Figura 5. Os fluoréforos presentes em cachacas
envelhecidas s&o originados principalmente da oxidacdo da lignina na presenca de alcool, o
que leva a formacdo de aldeidos fenolicos que posteriormente sdo oxidados aos seus acidos
fenolicos [117].
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Figura 5. Mapas de contorno das superficies de fluorescéncia tipicas para cachacas
envelhecidas em diferentes madeiras: (A) amendoim, (B) balsamo, (C) carvalho, (D) jequitiba e (E)
umburana.

Assim, como relatado na secdo anterior, solucdes estoque de oito compostos fendlicos
e cumarina foram preparadas em solucdo etanol: dgua (40:60%) e analisadas sob as mesmas
condicBes descritas para as amostras, na concentracéo de 10,00 mg L™. Os mapas de contorno
das superficies de fluorescéncia para estes compostos podem ser vistos na Figura 6. Verifica-
se que os é&cidos fenolicos (galico, siringico, vanilico, elagico) e a cumarina foram
caracterizados pela sua maxima excitagdo a 250 nm e emissdo a 300 nm e os aldeidos
fenolicos (sinapaldeido, coniferaldeido, siringaldeido, vanilina) apresentaram maximo de

excitacdo a 350 nm e de emissdo entre 400 e 450 nm.
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Figura 6. Mapas de contorno das superficies de fluorescéncia dos marcadores quimicos de
envelhecimento de bebidas em madeira: (A) sinapaldeido, (B) coniferaldeido, (C) siringaldeido, (D)
vanilina, (E) acido vanilico, (F) &cido galico, (G) &cido siringico, (H) acido elagico e (I) cumarina.

O modelo NPLS-DA obtido foi NPLS2-DA, ou seja, todas as classes foram previstas
através de um Unico modelo. A matriz tridimensional gerada foi 124 x 171 x 27
(amostras X Aemissio X Aexcitagio) A matriz foi pré-processada para remover os espalhamentos
Rayleigh e Raman [118] e os modelos foram obtidos apos a primeira dimens&o do cubo de
dados ser centrada na media.

Os conjuntos de treinamento e teste foram construidos com o mesmo ndmero de
amostras que o do modelo PLS-DA UV-Vis e para selecionar as amostras utilizando o
algoritmo de Kennard-Stone, o cubo de dados foi desdobrado (comprimentos de onda de
excitacdo x comprimentos de onda de emisséo) e apds a separagdo dos conjuntos, as matrizes
foram reorganizadas em um arranjo cubico.

O modelo final foi construido com trés VL, indicadas pela validacdo cruzada por
blocos subconjuntos aleatorios, que responderam por 82% e 20% da variancia em X e Y,

respectivamente, apds a remocdo de cinco amostras (quatro amostras de amendoim e uma
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amostra de carvalho). Os critérios para remog¢do de amostras andmalas foram 0s mesmos que
0s descritos para 0 modelo PLS-DA UV-Vis.

Os coeficientes de regressao do modelo NPLS-DA para a classificacdo de cachacas
envelhecidas sdo mostrados na Figura 7. Analisando estes coeficientes de regressdo foi
possivel identificar os comprimentos de onda que mais contribuiram para a classificacdo de
cada classe: para as amostras envelhecidas em amendoim, comprimentos de onda de excitacdo
de 260 e 380 nm com emissdes em 340 e 450 nm, respectivamente; para as amostras
envelhecidas em balsamo comprimentos de onda de excitacdo de 325 e 380 nm com emissdes
ambas em 480 nm; os comprimentos de onda de excitacdo de 340 e 380 nm com emissdes em
480 e 440 nm, respectivamente, contribuiram para a classificacdo das amostras de carvalho; ja
para as amostras envelhecidas em jequitiba, os comprimentos de onda de excitacdo de 260 e
350 nm com emissfes em 350 e 480 nm, respectivamente foram os que mais contribuiram;
finalmente, para as amostras envelhecidas em umburana os comprimentos de onda de
excitacdo de 240, 325 e 380 nm com emissdes em 425, 480 e 425 nm respectivamente tiveram

maior contribuicéo.
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Figura 7. Coeficientes de regressdo para o0 modelo NPLS-DA para a classificacdo de cachacas
envelhecidas em diferentes madeiras: (A) amendoim, (B) balsamo, (C) carvalho, (D) jequitiba e (E)
umburana.

Como descrito anteriormente nesta se¢do, a maioria destes comprimentos de onda de
excitacdo e emissdo sdo caracteristicos de aldeidos e &cidos fenolicos, que sdo os marcadores
quimicos de bebidas envelhecidas em madeira. Analisando os resultados apresentados na
Tabela 3, vé-se que as taxas de confiabilidade variaram entre 41% e 73% para 0s conjuntos de
treinamento e entre 29% e 91% para os conjuntos de teste. De modo geral, os resultados
foram piores quando comparados com os obtidos a partir do modelo PLS-DA UV-Vis, apesar
do modelo NPLS-DA usar uma gquantidade maior de dados (uma EEM para cada amostra) e a

técnica espectrofluorimétrica ser mais sensivel e seletiva que a espectrofotometria UV-Vis.



4. Diferentes métodos quimiométricos para a discriminacdo de cachacgas comerciais envelhecidas 59

4.3.3. Modelo PLS-DA com Fuséo de Dados

Por causa das vantagens da espectrofluorimetria e dos bons resultados obtidos com a
espectrofotometria UV-Vis, concatenou-se estes dois tipos de dados para a constru¢do de um
modelo que poderé classificar corretamente o maior nimero de amostras com boas taxas de
confiabilidade: o0 modelo PLS-DA com fuséo de dados. A Figura 9 mostra um fluxograma da

fusdo de dados de baixo nivel, que foi utilizada nesta aplicacao.

T G

F M

U UV-Vis 0

D

> E

3 L

Fluorescéncia FM 0

Molecular (FM)

— —

Figura 8. Fluxograma de fusdo de dados de baixo nivel.

A matriz de dados aumentada formada pela fusdo dos espectros UV-Vis com 0s
espectros de emissdo de fluorescéncia nos seguintes comprimentos de onda de excitagdo:
250, 260, 330, 340 e 380 nm, totalizando 975 variaveis (124 x 975), foi auto-escalada para dar
pesos iguais para 0s espectros obtidos a partir das técnicas de diferentes naturezas. A escolha
dos comprimentos de onda de excitacdo foi baseada na analise dos coeficientes de regressdo
do modelo NPLS-DA. Na Figura 9, os dois conjuntos de dados espectrais foram
representados graficamente antes de serem fundidos em um s6. Para melhor visualizacdo dos
perfis espectrais, as bandas de emissdo foram normalizadas para terem a mesma escala de
intensidade dos espectros UV-Vis. O eixo y ndo possui unidade de medida, tendo em vista

que os espectros provém de duas diferentes técnicas analiticas.
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Figura 9. Matriz obtida da concatenagdo dos espectros UV-Vis com 0s espectros de emissao
de fluorescéncia nos comprimentos de onda de excitacdo de 250, 260, 330, 340 e 380 nm. Perfis
espectrais tipicos para cachacas envelhecidas em: amendoim (==), balsamo (==), carvalho (==),

jequitiba (=) e umburana (==).

Mais uma vez os modelos gerados foram PLS2-DA e as matrizes fundidas também
foram pré-processadas: os dados foram centrados na média, alisados com o método de
Savitsky-Golay e corrigidas com OSC. Os conjuntos de treinamento e de teste foram
construidos com o mesmo nuamero de amostras que 0s modelos anteriores, usando o algoritmo
de Kennard-Stone.

O melhor modelo foi construido com quatro VL, indicadas pela validacdo cruzada por
subconjuntos aleatorios. Estas VL explicaram 82% e 46% da variancia em X e Y,
respectivamente, ap0s a remocéo de cinco amostras anémalas (duas amostras de amendoim,
uma amostra de carvalho e duas amostras de umburana). Os critérios para a remocéo dessas
amostras foram 0s mesmos que os descritos para os modelos anteriores - avaliacdo de gréaficos

de residuos versus T2 de Hotelling.
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Os coeficientes de regressdo do modelo PLS-DA com os dados fundidos
(UV-Vis + Asexc: 250 + 260 + 330 + 340 + 360 nm) para a classificacdo de cachacas
envelhecidas estdo apresentados na Figura 10. A partir da observacao destes coeficientes de
regressdo vé-se que, com excecdo da classe de amostras envelhecidas em carvalho, todas as
outras classes usaram praticamente toda a informacédo disponivel para a classificacdo correta,
ou seja, tanto os espectros UV-Vis como os espectros de emissdo em diferentes comprimentos
de onda de excitacdo, o que corrobora a escolha da fusdo de dados.

Além da observacdo dos coeficientes de regressdo, as taxas de confiabilidade
observadas na Tabela 3 mostram que os melhores modelos foram obtidos com os dados do
modelo de fusdo (UV-Vis + Asec). Para todas as classes, este modelo apresentou as melhores
taxas de confiabilidade para os conjuntos de treinamento e de teste, com excecdo da classe das
amostras envelhecidas em carvalho. Dentre as classes corretamente classificadas, a classe das
amostras envelhecidas em jequitibd foi aquela que apresentou as piores taxas de
confiabilidade. Isto pode ser um indicativo de que os produtores fazem mais blends com este
tipo de madeira.

Com o objetivo de comprovar a eficacia da fusdo de dados para a classificacdo de
cachacgas envelhecidas, um modelo PLS-DA foi obtido apenas com 0s espectros de emissdo
fundidos (250 + 260 + 330 + 340 + 380 nm). As taxas de confiabilidade encontradas foram
significativamente mais baixas do que aquelas do modelo de fusdo UV-Vis + Aseyc. ISto mais
uma vez corrobora para a escolha da fuséo de dados provenientes das duas técnicas analiticas.
No entanto este modelo foi aquele que gerou as melhores taxas de confiabilidade para a classe
das amostras envelhecidas em carvalho.

Além deste modelo, também foram obtidos modelos PLS-DA com o0s espectros de
emissdo para cada comprimento de onda de excitacdo usado na fusdo de dados. Todos os
modelos obtidos apresentaram taxas de confiabilidade inferiores as obtidas nos modelos com
fusdo de dados, assim pode-se garantir que é a fusdo entre os sinais analiticos das duas

técnicas que promove a melhor classificacdo para quatro das cinco classes analisadas.
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Figura 10. Coeficientes de regressdo do modelo PLS-DA com a fusdo de UV-Vis + Asexc
(250 + 260 + 330 + 340 + 380 nm): amendoim (==), balsamo (==), carvalho (==), jequitiba (=) e
umburana (=).
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4.4. Concluséo

A fusdo de espectros UV-Vis e de emissdo de fluorescéncia em combinag¢do com o
método de classificagdo supervisionada PLS-DA resultou em modelos adequados para a
previsdo da madeira utilizada no envelhecimento de cachacgas comerciais.

A principal vantagem dos métodos de fusdo de dados € que eles sempre fornecem o0s
modelos com as maiores taxas de confiabilidade. Este fato permite que estes modelos sejam
utilizados para analises de rotina, facilitando o controle de qualidade da bebida e sua
fiscalizacdo pelos 6rgdos de inspecdo no combate a fraudes.



Capitulo 5

Desenvolvimento de um modelo PLS para a determinacéo do

teor de fendlicos totais em cachacas envelhecidas
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5. Desenvolvimento de um modelo PLS para a determinacéo do teor de fendlicos

totais em cachacas envelhecidas

5.1. Introducéo

Uma série de estudos tem mostrado que os compostos fendlicos encontrados em
cachagas envelhecidas, incluindo aquelas envelhecidas em madeiras brasileiras, sdo o0s
mesmos encontrados em uisques envelhecidos em barris de carvalho [15-17, 60, 73].
Inicialmente, a lignina em contato com o alcool se oxida, produzindo os aldeidos fendlicos
(siringaldeido, sinapaldeido, vanilina, coniferaldeido). Posteriormente, estes aldeidos
fendlicos se oxidam nos seus &cidos (acido siringico, acido sinapico, acido vanilico, acido
feralico) [117]. Naturalmente, a concentracdo de cada um destes compostos em cachagas
depende do tempo de envelhecimento e das condi¢Ges do clima e do barril durante o processo.

De acordo com a legislacdo brasileira, para comprovar que a cachaca foi envelhecida
os compostos fendlicos provenientes do envelhecimento devem ser detectados [1] e o0s
métodos analiticos comumente utilizados para esta determinacgdo sdo o Folin-Ciocalteu (FC) e
a HPLC [18, 19, 60, 119, 120]. O primeiro é mais comum, pois € um método
espectrofotométrico [121].

O método FC requer a preparacdo de uma curva de calibracdo com concentracdes
conhecidas de um composto fenolico (mais comumente o acido galico) para a posterior
quantificacdo do teor total de fendlicos nas amostras. O preparo desta curva requer tempo e
consumo de reagentes, uma vez que deve ter nimeros de niveis e replicatas adequados para a
finalidade a que se destina. Além disso, o tempo de reacdo entre a amostra e 0 reagente de
Folin ¢ de 30 minutos para sO depois ocorrer a analise espectrofotométrica. JA& 0 método
cromatografico € mais adequado para a quantificacdo de compostos fenolicos especificos, mas
exige mais tempo, um grande volume de solventes e um operador qualificado, o que torna
dificil a sua utilizacdo em analises de rotina.

Como ja destacado na aplicacdo anterior, 0 consumo interno de cachaca de qualidade e
sua demanda pelo mercado externo vem crescendo acentuadamente nos Gltimos anos, sendo
necessario o0 desenvolvimento de métodos mais rapidos para discriminar a bebida
verdadeiramente envelhecida. Portanto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um método
simples, rapido e limpo para a determinacdo direta do teor de fendlicos totais em cachacas

envelhecidas em diferentes madeiras, utilizando o espectro UV-Vis das amostras diluidas e o
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método PLS. Estas amostras também foram analisadas pelo método de FC para a obtencéo
dos valores de referéncia. O método proposto foi validado pela estimativa de figuras de
mérito, tais como sensibilidade, sensibilidade analitica, seletividade, precisdo, limites de
deteccdo e quantificacdo, relacdo de desempenho do desvio e razéo de intervalo de erro.

5.2. Parte experimental

5.2.1. Instrumentacdo e processamento dos dados

Os espectros foram registrados em um espectrofotdmetro de arranjo de diodos modelo
HP 8451 A, usando uma cubeta de quartzo de 10 mm na faixa de 190 a 500 nm (incrementos
de 2 nm).

Os dados foram analisados utilizando-se o software MATLAB, versdo 7.9 (The Math
Works, Natick, MA, EUA) e o PLS Toolbox, versdo 6.5 (Eigenvector Technologies, Manson,

WA, EUA) e uma rotina para a deteccdao de amostras andmalas também foi utilizada [81].

5.2.2. Materiais e amostras

Uma solucdo etanol: dgua (40:60% v/v) foi preparada com etanol 99% (Synth) e agua
deionizada. O reagente de FC foi obtido comercialmente (Imbralab). Uma solucdo de
carbonato de sodio (Sigma-Aldrich) 20% (m/v) foi utilizada como tampé&o e padrdo de acido
galico (Sigma-Aldrich) foi usado para a determinacdo de compostos fendlicos totais. A
solucdo estoque foi preparada com agua deionizada no mesmo dia em que as experiéncias
foram realizadas e foi mantida sempre sob protecdo da luz.

Foram analisadas 103 amostras de cachacas envelhecidas (provenientes de seis estados
diferentes): 20 amostras de barris de amendoim; 23 de balsamo; 21 de carvalho;
23 de jequitiba, 23 de umburana e trés amostras sdo blends de balsamo, carvalho e jequitiba.
O Anexo | contétm um mapa com a localizacdo geografica de todas as amostras utilizadas
nesta tese e 0 Anexo Il contém uma tabela com informacdes sobre as 103 amostras utilizadas

nesta aplicacéo.
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5.2.3. Procedimentos

As amostras foram diluidas 30 vezes com &agua deionizada na propria cubeta e
analisadas em triplicata. O branco analitico utilizado foi a solucéo etanol:agua. Para 0 método
FC, 1,00 mL de cada amostra foi misturado com 0,20 mL do reagente de FC num baldo
volumétrico de 10,00 mL e deixado em repouso durante 8 minutos. Posteriormente, foram
adicionados 0,40 mL do tampé&o e o volume do baldo foi preenchido com agua deionizada.
Apo6s 30 minutos, a absorbancia foi medida a 760 nm. O procedimento para a obtengdo da
curva analitica foi 0 mesmo descrito acima, mas, substituindo a amostra, concentraces
conhecidas de uma solucdo de acido galico foram colocadas nos balGes. Todas as analises
foram realizadas em triplicata e o branco analitico foi uma solu¢do contendo todos o0s

reagentes, exceto o acido galico ou a amostra.
5.3. Resultados e Discussao

5.3.1. Método de referéncia

Geralmente o método FC apresenta problemas relacionados com a sua harmonizacao:
para a mesma matriz, diferentes autores usaram procedimentos diferentes, variando as
quantidades dos reagentes utilizados, o tempo de espera para realizar a analise e mesmo o
comprimento de onda 6timo para a medicdo espectrofotométrica [18, 19, 60, 119, 120].
Devido a estas divergéncias, o método FC foi otimizado no nosso laboratério, obtendo-se
resultados reprodutiveis e sinal analitico mais elevado, sem ocorréncia de precipitacdo,
independentemente da matriz analisada [122]. Apenas a quantidade ideal de amostra foi
estudada apo0s a otimizacdo do meétodo, uma vez que ela varia em funcdo da natureza da
amostra.

Devido a grande variabilidade de cachacas utilizadas no desenvolvimento do método
de referéncia, duas curvas de calibracdo foram preparadas com o padrdo do &cido galico: a
primeira de 0,10 a 1,00 mg L™ e a segunda de 1,00 a 9,00 mg L. Os parametros de regressdo
das curvas foram estimados por minimos quadrados ordinarios (MQO). Os valores extremos
foram formalmente diagnosticados pelo teste dos residuos padronizados de Jacknife. Este
teste foi aplicado, sucessivamente, até que novos valores extremos ndo fossem detectados ou
para uma taxa maxima de exclusdo de 22,2% [15, 16]. Testes F foram realizados para

verificar o ajuste ao modelo linear por meio da avaliacdo das significancias da regressédo e do
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desvio da linearidade. A equacdo para a primeira curva foi y = (0,127 £ 0,02) x + (0,002 +
0,001) e para a segunda foi y = (0,119 + 0,02) x + (0,037 + 0,008) e o coeficiente de
correlacdo para ambas as curvas foi de 0,998 . Desta forma, foi possivel quantificar amostras
com o teor de fendlicos totais entre 1,00 e 90,00 mg EAG L™ (mg-equivalentes de &cido
galico por litro). Na Figura 11 vé-se os teores de fendlicos totais determinados para todas as
cachacas analisadas.

80,00

~
o
o
o

60,00

50,00

N
<o
[=
o

w
o
=3
S

N
o
o
s}

Teor de Fendlicos Totais (mg EAG L1)

10,00

- 1] | .lllll" AL,

o N > 39 N V N ’\; N Q Q N '\' SN RIS
NSRS \ D VS \% o \ & "\, \ S N PN G NN N P
Y’&b W Y’& @6 «“ &Qj\e»‘b\e»@\e»@\e» DRV Q,\""’ & C?’ob e o ob \° \° \@“\@“\@“ fCe \° \@“\@“\@0@0& QQQQQ&Q\@ &

Amostras

Figura 11. Teor de fendlicos totais determinados para as cachagas envelhecidas analisadas:
amendoim (=), balsamo (==), carvalho (=), jequitiba (=), umburana (—) e blend (—).

5.3.2. Desenvolvimento do modelo PLS

Os espectros UV-Vis tipicos para as cachacas envelhecidas analisadas s&o mostrados
na Figura 2 do Capitulo 4 desta tese. A maioria das amostras estudadas apresentam duas
bandas de comprimentos de onda caracteristicos, com maximos em 200 nm e entre
250 e 300 nm. Estes comprimentos de onda estdo associados com a absor¢do do grupo
benzeno, substituido por grupos hidroxila - grupo substituinte normalmente encontrado em

compostos fenolicos presentes em cachacas envelhecidas.
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As amostras foram divididas em 69 para o conjunto de calibracdo e 34 para 0 conjunto
de validacdo usando o algoritmo de Kennard-Stone. Depois os dados foram centrados na
média, alisados com o método Savitsky-Golay (filtro de 15 pontos e polindmio de ordem
zero) e corrigidos com OSC (1 componente, 0 iteracdo e 99,9% de tolerancia). Tambem foram
testados modelos com os dados apenas centrados na média e alisados, mas ambos
apresentaram resultados menos satisfatorios.

O numero de VL em cada modelo foi escolhido com validacdo cruzada por blocos
continuos (com 10 divisbes) e o melhor modelo foi selecionado inicialmente com duas VL.
Os coeficientes de regressdo do modelo PLS para determinacdo do teor de compostos
fenolicos totais em cachacas sdo mostrados na Figura 12. Através da andlise destes
coeficientes de regressdo foi possivel identificar os comprimentos de onda que mais
contribuiram para a previsdo do teor de compostos fenolicos totais em cachacas.

Os coeficientes mais importantes foram identificados nos seguintes comprimentos de
onda: 203, 210 e 273 nm. A atribuicdo destes comprimentos de onda especificos aos
marcadores encontrados em cachacas envelhecidas € dificil, considerando-se que a técnica de
espectrofotometria UV-Vis ndo é comumente usada para fingerprint, mas assim como
descrito na aplicacdo no capitulo anterior, foram preparadas solucdes alcodlicas com 0s
padrdes de alguns dos principais marcadores de envelhecimento de bebidas na tentativa de
conseguir esta atribuicdo. Estes espectros podem ser vistos na Figura 4, do Capitulo 4. Alguns
comprimentos de onda caracteristicos do acido galico, acido vanilico, vanilina e sinapaldeido

coincidem com os coeficientes de regressédo do modelo.
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Figura 12. Coeficientes de regressao para 0 modelo PLS para a determinacéo do teor de
fendlicos totais em cachacas envelhecidas.

5.3.2.1. Otimizacgédo dos modelos - detecgao de outliers

Ap0s a construcdo do modelo PLS, este foi otimizado usando o procedimento para a
deteccdo de amostras andémalas, que foram detectadas ao nivel de confianca de 95%, e 0s
resultados estdo resumidos na Tabela 4. A otimizacdo do conjunto de validagéo foi realizada
somente apoOs a otimiza¢do do conjunto de calibracdo e como pode ser visto nesta tabela,
14 amostras andmalas foram detectadas no conjunto de calibracdo (correspondendo a 20,3%
das amostras). Destas amostras andmalas detectadas no conjunto de calibracdo, quatro
amostras apresentaram altos residuos no bloco X, o que pode ser explicado por problemas
durante a obtencdo destes espectros. Oito amostras apresentaram altos residuos no bloco Y,
provavelmente devido ao método de referéncia e duas amostras apresentaram alto leverage,
provavelmente devido a sua composi¢do extrema.

As amostras andmalas do conjunto de validacdo foram formalmente diagnosticados
pelo teste dos residuos padronizados de Jacknife e seis amostras foram detectadas
(correspondente a 17,6% das amostras). Portanto, o modelo PLS otimizado para a

determinacdo do teor de fendlicos totais em cachagas foi construido com 55 amostras de
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calibracdo e 28 de validacdo, usando duas VL, que foram responsaveis por explicar 99,05%
da varianciaem X e 96,86% em Y.

Tabela 4. Otimizac¢do do modelo PLS através da deteccdo de amostras andmalas
(resultados finais em italico)

Modelo 1° 20 3°
Amostras de calibracdo 69 61 55
Amostras de validacdo 34 34 28

Numero de VL 2 3 2
RMSEC (mg EAG L) 8,66 5,17 3,81
RMSEP (mg EAG L) 5,34 5,32 4,11

Variancia Explicada
X (%) 96,58 98,90 99,05

Y (%) 85,15 94,78 96,86
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5.3.2.2. Figuras de Mérito
A Tabela 5 apresenta as figuras de mérito calculadas para 0 modelo proposto. Nas

subsecOes seguintes cada uma delas sera discutida especificamente.

Tabela 5. Figuras de mérito estimadas para 0 método PLS para a determinacao do teor de fenolicos
totais em cachacas envelhecidas

Figura de Mérito Parémetro Valor
Veracidade RMSECV 4,79 mg EAG L™
RMSEC 3,81 mg EAG L™
RMSEP 411 mg EAG L™
Preciséo Repetitividade® 1,5%
4,5%
4,0%
Precisdo Intermediaria 7,0%
9,5%
8,0%
Faixa de trabalho 0,73-82,34 mg EAG L™
Seletividade 0,52
Sensibilidade 0,85°

Sensibilidade Analitica ()
-1

18,82 (mg EAG L™)*
0,05 mg EAG L™

Y
LD 0,17 mg EAG L™
LQ 0,53 mg EAG L™
Bias 0,49 + 2,05 mg EAG L™

RPD 4,53

RPD. 3,43
RER 17,04

? Resultados de trés amostras em 3 diferentes niveis de concentracéo.

® Valor expresso como a razao entre a absorbancia e mg EAG L™
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5.3.2.2.1. Veracidade, precisao e faixa de trabalho

A veracidade do método foi avaliada pelo RMSEP de 4,11 mg EAG L™ e a preciséo
através do desvio padrédo relativo (DPR). Para o método estes valores variaram entre 1,5 e
4,5%, para o nivel de repetitividade e, entre 7,0 e 9,3%, para o nivel de precisdo intermediéria.
Os resultados estdo de acordo com as orientacfes europeias [123], que preveem um DPR
maximo de 6,6% para a repetitividade e de 10% para a precisdo intermediaria, considerando-
se 0 nivel de concentracdo do analito (1 mg kg™ < ¢ <10 mg kg™).

Considerando-se o estudo de precisdo, o coeficiente de correlagdo (r) de um grafico
dos valores de referéncia versus os valores previstos igual a 0,9842 (Figura 13) e o teste F que
demonstrou que a regressdo foi altamente significativa (p <0,001), a faixa de trabalho do
método foi estabelecida entre 0,73 e 82,34 mg EAG L™.

[ [ [ lo) O
80,00 |- o 4
r=0,9842

y=(0,97+0,02)x +(0,91+0,88) o

60,00 -
"
@)
<
Ll
(@)]
e

= 40,00 .
(@]
R
>
Ft
o
>_

20,00 -

O [ [ [ [
0 20,00 40,00 60,00 80,00

Y medido (mg EAG L™Y)

Figura 13. Valores de referéncia versus valores estimados pelo modelo PLS para a
determinagdo do teor de fendlicos totais em cachacas envelhecidas, respectivamente: amostras de

calibragdo (o) e amostras de validagdo ().
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5.3.2.2.2. Seletividade, sensibilidade, sensibilidade analitica, LD e LQ

O valor de SEL estimada mostrou que 52% do sinal analitico foi utilizado para prever
o teor de fenolicos totais em cachagas envelhecidas. Uma vez que a SEN ndo é adequada para
efeitos de compara¢do com outros métodos, a y do método também foi calculada com base na
estimativa de & de 0,0056. O inverso da y indicou que o método é capaz de discriminar a
diferenca de concentracdo minima de 0,05 mg EAG L™ para cachacas envelhecidas,
considerando o ruido instrumental aleatério como a Unica fonte de erros. Os limites de
deteccdo (LD) e de quantificagdo (LQ) também foram estimados com base em & e Seus

valores foram 0,17 e 0,53 mg de EAG L™, respectivamente.

5.3.2.2.3. Bias, RPD e RER

Considerando a estimativa do viés mostrada na Tabela 5, um valor de t de 0,49 foi
obtido, abaixo do t critico (2,05), calculado com 27 graus de liberdade (nUmero de amostras
de validacdo) no nivel de 95% de confianca. Este resultado indica a auséncia de um viés
estatisticamente significativo. O valor de RPD calculado para a calibracdo, 4,53 e para a
validacdo, 3,43, indicam que o modelo é bom e o RER de 17,04 calculado indica que o
modelo tem uma alta utilidade pratica.

Considerando que a legislacdo brasileira estabelece que o teor de fendlicos totais deve
ser determinado em cachagas envelhecidas, 0 modelo desenvolvido é de ampla aplicacéo real.
Além disso, todas as figuras de mérito calculadas estdo dentro da faixa aceitavel, enfatizando
que, de acordo com Williams [93] modelos com R*> 0,90 ¢ RPD > 3,0 sdo bem sucedidos,
logo, 0 modelo aqui proposto pode ser considerado como tal.

O teor de fendlicos totais detectados nas cachacas envelhecidas comerciais analisadas
variou de: 1,66 a 76,44 mg EAG L™ para as amostras envelhecidas em amendoim:;
8,10 a 60,28 mg EAG L™ para o balsamo; 2,63 a 74,34 mg EAG L™ para o carvalho;
1,22 a 29,98 mg EAG L™ para o jequitiba; 2,20 a 85,30 mg EAG L™ para umburana e
18,08 a 45,72 mg EAG L™ para os blends. Estes resultados sdo consistentes com outros
trabalhos publicados e a grande dispersao do contetido fenolico determinado para cada classe
de madeira pode ser explicado devido a grande variabilidade das amostras: a maioria das
amostras sdo "armazenadas" (ou seja, ndo ha garantia da madeira utilizada no
envelhecimento) e seu tempo de envelhecimento variou muito (quando informado, variou de

seis meses a seis anos). Além disso, algumas amostras poderiam se tratar de blends.
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Faria et al. determinaram o conteddo de compostos fendlicos totais em cachaca
envelhecida por seis meses em pequenos barris de oito diferentes madeiras brasileiras e
carvalho. Neste trabalho, os barris foram submetidos ao processo de queima antes de
envelhecimento e os teores encontrados variaram de 8 a 30 mg EAG L™ [60].

Alcarde et al. quantificaram niveis muito mais baixos de compostos fendlicos em
cachacas que foram envelhecidas por trés anos em barris de 245 L de capacidade
confeccionados com diferentes madeiras brasileiras e carvalho. Os niveis variaram de
0,2 a 4,7 mg EAG L. Neste trabalho, os autores também encontraram niveis mais elevados
em cachaca envelhecida em umburana (4,7 mg EAG L™) [120].

Anjos et al. envelheceram uma cachaca de alambique durante um ano em um barril de
carvalho de 200 L e aliquotas foram analisadas a cada més. O teor de compostos fendlicos néo
excedeu 16 mg EAG L™ [19]. Por fim, Cardoso et al. e Silva et al. usaram serragem de varias
madeiras brasileiras e carvalhos de diferentes origens (americano, inglés, francés, escocés,
espanhol, polonés). Estas serragens de madeira foram deixadas em contato com uma cachaca
industrial durante 26 dias em agitador, acelerando o processo de envelhecimento. Nestes
estudos, o conteudo de compostos fenolicos totais foram muito mais elevados, variando de
128 2 1085 mg EAG L™ [18, 119].

5.4. Concluséo

De acordo com a legislacdo brasileira, € necessario provar que a cachaca foi
envelhecida em madeira, detectando a presenga de compostos fendlicos. O método mais
comumente utilizado para quantificar o contetdo fendlico total € o método de FC. Este
método é demorado, consome reagentes e, alem disso, gera residuos. Assim, este trabalho
propés um método direto e mais limpo para a determinacdo do teor de fendlicos totais em
cachagas envelhecidas através da analise de espectros UV-Vis de cachagas envelhecidas
diluidas e 0 método de calibragdo multivariada PLS. O tempo gasto na andlise de cada
amostra € de cinco minutos no método multivariado proposto contra 40 minutos no método de
FC. Resultados satisfatorios foram obtidos em uma faixa ampla de concentracdo de
0,73 a 82,34 mg EAG L™. O método foi validado através da estimativa de figuras de mérito
multivariadas. Assim, o método proposto é adequado para a determinagédo rapida do teor de
fenolicos totais em cachacas envelhecidas e pode ser uma alternativa para as analises de

rotina.
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Evolucéo de compostos quimicos responsaveis pelo
envelhecimento de cachacas armazenadas em
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6. Evolucao de compostos quimicos responsaveis pelo envelhecimento de cachacas

armazenadas em diferentes madeiras

6.1. Introducéo

Os compostos responsaveis pelo sabor, aroma e flavor de bebidas alcodlicas
envelhecidas sdo os acidos fendlicos, os aldeidos fendlicos, 0s taninos e outros compostos
classificados como compostos fendlicos de baixo peso molecular. Muitos deles sdo utilizados
como marcadores ou indicadores do envelhecimento, uma vez que sua presenga no destilado
comprova que a bebida foi, de fato, envelhecida em tonéis de madeira.

As alteracbes que ocorrem nos componentes das bebidas destiladas durante o
envelhecimento podem ser divididas em sete tipos [124]:

1) Extracéo direta dos componentes das madeiras.

2) Decomposicdo de macromoléculas que compde a estrutura da madeira (lignina,
celulose e hemicelulose) e sua incorporagdo na bebida.

3) Reacbes dos componentes da madeira com os componentes do destilado ndo
envelhecido.

4) ReacBes envolvendo apenas os materiais extraidos da madeira.

5) ReacOes envolvendo apenas os componentes do destilado.

6) Evaporacdo de compostos de baixo ponto de ebulicdo através das paredes do barril.

7) Formac&o de clusters estaveis entre moléculas de etanol e agua.

Segundo Nishimura et al., a formacdo de acidos e aldeidos aromaticos derivados da
lignina em bebidas envelhecidas pode dar-se pelos seguintes mecanismos [124]:

1) Degradacdo da lignina pela flambagem ou queima da madeira durante a confecgao
dos barris.

2) Extracdo de compostos monomeéricos presentes na madeira pela bebida.

3) Etandlise da lignina, especialmente em meio acido.

4) Transformacdo de compostos pré-existentes na bebida.

Puech propds um modelo de degradacdo da lignina, que evidencia a influéncia do
oxigénio na formacgédo dos produtos [117]. A estrutura parcial da lignina pode ser vista na

Figura 14 e o modelo proposto por Puech pode ser visto na Figura 15.
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Figura 15. Extracéo e evolucéo da lignina.

Mararse e Berg ao analisarem o efeito oxidativo na lignina, observaram que o aumento
na concentracdo de oxigénio acarretou altos teores dos aldeidos vanilina, siringaldeido,
sinapaldeido e coniferaldeido e dos &cidos vanilico e siringico. A presenca de oxigénio
durante a extragdo dos componentes da madeira ndo afetou a concentracdo dos &cidos
sinapico e ferualico [125].

Como regra geral, o siringaldeido e vanilina sdo os compostos predominantes em
bebidas alcodlicas envelhecidas. No entanto, outros compostos como 0s acidos siringico,
sinapico, vanilico e ferulico, bem como os seus ésteres também podem ser encontrados [16].

Muitos autores tém proposto que a quantificacdo de marcadores do envelhecimento
pode ser utilizada para prever o tempo 6timo requerido para o envelhecimento da bebida
destilada [126-128]. No entanto, a extracdo destes compostos depende de varios fatores, como
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0 tipo de madeira utilizada na confeccdo do barril, o tamanho do barril, o tratamento
previamente utilizado no barril (tendo em vista que varios barris sdo flambados antes de
serem utilizados para o envelhecimento de bebidas) e todas estas variaveis influenciam no
processo de extracdo destes compostos. Assim, 0os mecanismos de maturagdo ndo foram
completamente elucidados e nenhum indice quimico ou fisico de confianca esta disponivel
para indicar o avanco da maturacdo [124], conforme ja falavam Nishimura e Matsuyama em
1989, sendo esta afirmacdo verdadeira até os dias atuais.

Varios autores ja quantificaram estes marcadores em cachagas envelhecidas durante
diferentes tempos e em diferentes madeiras nacionais e carvalho [15, 16, 18, 19, 73, 74]. No
entanto, o objetivo desta aplicacdo foi corroborar com o estado da arte, buscando através de
métodos quimiométricos, padrGes de agrupamento para cachacas envelhecidas durante um
ano em barris de amendoim, balsamo, carvalho, jequitib4 e umburana. Também pela primeira
vez foi feito o estudo de envelhecimento de cachaca em barris de amendoim. Em trabalho
anterior, os autores estudaram o comportamento de cachaca ap0s extracdo em serragem desta
madeira [18].

6.2. Parte Experimental

6.2.1. Instrumentacao e processamento de dados

As massas dos barris foram obtidas com uma balanca eletrénica Triunfo Max DST-30-
CIT.

O teor alcodlico das amostras foi determinado com um densimetro automéatico Anton
Paar DMA 4500.

A acidez das amostras foi determinada utilizando-se um pHmetro Nova Técnica.

As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatografo a liquido
Shimadzu, modelo LC-20AT com detector UV-Vis modelo SPD 20A. A separacdo foi
realizada em uma coluna Kinetex (octadecilsilano) de 150 mm x 4,6 mm com particulas de
2,6 um.

Os dados foram analisados utilizando-se o software MATLAB, versdo 7.9 (The Math
Works, Natick, MA, EUA) e 0 PLS Toolbox, versdo 6.5 (Eigenvector Technologies, Manson,
WA, EUA).
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6.2.2. Materiais e amostras

Os sessenta litros de cachaca de alambique utilizados foram comprados da Bebidas
Apa Industria e Comércio LTDA (Belo Horizonte, MG).

Os barris de amendoim, balsamo, carvalho, jequitibA e umburana, de 10 litros de
capacidade cada um, foram comprados da Tanoaria MB de Barros Neto (Ribeirdo Preto, SP).

Os padrdes de acido galico, acido vanilico, &cido siringico, vanilina, sinapaldeido,
siringaldeido, coniferaldeido e cumarina foram comprados todos da Sigma-Aldrich.

Os reagentes etanol (J.T. Baker), metanol (J.T. Baker), acido acético (J.T. Baker),
dimetilsulfoxido (Vetec) e 2-propanol (J.T. Baker) utilizados foram todos de grau
cromatografico. Hidréxido do sdédio (Quimex) e biftalato de potassio (Qeel) foram utilizados
para preparar as solucdes para a determinacao potenciométrica da acidez total das cachagcas.

A &gua utilizada para o preparo das solucGes foi deionizada por sistema de osmose
reversa e ultra purificador de 4gua Gehaka.

6.2.3. Procedimentos

Os barris foram tratados inicialmente com &gua fervente para a remogéo de quaisquer
impurezas existentes, como lascas de madeira e parafina, dentre outros. Apds o escaldo, foi
feito ambientacdo com a mesma cachaca utilizada para o envelhecimento. Apos estas etapas
de tratamento, os barris foram completados com a cachaca de alambique ndo envelhecida e
guardados num local sem iluminacdo e protegidos de vibragdes. Os barris ndo foram
submetidos a processo de queima interna. Uma amostra da cachaca ndo envelhecida foi
armazenada em frasco de vidro ambar durante o periodo de envelhecimento e também foi
analisada.

Aliquotas de cerca de 100 mL de cachaga foram retiradas de cada barril durante o
envelhecimento (um més, dois meses, quatro meses, seis meses, oito meses, 10 meses e
12 meses), totalizando 35 amostras, que foram guardadas em frascos ambar, ao abrigo da luz,
para posterior analise.

Para a determinacdo potenciométrica da acidez total das amostras foi preparada uma
solucdo de hidroxido de sédio (0,0013 mol L™), padronizada com solucdo de biftalato de
potassio (0,005 mol L™Y).

As solugdes estoque dos analitos que foram quantificados por HPLC foram preparadas
em metanol e as triplicatas das solucdes de trabalho foram preparadas em solucéo etanol:agua
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50% (v/v). Antes da andlise cromatografica as amostras e os padrdes foram filtrados com
filtro de membrana de nylon de 0,45 pum.

A quantificacdo dos marcadores de envelhecimento foi realizada utilizando-se o
método de padronizacdo externa. O comprimento de onda empregado para todos os analitos
foi de 280 nm. O volume injetado das amostras e do padréo foi de 15 pL e o tempo de corrida
para cada amostra foi de 36 minutos. A eluicdo foi realizada em sistema do tipo gradiente
terciario e pode ser visto na Tabela 6. A fase A consistiu de uma solucdo 2 % (v/v) de acido
acetico em agua. A fase B consistiu de uma combinacdo 45:35:18:2 % (v/v) de 2-propanol,
dimetilsulfoxido, agua e &cido acético, respectivamente. E a fase C consistiu de uma
combinagdo 40:40:18:2 % (v/v) de 2-propanol, dimetilsulfoxido, dgua e &cido acetico,
respectivamente.

Tabela 6. Gradiente de eluicdo empregado para 0 método cromatografico

Tempo (min) Fases
A B c*
0,01 95 5 0
6,00 80 20 0
6,01 80 0 20
18,01 95 5 0
36,00 95 5 0

% Solucdo 2 % (v/v) de acido acético em agua.
b Solucgéo 45:35:18:2 % (v/v) de 2-propanol, dimetilsulfoxido, agua e acido acético.

¢ Solug&o 40:40:18:2 % (v/v) de 2-propanol, dimetilsulféxido, 4gua e acido acético.

6.3. Resultados e Discusséao

Na Figura 16 vé-se os cinco barris utilizados para o envelhecimento da cachaga no
local onde eles ficaram armazenados durante o periodo de um ano. As madeiras escolhidas
para o estudo: amendoim, balsamo, carvalho, jequitiba e umburana sdo as principais madeiras

utilizadas para a confecgédo de barris para envelhecimento de cachaca em todo o Brasil.
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Figura 16. Barris de amendoim, balsamo, carvalho, jequitib4 e umburana que foram utilizados
para o envelhecimento da cachaga analisada.

6.3.1. Perdas por evaporacao durante o envelhecimento

O envelhecimento € um processo dinamico e como as paredes dos barris sdo porosas,
durante este processo perde-se agua e etanol por difusdo e evaporacdo. Assim, com o objetivo
de acompanhar o volume de cachaca perdido durante o envelhecimento, os barris foram
pesados, e as massas registradas. Este acompanhamento foi feito durante um ano de
envelhecimento e o perfil de perda por evaporacdo para cada barril pode ser visto na
Figura 17.

Através da analise do gréafico, vé-se que carvalho e balsamo apresentaram o mesmo
perfil de perda, sendo os barris que apresentaram a menor perda de massa durante o processo
de envelhecimento, seguido dos barris de amendoim e umburana; ja o barril de jequitiba foi o
que apresentou maior perda durante o envelhecimento.

Estas diferencas de perda durante o processo podem ser justificadas pelas diferencas
de permeabilidade das madeiras. De acordo com Dias [65] o carvalho pode ser classificado

como permeavel a levemente permeavel, o balsamo como pouco permeavel, a umburana pode
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ser classificada como permeavel e o jequitibd possui alta permeabilidade. J& o amendoim

apresenta baixa permeabilidade [129].

40.0%
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20,0%

Perda (% m/m)
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U=UI:.I___-;':I I I I I
0 2 4 6 8 10 12

Tempo de Envelhecimento (meses)

Figura 17. Variagdo da massa dos barris devido a perda por evaporacéo durante o
envelhecimento da cachaga: amendoim (#), balsamo (m), carvalho (), jequitiba (e) e umburana (e).

6.3.2. Teor alcodlico das cachacas durante o envelhecimento

O teor alcodlico de todas as amostras de cachagas foi determinado diretamente com
um densimetro automatico e por causa da alta reprodutibilidade da analise, apenas algumas
amostras foram feitas em triplicata, para controle.

Analisando os dados da Figura 18, vemos que todas as cachagas perderam etanol
durante o processo de envelhecimento, diminuindo o seu teor alcodlico. A cachaga
envelhecida em jequitibd novamente apresentou o comportamento mais dispar em relacdo
aquelas envelhecidas em outras madeiras, o que pode indicar que a maior porosidade desta
madeira leva a maior perda de etanol por evaporacdo durante o processo de envelhecimento.

Durante o envelhecimento perde-se preferencialmente dgua pelos poros da madeira,
mas moléculas de &lcool também podem ser perdidas. O etanol, além de ser perdido por
evaporacao, também participa de rea¢Ges de oxidacao que levam a formacdo de acetaldeido e

acido acético.
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Figura 18. Variagao do teor alcodlico das cachagas durante o envelhecimento: amendoim (¢),
balsamo (m), carvalho (A), jequitiba (e) e umburana (e).

6.3.3. Acidez total das cachacas durante o envelhecimento

Durante o envelhecimento a acidez total de cada cachaca foi determinada em triplicata
através de titulacdo potenciométrica. ApoOs as analises, os valores de acidez total obtidos
foram corrigidos, levando em conta a perda de etanol ocorrida nos barris durante o
envelhecimento.

Conforme pode ser visto na Figura 19, todas as cachacas tiveram o teor de acidez
aumentado durante o envelhecimento, o que se explica pela reacdo de oxidacdo do etanol
levando & formacdo de acetaldeido e &cido acético, conforme pode ser visto a seguir na

equacéo da reacdo quimica.

0, 02

CH;CH,OH — CH3COH —  CH3;COOH

etanol acetaldeido acido acético
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Figura 19. Variacéo da acidez total das cachacas durante o envelhecimento: amendoim (#),
balsamo (m), carvalho (A), jequitiba (e) e umburana (e).

6.3.4. Andlise cromatografica para quantificacdo de marcadores de

envelhecimento em cachacas

6.3.4.1. Escolha do comprimento de onda

Inicialmente testou-se alguns métodos cromatograficos relatados na literatura para a
determinacdo de compostos fendlicos em cachacgas envelhecidas em barris de madeiras [15,
16, 18]. No entanto, estes métodos ndo forneceram bons resultados para as amostras
analisadas, logo um novo método cromatografico foi desenvolvido.

O comprimento de onda de 280 nm foi escolhido para a quantificacdo de todos os
analitos estudados, por ser o comprimento de onda no qual todos os compostos marcadores do
envelhecimento de bebidas absorvem. Apesar deste ndo ser o comprimento de onda de
absorcdo maximo para todos os compostos, testes t indicaram que curvas construidas com as
areas obtidas em 280 nm comparadas com aquelas construidas com as areas obtidas no
comprimento de absor¢cdo maximo de cada analito ndo apresentaram diferenca significativa,

com 95% de confianca.
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6.3.4.2. Identificacdo dos analitos

Para a identificacdo dos analitos nas amostras, alem do tempo de retencdo, algumas
amostras receberam adicdo dos padrdes para a confirmacdo dos compostos. Quando houve
duvida sobre a identidade de um composto, devido a variacbes no tempo de retencdo, 0s
espectros UV-Vis gerados foram analisados.

6.3.4.3. Condicdes da separacao

Para a otimizacdo do método foram realizados testes com diferentes fases moveis e
gradientes de eluicdo. A melhor condigdo encontrada foi com a temperatura da coluna de
30 °C, fluxo de 0,80 mL min™, trés fases méveis e gradiente de eluicdo terciario, conforme

apresentado na Tabela 6.

6.3.4.4. Curvas de calibragéo e limites de deteccao e quantificacéo

As curvas de calibracdo foram construidas através da regressdo linear das areas dos
picos referentes a cada analito. Os seguintes niveis de concentracdo foram preparados a partir
de um pool dos analitos: 0,50, 1,00, 2,00, 3,00, 5,00, 8,00, 10,00, 20,00 e 30,00 mg L™*. A
Tabela 7 apresenta os parametros calculados para as curvas de cada analito quantificado: os
coeficientes linear (a), angular (b) e de correlacdo (r) e os limites de deteccdo e quantificacéo.
Os limites foram determinados a partir do desvio padrdo das medidas de dez amostras

contendo os analitos nas menores concentragdes analisadas.

Tabela 7. Parametros calculados para as curvas dos analitos quantificados em cachagas envelhecidas

Composto a b r LD LQ
(mgL™) (mgL™)
Siringaldeido 2,29 x 10° 3,13 x 10* 0,9988 0,05 0,15
Sinapaldeido 7,64 x 10° 5,77 x 10° 0,9989 0,08 0,28
Coniferaldeido 7,25 x 10° 1,47 x 10* 0,9990 0,03 0,11
Vanilina 1,24 x 10° 1,71 x 10* 0,9982 0,04 0,13
Acido Vanilico 6,76 x 10° 1,29 x 10* 0,9983 0,04 0,14
Acido Siringico 1,72 x 10° 2,28 x 10* 0,9983 003 011
Acido Galico 7,81 x 10° 2,17 x 10* 0,9999 0,06 0,20

Cumarina 2,42 x 10° 3,64 x 10* 0,9988 0,05 0,17
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Os cromatogramas obtidos ap6s a otimizacdo das condi¢cBes de separacdo sdo
apresentados nas Figuras 20 a 24. O método apresentou seletividade satisfatoria, uma vez que

nenhuma interferéncia na analise foi causada pela presenca de outros compostos.

r r r r r r
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Tempo de retengdo (min)

Figura 20. Cromatogramas das cachacas envelhecidas no barril de AMENDOIM nos tempos
de 1més (==), 6 meses (==) e 12 meses (==). Picos: 1) &cido gélico, 2) &cido vanilico, 3) &cido
siringico, 4) siringaldeido, 5) vanilina, 6) sinapaldeido, 7) coniferaldeido.
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Figura 21. Cromatogramas das cachagas envelhecidas no barril de BALSAMO nos tempos de
1més (=), 6 meses (=) e 12 meses (==). Picos: 1) acido galico, 2) acido vanilico, 3) acido siringico,
4) siringaldeido, 5) vanilina, 6) sinapaldeido, 7) coniferaldeido.
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Figura 22. Cromatogramas das cachagas envelhecidas no barril d¢ CARVALHO nos tempos
de 1més (==), 6 meses (==) e 12 meses (==). Picos: 1) &cido galico, 2) &cido vanilico, 3) acido
siringico, 4) siringaldeido, 5) vanilina, 6) sinapaldeido, 7) coniferaldeido.
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Figura 23. Cromatogramas das cachacas envelhecidas no barril de JEQUITIBA nos tempos
de 1més (=), 6 meses (=) e 12 meses (==). Picos: 1) acido gélico, 2) &cido vanilico, 3) acido
siringico, 4) siringaldeido, 5) vanilina, 6) sinapaldeido, 7) coniferaldeido.
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Figura 24. Cromatogramas das cachacas envelhecidas no barril de UMBURANA nos tempos
de 1més (==), 6 meses (==) e 12 meses (==). Picos: 1) &cido galico, 2) &cido vanilico, 3) acido
siringico, 4) siringaldeido, 5) vanilina, 6) sinapaldeido, 7) coniferaldeido, 8) cumarina.

6.3.4.5. Quantificacdo dos marcadores nas cachacas envelhecidas

A cachaca de alambique ndo envelhecida utilizada para preencher os barris também foi
analisada cromatograficamente e nenhum dos compostos fenolicos marcadores do
envelhecimento foi detectado. Logo, a origem destes compostos nas cachacgas analisadas
deve-se unicamente ao processo de envelhecimento.

Nos gréaficos a seguir (Figuras 25 a 36) podemos ver 0 aumento da concentracdo de
aldeidos fendlicos e acidos fendlicos durante o periodo de envelhecimento de um ano para as
cinco madeiras estudadas. Estas concentra¢6es foram corrigidas, levando em conta a perda de

etanol ocorrida nos barris durante o envelhecimento.
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6.3.4.5.1. Cachaga envelhecida em barris de amendoim
Nesta cachaca houve a predominancia de vanilina, dentre os aldeidos fendlicos

estudados (Figura 25) e dentre os &cidos fendlicos analisados, os acido vanilico e siringico
(Figura 26).
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Figura 25. Aumento do teor de aldeidos fendlicos na cachaga envelhecida em barril de
AMENDOIM: coniferaldeido (e), sinapaldeido (e), siringaldeido (e) e vanilina (e).
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Figura 26. Aumento do teor de acidos fendlicos para a cachaca envelhecida em barril de
AMENDOIM: &cido gélico (), &cido siringico () e &cido vanilico (e).

6.3.4.5.2. Cachaca envelhecida em barris de balsamo

Esta cachaca apresentou o mesmo perfil que a envelhecida em amendoim, tanto
guanto aos aldeidos fendlicos, com a predominancia de vanilina (Figura 27), quanto aos
acidos, com a predominancia dos acidos siringico e vanilico (Figura 28), No entanto esta
cachaca apresentou teores mais elevados destes compostos, quando comparado a cachaca

envelhecida em amendoim.
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Figura 27. Aumento do teor de aldeidos fendlicos na cachaga envelhecida em barril de
BALSAMO: coniferaldeido (e), sinapaldeido (), siringaldeido (e) e vanilina (e).
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Figura 28. Aumento do teor de acidos fendlicos para a cachaca envelhecida em barril de
BALSAMO: &cido galico (e), &cido siringico (e) e acido vanilico (e).



6. Evolucéo de compostos quimicos responsaveis pelo envelhecimento de cachacas armazenadas em
diferentes madeiras. 96

6.3.4.5.3. Cachaca envelhecida em barris de carvalho
Esta cachaca apresentou também teores elevados de vanilina (Figura 29), mas com

relacdo aos acidos, o galico foi predominante (Figura 30).
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Figura 29. Aumento do teor de aldeidos fenolicos na cachaca envelhecida em barril de
CARVALHO: coniferaldeido (e), sinapaldeido (e), siringaldeido (e) e vanilina (e).
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Figura 30. Aumento do teor de &cidos fenolicos para a cachaca envelhecida em barril de
CARVALHO: acido gélico (e), acido siringico (e) e &cido vanilico (e).
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6.3.4.5.4. Cachaca envelhecida em barris de jequitiba
Assim como a cachaca envelhecida em carvalho, na cachaca envelhecida em jequitiba
houve predominancia de vanilina e acido galico, mas em concentracdes menores que aquelas

determinadas para carvalho (Figuras 31 e 32).
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Figura 31. Aumento do teor de aldeidos fendlicos na cachaga envelhecida em barril de
JEQUITIBA: coniferaldeido (e), sinapaldeido (e), siringaldeido (e) e vanilina (e).
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Figura 32. Aumento do teor de acidos fendlicos para a cachaca envelhecida em barril de
JEQUITIBA: &cido galico (e), acido siringico (e) e &cido vanilico (e).
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6.3.4.5.5. Cachaca envelhecida em barris de umburana

Esta cachaca apresentou um perfil bem diferente das demais, com predominancia de
cumarina e siringaldeido (Figura 33 e 34) e entre os acidos, se destaca os altos teores de acido
vanilico (Figura 35 e 36).

Os teores de cumarina calculados para a cachacga envelhecida em umburana séo muito
superiores a faixa de trabalho determinada para este composto, logo ndo se tem confianca

estatistica nos teores determinados, mas pode-se inferir que eles séo altos.
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Figura 33. Aumento do teor de aldeidos fenolicos na cachaga envelhecida em barril de
UMBURANA, destacando a predominancia da cumarina: coniferaldeido (e), sinapaldeido (e),
siringaldeido (e), vanilina (e) e cumarina (e).
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Figura 34. Aumento do teor de aldeidos fendlicos na cachaga envelhecida em barril de
UMBURANA: coniferaldeido (e), sinapaldeido (e), siringaldeido (e) e vanilina (e).
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Figura 35. Aumento do teor de &cidos fendlicos para a cachaca envelhecida em barril de
UMBURANA, destacando a predominancia do &cido vanilico: acido géalico (e), &cido siringico (e) e
acido vanilico (e).
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Figura 36. Aumento do teor de &cidos fendlicos para a cachaca envelhecida em barril de
UMBURANA: &cido galico (e), &cido siringico (e) e acido vanilico (e).

6.3.5. Analise exploratoria

Foi realizado um PCA buscando encontrar padrdes de agrupamento para as cachacas
envelhecidas durante um ano em barris de amendoim, balsamo, carvalho, jequitiba e
umburana. Assim, organizou-se 0s seguintes dados: as concentracdes dos aldeidos e &cidos
fenolicos determinados, a acidez total, o teor alcodlico e a perda de massa dos barris durante o
primeiro, 0 segundo, 0 quarto, o sexto, o oitavo, o décimo e o décimo segundo meses de
envelhecimento para as cinco madeiras estudadas em uma matriz de dimensdes 35 x 11
(amostras x variaveis estudadas). Os dados de teor alcoolico e das concentragdes de aldeidos e
acidos foram corrigidos, levando em conta a perda de etanol ocorrida nos barris durante o
envelhecimento.

Ap0s autoescalar os dados, construiu-se 0 modelo PCA com trés CP que explicaram
88% da variancia total dos dados. Nas Figuras 37 e 38 podem ser vistos os graficos biplot de
CP1 versus CP2 e CP1 versus CP3, que mostram os padrdes de agrupamento das amostras e a

relacdo que cada variavel estudada tem sobre o agrupamento formado.
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Figura 37. Grafico biplot de CP1 versus CP2 para as amostras de cachacas envelhecidas
durante um ano em barris de amendoim ('¥), balsamo (*), carvalho (m), jequitiba (¥) e umburana (#).

A partir da analise do grafico biplot de CP1 versus CP2 (Figura 37), dois padrdes de
informagdo podem ser vistos: CP1 explica as amostras envelhecidas em amendoim, balsamo,
carvalho e jequitiba e CP1 versus CP2 explicam as amostras envelhecidas em umburana.

Analisando o grafico da Figura 37 verifica-se que CP1, que corresponde a 42% da
variancia total dos dados, é responsavel pela separacdo das amostras em funcéo do tempo de
envelhecimento. As amostras com menor tempo de envelhecimento tendem a ocupar a parte
negativa de CP1, enquanto as amostras com maior tempo de envelhecimento tendem a ocupar
a parte positiva de CP1. As varidveis responsaveis por esta separa¢do sdo: o coniferaldeido, o
siringaldeido, a vanilina, os &cidos galico e siringico e a perda por evaporagdo, na parte

positiva de CP1, em contraponto ao teor alcodlico, na parte negativa de CP1. A partir desta
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andlise, infere-se que o teor dos compostos fendlicos s passa a ser significativo para a
distingdo das amostras envelhecidas, a partir de: quatro meses para balsamo e carvalho e oito
meses para amendoim e jequitiba. O teor alcoodlico é responsavel pela separacdo das amostras
com menor tempo de envelhecimento.

Analisando o grafico de CP1 versus CP2, na Figura 37, vemos que CP2, que
corresponde a 33% da variancia total dos dados, é responsavel pelo agrupamento das amostras
envelhecidas em umburana. Sendo que mesmo dentro do grupo destas amostras, existe a
separacdo entre as amostras pelo tempo de envelhecimento. Sendo que as amostras
envelhecidas por maior tempo se caracterizam pelos maiores teores de cumarina, acido
vanilico, sinapaldeido e acidez. Enquanto as amostras envelhecidas por menor tempo se
caracterizam pela variavel teor alcoolico.

Outro padrdo percebido é que CP1 coloca as variaveis teor alcodlico e perda em
quadrantes opostas, pois quanto maior a perda por evaporacdo, menor o teor alcodlico do

destilado, uma vez que neste processo de envelhecimento perdeu-se etanol, em detrimento da

agua.
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Figura 38. Gréfico biplot de CP1 versus CP3 para as amostras de cachacas envelhecidas
durante um ano em barris de amendoim ('¥), balsamo (*), carvalho (m), jequitiba (%) e umburana (#).
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O gréfico biplot de CP1 versus CP3 (Figura 38) mostra a separacdo das amostras
envelhecidas em jequitiba (a partir do quarto més) que se caracterizaram pela perda de massa
por evaporacgdo, que, conforme ja discutido, foi maior para esta madeira devido a sua maior
permeabilidade. A CP3 foi a responsavel por este padrdo de informacdo, com 13% da
variancia total dos dados.

Dias et al. num trabalho publicado em 1998 [15] analisaram cachacas envelhecidas
por 6 meses em barris de carvalho, umburana, balsamo, jequitiba, jatoba e ipé. Os autores
sugeriram marcadores de envelhecimento para cada uma das madeiras. Como marcadores
para a umburana eles indicaram o 4cido vanilico e o sinapaldeido. Tal resultado é condizente
com os apontados pela presente aplicacdo que, além destes dois compostos, também indicou a
cumarina, que ndo foi estudada por Dias et al., como marcador para esta madeira,

Campos et al. em trabalho publicado em 2004 [73], analisaram uma cachaca extraida
durante 48 horas em cubos tostados de umburana, balsamo e carvalho. Os autores concluiram
gue a concentracdo de compostos fendlicos extraidos na cachaca que ficou em contato com a
umburana foi maior que aquela em contato com as outras madeiras. Este resultado também é
condizente com o encontrado na presente aplicacdo, na qual a soma de todos os compostos
analisados para a cachaca envelhecida em umburana foi a maior, 128,84 mg L™. Para as
demais madeiras a soma foi de 19,75 mg L™ para amendoim, 35,27 mg L™ para balsamo,
33,74 mg L™ para o carvalho e 12,80 mg L™ para o jequitiba.

Num trabalho publicado em 2009 [18], Silva et al. analisaram cachagas que foram
extraidas em serragens de madeiras nacionais (jatoba, cabreGva-parda, amendoim, canela-
sassafrds e pequi) e carvalho por 26 dias em mesa agitadora. Concluiram que a cachaca
extraida em carvalho tem maior teor dos compostos siringaldeido e coniferaldeido, enquanto a
cachaga extraida nas madeiras brasileiras tém maiores teores de cumarina e catequinas. Na
presente aplicacdo, nenhuma catequina foi estudada, no entanto a cumarina foi o composto
com maior teor dentre os pesquisados, mas foi detectado apenas na cachaga envelhecida em
umburana.

Em 2011, Anjos et al. [19] estudaram a concentragdo de compostos fenolicos em
100 L de cachaca envelhecida durante um ano em barril de carvalho de 200 L. Os autores
concluiram que os compostos majoritarios foram o siringaldeido e o acido galico. Além disso,
encontraram correlagdo positiva entre as concentracBes de vanilina e &cido vanilico,

siringaldeido e &cido siringico e entre o teor de fendlicos totais e a cor. E correlagdo negativa
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entre o teor de cumarina e acido o-cumarico. Nesta aplicacdo também podem ser vistas
correlagdes positivas entre vanilina - acido vanilico e siringaldeido - acido siringico, mas para
todas as madeiras estudadas e ndo apenas para o carvalho. Tal comportamento pode ser
explicado de acordo com a proposta de Puech [117] para o envelhecimento de bebidas,
segundo a qual os &cidos siringico e vanilico sdo produzidos a partir da oxidacdo de seus

aldeidos fendlicos, o siringaldeido e a vanilina, respectivamente.

6.4. Concluséo

O envelhecimento de bebidas destiladas € importante porque além de melhorar suas
propriedades organolépticas, agrega valor ao produto final. Sendo assim, o envelhecimento é
uma etapa importante também na producdo de cachacgas. Além do carvalho, outras madeiras
nativas sdo amplamente utilizadas nesta etapa, o que torna a cachaca uma bebida ainda mais
peculiar. Neste trabalho, os compostos fendlicos de baixo peso molecular, sabidamente
marcadores de envelhecimento, foram quantificados em cachacas envelhecidas durante um
ano em barris de carvalho e de quatro madeiras nativas: amendoim, balsamo, jequitiba e
umburana. Além dos marcadores de envelhecimento, também foram determinadas a acidez
total, o teor alcoodlico e a perda de massa dos barris durante este tempo. Estas variaveis foram
organizadas e realizou-se uma analise por PCA. Esta analise mostrou que, em quatro dos
cinco tipos de madeira estudados, o periodo de um ano é insuficiente para diferenciar as
cachagas envelhecidas. Apenas a cachaca envelhecida em umburana foi diferenciada das
demais, sendo que as variaveis responsaveis por esta separacdo foram os maiores teores de
cumarina, acido vanilico, sinapaldeido e acidez total.

Assim, conclui-se que novos estudos devem ser feitos, com tempos maiores de
envelhecimento, a fim de que se obtenha maior conhecimento acerca deste processo para as
outras madeiras, possibilitando o estabelecimento de perfis caracteristicos com base nos

teores dos compostos fendlicos predominantes.
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7. Modificacdo do método de Hewitt para a determinacdo de furfural em
cachacas

7.1 Introducao

O furfural, aldeido resultante da decomposicdo quimica de carboidratos
presentes no mosto, € um contaminante que tem sua concentracdo regulamentada pelo
MAPA. Segundo a legislacdo brasileira, o limite maximo aceito das somas de furfural e

hidroximetilfurfural é de 5 mg 100 mL™ de alcool anidro [1].

O

Figura 39. Estruturas do furfural (A) e 5-hidroximetilfurfural (B).

De acordo com testes realizados em laboratérios com animais (ndo havendo
estudo conclusivo sobre este aldeido em seres humanos), o contato prolongado ou
repetitivo com o furfural pode causar dermatites, irritacdo da mucosa e do trato
respiratério, além de afetar o sistema nervoso central [130]. Os mecanismos de
toxicidade deste aldeido em seres humanos ainda ndo foi elucidado. Segundo o
Imediately Dangerous to Life OR Health Air Concentration (IDLH) a toxicidade do
furfural é de 100 mg L™, sendo esta a concentracdo considerada imediatamente perigosa
para a vida ou saude [131].

Este composto pode ser formado em diferentes etapas do processo de producéo
da cachaca, tais como pela pirogenizacdo da matéria organica depositada no fundo dos
alambiques ou mesmo durante o envelhecimento da bebida por meio da acdo de &cidos
sobre pentoses e seus polimeros (hemiceluloses), que podem estar presentes nos
recipientes de madeira utilizados no armazenamento da bebida [132].

O método oficial para a quantificacdo de furfural em bebidas destiladas é o
método de Hewitt, que se baseia na rea¢do do analito com anilina em meio &cido, apds
correcdo do volume de alcool para 50% v/v, e posterior analise do composto formado
em espectrofotdmetro, a 520 nm [54]. Além do método espectrofotométrico [25, 133,

134], muito autores tém utilizado HPLC [133, 135], e cromatografia gasosa [132] para a
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quantificacdo de furfural em cachagas. Os teores relatados deste contaminante variaram
de 0,006 mg 100 mL™ de &lcool anidro [132] a 39,78 mg 100 mL™ de &lcool anidro
[25].

O método oficial tem faixa de trabalho entre 0,5 e 5,0 mg L™ de furfural [133].
Tal faixa € restrita, pois a concentracdo de furfural presente nas amostras é geralmente
menor que o seu limite inferior, por isso este trabalho propde uma modificacdo do
método oficial, na qual as leituras das amostras sdo feitas utilizando-se uma técnica
analitica mais sensivel, a espectrofluorimetria.

Apesar da faixa de trabalho do método oficial satisfazer a exigéncia da
legislacdo vigente, acredita-se que com o0 avanco das técnicas analiticas e com o
aumento da demanda pela exportacdo de cachaca, os limites de contaminantes
permitidos por lei tendam a ser cada vez menores.

Assim, 0 método aqui proposto se apresenta como uma alternativa aos métodos
cromatogréficos, que apesar de serem mais sensiveis que o método oficial, sdo mais

dispendiosos.
7.2. Parte Experimental

7.2.1. Instrumentacao

O teor alcoolico das amostras foi determinado com um densimetro automatico
Anton Paar DMA 4500.

As leituras das amostras foram registradas em um espectrofotdmetro de arranjo
de diodos modelo HP 8451 A, usando uma cubeta de quartzo de 10 mm.

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos em um espectrofluorimetro
Fluoromax SPEX, usando uma cubeta de quartzo de 10 mm. O comprimento de onda de
excitacdo foi de 500 nm e os espectros de emissdo foram obtidos no intervalo de 510 a
700 nm (incrementos de 1 nm). A largura das fendas dos monocromadores de excitacdo
e de emissdo foram ambas 2 nm. O tempo de integracdo foi de 0,1 s e 0 modo de
aquisicao dos espectros foi s/r (razéo sinal-ruido).

As amostras foram homogeneizadas com o agitador de tubos Labnet. O banho
termostatico Nova Técnica modelo 281 foi utilizado para manter as amostras a 15 °C

durante a reacao.



7. Modifica¢do do método de Hewitt para a determinagéo de furfural em cachagas. 108

As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatdgrafo liquido
Shimadzu, modelo LC-20AT com detector UV-Vis modelo SPD 20A. A separacdo foi
realizada em uma coluna Shim-Pack (octadecilsilano) de 4,6 mm x 25 cm com

particulas de 5,0 um.

7.2.2. Materiais e amostras

Foram utilizados padrbes de 5-hidroximetilfurfural, furfural, anilina, cloreto
estanoso e cloreto estanico (Sigma-Aldrich), etanol 99% (Synth), acetonitrila grau
cromatografico (CRQ), além de &cido acético glacial e o acetato de aménio (Quimex).

As 33 amostras de cachacas analisadas foram adquiridas no comércio local. O
Anexo | contém um mapa com a localizacdo geogréafica de todas as amostras utilizadas
nesta tese e o Anexo IV contém uma tabela com informacGes sobre as amostras

utilizadas nesta aplicacéo.

7.2.3. Procedimentos

Foram preparadas soluc@es etanol: dgua (50% v/v) e (90% v/v).

Todas as amostras analisadas tiveram o teor alcodlico corrigido para 50% (v/v)
através da adicdo de volumes de solucéo etanol: agua (90% v/v).

A solucdo-estoque de furfural foi preparada em solucgdo etanol:agua (50% v/v) e
mantida sempre sob protecdo da luz. Esta solucédo foi avaliada e se manteve estavel por
nove meses, durante o periodo de execucdo dos experimentos.

Para a construcdo da curva de calibracdo para o método oficial de Hewitt,
volumes adequados da solugédo-estoque de furfural foram transferidos para um baléo
volumétrico de 10,00 mL. Em seguida foram adicionadas quatro gotas de anilina, com o
auxilio de pipeta Pasteur e 1,00 mL de acido acético glacial, com o auxilio de uma
micropipeta. O volume do baldo foi completado, com solucéo etanol: agua (50% v/v).
ApoOs a homogeneizagdo, o baldo foi deixado em banho termostatico, a 15 °C por
15 minutos e as leituras foram realizadas no espectrofotometro (520 nm). No preparo
das amostras o procedimento foi o mesmo, porém cada baldo recebeu 1,00 mL da
amostra de cachaca com teor alcodlico corrigido para 90% v/v. Todas as solucdes e
amostras foram preparadas em triplicata.

No método de Hewitt modificado, os volumes de anilina e &cido acético glacial
foram ajustados. Trabalhou-se com balBes volumétricos de 5,00 mL e diluicdo duas
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vezes da amostra, ou seja, pipetou-se 2,50 mL de amostra com teor alcodlico corrigido
no baldo de 5,00 mL e adicionou-se, além da quantidade da solucdo-estoque de furfural
necessaria para a adigcdo-padrdo, 55 pL de anilina e 500 uL de &cido acético glacial.
Foram mantidos os procedimentos de homogeneizacdo e resfriamento e, ap0s 0s
15 minutos, as leituras foram realizadas no espectrofluorimetro utilizando um
comprimento de excitacdo de 560 nm. Todas as solucOes e amostras foram preparadas
em triplicata.

As solucdes de furfural para o preparo da curva para quantificagdo por HPLC
foram preparadas em acetonitrila: agua (20% v/v), em triplicata. Antes da analise
cromatografica as amostras, preparadas em triplicata, foram filtradas com filtro de
membrana de nylon de 0,45 um.

A quantificacdo do furfural foi realizada utilizando-se o método de padronizagdo
externa. O comprimento de onda empregado foi de 285 nm. O volume injetado das
amostras e do padrdo foi de 20 uL. e o tempo de corrida para cada amostra foi de
60 minutos. A eluicdo foi realizada em sistema isocratico, com fase constituida de

solucdo acetonitrila: 4gua (20:80 % v/v) e fluxo de 1,0 mL min™.

7.3. Resultados e Discussao

O método de Hewitt para a quantificacdo de furfural em cachacas baseia-se na
producdo de uma imina, que é o produto da condensacdo de uma amina primaria com
um aldeido, mediante catalise acida. O produto desta reacdo é fortemente colorido

(rosa). A equacdo da reacdo quimica pode ser vista na Figura 40 [136].

NH,

€ ° CH3COOH \C‘H \Q)
S0 b »

Furfural

Anilina

Figura 40. Representacdo da reagdo quimica entre anilina e furfural.
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7.3.1. Método de Hewitt oficial

Inicialmente, foi construida uma curva de calibracdo de furfural em meio
alcoolico utilizando o método de Hewitt oficial. A faixa de trabalho para este método
foi de 0,50 a 5,00 mg L™ de furfural. Posteriormente, as amostras foram analisadas e a
maioria delas apresentou absorbancia muito menor do que aquela obtida para o menor
nivel de concentragdo quantificavel pelo método. Num segundo momento, foi testado o
aumento do caminho O&ptico, utilizando-se uma cubeta de 50 mm na intencdo de
aumentar a sensibilidade do método, mas ndo houve melhora significativa nos

resultados obtidos.

7.3.2. Método de Hewitt modificado

Na tentativa de aumentar a sensibilidade do método, foram feitos testes para
avaliar a fluorescéncia do produto formado no método de Hewitt. Estes testes indicaram
que a imina formada apresentava fluorescéncia, o que viabilizaria a utilizacdo da
espectrofluorimetria na andlise de furfural, em lugar da espectrofotometria. O interesse
nesta modificacdo reside no fato de a técnica espectrofluorimétrica ser uma técnica
analitica consideravelmente mais sensivel que a técnica espectrofotométrica, além de
apresentar faixas lineares mais amplas [63].

Apbs testes, o comprimento de onda de excitacdo de 500 nm mostrou ser o
adequado para a obtencdo do maximo de emissdo desta imina, que se da em torno de
560 nm.

A imina formada tem baixa estabilidade, entdo foram feitos testes para avaliar
qual seria o intervalo de tempo no qual as leituras poderiam ser feitas, sem perda de
sensibilidade para a quantificacdo. Segundo estes testes, a emissdo comeca a decrescer
sensivelmente 20 minutos apds as amostras serem removidas do banho termostatico
(Figura 41). Assim, estabeleceu-se que as leituras ndo deveriam ultrapassar este tempo.
Isto reduziu a quantidade de amostras a serem preparadas por batelada, mas garantiu a

maior reprodutibilidade do método.
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Figura 41. Estudo da estabilidade do composto formado no método de Hewitt
modificado nas seguintes concentragdes: 0,5 mg L™ (#); 1,0 mg L™ (m); 3,0 mg L™ (A).

Com o objetivo de aumentar a estabilidade das leituras, também foram feitos
testes seguindo a estratégia de Cerning et al. [137] que propuseram que a reacdo deveria
se processar em meio tamponado com acetato de aménio/acido acético glacial além da
presenca de sais hidratados de estanho (SnCl, e SnCl,). Os resultados ndo foram
satisfatorios, porque além desta etapa tornar o método mais dispendioso, a curva obtida
apresentou perda de sensibilidade frente a curva com solvente (alcodlica) e ndo houve

ganhos na estabilidade, conforme os resultados apresentados na Figura 42.
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Figura 42. Estudo da estabilidade do composto formado no método de Hewitt
modificado nas seguintes concentragdes: 0,5 mg L™ (#); 1,0 mg L™ (m); 3,0 mg L™ (A), apés a
adicdo de tampdo e sais de estanho ao meio reacional.
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Ap0s os testes para a otimizacgdo do tempo de leitura das amostras, foi construida
uma curva de calibragdo de furfural em meio alcodlico, com a leitura
espectrofluorimétrica. A faixa de trabalho para este método foi de 0,03 a 1,00 mg L™ de
furfural. Posteriormente, as amostras foram quantificadas. Com o objetivo de
comprovar a eficacia do método desenvolvido, as amostras também tiveram o teor de
furfural determinado utilizando um método de referéncia cromatografico (item 7.3.3.).
Comparando-se os dois resultados, observou-se que 0 método desenvolvido apresentou
teores sempre inferiores agqueles determinados cromatograficamente, o que pode ser
considerado como um indicio da ineficacia do mesmo para a analise de cachaga.

Devido a espectrofluorimetria ser uma técnica analitica muito sensivel, ela esta
também mais sujeita a efeitos de matriz, o que poderia estar acontecendo com a matriz
estudada. A compreensdo das causas do efeito de matriz em espectrofluorimetria é
tarefa complicada, especialmente no caso desta aplicacdo, que envolve uma reagdo
quimica para a producdo do fluoréforo estudado. No entanto, pode-se inferir que a
presenca de ions cloreto na cachaga poderia ser a causa da supressao de fluorescéncia,
que prejudicou o desempenho do método proposto, utilizando uma curva de calibracédo
externa. Assim, preparou-se curvas de adicdo-padrédo, obtendo-se resultados
satisfatorios, quando comparados aqueles obtidos cromatograficamente (item 7.3.4).

Convém destacar que para todas as curvas preparadas no método modificado
proposto, tanto as curvas em solvente quanto a curva de adi¢cdo-padrdo, sempre foi
preparado o branco conveniente e o sinal referente a ele foi devidamente descontado.

Outro cuidado tomado durante a otimizacdo do método proposto foi garantir que
a possivel presenca do 5-hidroximetilfurfural nas amostras ndo interferisse na
quantificacdo do furfural. Assim, foram feitos testes substituindo o furfural pelo
5-hidroximetilfurfural e tais solucdes ndo apresentaram bandas de emissédo na regido
estudada (510 a 700 nm).

Na Figura 43 vé-se um espectro de emissdo de fluorescéncia tipico para uma
amostra quantificada pelo método proposto. A imina formada na reacdo apresenta banda

maxima de emissdo por volta de 560 nm.
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Figura 43. Espectro de emissao de fluorescéncia tipico para uma amostra quantificada
pelo método de Hewitt modificado (Aexcitacio = 500 nm).

7.3.3. Método cromatografico para determinacao de furfural em cachaca

O método cromatografico utilizado para a quantificacdao de furfural em cachacas
baseou-se em um método publicado para a quantificagdo de furfural e
5-hidroximetilfurfural em refrigerantes de caju (cajuina) termicamente tratados [138].

Foram preparados niveis de concentracdo de furfural entre 0,005 e 13,00 mg L™
para a construcdo da curva de calibracdo através da regressdo linear dos dados obtidos
da area do pico referente ao analito. A faixa de trabalho para a quantificagdo do furfural
em cachacas foi de 0,10 a 3,00 mg L™. Na Tabela 8 podem ser vistos os pardmetros

calculados para esta curva.

Tabela 8. Parametros da curva para a quantificacéo de furfural em cachagas comerciais por
cromatografia liquida.

Composto a b r LD LQ
(mgL™) (mgL™)

Furfural 4,31 x 10° 1,48 x 10° 0,9995 0,015 0,030
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Na Figura 44 vé-se os teores de furfural determinados cromatograficamente em
33 amostras de cachacgas comerciais. A faixa de concentracdo do analito nestas amostras
variou entre 0,015 e 0,574 mg 100 mL™ de alcool anidro, ou seja, todas estdo dentro do

limite permitido pela legislacdo brasileira, para este contaminante.
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Figura 44. Teores de furfural determinados cromatograficamente para cachagas
comerciais: amendoim (==), balsamo (==), carvalho (=), jequitiba (=), umburana (=), ndo
envelhecida (=), plastico (=) e composta (=).

Na Figura 45 podem ser vistos 0os cromatogramas obtidos para sete das
33 amostras de cachagas analisadas. A amostra nomeada como pura 11 é uma amostra
ndo envelhecida e a amostra nomeada como plastico 1 trata-se também de uma amostra
ndo envelhecida, mas vendida em embalagem de plastico e muito consumida pelo seu

baixo preco.
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Figura 45. Cromatogramas das cachacas analisadas para a quantificagéo de furfural.
Amendoim 2 (==), balsamo 15 (=), carvalho 6 (=), jequitiba 19 (=), umburana 20 (=), pura
11 (=), plastico 1(==). Picos: 1) 5-hidroximetilfurfural. 2) furfural.

7.3.4. Comparacao entre 0s métodos

Na Tabela 9 estdo apresentados os teores de furfural determinados para sete
diferentes amostras de cachacas comerciais obtidos por trés métodos discutidos nesta
aplicacdo: o método de Hewitt modificado, o método de Hewitt modificado com adicao-
padrdo e o método de referéncia, cromatografico.
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Tabela 9. Comparagdo dos resultados obtidos para os trés diferentes métodos para quantificagao
de furfural em cachacas comerciais.

Amostra Método de Hewitt Método de Hewitt Método

modificado com

modificado com cromatografico ®

. ~ a o .
calibracéo externa adicio-padrao ®

Amendoim 2 0,071 + 0,002 0,289 + 0,012 0,244 + 0,010
Balsamo 15 0,051 + 0,001 0,103 + 0,029 0,131 + 0,002
Carvalho 6 0,064 + 0,002 0,229 + 0,031 0,238 + 0,014
Jequitiba 19 0,035 + 0,007 0,153 + 0,022 0,136 + 0,003

Umburana 20 0,061 + 0,003 0,214 + 0,021 0,192 + 0,008

Plastico 1 0,173+ 0,010 0,170 + 0,043 0,161 + 0,002
Nao envelhecida 30 0,093 + 0,004 0,198 + 0,015 0,155 + 0,015

® Concentrag®es médias expressas em mg furfural 100 mL™ &lcool anidro.

A fim de comparar os trés métodos, foram realizados testes t pareado entre 0s
valores determinados pelo método de Hewitt modificado usando curva de solvente e o
método cromatografico e entre 0 método de Hewitt modificado com adi¢cdo-padrdo e o
método cromatografico. No primeiro caso o teste indicou que ha diferenca significativa
entre os dois métodos, com 95% de confianca (tcaicutado = 4,060 > teritico = 2,447). J& NO
segundo caso o teste indicou que nédo existe diferenca significa entre os dois métodos,
com 95% de confianca (tcaicutado = 1,415> tertico = 2,447). Logo, 0 método de Hewitt
modificado com adi¢cdo-padrao pode ser utilizado para a quantificacdo de furfural em
cachacgas, em alternativa & cromatografia.

O método proposto, apesar de utilizar adigdo-padréo, apresenta vantagens em
relacdo ao método cromatogréfico. A espectrofluorimetria é uma técnica muito mais
simples, no que concerne a operacdo instrumental, além disso cada amostra requer
60 minutos de analise no método cromatografico enquanto que com este mesmo tempo
é possivel o preparo e a leitura das 5 amostras que compde a curva de adi¢cdo-padréo:
andlise da amostra em cinco niveis de concentracdo (amostra sem adi¢do, mais os 4
niveis de adicdo). Para o preparo da curva em triplicata sdo necessarias trés horas,
tempo suficiente para a analise de apenas trés amostras no método cromatografico.

Uma desvantagem do método espectrofluorimétrico proposto frente ao
cromatografico é a impossibilidade de quantificacdo do 5-hidroximetilfurfural. Além

disso 0 método proposto faz uso da anilina, um reagente cancerigeno. Mas, com relagéo



7. Modificacao do método de Hewitt para a determinacgdo de furfural em cachacas. 117

a toxicidade dos reagentes utilizados, 0 método cromatogréfico faz uso da acetonitrila,

ndo cancerigena, mas toxica.

7.4. Concluséo

A legislacdo brasileira exige a quantificagdo de furfural nas cachacas e
estabelece o limite de 5 mg 100 mL™ de 4lcool anidro para este contaminante. O método
analitico mais utilizado para este fim € o método de Hewitt, no qual o produto da reacao
entre o analito presente na amostra e a anilina € lido em espectrofotdmetro, em 520 nm.
Este método é pouco sensivel, ndo detectando concentraces menores que 0,5 mg L™ de
furfural na bebida. Assim, foi proposta uma modificagdo ao método de Hewitt, na qual
0 produto da reacéo € analisado espectrofluorimetricamente. Esta modificacdo somada a
adicdo-padréo resultou em um método que ndo diferiu estatisticamente do método
cromatografico, utilizado como referéncia para a determinacéo do analito de interesse.

Tal método se apresenta como uma alternativa ao método cromatografico, mais
dispendioso, uma vez que se acredita que, com o aumento da demanda por exportacdo
da cachaca, havera também o interesse em diminuir o nivel de contaminantes aceitos na
bebida, 0 que abrird espaco para métodos mais sensiveis e mais acessiveis para estas

analises.
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8. Conclustes Gerais e Perspectivas

As aplicacOes presentes nesta tese tiveram como objetivo principal colaborar com os
estudos sobre a cachacga, bebida tdo importante para a economia e a cultura brasileira. Trés
destas aplica¢fes contaram com métodos quimiomeétricos, que possibilitam a anélise de dados

multivariados, como os obtidos nesta tese.

A busca por métodos simples que facilitam a fiscalizacdo do tipo de madeira utilizada
no envelhecimento da cachaga; a presenca dos compostos fendlicos oriundos do
envelhecimento em madeira e a quantificacdo do contaminante furfural foram desenvolvidos,

com éxito.

Também foi feito um estudo no qual cachacas foram envelhecidas durante um ano em
barris das madeiras mais utilizadas no envelhecimento da bebida: amendoim, balsamo,
carvalho, jequitiba e umburana e durante este tempo foram analisados os perfis de compostos
fenolicos, acidez total, teor alcoolico e perdas por difusdo-evaporacdo. Ao final do estudo,
verificou-se que este periodo foi insuficiente para diferenciar quatro, das cinco madeiras
estudadas, sendo que apenas a umburana pode ser caracterizada, especialmente pelos altos

teores de cumarina, acido vanilico, sinapaldeido e pelo aumento da acidez total.

Como perspectivas, devem ser feitos estudos com tempos de envelhecimento mais
longos, preferencialmente em parceria com produtores, para se conseguir um perfil completo
do envelhecimento em ambiente realistico, o que facilitaria o desenvolvimento de modelos
para a determinagdo do tempo de envelhecimento das cachagas, além da busca de marcadores

quimicos para cada madeira.

Pela andlise dos cromatogramas das cachacas envelhecidas obtidos nesta tese,
percebe-se a existéncia de um grande nimero de compostos. Provavelmente um estudo que
contemple a identificacdo e quantificagdo da maioria destes compostos fornecera um espectro

mais amplo acerca do envelhecimento da bebida.
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Também devem ser feitos estudos para a melhoria do método de Hewitt com o intuito
de inibir o efeito de matriz observado. Isto simplificaria 0 método, possibilitando a

quantificacdo do contaminante furfural em cachacas através de curva de calibracdo externa.

Finalmente, o uso de métodos quimiométricos na analise de espectros obtidos com
técnicas analiticas sensiveis, pode ser utilizado para a quantificacdo de outros congéneres e
contaminantes presentes nas cachagas. E importante destacar que sempre se deve fazer 0 uso
de técnicas analiticas sensiveis, uma vez que as concentracdes destes compostos encontrados
na bebida sdo pequenas.
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Anexo |. Localizacdo geografica dos produtores de todas as

cachacas analisadas nesta tese

Figura Al. Localizacdo geografica dos produtores de todas as

cachacas analisadas nesta tese.
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Anexo I1I.

modelos de classificacdo (Capitulo 4)

Tabela Al. Amostras utilizadas nos modelos de classificacdo (Capitulo 4)

Amostra Procedéncia Madeira Tempo de
(Cidade, Estado) Envelhecimento
Amendoim 1 Guaranésia, MG Amendoim ND
Amendoim 2 Pirapora, MG Amendoim ND
Amendoim 3 Bueno Brandao, MG Amendoim 8 meses
Amendoim 4 Arceburgo, MG Amendoim ND
Amendoim 5 Careacu, MG Amendoim ND
Amendoim 6 Pirapora, MG Amendoim ND
Amendoim 7 Capivari, SP Amendoim ND
Amendoim 8 Itatiaiucu, MG Amendoim ND
Amendoim 9 Bueno Branddo, MG Amendoim ND
Amendoim 10 Rio Claro, SP Amendoim ND
Amendoim 11 Patrocinio Paulista, SP Amendoim ND
Amendoim 12 Sdo Luiz do Paraitinga, SP  Amendoim ND
Amendoim 13 Itajuba, MG Amendoim ND
Amendoim 14 Jarinu, SP Amendoim ND
Amendoim 15 Bueno Brandao, MG Amendoim ND
Amendoim 16 Lencdis Paulista, SP Amendoim 6 meses
Amendoim 17 Sao Gongalo do Pard, MG Amendoim 6 meses
Amendoim 18 Canela, RS Amendoim 1 ano
Amendoim 19 Salinas, MG Amendoim 1 ano
Bélsamo 1 Salinas, MG Bélsamo 3 anos
Bélsamo 2 Salinas, MG Bélsamo ND
Bélsamo 3 Salinas, MG Bélsamo 2 anos
Balsamo 4 Salinas, MG Balsamo ND
Balsamo 5 Novorizonte, MG Balsamo 5 anos
Bélsamo 6 Salinas, MG Balsamo ND
Balsamo 7 Fortaleza, CE Balsamo 1 ano
Balsamo 8 Fortaleza, CE Balsamo 1 ano
Balsamo 9 Aquiraz, CE Balsamo 3 anos

Tabela contendo todas as amostras utilizadas nos
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Bélsamo 10
Balsamo 11
Balsamo 12
Bélsamo 13
Balsamo 14
Balsamo 15
Bélsamo 16
Balsamo 17
Balsamo 18
Balsamo 19
Balsamo 20
Balsamo 21
Balsamo 22

Balsamo 23

Carvalho 1
Carvalho 2
Carvalho 3
Carvalho 4
Carvalho 5
Carvalho 6
Carvalho 7
Carvalho 8
Carvalho 9
Carvalho 10
Carvalho 11
Carvalho 12
Carvalho 13
Carvalho 14
Carvalho 15
Carvalho 16
Carvalho 17
Carvalho 18
Carvalho 19
Carvalho 20

Salinas, MG
Sabinopolis, MG
Aquiraz, CE
Fortaleza, CE
Novorizonte, MG
Salinas, MG
Salinas, MG
Rio Pardo de Minas, MG
Salinas, MG
Salinas, MG
Salinas, MG
Salinas, MG
Salinas, MG
Salinas, MG

Belo Vale, MG
Ribeirdo Preto, SP
Bueno Branddo, MG
Berizal, MG
Resende, RJ
Dores de Guanhaes, MG
Serrania, MG
Jequitiba, MG
Claudio, MG
Carandai, MG
Betim, MG
Luis Alves, SC
Ibiracatl, MG

Coronel Xavier Chaves, MG

Perddes, MG
Garuva, SC
Perddes, MG
Barra de Guaratiba, RJ
Candido Mota, SP
Serro, MG

Bélsamo
Bélsamo
Bélsamo
Bélsamo
Bélsamo
Bélsamo
Bélsamo
Balsamo
Balsamo
Balsamo
Balsamo
Balsamo
Balsamo

Bélsamo

Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho

Carvalho

ND
3 anos
2 anos
3 anos
2,5 anos
2 anos
ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND

3 anos
6 anos
2 anos
ND
ND
ND
ND
3 anos
4 anos
3 anos
3 anos
ND
ND
2 anos
ND
4 anos
4 anos
2 anos
ND
ND
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Carvalho 21

Jequitiba 1
Jequitiba 2
Jequitiba 3
Jequitiba 4
Jequitiba 5
Jequitiba 6
Jequitiba 7
Jequitiba 8
Jequitiba 9
Jequitiba 10
Jequitiba 11
Jequitiba 12
Jequitiba 13
Jequitiba 14
Jequitiba 15
Jequitiba 16
Jequitiba 17
Jequitiba 18
Jequitiba 19
Jequitiba 20
Jequitiba 21
Jequitiba 22
Jequitiba 23
Umburana 1
Umburana 2
Umburana 3
Umburana 4
Umburana 5
Umburana 6
Umburana 7
Umburana 8
Umburana 9

Umburana 10

Paineiras, MG

Belo Vale, MG
Divinopolis, MG
Salinas, MG
Dores do Turvo, MG
Guaraciaba, MG
Salinas, MG
Rio Claro, SP
Betim, MG
Muzambinho, MG
Prata, MG
ND
Novorizonte
Rio Claro, SP
Carandai, MG
Ouro Fino, MG
Salinas, MG
Abaeté
Paraopeba, MG
Ladainha, MG
Bocailva, MG
Salinas, MG
Salinas, MG
Senador Firmino, MG
Januaria, MG
Januaria, MG
Dores do Turvo, MG
Miravania, MG
Januaria, MG
Salinas, MG
Salinas, MG
Salinas, MG
Nova Unido, MG
Buendpolis, MG

Carvalho

Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Umburana
Umburana
Umburana
Umburana
Umburana
Umburana
Umburana
Umburana
Umburana

Umburana

ND

1,5 ano
ND

2 anos
ND

1ano
1ano

ND
ND

2 anos

6 meses
ND

10 anos
ND

6 meses
ND

2 anos
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

2 anos
ND

2 anos
ND

1,5 ano

2 anos

2 anos

2 anos

2 anos
ND
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Umburana 11
Umburana 12
Umburana 13
Umburana 14
Umburana 15
Umburana 16
Umburana 17
Umburana 18
Umburana 19
Umburana 20
Umburana 21
Umburana 22

Umburana 23

ND, MG

Ribeirdo das Neves

Novorizonte
Salinas, MG
Serro, MG

Coracdo de Jesus, MG

Bocailva, MG

Santo Antbnio do Itambé, MG
Belo Horizonte, MG

Januaria, MG
Salinas. MG
Salinas, MG
Salinas, MG

Umburana
Umburana
Umburana
Umburana
Umburana
Umburana
Umburana
Umburana
Umburana
Umburana
Umburana
Umburana

Umburana

Padronizada
padronizada
2,5 anos
2 anos
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND: Informacéo sobre o envelhecimento nédo disponivel.
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Anexo

Tabela contendo todas as amostras utilizadas no
modelo PLS (Capitulo 5)

Tabela All. Amostras utilizadas no modelo PLS (Capitulo 5)

Amostra Procedéncia Madeira Tempo de
(Cidade, Estado) Envelhecimento
Amendoim 1 Guaranésia, MG Amendoim ND
Amendoim 2 Pirapora, MG Amendoim ND
Amendoim 3 Bueno Brandao, MG Amendoim 8 meses
Amendoim 4 Arceburgo, MG Amendoim ND
Amendoim 5 Careacu, MG Amendoim ND
Amendoim 6 Pirapora, MG Amendoim ND
Amendoim 7 Capivari, SP Amendoim ND
Amendoim 8 Itatiaiucu, MG Amendoim ND
Amendoim 9 Bueno Brandao, MG Amendoim ND
Amendoim 10 Rio Claro, SP Amendoim ND
Amendoim 11 Patrocinio Paulista, SP Amendoim ND
Amendoim 12 S&o Luiz do Paraitinga, SP Amendoim ND
Amendoim 13 Itajubd, MG Amendoim ND
Amendoim 14 Jarinu, SP Amendoim ND
Amendoim 15 Bueno Brandao, MG Amendoim ND
Amendoim 16 Lencdis Paulista, SP Amendoim 6 meses
Amendoim 17 Séo Gongalo do Pard, MG Amendoim 6 meses
Amendoim 18 Martinho Campos, MG Amendoim 6 meses
Amendoim 19 Canela, RS Amendoim 1 ano
Amendoim 20 Salinas, MG Amendoim 1 ano
Balsamo 1 Salinas, MG Bélsamo 3 anos
Balsamo 2 Salinas, MG Bélsamo ND
Balsamo 3 Salinas, MG Balsamo ND
Balsamo 4 Novorizonte, MG Balsamo 5 anos
Balsamo 5 Salinas, MG Balsamo ND
Balsamo 6 Fortaleza, CE Balsamo 1 ano
Balsamo 7 Fortaleza, CE Balsamo 1 ano
Balsamo 8 Aquiraz, CE Balsamo 3 anos
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Bélsamo 9
Bélsamo 10
Balsamo 11
Balsamo 12
Bélsamo 13
Balsamo 14
Balsamo 15
Balsamo 16
Balsamo 17
Balsamo 18
Balsamo 19
Balsamo 20

Balsamo 21

Carvalho 1
Carvalho 2
Carvalho 3
Carvalho 4
Carvalho 5
Carvalho 6
Carvalho 7
Carvalho 8
Carvalho 9
Carvalho 10
Carvalho 11
Carvalho 12
Carvalho 13
Carvalho 14
Carvalho 15
Carvalho 16
Carvalho 17
Carvalho 18
Carvalho 19
Carvalho 20
Carvalho 21

Salinas, MG
Sabinopolis, MG
Aquiraz, CE
Fortaleza, CE
Novorizonte, MG
Salinas, MG
Salinas, MG
Salinas, MG
Salinas, MG
Salinas, MG
Salinas, MG
Salinas, MG
Salinas, MG

Belo Vale, MG
Ribeirdo Preto, SP
Bueno Brandéo, MG
Berizal, MG
Resende, RJ
Dores de Guanhées, MG
Serrania, MG
Jequitiba, MG
Claudio, MG
Carandai, MG
Betim, MG
Luis Alves, SC
Ibiracaty, MG
Coronel Xavier Chaves, MG
Perddes, MG
Garuva, SC
Perddes, MG
Barra de Guaratiba, RJ
Candido Mota, SP
Serro, MG

Paineiras, MG

Bélsamo
Bélsamo
Bélsamo
Bélsamo
Bélsamo
Bélsamo
Bélsamo
Balsamo
Balsamo
Balsamo
Balsamo
Balsamo

Bélsamo

Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho
Carvalho

Carvalho

ND
3 anos
2 anos
3 anos

2,5 anos
2 anos

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

3 anos
6 anos
2 anos
ND
ND
ND
ND
3 anos
4 anos
3 anos
3 anos
ND
ND
2 anos
ND
4 anos
4 anos
2 anos
ND
ND
ND
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Jequitiba 1
Jequitiba 2
Jequitiba 3
Jequitiba 4
Jequitiba 5
Jequitiba 6
Jequitiba 7
Jequitiba 8
Jequitiba 9
Jequitiba 10
Jequitiba 11
Jequitiba 12
Jequitiba 13
Jequitiba 14
Jequitiba 15
Jequitiba 16
Jequitiba 17
Jequitiba 18
Jequitiba 19
Jequitiba 20
Jequitiba 21
Jequitiba 22
Jequitiba 23

Umburana 1
Umburana 2
Umburana 3
Umburana 4
Umburana 5
Umburana 6
Umburana 7
Umburana 8
Umburana 9

Umburana 10

Belo Vale, MG
Divinopolis, MG
Salinas, MG
Dores do Turvo, MG
Guaraciaba, MG
Salinas, MG
Rio Claro, SP
Betim, MG
Muzambinho, MG
Prata, MG
ND
Novorizonte
Rio Claro, SP
Carandai, MG
Ouro Fino, MG
Salinas, MG
Abaeté
Paraopeba, MG
Ladainha, MG
Bocailva, MG
Salinas, MG
Salinas, MG

Senador Firmino, MG

Januaria, MG
Miravania, MG
Januaria, MG
Salinas, MG
Salinas, MG
Buendpolis, MG
ND, MG
Ribeirdo das Neves
Novorizonte
Salinas, MG

Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba
Jequitiba

Umburana
Umburana
Umburana
Umburana
Umburana
Umburana
Umburana
Umburana
Umburana

Umburana

1,5 ano
ND
2 anos
ND
1ano
1ano
ND
ND
2 anos
6 meses
ND
10 anos
ND
6 meses
ND
2 anos
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
1,5 ano
2 anos
2 anos
ND
Padronizada
padronizada
2,5 anos

2 anos
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Umburana 11 Serro, MG Umburana ND
Umburana 12 Santo Ant6nio do Itambé, MG Umburana ND
Umburana 13 Belo Horizonte, MG Umburana ND
Umburana 14 Januaria, MG Umburana ND
Umburana 15 Salinas, MG Umburana ND
Blend 1 Salinas, MG Bélsamo e JequitibA 5 anos e 2 anos
Blend 2 Boa Esperanca, MG Carvalho e Jequitibd 2,5 anos e 6 meses
Blend 3 Salinas, MG Balsamo e Jequitiba ND

ND: Informacdo sobre o envelhecimento nao disponivel.
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Anexo IV. Tabela contendo todas as amostras utilizadas para

quantificacao de furfural (Capitulo 7)

Tabela Alll. Amostras utilizadas para a quantificacdo de furfural (Capitulo 7)

Amostra Procedéncia Madeira Tempo de
(Cidade, Estado) Envelhecimento
Amendoim 1 Guaranésia, MG Amendoim ND
Amendoim 2 Pirapora, MG Amendoim ND
Amendoim 3 Bueno Brandao, MG Amendoim 8 meses
Amendoim 11 Patrocinio Paulista, SP Amendoim ND
Amendoim 13 Itajuba, MG Amendoim ND
Bélsamo 1 Salinas, MG Bélsamo 3 anos
Bélsamo 5 Salinas, MG Bélsamo ND
Bélsamo 15 Salinas, MG Bélsamo ND
Bélsamo 16 Salinas, MG Bélsamo ND
Bélsamo 18 Salinas, MG Bélsamo ND
Carvalho 2 Ribeirdo Preto, SP Carvalho 6 anos
Carvalho 6 Dores de Guanhaes, MG Carvalho ND
Carvalho 7 Serrania, MG Carvalho ND
Carvalho 10 Carandai, MG Carvalho 3 anos
Carvalho 20 Serro, MG Carvalho ND
Jequitiba 1 Belo Vale, MG Jequitiba 1,5ano
Jequitiba 2 Divindpolis, MG Jequitiba ND
Jequitiba 6 Salinas, MG Jequitiba 1ano
Jequitiba 12 Novorizonte Jequitiba 10 anos
Jequitiba 19 Ladainha, MG Jequitiba ND
Umburana 1 Januaria, MG Umburana ND
Umburana 6 Buendpolis, MG Umburana ND
Umburana 8 Ribeirdo das Neves Umburana padronizada
Umburana 13 Belo Horizonte, MG Umburana ND
Umburana 20 Januaria, MG Umburana ND
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Pura 11
Pura 22

Plastico 1*
Plastico 6*

Composta 1
Composta 4
Composta 6

Composta 7

Salinas, MG
Claudio, MG

Juruaia, MG
Salinas, MG

Jundiai, SP

Jandaia do Sul, PR

Itapeva, MG

Pirassununga, SP

Né&o se aplica
Né&o se aplica

Né&o se aplica
ND

Carvalho
Carvalho
Carvalho

Carvalho

Né&o se aplica
Né&o se aplica

Né&o se aplica
ND

Né&o se aplica
Né&o se aplica
Né&o se aplica

Né&o se aplica

ND: Informacéo sobre o envelhecimento ndo disponivel.

* Cachacas vendidas em embalagens pléasticas.



