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RESUMO

Produtos mais sofisticados vém ganhando o mercado com o aumento do
poder aquisitivo da populacdo, e isso consequentemente resultou no disparo das
vendas e consumo de bebidas de maiores valores agregados, dentre essas, 0 uisque
mostrou maior aumento no mercado nacional, o que lhe confere a alta importancia
econdmica. Na tentativa de concorrer e lucrar no mercado, muitas quadrilhas tem
sido descobertas pela Policia Federal e Civil na falsificacdo desses produtos. No
entanto, varias técnicas tém sido aplicadas na investigacdo de fraudes em bebidas,
porém em sua maioria Sa0 necessarios pré-tratamentos das amostras para posterior
analise. Nesse contexto, a RMN surge como uma técnica que ha possibilidade de
obtencdo de informac6es de cunho qualitativo e quantitativo de forma simultanea e
ainda por ser um método nao invasivo, ndo ocasionar perturbacao do equilibrio e ndo
ser destrutivo, preservando a integridade da amostra. Este trabalho reporta a
aplicacdo da RMN aliada a quimiometria na caracterizagéo e distingdo de amostras
de uisques apreendidas pela Policia Federal de Brasilia e amostras comerciais
auténticas. Compostos minoritarios observados em espectros realizados com a
supressao da agua e do etanol permitiram a discriminacdo das amostras falsificadas.
Ao realizar uma analise de PCA e ERETIC2 por marcas, foi possivel identificar as
amostras adulteradas por diluicdo e as que foram coloridas com corante caramelo.
Em conclusdo a RMN se mostrou til na avaliacdo da autenticidade de uisques, de

modo a indicar as alteracGes nas composicdes de bebidas falsificadas.

Palavras-chave: *H NMR; uisque; adulteracdo; quimiometria.

Vi



ABSTRACT

More sophisticated products have been gaining the market with the increasing
purchasing power of the population, and this consequently resulted in the triggering
of sales and consumption of higher value-added beverages, among these, the whiskey
showed greater increase in the national market, which gives it its high economic
importance. In an attempt to compete and profit from the market, many gangs
falsifying these products have been discovered by the Federal and Civil Police.
However, several techniques have been applied in the investigation of fraud in
beverages, but the pre-treatments of most of the samples are necessary for further
analysis. In this context, NMR appears as a technique that can obtain information of
a qualitative and quantitative nature simultaneously and for being a non-invasive
method, not cause disturbance of balance and not be destructive, preserving the
integrity of the sample. This work reports the application of NMR combined with
chemometrics in the characterization and distinction of whiskey samples seized by
the Federal Police of Brasilia and authentic commercial samples. Minority
compounds observed in spectra performed with the suppression of water and ethanol
allowed discrimination of the counterfeit samples. When performing an analysis of
PCA and ERETIC2 per brand, it was possible to identify adulterated samples by
dilution and those that were colored with caramel coloring. In conclusion NMR was
useful in assessing the authenticity of whiskeys, in order to indicate changes in

counterfeit beverage compositions.

Keywords: *H NMR; whisky; adulteration; chemometrics.

vii
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1.0 INTRODUCAO

1.1 HISTORIA DO UISQUE

Na tentativa de discriminar a autenticidade do uisque, muitas técnicas tém
sido utilizadas, mas a RMN aliada a quimiometria surge com um novo proposito de
ndo somente discriminar o perfil quimico dessas bebidas, assim como quantificar o
teor de etanol. Sem qualquer tratamento prévio de preparo de amostra, sendo um

procedimento facil, rapido e ndo degradativo.

Muitos mistérios estdo envolvidos na histéria do uisque. Ha relatos de que em
1000-1200 dC, sem as uvas para produzirem seus vinhos, 0s monges viajantes
levaram o processo de destilacdo da Europa continental para a Escocia e para Irlanda,
e usavam graos de cereais ao inves de uvas para esse processo, resultando assim, nas
primeiras destilacbes do uisque moderno. H& um primeiro registro sobre uisque no
Tesouro Pablico da Escécia, que se refere a uma compra realizada pelo frei John Cor
para fazer a aquavitae, mas existem poucos documentos histéricos e muitas
controvérsias quando se trata de informacdes referentes a quem realmente inventou o

uisque.®

A maioria das bebidas alcodlicas destiladas tem raizes com a sua matéria-
prima basica, seja ela uva, grdo ou acucar. O nome genérico latino dado a estes
produtos destilados foi “aqua vitae” (A 4gua da vida)!, esta expressdo corresponde
em gaélico a uisge beatha, que com passar dos anos, teve sua pronuncia abreviada

para o usky e finalmente a whisky.?

Em 1570 na Escoécia, ja haviam muitas destilarias de pequeno porte que
fabricavam uisque, que em 1644 foram obrigadas a pagar taxas de tributos referentes
a essas bebidas que eram produzidas para venda. Para ndo efetuar o pagamento
dessas taxas, os produtores comecaram a procurar alternativas, e assim acabaram
fazendo com que a comercializacdo ocorresse em areas mais distantes. Em 1823
houve a aprovagdo de uma lei que regulamentou a fabricagdo da bebida e em 1825 ja

haviam 263 destilarias licenciadas, muitas dessas ainda estio em operagéo.®
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O numero de destilarias de uisque na Europa é grande e se torna a cada dia
mais crescente. Na Alemanha a fabricacdo de uisque comecou por volta de 1960 e
desenvolvendo-se a partir de 1984. As receitas escocesas inspiraram muitos paises na
producdo de uisque, um deles foi a Franga. Dentre outros paises europeus produtores
da bebida estdo a Inglaterra, a Austria, a Bélgica, a Espanha, a Finlandia, a Holanda,

a Letonia, a RepUblica Checa, a Suécia e a Suica.®

1.2 TIPOS DE UISQUES

Em meados do século XVI o uisque era produzido apenas a partir da
maltagem dos graos de cevada em alambiques com uso de turfa para conferir aromas
defumados a bebida. Devido ao aumento do consumo, a bebida passou a ser
produzida também a partir de outros cereais, como trigo, centeio e milho.>? Embora
todos os uisques tenham caracteristicas organolépticas semelhantes, com variaces
da matéria-prima em sua producéo e do tempo de envelhecimento, o uisque passou a
obter diferentes classificacfes. Existem trés principais grupos de uisques: (1)Scotch
Whisky; (2). American Whiskey e (3). Irish Whiskey.

1.Scotch Whisky: Para entrar nessa categoria o uisque deve ser produzido na
Escocia, a partir de agua e cevada maltada, ou outros grdos inteiros de cereais, e
fermentado somente pela adicdo de fermento. Além disso, a bebida sai dos
destiladores com no méximo 94,8% de alcool por volume, porém é engarrafada com
pelo menos 40% de alcool por volume. Seu envelhecimento é de no minimo 3 anos
em barris de carvalho com capacidade maxima de 700 litros. Esse grupo de uisque é

dividido em cinco categorias, como séo apresentadas na Figura 1:
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Uisque Escocés

Malte unico Grao unico
Mistura de Mistura de Mistura d
maltes uisque graos
escocés

Figura 1: As 5 categorias de divisdo do Scotch Whisky. Fonte:
https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4311997/mod resource/content/1/Apresenta
%C3%A7%C3%B5es%2015-5.pdf

Single Malt
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Figura 2: Algumas marcas de uisques Single Malt. Fonte:
https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4311997/mod resource/content/1/Apresenta
%C3%A7%C3%B5es%2015-5.pdf

A Figura 2 apresenta algumas marcas do uisque Single Malt. Essa categoria
de uisque envolve bebidas que sdo completamente destiladas de cevada e sdo
elaboradas de uisque de malte de uma Unica destilaria. Esse tipo de bebida é

considerado o mais caro e raro.


https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4311997/mod_resource/content/1/Apresenta%C3%A7%C3%B5es%2015-5.pdf
https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4311997/mod_resource/content/1/Apresenta%C3%A7%C3%B5es%2015-5.pdf
https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4311997/mod_resource/content/1/Apresenta%C3%A7%C3%B5es%2015-5.pdf
https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4311997/mod_resource/content/1/Apresenta%C3%A7%C3%B5es%2015-5.pdf
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Single Grain
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Figura 3: Algumas marcas de uisque Singlé Grain. Fonte:
https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4311997/mod resource/content/1/Apresenta
%C3%A7%C3%B5es%2015-5.pdf

S8o bebidas produzidas de diversos grdos, porém produtos de uma Unica
destilaria, podendo conter ou ndo cevada maltada em sua composi¢do. O grande
diferencial do Single Grain é o processo de destilacdo, ja que se realiza com
destiladores continuos. Nao € facil encontra-lo, ja que a maior parte da producédo é

usada na fabricacéo dos Blended Whiskies.

Blend Malt
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Figura 4: Algumas marcas de uisque Blend Malt. Fonte:
https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4311997/mod resource/content/1/Apresenta
%C3%A7%C3%B5es%2015-5.pdf
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Neste tipo de uisque existe a combinacdo de maltes de diferentes destilarias.
Antigamente eles eram chamados de Vatted Malt Whisky, ou Pure Malt. Aqui no
Brasil tem, por exemplo, o Johnnie Walker Green Label (Figura 4), um 15 anos da

Diageo, resultante da mistura de quatro Single Malt: Talisker, Linkwood,
Cragganmore e Caol lla.

>

THE

SNOW
GROUSE

Blend Grain

J

-'\

%/ﬂ//ﬁ)f/f

Figura 5:Algumas marcas de uisque Belnd Grain. Fonte:
https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4311997/mod resource/content/1/Apresenta
%C3%A7%C3%B5es%2015-5.pdf

Séao bebidas que sdo constituidas de dois ou mais Single Grain, produzidos
em destilarias diferentes.

Scotch Whisky Blend

N o
B &
O\ ..
JOHNNIE WALKER Qﬂ&ﬂm

Figura 6: Algumas marcas de uisque Blend. Fonte:
https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4311997/mod resource/content/1/Apresenta
%C3%A7%C3%B5es%2015-5.pdf
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Nesta categoria estdo os uisques que podem ser feitos a partir de uma mistura
de destilacGes diversas de uisques de malte e grdos e em varias destilarias diferentes.

Sua composicao € de 40% Single Malt e 60% Single Grain.

2. American Whiskys

A producdo e rotulagem do uisque americano sao regidas pelo Titulo 27 do
Caodigo de Regulamentos Federais dos EUA. Para que o uisque seja rotulado nessa
categoria, ele deve ser destilado para ndo mais que 80% de alcool por volume, para
que possa haver uma garantia do sabor do mosto original. E extremamente proibida a
adicdo de corante, caramelo e qualquer outro tipo de aditivo aromatizante. Assim
eles sdo rotulados como Straight whiskey. Exceto o uisque de milho, todos devem ser
envelhecidos em recipientes novos de carvalho carbonizados.

De acordo com o tipo de matéria-prima utilizada o uisque americano pode ser

classificado de seis tipos, como é apresentado na Figura 7.

Feito a partir de um mosto que consiste

Uisque de centeio |[—— _
em pelo menos 51% de centeio.

Uisquede malte de | . Feito a partirde um mosto que consiste
centeio em pelo menos 51% de centeio maltado.

Feito a partirde um mosto que consiste
em pelo menos 51% de cevada maltada.

Uisque de malte [——

Feito a partir de um mosto que consiste

Uisque de trigo |——
em pelo menos 51% de trigo.

Feito a partirde um mosto que consiste
em pelo menos 51% de milho.

Uisque de Bourbon |—

Feito a partirde um mosto que consiste

Uisque de milho | ——
em pelo menos 80% de milho.

Figura 7: Tipos de matéria-prima utilizadas no uisque americano. Adaptado
de: "Standards of Identity for Distilled Spirits, Title 27 Code of Federal Regulations,
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Pt. 5.22". [https://www.qovinfo.gov/content/pka/CFR-2008-title27-vol1/pdf/CFR-
2008-title27-vol1-sec5-22.pdf]

Duas classes importantissimas nos Estados Unidos mais consumidas sdo:

Whisky- Bourbon

Figura 8: Uma marca de uisque Bourbon. Fonte:
https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4311997/mod resource/content/1/Apresenta
%C3%A7%C3%B5es%2015-5.pdf

Um uisque que como foi citado anteriormente é produzido com 51% de
milho, sai dos destiladores com no maximo 80% de alcool por volume. Seu destilado
segue para envelhecimento em barris tostados e virgens de carvalho com 0 maximo
de 62% de alcool por volume e é engarrafado com 40%. A Figura 8 apresenta uma

marca desse tipo de uisque.

Whisky Tennessee

g D
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Y ' 3
N Y qmm_wc |
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Figura 9: Uma marca tipica do uisque Tennessee. Fonte:
https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4311997/mod_resource/content/1/Apresenta
%C3%A7%C3%B5es%2015-5.pdf



https://www.govinfo.gov/content/pkg/CFR-2008-title27-vol1/pdf/CFR-2008-title27-vol1-sec5-22.pdf
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Esse tipo de uisque é produzido apenas no estado do Tennessee. Sua
producdo é semelhante a do Bourbon, a diferenca encontra-se na filtragem do
destilado em uma coluna de carvao antes de colocar no barril de carvalho para etapa

de envelhecimento. A Figura 9 apresenta uma marca tipica desse uisque.

3. Irish whisky

Sdo uisques produzidos na llha da Irlanda. As regras estabelecidas pela

Legislacgdo irlandesa de 1980 expde duas leias bésicas:

v Deve ser produzido e envelhecido em barris de carvalho por pelo menos 3
anos, na Irlanda ou na Irlanda do Norte.

v' Ao sair dos destiladores necessita obedecer a graduacdo alcodlica de no
maximo 94%, de modo que o destilado apresente um aroma e um sabor
provenientes dos materiais utilizados e devem apresentar um teor alcodlico

final em volume de 40%.

As bebidas provenientes dessa regido dividem-se em 4 categorias: Irish

Single Malt. Pure Pot Still, Irish Single Grain e Irish Blended.

Irish Single Malt

SINGLE MALT
IRISH WHISKEY

Figura 10: Algumas das marcas de uisque Irish Single Malt. Fonte:

https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4311997/mod resource/content/1/A
presenta%C3%A7%C3%B5es%2015-5.pdf



https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4311997/mod_resource/content/1/Apresenta%C3%A7%C3%B5es%2015-5.pdf
https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4311997/mod_resource/content/1/Apresenta%C3%A7%C3%B5es%2015-5.pdf

25

S&o produzidos totalmente por cevada maltada em alambiques de cobre em
uma Unica destilaria. Afigura 10 mostra algumas marcas desse tipo de uisque.

Pure Pot Still

p— —

GREEN SO

P 2o s v

S TuLLAMORE

CHRAL A p oy A‘. p
LEOVILLE DAY Srish Thhaskey
Srencho

s PHOENIX

Figura 11: Uma marca do uisque Pure Pot Still. Fonte:
https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4311997/mod resource/content/1/Apresenta
%C3%A7%C3%B5es%2015-5.pdf

Um estilo de uisque produzido por uma unica destilaria a partir de uma
mistura de cevada maltada e ndo maltada. S&o produzidos em alambiques de cobre.

Na Figura 11 est& apresentada uma marca desse tipo de uisque.

Irish Single Grain

: -
Irish Single Grain. Fonte:
https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4311997/mod resource/content/1/Apresenta

%C3%AT7%C3%B5es%2015-5.pdf

S&o uisques produzidos do milho e sua destilacdo é feita em destiladores de
coluna em uma unica destilaria. A Figura 12 apresenta uma marca desse tipo de

uisque.


https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4311997/mod_resource/content/1/Apresenta%C3%A7%C3%B5es%2015-5.pdf
https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4311997/mod_resource/content/1/Apresenta%C3%A7%C3%B5es%2015-5.pdf
https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4311997/mod_resource/content/1/Apresenta%C3%A7%C3%B5es%2015-5.pdf
https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4311997/mod_resource/content/1/Apresenta%C3%A7%C3%B5es%2015-5.pdf

26

Irish Blended
JAMESQ

“&“ TuLLAMORE

IRISH WHISKEY

IRISH WHISKEY

e TRIPLE DISTILLED

Figura 13: Marcas de uisques do tipo Irish Blended.
https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4311997/mod _resource/content/1/Apresenta

ot A

%C3%AT7%C3%B5e5%2015-5.pdf

Essa classe de uisque é uma mistura de Single Grain e Single Malt ou ainda
de Single Grain, Single Malt e Pure Pot Still. A Figura 13 apresenta algumas marcas

desse tipo de uisque.

1.2-1 Classificacédo de uisque no Brasil

No Brasil, de acordo com o Decreto n° 6871 de 04 de junho de 2009 do
MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento) o uisque pode ser

classificado como:

“I - Uisque malte puro ou uisque puro malte, quando a bebida for elaborada
exclusivamente com destilado alcodlico simples de malte envelhecido ou malte
uisque, com o coeficiente de congéneres (volateis ndo-alcool) ndo inferior a trezentos
e cinquenta miligramas por cem mililitros em alcool anidro;

Il - Uisque cortado ou blended uisque, quando a bebida for obtida pela
mistura de, no minimo, trinta por cento de destilado alcodlico simples de malte
envelhecido ou malte uisque, com destilados alcodlicos simples de cereais, alcool
etilico potavel de origem agricola ou ambos, envelhecidos ou ndo, com o coeficiente
de congéneres ndo inferior a cem miligramas por cem mililitros, em alcool anidro;

I11 - Uisque de cereais ou grain uisque, quando a bebida for obtida a partir de
cereais reconhecidos internacionalmente na producdo de uisque, sacarificados, total
ou parcialmente, por diastases (enzimas que atuam sobre o amido) da cevada

maltada, adicionada ou ndo de outras enzimas Naturais e destilada em alambique ou


https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4311997/mod_resource/content/1/Apresenta%C3%A7%C3%B5es%2015-5.pdf
https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4311997/mod_resource/content/1/Apresenta%C3%A7%C3%B5es%2015-5.pdf
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coluna, envelhecido por periodo minimo de dois anos, com o coeficiente de
congéneres ndo inferior a cem miligramas por cem mililitros, em alcool anidro;

IV - bourbon uisque, bourbon whiskey, tennessee uisque ou tennessee
whiskey, quando o uisque for produzido nos Estados Unidos da América de acordo
com a sua legislagéo.?

Como foi citado acima, existem Vvarios tipos de uisque. O sabor e as
propriedades organolépticas dessa bebida vao depender especificamente do tipo de

matéria-prima utilizada e ainda do processo de fabricacdo a qual ela é empregada.

1.3 FABRICACAO DO UISQUE

A fabricagdo do uisque € uma pratica antiga que tem sido desenvolvida e
aperfeicoada com o passar do tempo, evoluindo da produgdo caseira para 0 processo
de precisdo. Muitos fatores influenciam no sabor e carater de um uisque: os tipos de
grdos e leveduras usadas, o local de repouso, até mesmo o barril e o tempo de
maturacdo dentro dele. Para chegar ao consumidor, as etapas de fabricacdo sdo
minuciosas. O fluxograma abaixo (Figura 14) mostra as etapas de um processo de
fabricacdo de uisque:
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MATERIA-PRIMA

l

MALTAGEM

|

MACERAGAOE
COZIMENTO

l

FERMENTAGCAO

|

DESTILAGAO

l

MATURAGAO

l

ENGARRAFAMENTO

Figura 14: Fluxograma com as etapas do processo de fabricacdo do uisque.

1.3-1 MATERIA-PRIMA

A matéria-prima é de grande importancia no processo de fabricacdo do
uisque, ja que ela pode definir o tipo de uisque que serd produzido. Sendo assim, na
Figura 15 sdo definidas os tipos de matérias-primas que podem ser usadas neste

processo.
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Cevada - principalmente na forma de malte, libera enzimas que
auxiliam na transformacfio dos amidos aclicares fermentéaveis e
atribui sabores caracteristicos.

Milho - uso obrigatorio por legislacio

| Centeio - realca o sabor

m— ‘ Agua -elemento importante em todas as etapas do processo de producio

— | Leveduras (Saccharomyces cerevisae)

Turfa - Torrdo de material organico retirado do solo e utilizado no processo
desecagem da cevada.

Figura 15: Tipos de matérias-primas utilizadas na producdo do uisque. Adaptado de:

http://www.singlemaltbrasil.com.br/whisky/producao-%E2%80%94-maltagem-

malting/

1.3-2 MALTAGEM

A cevada é artificialmente germinada, ocorre em um periodo de
aproximadamente sete dias. Com a &gua simula-se o processo de germinacgdo natural
que sO ocorreria no periodo de primavera. Para isso, esse processo passa por trés

etapas:

v Infusdo: Por cerda de dois dias a cevada é encharcada de agua, com intuito
de catalisar o processo de germinacdo dos grdos. Essa dgua é responsavel por ativar
as enzimas no embrido para que haja a quebra das paredes de acesso as reservas de

amido que estdo no processo de endosperma do grdo da cevada. Ao final desse



http://www.singlemaltbrasil.com.br/whisky/producao-%E2%80%94-maltagem-malting/
http://www.singlemaltbrasil.com.br/whisky/producao-%E2%80%94-maltagem-malting/
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processo, a cevada encontra-se com 46% de agua.® No inicio dessa fase a cevada

encontra-se da seguinte forma (Figura 16):

Cevadanao maltada

Figura 16: A cevada antes da fase de germinacao. Adaptado de:
http://www.singlemaltbrasil.com.br/whisky/producao-%E2%80%94-maltagem-

malting/

4 Germinacdo: Esses grdos sdo espalhados em um local de concreto e
germinam, aumentando de tamanho. Quando o processo de crescimento desses
brotos é iniciado, como pode ser visto na Figura 17, significa que as células do amido
entdo sendo quebradas em células menores que resultardo em amido soltvel, a

germinacéo é interrompida seguir para o processo final.®

Cevada maltada

Figura 17: Cevada germinada. Adaptado de:
http://www.singlemaltbrasil.com.br/whisky/producao-%E2%80%94-maltagem-

malting/
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v Secagem: Nesta fase, um forno especial que é aquecido pela turfa seca o
broto do malte, produzindo pouca chama, porém muita fumaca, que impregna-se no
malte, dando-lhe um aroma especifico. Como a turfa € um material rico em matéria

organica, ele literalmente repassa as caracteristicas da regido para o malte.®

Vale ressaltar que somente a cevada possui a capacidade de transformar
amido em acucares, no caso de uisque feito com outros gréos, no caso do milho e
outros, eles serdo cozidos sob pressdo, para que possa haver a liberacdo das enzimas

que quebrardo o amido em acgucares fermentaveis.

1.3-3 MACERACAO E COZIMENTO

Nessa etapa, 0 malte seco é moido em um tonel de madeira ou aco, tornando-
se uma espécie de farinha, para que os amidos que se transformardo em acucares
fermentéveis possam ser extraidos. Esta farinha é misturada com &gua quente em trés

etapas:

v Primeira etapa: Nesse tonel de madeira ou ago é adicionada agua a 64°C, e o
liquido resultante dessa mistura é chamado de mosto. Apds cozinhar por cerca de 30
minutos 0 mosto é transferido para um tonel coletador temporario. E importante
ressaltar, que o controle de temperatura é um fator que deve ser levado a risca, pois

uma temperatura muito elevada pode vim a inutilizar as enzimas do malte moido.®

v Segunda etapa: Agua ¢ adicionada ao tonel de madeira ou ago com
temperatura de 70°C a 85°C, para que 0s agucares remanescentes do malte sejam
extraidos. Esse processo, assim como o anterior leva cerca de 30 minutos. Isso
garante que 90% do amido do malte foi convertido em acgucares. E esse liquido é
adicionado no mesmo tonel coletor temporario em que foi adicionado o liquido apos

a primeira agua.®

v Terceira etapa: A terceira e ultima dgua com temperatura de 80°C a 95°C €
novamente ¢ adicionada ao tonel de madeira ou aco, com mesmo fim de quando a

segunda agua foi adicionada. Esse ultimo mosto possui aproximadamente 1% de
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acucares, que ndo serve para ser adicionado junto com os dois primeiros coletados,

mas sim com a primeira 4gua do novo processo de cozimento.®

1.3-4 FERMENTACAO

O mosto que foi produzido na fase anterior é resfriado a 20°C. Em seguida é
colocado em grandes tonéis de madeira ou aco, onde as leveduras sdo adicionadas e
comecam a atuar para que se dé inicio ao processo de fermentacdo. E novamente o
controle de temperatura € primordial, pois se 0 mosto estiver a uma temperatura

muito alta as leveduras podem morrer.

As leveduras se alimentam dos agucares do mosto, da maltose e da glicose,
gerando como subprodutos gas carbonico, alcool e congéneres. Todos os agucares
sdo consumidos pelas leveduras em 48h, dessa forma a quantidade de alcool torna o
ambiente nocivo a essas leveduras que se precipitam no fundo do tonel. Uma nova
fermentacdo malolatica € iniciada, quando bactérias que produzem acido latico se
proliferam, diminuindo do pH do mosto e marcando o aparecimento de novos
congéneres como acidos e ésteres. O processo de fermentacdo dura cerca de 48 a 120

horas e 0 mosto fermentado possui cerca de 5% a 8%.°

1.3-5 DESTILACAO

Nesse processo havera a separacdo do alcool da agua, essa separa¢do ocorre
por meio das diferencas do ponto de ebulicdo das duas substancias, 100°C da agua e
78°C do alcool. O mosto que foi produzido na etapa de fermentacdo, com cerca de
5% a 8% ¢é transferido para destiladores de cobre, pois o cobre é um metal que dentre
0s outros, apresenta um bom resultado quando sua superficie entra em contato com
alcool, diminuindo o aparecimento de impurezas e componentes indesejaveis no
destilado.

Esses destiladores possuem um formato de cebola na base e um formato de
pescoco de cisne na parte de cima, quanto mais alto esse pescoco mais leve serd o
destilado, ja que o refluxo previne que os alcodis mais pesados escalem suas paredes.

Porém, vale ressaltar que um destilado mais leve ndo significa ter uma melhor
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qualidade, pois muitas destilarias produzem destilados com carater mais pesado, mas
de excelente qualidade. A Figura 18 apresenta destiladores que produzem destilados

mais leves e pesados.®

Figura 18: Destiladores que produzem destilados leves(a) e pesados(b). Fonte:
http://www.singlemaltbrasil.com.br/whisky/producao-%E2%80%94destilacao/

Apds colocar o mosto fermentado nos destiladores, eles sdo aquecidos e
atingem cerca de 80°C. Como o ponto de ebuli¢do do alcool é a temperatura de 78°C,
ele comeca a ebulir e subir pelas paredes dos destiladores até chegar aos
condensadores. Como resultado dessa primeira destilacdo, tem-se liquidos com
graduacdo alcodlica em torno de 20%. Antes de seguir para o segundo destilador, o
destilado é misturado com o liquido que ndo foi utilizado da segunda destilacéo
anterior, o que ja o faz aumentar um pouco a graduacdo alcodlica de 20% para 28%,
esse aumento € importante para garantir que o liquido que vai para segunda
destilacdo apresente um grau alcodlico alto e suficiente para que o destilado final

atinja uma graduacéo préxima de 70%.°

Os vapores de alcool que vai subindo as paredes dos destiladores possuem
trés graduacdes alcodlicas diferentes, conhecida como:

v' CABECA, escoamento inicial: Este primeiro escoamento dura cerca de 15 a
30 minutos, tem uma graduacgéo alcoolica de 75% a 80% , porém é cheio de

impurezas. Por isso ele ndo é aproveitado e volta para a primeira destilacéo.


http://www.singlemaltbrasil.com.br/whisky/producao-%E2%80%94destilacao/
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v' CORAGCAO, escoamento médio: Este segundo escoamento contém varios
tipos de ésteres, que dardo ao destilado suas particularidades. Dessa forma, é
essa parte que serd aproveitada para a etapa de maturacdo em barris de

carvalho.

v' CAUDA, escoamento final: Assim como o primeiro escoamento, volta para

fazer parte da primeira destilag&o.®

1.3-6 MATURACAO

O produto final da destilacdo, antes de ser encaminhado para os barris de
envelhecimento € diluido até 63,5%, que é uma graduacdo alcoodlica considerada
Otima para maturacdo. Porém, essa porcentagem aumenta quando o destilado ficar
por muito tempo no envelhecimento, 30 anos por exemplo, precisa ser igual ou
superior a 70%. Isso devido a evaporacdo do alcool no barril, podendo acarretar
problemas no engarrafamento, ndo obtendo um uisque com graduacgdo alcodlica de
40%.

Durante o0 processo de maturacdo o destilado é encorporado com compostos
presentes no barril, fornecendo taninos, sabores e aromas, que dependera do tipo de
carvalho utilizado. Esses barris sdo tostados antes de servir de recipiente de
envelhecimento, e assim eles agem como uma espécie de filtro que filtra as
impurezas. A utilizacdo de carvalhos de diferentes regides influenciara nas
caracteristicas da bebida final. Alguns tipos de barris utilizados na industria sdo

mostrados na Figura 19.°
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(a) -Barrel 190 litros — Carvalho americano

(b) e(c)-Hogshead 250 litros — Carvalho americano

(d) e (e Puncheon 500 litros— Carvalho europeu ou americano
(f) — Butt 500 litros — Carvalho europeu

Figura 19: Exemplo de alguns tipos de barris e regides de origem que sdo utilizados
para etapa de maturacdo de destilados. Adaptado de:

Em relagdo a importancia do tamanho, quanto menor o barril mais rapido sera
0 processo de maturacgdo, devido ao fato de haver um maior contato da bebida com a
madeira. O clima da regido também influéncia, por exemplo, em um ambiente mais
guente e com uma grande amplitude térmica, o processo de matura¢do ocorrera mais
rapido, ja que o destilado dentro do barril se expandira e haverd contracdes com

maiores frequéncias.

1.3-7 ENGARRAFAMENTO

Como foi falado anteriormente, a maioria dos uisque sdo compostos de
misturas, até no caso das Single malt que sdo mistura de varios barris de uma mesma
destilaria. Essa mistura € importante para que haja uma homogeneizacdo das
caracteristicas do produto final. Pois os barris mesmo advindos da mesma regido, e
possuam 0 mesmo tamanho, ndo tem caracteristicas idénticas, que impactara de
maneira distinta a maturacdo. Apos essa mistura ocorre a diluicdo do produto final
para a graduacdo alcodlica desejada. E ficara cerca de umas 12 semanas repousando
para encorporar. As particulas em suspensdo que sdo formadas durante todo o
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processo, serdo eliminadas por uma filtracdo a frio. E assim, o uisque esta pronto

para ser engarrafado.®

Apols os processos de fabricacdo, o uisque assume um perfil quimico
composto de particulares, se tornando assim, uma bebida bastante complexa em

termos de composicao quimica.

1.4 COMPOSICAO QUIMICA DO UISQUE

Os processos envolvidos na fabricacdo do uisque, como a fermentacdo, a
destilacdo e a maturacdo possuem impacto direto na formacdo do perfil quimico da
bebida final. Com o avanco de estudos acerca da composi¢do do uisque, 0 nimero de
compostos conhecidos aumentou significativamente.” Principalmente os que sdo
formados na etapa de maturacéo, pela absor¢do de componentes da madeira do barril,
como o coniferaldeido, a vanilina e o siringaldeido, que estdo apresentados na Figura
20. A madeira mais utilizada é o carvalho, que consiste de aproximadamente 10%
(m/v) de 6leos volateis, acidos volateis e ndo volateis, aclcares, taninos, pigmentos e
compostos inorganicos. Porém a composicdo do extrato depende de alguns fatores,
tais a reutilizagdo ou ndo da madeira, o tempo de envelhecimento, sua espécie, etc.®
Durante esse processo de maturacdo, a concentracdo de aldeidos volateis e ésteres

aumenta gradativamente, enquanto a acidez total sobe apenas nos primeiros anos.®

20 oC oCH A..:\|
o |W -
OCHj | |\/|\
OH
Vanilina Siringaldeido Coniferaldeido

Figura 20: Estruturas de alguns compostos formados a partir da degradacao

da lignina da madeira durante a carbonizagéo e maturacao do barril.
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O aldeido mais abundante, encontrado em bebidas destiladas, é o acetaldeido
(Figura 21), que é formado principalmente durante a etapa de fermentacdo. Ja entre
os &cidos carboxilicos o que aparece em maior quantidade é o &cido acético (Figura
21) devido a oxidacdo do acetaldeido. Também durante a fermentacdo a levedura
Saccharomyces cerevisiae, produz uma série de alcodis alifaticos, &cidos e ésteres.
Sao encontradas cadeias saturadas e insaturadas com variacdes de 1 a 16 4tomos de
carbono. Os alcoois mais abundantes sdo aqueles de cadeia curta como, propanais,
butanois e pentanois (Figura 21), em que suas concentragdes sdo influenciadas pela
destilagéo, pela espécie e linhagem da levedura, temperatura, composicéo do meio, etc.!11213
Ja no caso dos alcoois ndo-alifaticos, sdo incluidos o 2-feniletanol e o 2,3-butanodiol
(Figura 21). O 4cido butandico e o pentandico possuem um grande impacto sensorial.

CH
O / ’
Py H3c~< H04<
H 30 H ) OH CH3
Acetaldeido Acido acético Propanol
TH OH OH OH
HaC
HiCo_  _CH_ mcﬁ/kcm ©/\/ 3 CHg
CH2 CH3 CH:3 OH
Butanol Propanol 2-feniletanol 2,3-butanodiol
/0 OC OCH oOMC "ﬂ
oM W ocH
OCH; - NP o
OH h
Vanilina Siringaldeido Coniferaldeido

Figura 21: Compostos formados em algumas etapas da fabricacéo do uisque.

Os ésteres mais abundantes sdo os ésteres etilicos. Os ésteres sé&o
caracterizados por um aroma intenso. Dependendo da concentragdo deste composto,
héa efeitos positivos, mas também negativos, por exemplo, no caso do acetato de etila
em concentracdes muito altas pode vir a agregar um gosto de vinagre %121314 nois

ocorre uma reacao de esterificacdo que é apresentada na Figura 22, em que um acido
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carboxilico, neste caso o0 &cido acetico produzido na etapa de fermentacdo reage com
alcool formando um éster, o acetato de etila e 4gua. Ja a reacdo inversa, que seria a
hidrolise, formara alcool e acido acético, gerando sabor caracteristico de vinagre na
bebida.

O @

esterificagdo 11
L S
R/ \OH hidrolise R/ OR' H H
.o, i esterificacdo A .,
Acido + Alcool —_— Ester + Agua
carboxilico hidrolise

Figura 22: Representacdo da reacdo de esterificacéo.

Uma grande quantidade de compostos fendlicos também sdo formados no
uisque, que tem origem da degradacdo térmica dos derivados do &cido benzdico a
partir do malte e da fumaca da turfa. Esses compostos sdo: fendis simples, como o
fenol, os cresois isoméricos, os xilendis, os etilfendis e os guaiacois (Figura 23). E
alguns polifenois extraidos da madeira incluem lignina solivel em etanol e taninos
derivados de &cidos galico e elagico.!* As origens do barril também propicia a
formacdo de alguns compostos. O carvalho americano (Quercus alba) produz
maiores concentragdes de vanilina e lactona de carvalho cis , enquanto o carvalho

espanhol (Quercus robur) fornece maiores concentragdes de taninos.'*

OH H H H
CH, OH
CH3

OCH3
Fenol orto-cresol meta-cresol para-cresol guaiacol
OH OH OH OH
H
©/\ o @\/ /@/C |
HaC HiC
orto-etilfenol meta-etilfenol para-etilfenol 2,5-xilenol

Figura 23: Representacdo das estruturas quimicas que tem origem da degradacao

térmica dos derivados do &cido benzoico a partir do malte e da fumaca da turfa.
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O carbamato de etila pode ocorrer como contaminante, sendo este, um
composto possivelmente cancerigeno para os seres humanos. A sua formagdo em
uisques é proveniente dos precursores volateis, como o cianeto, cianato, cianoidrina,
tiocianato e o complexo de cianeto de cobre.'>!® Por exemplo, no caso do uisque
escocés sua presenca estd ligada a matéria-prima empregada, pois na cevada é
encontrado o glicosideo cianogénio, epioterodendrina, que por hidrélise enzimatica
libera o &cido cianidrico e o isobutiraldeido. A identificacdo desses precursores se
deve ao fato que a medida que ocorre a diminuicdo dos mesmos, observa-se a 0

aumento da concentragéo de carbamato de etila.t’

Todo esse processo de composicdo dos componentes quimicos necessarios
para dar caracteristicas a cada tipo de bebida acaba sendo demorado e de alto custo.
Sendo assim, 0 mercado das falsificacbes aumenta a cada segundo e o uisque acaba

sendo alvo devido ao seu alto valor comercial.

1.5 O PROBLEMA DAS FALSIFICACOES

Produtos mais sofisticados vém ganhando o mercado com o aumento do
poder aquisitivo da populacdo, e isso consequentemente resultou no disparo das
vendas e consumo de bebidas de maiores valores agregados. Dentre essas, 0 uisque
mostrou maior aumento no mercado nacional, o que lhe confere a alta importancia
econdmica. Na tentativa de concorrer e lucrar no mercado, muitas quadrilhas tem
sido descobertas pela Policia Federal e Civil na falsificacdo desses produtos. Além
do Governo Federal brasileiro perder milhares de reais em arrecadacdo de impostos
com a venda desses produtos, a maior a preocupacdo € a ingestdo pelos
consumidores, pois prejudica a satde devido ao fato da ma qualidade das matérias-
primas, principalmente alcoois de baixo valor comercial que possuem até metanol e
das instalagBes utilizadas na fabricacdo dos mesmos.!® A falsificacdo geralmente é
realizada através da mistura de alcool de ma qualidade, 4gua, aroma e corante
caramelo a bebidas de baixo custo ou ainda por uma diluicdo de bebidas auténticas
com éalcool e agua'®, que na maioria das vezes as deixam com padrdo diferente do
que ¢ definido pela legislacédo brasileira quanto ao teor alcodlico, que deveria ser 38 a

54% em volume de etanol.
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Vérios estudos tem sido reportados a cerca do monitoramento das
falsificagbes e adulteracbes em bebidas, por exemplo, o uso de dispositivos de
eletroforese de microchip integrados com deteccdo de condutividade sem contato,
acoplada capacitivamente (C % D) para investigar a autenticidade de amostras de
uisque apreendidas, que provavelmente foram adulteradas por simples diluicdo com
dgua da torneira. A plataforma microfluidica proposta foi explorada para o
monitoramento de espécies anidnicas (Cl e F~) em amostras originais e
adulteradas. As melhores separac@es foram obtidas dentro de 70 s usando um tampéo
de corrida composto de &cido latico e histidina (pH = 5,9). Dispositivos ME-C * D
foram usados para analisar amostras de trés marcas diferentes (cinco amostras
cada). Baseado na presenca de anions inorganicos como Cl-, F, SO4*> e NO2 em
quantidades diferentes, a autenticidade dos uisques apreendidos foi comparada as
amostras originais. De acordo com os dados relatados, a plataforma microfluidica
proposta pode ser Util para ajudar as autoridades reguladoras na investigacdo e

monitoramento da autenticidade de bebidas whisky comercializadas.?

Em outro estudo foi feita a discriminacéo das marcas de uisque e identificando a
falsificacdo por espectroscopia UV-Vis combinada com minimos quadrados parciais
para analise discriminante. Os modelos de discriminacdo foram construidos com o
emprego de sete marcas de uisque: Red Label, Black Label, Cavalo Branco, Chivas
Regal (12 anos), Ballantine's Finest, Old Parr e Natu Nobilis. O método foi validado
com um conjunto de testes independentes de amostras auténticas pertencentes as sete
marcas selecionadas e outras onze marcas ndo incluidas nas amostras de
treinamento. Além disso, setenta e trés amostras falsificadas também foram usadas
para validar o método. Os resultados mostraram taxas de classificagdo corretas para
amostras genuinas e falsas acima de 98,6% e 93,1%, respectivamente, indicando que

0 método pode ser Util para a analise forense de amostras de uisque.?*

1.6 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

A RMN ¢é uma técnica muito usada na identificacdo, elucidagdo e

quantificacdo dos compostos presente em diferentes materiais, seja, nos campos da
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quimica orgénica, inorganica, quimica de materiais ou biomoléculas. E vem sendo
cada dia mais utilizada em diversos estudos, que vdo além da quimica, sendo assim

aplicada em diferentes areas do conhecimento.

Um dos primeiros experimentos que envolveram RMN foi no ano de 1937,
quando experimentalmente Rabi observou 0 momento magnético do Litio, recebendo
0 Premio Nobel em 1944. No ano seguinte, Purcell, Pound e Torrey, conseguiram
observar préton (*H) em experimento de RMN em parafina. O mesmo fendmeno foi
observado por Bloch, Packard e Hansen, porém em agua liquida. Essas descobertas

proporcionaram a Bloch e Purcell o Prémio Nobel de forma conjunta em 1952.2

O avanco do numero de publicacdes sobre aplicacdes de RMN na ciéncia de
alimentos nos dltimos anos confirma que esta técnica, que no passado foi aplicada
em pesquisa basica de quimica orgéanica e biomolecular, atingiu agora um nivel de
avanco que torna possivel a aplicacdo na éarea de controle de qualidade e analise de

alimentos e bebidas.

Kuballa et al. (2018) fizeram analise de amostras suspeitas de uisque, vodka e
rum da Russia e do Quénia usando espectroscopia de RMN. Através da anélise de
regressdo linear de valores integrais espectrais, foi possivel identificar quatro
amostras falsificadas da Rulssia e duas do Quénia. As amostras auténticas e
falsificadas passaram por andlises sensoriais e indicou diferencas significativas de
sabor, porém, os degustadores ndo conseguiram identificar o produto falsificado na
maioria dos casos.?® Argentina et al. (2019) utilizaram a técnica de espectroscopia de
RMN de H combinada com quimiometria para discriminar amostras de cerveja
lager, de acordo com seu estilo e informagfes fornecidas no rétulo. Os resultados
mostraram que foi possivel discriminar entre cervejas do mesmo tipo, mas de estilo
diferente, utilizando uma abordagem simples, sem necessidade de pré-processamento
de algoritmos, focando apenas a atencdo na regido de carboidratos no espectro de
RMN de H.2* Cassino et al. (2019) estudaram alteragdes do metabdlito apos o
envelhecimento de amostras de vinhos tintos e brancos engarrafados durante o
periodo de 24 a 48 meses. Para isso utilizaram a espectroscopia de RMN de !H,
aliada a analise estatistica dos dados e conseguiram identificar e diferenciar as

amostras de vinho dos dois estagios de envelhecimento.?®
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Como foi mostrado acima a RMN é uma técnica lider na elucidacao estrutural
de moléculas, que possibilita a identificacdo de compostos a partir de dados
experimentais como constantes de acoplamento, desvios quimicos e sinais gerados
pelo efeito nuclear de Overhauser.?®

Todos esses estudos sdo possiveis devido ao fato que o fendmeno da RMN &
baseado nas propriedades magnéticas dos ndcleos atbmicos, ou seja, quando nucleos
alinhados com um campo magnético Bo aplicado s&o induzidos a absorver energia e a
mudar a orientacdo de spin em relacdo ao campo aplicado. Qualquer nucleo atdbmico
que tenha massa impar ou nimero impar, ou ambos, tem um momento angular de
spin e um momento magnético p. Estados de spin ndo possuem a mesma energia em
um campo magnético aplicado, devido ao fato de o ndcleo ser uma particula
carregada, e qualquer carga que se desloca vai gerar um campo magnético Bo
préprio. Dessa forma o nucleo tem um momento magnético 1 gerado por sua carga e

por spin. Um nucleo de hidrogénio, por exemplo, pode apresentar um spin no sentido
;o= 1 . ;- 1 .
horério (+ 5) ou anti-horario (- ;) e 0s momentos nucleares 1 nos dois casos apontam

em direcdes opostas (Figura 24). 22

S 2 |-

7!
spin (- Spin (+)
Oposto Alinhado

Figura 24: Representacdo do nucleo de hidrogénio, que pode apresentar um spin no

- ;- 1 . - 1 .
sentido horario (+ 5) ou anti-horario (- 5) e 0S momentos nucleares i nos dois casos

apontam em direcdes opostas. Adaptado de: PAVIA, D.L.; LAMPMAN, G.M.;
KRIZ, G.S.; VYVYAN, J.R. Introducéo a Espectroscopia. Traducdo da 4° Ed. Norte-

Americana. Sdo Paulo: Cengage Learning, 2010.
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O numero de estados de spin permitidos que podem ser adotados é quantizado
e determinado por seu numero quantico de spin nuclear 1. Na auséncia de Bo, esses
nacleos se encontram em estados degenerados de energia, apresentando uma
distribuicdo aleatoria dos spins. Na presenca do Bo, a degenerescéncia dos estados é
quebrada em niveis quantizados de energia e direcdo e podem adotar um numero
limitado de orientacdes de diferentes energias de acordo com a regra de selecdo (21 +
1) com diferencas inteiras que vao de +1 a —I (Figura 25). O fendmeno da RMN seré
percebido apenas por nudcleos ativos magneticamente, ou seja, aqueles que
apresentam momento de spin ndo nulo (spin | #0), ao serem submetidos a um campo

magnético Bo.?%?7

Y
/Cj' ﬁ estado de spin

estado de spin a

Auséncia de campo magnético
aplicado

Figura 25: Representacdo dos spins em auséncia e presenca do campo magnético.
Adaptado de: PAVIA, D.L.; LAMPMAN, G.M. KRIZ, G.S. & ENGEL, R.G.
Quimica Organica Experimental — Técnicas de Escala Pequena. 22 Edicdo. Editora

Bookmann.

Protons que se alinham paralelamente (a favor do campo), dizemos que estao
no estado de spin a, de menor energia, protons que se alinham anti-paralelamente
(contra 0o campo), estdo em estados de spin B, de maior energia, pois mais energia é
necessaria para um proton alinhar-se contra o campo do que a favor dele. Por isso,
um maior numero de ndcleos encontra-se no estado de spin a do que no estado de

spin p.2®
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A distribuicdo nos dois niveis de energia é definida pela distribuicdo de

Boltzmann (Equagéo 1):

P ok (1)

Onde Np é o numero de spins alinhados paralelamente, Nap € 0 nimero de
spins alinhados antiparalelamente, K é a constante de Boltzmann (k=1,3805x10%
joules/kelvin) e T é a temperatura em graus Kelvin.??

A partir da equacdo 1, é possivel calcular o excesso populacional, ou seja, a
quantidade de nucleos a mais no estado de energia mais baixo, que sdo aqueles que
permitem gerar um sinal de ressonancia.

Com a intencdo de se alinhar com o campo magnético, e por possuir o spin,
surge o fendbmeno da precessdo. Que nada mais €, do que a mudanca de dire¢do do
nacleo em torno do seu préprio eixo de rotacdo, na presenca de um campo magnético

(Figura 26).2? Essa freqiiéncia o angular é chamada de freqiiéncia de Larmor.

Bo

Figura 26: Precessdo de um nucleo girando, resultado da presenca de um campo
magnético aplicado. Adaptado de: PAVIA, D.L.; LAMPMAN, G.M. KRIZ, G.S. &
ENGEL, R.G. Quimica Organica Experimental — Técnicas de Escala Pequena. 22

Edicdo. Editora Bookmann.
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Essa frequéncia o é determinada pela equagdo de Lamor (Equagdo 2):

o =7vBo 2

Em que y ¢ a razao giromagnética, Bo é 0 valor do campo magnético externo
aplicado. E importante ressaltar que qualquer alteracio no valor do campo magnético
implicara na alteracdo da frequiéncia de precessao.

Quando ha a interrupcdo do pulso de excitacdo, os nucleos excitados
comecam a perder sua energia de excitacdo e voltam ao seu estado de spin original,
ou seja, eles relaxam. Esse processo chamado decaimento de inducdo livre (FID),
que ndo é ainda o espectro real, é uma combinacdo sobreposta de todas as
freqUiéncias emitidas. Assim, é necessario a utilizacdo de um método matematico
chamado de anélise transformada de Fourier (FT), em que sdo extraidas as
frequiéncias individuais, obtendo o sinal de RMN. A Figura 27 apresenta esse

processo.
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FID — dominio do tempo

0.5 1.0 1.5

ESPECTRO — dominio das frequéncias

Figura 27: Sinal gerado no dominio do tempo FID, seguido da representacéo do

espectro de uisque original ap6s a transformada de Fourier.

A espectroscopia de RMN de 'H tem sido usada para anélise quantitativa
desde 1963, Hollis, que analisou fracbes de aspirina, fenacetina e cafeina e
Jungnickel e Forbes que estudaram as propor¢6es entre protons intramoleculares de

26 substancias organicas puras.?®

A principal vantagem da RMN de ‘H quantitativa em comparag&o com outros
métodos analiticos ¢ a medicdo da razdo primaria, uma vez que a area do sinal de
resposta (Ax) € proporcional ao nimero de nicleos que absorvem energia na
radiofrequéncia referente a essa linha de ressonancia (Nx). Além disso, ndo €
necessario a construgdo de uma curva de calibracdo, bem como o emprego de

padrdes de referéncia idénticos ao analito, pois a aquisicdo desses compostos
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padronizados muitas vezes € um processo demorado e hem sempre 0S mesmo estao

disponiveis no mercado mundial.

Com RMN quantitativa, a quantificacdo dos compostos presentes em uma
amostra complexa pode ser realizada em uma unica medicéo rapida, ndo destrutiva.
A preparacdo da amostra € simples e a incerteza na quantificacdo € minima. Além de
possuir vantagens adicionais, como a capacidade de determinar estruturas
moleculares a partir da matriz da amostra complexa, assim como o uisque e também
a analise quantitativa de multiplos metabdlitos simultaneamente a partir de uma

mistura.

Para realizar um experimento quantitativo é preciso levar em consideracao

um conjunto de parametros:

v Sintonia da Sonda: E preciso sintonizar muito bem a sonda. A sintonia é feita
para o solvente e para a sonda. Pois ir4 sintonizar o solvente da amostra de acordo
com a bulbina que sera responsavel pela emissdo de radiofreqiiéncia que vai excitar
0s nucleos.

v Homogeneidade do Campo Magnético: E um ajuste de homogeneidade do

campo (largura do sinal do TMS deve ser menor que 1 Hz. Se executado com éxito
garante sinas finos e de boa resolucéo, evitando assim sobreposicoes.

v Tempo de aquisicdo (aqg): O tempo de aquisi¢do deve ser grande o suficiente

para evitar o truncamento do FID e pequeno o suficiente para ndo comprometer a
relacdo sinal / ruido (S/N) - um aqg longo pode levar a aquisicdo de ruido, reduzindo a
relacdo (S/N).

v Pulso de 90° O pulso de 90° deve ser bem calibrado para garantir a excitacao
de toda janela espectral, com o intuito de se obter a intensidade maxima dos sinais.

v Numero de pontos (td): O td deve ser suficiente para a escri¢cdo precisa do

sinal. De forma ideal 10 pontos acima da meia altura do sinal.

v Numero de scans (ns): Para se obter uma boa relacdo sinal/ruido é necessério

obter um ndmero suficiente de ns, obedecendo um minimo de 1000:1 para a
quantificacéo.

v Tempo de relaxacdo (T1): T1 é o tempo de relaxacdo spin rede e €

fundamental para a quantificacdo, pois esse parametro tem valores diferentes para
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grupo quimico, podendo assim variar de acordo com as caracteristicas da amostra,
como o pH. O valor minimo necessario € de uma relagdo de 5T1, para que possa
garantir 99,3% da intensidade do sinal. Um valor de 7T1 levaria teoricamente a
99,9%.

v Ganho do receptor (rg): E o ganho do receptor, e para cada amostra ele devera

ser ajustado para evitar a clipagem do FID. Em analises quantitativas para métodos
quimiometricos deve-se assegurar 0 mesmo rg para todos os experimentos, para que
as amostras nao sejam discriminadas por diferenca do ganho.

v Correcdo de fase: Esse parametro pode ocorrer de forma manual ou

automatica na parte de processamento, porém para o fim de quantificacdo a correcdo
automatica pode ndo ser suficiente. Deve-se tomar bastante cuidado pois é uma
procedimento fundamental para precisdo na hora de integrar os sinais.

v Correcdo da linha de base: A corregdo da linha de base permite avaliar os

sinais nas proximidades de sinais muito largos. Basicamente, essa correcdo consiste
na aplicacdo de uma série de funcdes matematicas.

v Integracdo dos sinais: Para a integracdo precisa dos sinais nao pode haver

interferéncia, como por exemplo, a sobreposi¢édo, principalmente com ou sem a

inclusdo dos satélites de >C nos espectros de RMN de H.

Uma das técnicas de quantificacdo utilizadas no RMN é o ERETIC2
(Electronic REference To access In vivo Concentrations), criado em 1999 por Akoka
et al.® Nesse tipo de analise, 0 FID é originado por um mecanismo eletrénico
enviado a sonda durante ao processo de aquisicdo do sinal de RMN. Esse sinal
eletronico criado ap6s a Transformada de Fourier apresenta a mesma forma e
frequéncia que o FID e deve ser calibrado anteriormente utilizando uma amostra de
concentracdo conhecida e caracteristicas eletro-analiticas semelhantes a da amostra
que serd quantificada. Como as caracteristicas do sinal eletronico se assemelham as
do sinal real de RMN, essas sofrem reflexo pelo ganho do receptor a quantidade de
aquisicdes, com o objetivo de ter uma relagdo sinal ruido que ndo prejudique a
amostra. O indicado para esse tipo de estudo quantitativo por sinais eletrénicos, que
usam analises prévias de calibracdo e posterior andlise de amostras com

concentragdes desconhecidas é uma relagdo sinal ruido superior a 100,332
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O método ERETIC correlaciona intensidades absolutas de dois diferentes
espectros e usando o principio da reciprocidade, que indica que os comprimentos dos
pulsos sdo inversamente proporcionais a intensidade do sinal de RMN, é determinada
a concentracio do analito.333%

Em um espectro de RMN ha uma grande quantidade de informacdes obtidas
que podem dificultar a interpretacdo dos dados quando um nUmero elevado de
amostras com semelhanca espectral sdo analisadas. Frente a isso, 0s métodos
quimiomeétricos tem sido de grande importancia para reduzir a complexidade
(quando ocorre) desses dados espectrais, evidenciando as informacgdes mais

relevantes.3°36

1.7 QUIMIOMETRIA APLICADA A RMN

A quimiometria tem se mostrado de grande importancia na interpretacdo e
analise de dados obtidos pelos diversos métodos instrumentais. Pode ser definida
como sendo o desenvolvimento e a aplicacdo de métodos estatisticos e matematicos
no planejamento, otimizacdo de procedimentos ou na obtencdo de informacGes
quimicas através da analise de dados.® A extracdo de informagbes dos dados
normalmente envolve a andlise de um considerdvel nimero de experimentos. E
frequentemente apenas um pequeno numero dessas variaveis apresentam importancia
para 0 objetivo do experimento. Neste trabalho, o emprego foi restrito a analise
multivariada. E conhecida a vantagem de se analisar multiplas variaveis
simultaneamente em comparacdo com a analise univariada, uma vez que se obtém
mais informacGes na andlise multivariada devido as correlagbes entre as variaveis.’
Uma das técnicas de analise multivariadas utilizada na quimiometria é discutida a

sequir.

A analise de componentes principais (PCA, do inglés Principal Component
Analysis) foi inicialmente descrita por Pearson em 1901 e desenvolvida
posteriormente por Hotelling em 1933 e, ao longo dos anos e com avangos
computacionais, a técnica tornou-se conhecida amplamente utilizada em diversos
estudos de diferentes areas. A analise tem como objetivo principal reduzir o numero

de variaveis observadas, X1, .., Xp, produzindo assim variaveis ndo correlacionadas,
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Y1, ..., Yp que sdo combinaces lineares das variaveis observadas e que representam
0 méximo possivel da variabilidade de Xi, ..., Xp. Neste caso, as varidveis Y’s séo
chamadas de componentes principais. Cada componente principal (PC) explica parte
da variancia dos dados, essas novas variaveis sdo ordenadas em funcdo do quanto
elas explicam da variancia dos dados.®® Dessa forma, a PCA promove uma
transformacdo de um conjunto de varidveis eventualmente dependentes em um
conjunto reduzido de variaveis independentes. A analise desse novo conjunto de
dados reduzidos € chamada de andlise exploratoria e é recomendada antes de
qualquer outro tipo de andlise, pois ela possibilita a visualizacdo e deteccdo de

agrupamentos, tendéncias e possiveis amostras andmalas.3®4

Diferentemente das varidveis originais, essas novas varidveis nao sao
correlacionadas entre si. Quando projetadas em um grafico, as componentes
principais sdo ortogonais entre si. A PCA é equivalente a uma rotacdo do eixo
original de forma que a PC1 esté na direcdo de maior variancia dos dados, enquanto
que PC2 estd na direcdo da segunda maior variancia, e assim por diante. A
covariancia € uma medida do quanto duas variaveis estdo relacionadas entre si, ou
seja, se as varidveis sdo independentes a covariancia serd proxima de zero. As PC’s
sdo obtidas a partir da matriz de covariancia, em que cada PC é um autovetor desta
matriz que tem relacionada a si um autovalor, que corresponde a quantidade de

variancia no conjunto de dados que ¢ explicado pela PC.*

A PCA resulta em uma transformagéo da matriz de dados originais em uma
nova matriz de dados de forma X = T.P + E, onde T séo 0s escores, e tem tantas
linhas quanto a matriz de dados originais, P sdo os loadings (pesos), e tem tantas
colunas como a matriz de dados originais. O nimero de colunas na matriz T €é igual
ao numero de linhas na matriz P. Cada matriz de escores consiste de uma série de
vetores coluna, e cada matriz de loadings de uma série de vetores linha. A matriz de
escores T e P sdo compostas por varios destes vetores, um para cada PC. Os
autovetores da primeira PC sdo o primeiro vetor de escores e 0 primeiro vetor de
loadings, e assim sucessivamente.*? Varios trabalhos tem utilizado tal técnica para

diminuir o grande numero de variaveis.

Borges et al., 2016, utilizaram o modelo PCA associado ao método de
classificacdo Soft Independent Modeling by Class Analogy (SIMCA) para
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investigaram a autenticidade de amostras de suco de uva organico usando
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). Os
resultados mostraram que as concentracdes de certos elementos (Ba, Ce, La, Mg, P,
Pb, Rb, Sn e Ti) foram maiores nas amostras organicas do que nas comuns, enquanto
algumas (Na e Va) foram maiores nas comuns comparadas as organicas.*
Monahhova et al., 2015, utilizaram PCA para discriminar espécies de café Arabica e
Robusta. A espectroscopia de RMN foi usada para verificar a presenca dessas
espécies. Extratos lipofilicos de cafés torrados e verdes auténticos mostraram a
presenca de marcadores estabelecidos para Robusta (16-O-metilcafestol (16-OMC))
e para Arébica (kahweol). A integracao do sinal 16-OMC (3 3,156 ppm) foi utilizada
para estimar a quantidade de Robusta em misturas de café com um limite

aproximado de detecgdo de 1-3%.%

2.0 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS

Utilizar a técnica de RMN associada a quimiometria como ferramentas na

analise qualitativa e quantitativa de matrizes complexas como o uisque.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar e comparar o perfil quimico de amostras de uisques apreendidos e
comerciais, com foco em analisar as possiveis diferencas.

v Quantificar em nivel individual o etanol presente em amostras de uisques
comerciais e apreendidos, por RMN de 'H através do método ERETIC2 e
com uso da quimiometria, para avaliar se permanecem dentro dos padrdes de
legislacdo.

v Utilizar a quimiometria associada a RMN no estudo da composicdo de

uisques.
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3.0 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Obtencéao das amostras

As amostras apreendidas foram cedidas pelo Instituto Nacional de
Criminalistica — INC - DPF, unidade de Brasilia. Ressalta-se que ndo se teve acesso
aos relatorios de apreensdes, portanto essas amostras podem ter sido apreendidas
tanto por adulteracgdes, quanto por fraudes fiscais.

As amostras comerciais auténticas foram oferecidas pelo Grupo de
Microfluidica e Eletroforese (GME), que é coordenado pelo Prof. Dr. Wendell
Karlos Tomazelli Coltro, as quais foram compradas pelos Grupo de Microfluidrica
em casa de procedéncia confidvel. Foram analisados uisques das marcas: Red Label
(RL) e Natu Nobillis (NT).

Tabela 1. Descricdo dos cddigos das amostras de uisque analisadas.

Cadigo Tipo de uisque
RL original Red Label auténtico comercial
NT original Natu Nobillis auténtico comercial
UF-6 RL, UF-16 RL, UF-20 RL, UF-7 Red Label apreendido

RL, UF-1 RL, UF-13 RL, UF-2 RL

UF-63 NT, UF-160 NT, UF-65 NT, UF-62 Natu Nobillis apreendido
NT, UF-67 NT, UF-6 NT, UF-59 NT

3.2 As analises de RMN de tH

3.2.1. Equipamentos e acessorios

As andlises de RMN de *H foram realizadas em replicatas, coletando-se duas
fragdes da amostra. Os experimentos de RMN foram obtidos nas instalagdes do
Laboratorio de Ressonancia Nuclear Magnética do Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Goids (IQ/UFG), em um espectrometro BRUKER
AVANCE I11 500 (11,75 T), operando na frequéncia de 500,13 MHz, para o nucleo
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de Hidrogénio, equipado com sonda de detecgdo inversa de trés canais 'H, °C e
XBB, Broad Band Inverse Detection (BBI) para analises de amostras liquidas em
tubos de 5 mm de didametro. O software Topspin 3.5 ( Bruker BioSpin) foi usado na
operacdo e processamento dos experimentos. Para as analises quimiometricas foi
utilizado o software Amix-Viewer, versdo 3.9.15. As regides de supressdo ( agua e

etanol) foram excluidas.

3.2.2. Procedimento de andlise

Em um tubo de RMN de 5 mm foram adicionados 100 puL de amostra de
uisque e 500 pL de D>O e TMSP-ds (trimetilsilil-2,2,3,3-dspropionato de sodio)
0,1% (m/v), com micropipetas de 100,0 e 1000,0 uL, aferida e calibrada.

Para o trabalho foram realizados experimentos unidimensionais de RMN de
'H sem supresséo do sinal do solvente e com supressdo do sinal do solvente e do
etanol replicatas coletando duas fracdes da amostra. Os parametros de aquisicéo e
processamento para os experimentos de RMN de *H sio apresentados na Tabela 2.
Tabela 2. Parametros de aquisi¢do e processamento dos experimentos de RMN de
1H

Parametro (Bruker) Descricéo Descricéo Descricao
Sequéncia de pulsos 7o) noesygpprld_1d split  lclpngpps
Temperatura 20°C 20°C 20°C
Relaxacdo longitudinal (T1) 5,48s 5,48s 5,48s
N.° de pontos digitalizados (TD)  65.536 65.536 65.536
Janela espectral (SW) 20,0 ppm 20,0 ppm 20,0 ppm
Tempo de aquisicdo (AQ) 3,27 s 3,27 s 3,27 s
N.° de varreduras (NS) 8 8 512
N.° de pontos 64K 64K 64K
Receiver gain (RG) 1 5 128
Pulso de 90° (pl1) 7.96 ps 8,0 us 7.96 ps
Transmitter frequency (O1) 4.69 ppm 4,69 ppm 4.69 ppm
Atraso da relaxacéo (d1) 25,0 50s 2,40s

Line broadening (LB) 0,30Hz 0,30Hz 1Hz
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3.3 Calibracgdo do ERETIC

A calibracdo do sinal eletronico foi feita utilizando amostra padrdo Bruker
certificada e selada num tubo contendo 2,0 mmol/L de sacarose, 0,5 mmol/L de DSS
(5-Sulfonato-2,2-dimetil-2-silapentano), NaNsz 2,0 mmol/L, D2O a 10 % e 90 % de
H20. A calibracdo do dispositivo eletronico foi feita integrando 06 (seis) regides de
sinais do espectro referentes aos sinais da sacarose, em seguida foi atribuido o
numero de nucleos que compde cada regido, juntamente com a atribuicdo da

concentracédo da sacarose na solugéo, conforme demonstrado na Figura 28.
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Figura 28: Representacédo da regido dos sinais da sacarose utilizados para a
calibracéo eletrénica (ERETIC2).

O anexo 1 inclui o protocolo de calibracdo do dispositivo eletrénico do
ERETIC.
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SUPRESSAO DOS SINAIS

A &gua e o etanol sdo os principais componentes do uisque e constitui um
problema para a obtencgéo de espectros de RMN de *H de qualidade, pois, o ganho do
receptor é calculado sobre o sinal de maior intensidade, que no caso sdo esses trés
sinais, um hidrogénio da agua e os hidrogénios da metila e metileno do etanol. Desse
modo, é obtido um valor de ganho muito baixo, pois, as intensidades dos sinais da
agua e do etanol sdo muito altas, tornando os sinais da amostra imperceptiveis. Para
tornar os sinais da amostra perceptiveis, se fazem necesséario reduzir suas
intensidades ou elimina-los através da supressdo. Dessa forma, o ganho do receptor é

calculado sobre os sinais da amostra.

Para isso, fez-se necessaria a utilizacdo de uma sequéncia de pulsos
Iclpngpps, que faz a multipla supressao, ou seja, dos sinais dos hidrogénios da agua
(6 4,77, singleto largo), da metila (5 1,18, tripleto, J = 7,08 Hz, correspondente a trés
hidrogénios) e do metileno (6 3,65, quadrupleto, J = 7,08 Hz, dois hidrogénios) do

etanol.

Na Figura 29, sdo apresentados os espectros de RMN de 'H sem e com
supressdo dos sinais da agua, da metila e do metileno do etanol. No espectro com
supressao, € possivel notar muitos outros sinais que antes ndo eram possiveis de ser

observados.



56

OH CH,
Etanol

H-O
20 CH,
SEM SUPRESSAO

COM SUPRESSAO

Y
0 °

o
~
L
O
.-
“
» -
-
o4
-
i

Figura 29 O efeito da supresséo utilizando a sequéncia lclpngpps (com supresséo)
frente a sequéncia zg (sem supressao).

4.2 O Efeito do tempo de relaxacéo (T1)

O processo de relaxacdo longitudinal, também é chamado de relaxacao spin-
rede, e € basicamente o restabelecimento da distribuicdo das populacbes dos niveis
de energia Zeeman. O excesso de energia potencial magnética é transferido do estado
excitado para a vizinhanga ou para a rede, na forma de energia cinética molecular.

Esse fendbmeno de emissdo ndo é espontaneo, mas sim o resultado da
interacdo dos momentos magnéticos nucleares com 0s campos magnéticos dos
nacleos que compdem a rede e que oscilam em torno da freqtiéncia de Lamor, sendo
capaz de absorver esta energia.

O T1 é fundamental para a manutencdo do bulk de magnetizacéo correto para

uma temperatura definida e estdvel. As condi¢Bes quantitativas para evitar a
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saturacdo do sinal e garantir um retorno de 99,3% da magnetizacdo ao estado de
equilibrio térmico, devera requere um tempo minimo de 5T1 para que esse retorno
aconteca. Dessa forma, a estimativa do tempo de relaxacao para os sinais da amostra
é fundamental.

Os experimentos de estimativa de T1 foram realizados através da sequéncia
de pulsos inversdo recuperacgdo tlirld, em que foi variado o tempo de inverséo e
recuperacdo (D7). O valor de D7 adequado foi escolhido quando os sinais tornam-se
positivos, que foi o valor de 3,8s. A Figura 30, apresenta os espectros com valores de
D7=1e D7=3,8.
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Figura 30: Espectros com sequéncia de pulsos inversdo recuperagéo tlirld, em que,

foi variado o tempo de inverséo e recuperacdo (D7).

O célculo do valor de 5T1 foi realizado de acordo com a equacéo (1):

1
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4.3 Identificacdo e atribuicdo dos sinais de RMN de H

O uisque é uma bebida que possui um perfil quimico influenciado pelos
processos de fermentacdo, destilacdo e armazenamento. Uma vasta gama de
compostos determina a qualidade individual de varios tipos de uisques. O espectro de
um uisque original pode ser divido em 4 faixas de A - D (Figura 31) que apresentam

sinais de hidrogénios caracteristicos das diferentes classes de compostos.

Figura 31: Regibes caracteristicas de compostos presentes no uisque. A: alcoois
superiores: propanol, butanol, isobutanol e pentanol; B: acidos e ésteres; C: sinais
caracteristicos dos hidrogénios de grupos -CHz dos &lcoois citados na regido A e D:

compostos aromaticos.

A regido A apresenta os sinais referentes aos hidrogénios dos grupos metilas
(-CHz) de Alcoois tipicos do processo de producdo do uisque como etanol
(suprimido), propanol, butanol, isobutanol e pentanol. Essa regido pode ser descrita
como etanol + alcodis superiores. A regido B apresentam sinais de metilas de acidos
organicos e esteres como o acido acético, acetato de etila respectivamente, formados
durante o processo de fermentacdo. Vale ressaltar que o acetato de etila é de suma
importancia para a bebida, pois em altas concentragdes dd uma nota semelhante a
solvente ou vinagre ao produto final, enquanto em baixas concentragdes suaviza o

aroma acentuado dessas bebidas.*® A regifo C apresenta os sinais caracteristicos dos
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hidrogénios de grupos -CH> dos &lcoois citados na regido A. Na regido D apresenta
os sinais referentes aos protons de compostos arométicos, que ndo foram

caracterizados.

4.3-1 Alcodis

Na Figura 32 esta apresentada a regido dos alcoois superiores, possivelmente
o propanol, butanol, isobutanol e pentanol. Porém, apenas com o espectro de *H néo
foi possivel atribuir no espectro as multiplicidades e deslocamentos quimicos
especificos de cada um, pois quando se mudam as concentracfes também mudam os
deslocamentos quimicos, além de os picos se sobreporem uns aos outros. Essa classe
de compostos € uma das mais importantes quando a finalidade é a autenticacdo de
uisques, pois sdo considerados um dos congéneres mais abundantes para caracterizar
0 aroma e o sabor da bebida. Apenas por essa regido foi possivel identificar algumas

adulteracdes grosseiras das amostras apreendidas.

ALCOOIS SUPERIORES

Pentanol
Propanol Butanol

Isobutanol

T T T T T T T T T T T T
1.85 1.80 1.75 1.70 1.65 1.60 1.55 1.50 1.45 1.40 1.35 PEm

Figura 32: Regido expandida de alcoois superiores (provaveis estruturas: propanol,
butanol, isobutanol e pentanol) do espectro de RMN de 'H de um uisque original
Natu Nobillis.
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Na Figura 33 foi realizada uma comparacdo dos sinais na regido de &lcoois
superiores das marcas Natu Nobillis e Red Label. E ao se observar a tendéncia nos
uisques dessas marcas foi possivel concluir que as amostras apreendidas UF-65 NT,
UF-62 NT e UF-59 NT, UF-2 RL, UF-7 RL ndo apresentaram sinais nessa regiao, o
que sugere a adulteracdo das mesmas. Nas amostras UF-6 NT e UF-63 NT, UF-6
RL, UF-1 RL e UF-20 RL observou-se que as intensidades desses sinais eram bem
inferiores quando comparadas as intensidades das originais, o contrario do que
aconteceram com as amostras UF-160 NT e UF-67 NT, UF-13 RL e UF-16 RL que

obtiveram intensidades aproximadas as originais.

UF-65 NT
UF-62 NT

UF-59 NT
UF-6 NT

UF-7 RL
UF2RL S N
UF-63 NT

——— e~~~
UF-20 R}—,VMHVW\%\—/W\N—A_M

UF-1RL
UF-6 RL

UF-67 NT
UF-16 RL

UF-160 NT

UF-13 RL PRAVAV.N
o \
RL ORIGINAL_/;/\/\/M

NT ORIGINA

18 1.7 186 15 1.4

Figura 33: Comparacao da regido dos sinais de alcodis superiores em um espectro

de RMN de *H das amostras de uisque.

4.3-2 Carbamato de etila

Carbamato de etila, conhecida também como uretana, é um composto
cancerigeno e formado naturalmente em alimentos fermentados, como o uisque.
Pode ser formado durante todas as etapas de producdo das bebidas, pela reagéo do
etanol com alguns compostos nitrogenados, como ureia, carbamil fosfatos, n-
carbamil aminoacidos, cianetos, entre outros, podendo ser formado durante todo o

processo produtivo, ou seja, desde o plantio até a destilacdo. Esta formacdo é
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dependente da concentracdo dos reagentes, temperatura, pH, luz e tempo de

armazenamento.*®

Dessa forma, ele é considerado como um contaminante na bebida. A figura

34 mostra um dos sinais referentes ao carbamato de etila em uma amostra de uisque

original.
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Figura 34: Regido expandida de um dos sinais do carbamato de etila (estrutura
quimica acima na figura) em um espectro de RMN de *H na amostra de uisque
Natu Nobillis.

No espectro de RMN de H de uisques, apenas o sinal do grupo metileno do
carbamato de etila pode ser observado na regiao 6 4,00-4,20 (quarteto) , J = 7,05 Hz
(Figura 34). Sinais correspondentes & presenca do grupo amino & 7,70-7,60 nédo
podem ser vistos sob as condi¢fes experimentais estabelecidas, devido a rapida troca
de protons. O sinal do grupo metila 6 1,30-1,20 ndo pode ser observado devido a
supressdo dos sinais de etanol. Sendo assim, apenas as amostras de uisque NT
Original, UF-16 RL e UF-67 NT apresentaram sinais caracteristicos do carbamato de

etila. As amostras originais da marca Red Label ndo apresentaram sinais na regido
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caracteristica de carbamato de etila, isso se deve ao fato de que esse composto é um

contaminante e pode néo ser ter sido removido.

4.3-3 Acido Acético

O acido acético € um composto produzido por leveduras durante a
fermentacdo alcodlica.?® Na Figura 35 ¢ apresentado o sinal referente ao &cido

acético em uma amostra de uisque original de Natu Nobillis.

T T T T T T T T T
2.00 1.95 1.90 1.85 1.80 1.76 1.70 1.65 Ppm

Figura 35: Regido expandida do sinal da metila do acido acético em um espectro de

RMN de H de uma amostra de uisque original Natu Nobillis.

Ao fazer uma comparacédo dos espectros da marca Natu Nobillis e Red label
na regido do sinal citado acima (Figura 36), foi possivel observar que a amostra UF-
160 NT e UF-13 RL apresentaram intensidades de sinais de acido acético muito
maior do que as outras amostras apreendidas, que as deixam com perfil mais
préximo de um uisque original, pois, nesse tipo de bebida entre os acidos
carboxilicos presentes 0 que se apresenta em maior quantidade € o acido acético,

devido as oxidac@es do etanol e do acetaldeido.*’
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UF-65 NT
UF-62 NT
UF-59 NT
UF-6 NT
UF-7 RL e NS
UF-2RL
UF-63 NT o
UF-20 RL
UF-1RL
UF-6 RL
UF-67 NT
UF-16 RL
UF-160 NT
UF-13 RL
RLORIGINAL
NT ORIGINAL
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1.0 1.85 1.80

2.00

Figura 36: Comparacdo da regido do sinal da metila do acido acético em um

espectro de RMN de *H das amostras analisadas. A amostra UF-13 RL e UF-160 NT
apresentaram intensidades do sinal referente a metila do acido acético 6 1,91 bem

proximas das amostras originais, deixando-as com perfis quimicos parecidos.
4.4 Analise de Componentes Principais por Marca

4.4.1 Amostras de Natu Nobillis originais e apreendidas

As amostras da marca NT (originais e apreendidas) foram usadas para compor a
matriz de dados da PCA. A analise foi feita com exclusbes das regides do etanol e dgua

para ressaltar os perfis quimicos. O grafico de escores de PCixPC, com variancia

acumulada de 98,71% (Figura 37).
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Figura 37: Gréfico de escores de PC1xPC2 das amostras Natu Nobillis original e UF

apreendidas.

Os grupos de amostras NT originais e UF-160 NT foram discriminados em

escores negativos de PCy e positivos de PC», o que evidencia uma grande semelhanca
entre seus perfis quimicos. J& as amostras UF-63 NT, UF-6 NT, UF-59 NT, UF-65

NT e UF-62 NT foram discriminadas em escores positivos de PC1 e PC,. A amostra

UF-67 NT (representada pelo espectro em azul na Figura 38) apresentou padrédo

oposto as amostras citadas e em seu espectro foi observado sinais intensos referentes

a sacarose (Figura 38). Dessa forma envolve a utilizagdo de corante caramelo para

mascarar a cor apés uma possivel diluicéo.
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Figura 38: Comparacgdo dos espectros de uisques de marca Natu Nobillis
apreendidos e original.

O gréfico de pesos (Figura 39) indica que a variavel de maior influéncia para
a tendéncia observada no gréfico de escores é o sinal & 0,89, referente a metila do
propanol, pois a multiplicidade e a regido sdo caracteristicas de hidrogénios em
grupos metilas terminais de cadeias alifaticas. Vale ressaltar que o propanol é um
alcool utilizado na autenticacdo de uisques. O comparativo da regido de interesse
(0,95-0,85 ppm) no espectro de RMN de *H (Figura 40) confirma a tendéncia
identificada na PCA.
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Figura 39: Variaveis discriminatdrias da PCA.
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Figura 40: Comparativo entre as intensidades do composto discriminatorio
(propanol) de amostras NT originais e UF apreendidas.

Com excecdo da amostra UF-160 NT, a amostra NT original apresenta o
tripleto com intensidade superior a intensidade do mesmo sinal nas amostras
apreendidas e possivelmente adulteradas. Como a intensidade do sinal de RMN
apresenta linearidade com a concentracdo, ha uma maior concentracdo do propanol
nas amostras originais.

Umas das formas de se adulterar uisque, é com a adi¢do de agua.*® Com tal
pratica, ocorre a dilui¢cdo dos seus componentes, fato que pode explicar as diferentes

intensidades nos sinais de RMN do propanol observadas na figura 39.
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Ao determinar o teor de etanol nas amostras NT originais e UF (Tabela 3)
encontrou-se um resultado similar. A média dos teores de etanol nas amostras
originais é superior quando comparada a média da concentracdo de etanol das
amostras apreendidas. Esse fato corrobora a hipotese do uso da diluicdo para a
adulteracdo de tal marca. Porém, as amostras UF-67 NT (Figura 38), UF-63 NT e
UF-6 NT encontram-se com valores de teor de etanol dentro dos padrdes de
legislacdo, que seria de 38 a 54%, mas apresentam em seus espectros sinais na regiao
de acUcares (Figura 41), composto esse que ndo é observado em uisques originais,
devido ao fato de que os agUcares produzidos na etapa de fermentagdo, sao
consumidos pela levedura para produzir &lcoois. Esses sinais intensos nessa regido
podem ser explicados pelo fato de que os uisques apreendidos pela Policia Federal no
Brasil sdo frequentemente formulados a partir de bebidas alcodlicas alternativas, que
em sua maioria s@o incolores, necessitando da adicdo de grandes quantidades de
corante caramelo para gerar a caracteristica cor do uisque.*** Embora a cor do
caramelo possa ser classificada em diferentes tipos com base na fabricacdo, a
sacarose e a glicose sdo sempre usadas como matéria-prima, sendo a sacarose O

principal ingrediente.

Tabela 3: Teores de etanol das amostras pelo método ERETIC2.

Amostra Média da % Etanol Desvio padréo da

média % Etanol
NT original 45,25 2,04
UF-67 NT 42,98 1,41
UF-63 NT 41,68 0,80
UF-6 NT 38,00 8,14
UF-160 NT 37,00 0,24
UF-59 NT 36,46 0,76
UF-65 NT 33,85 0,65
UF-62 NT 32,51 0,04

Legenda: As amostras UF-67, UF-63 e UF-6 apresentam teores de alcodis com
valores aceitaveis de acordo com a legislacéo (38 a 54% ).
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Figura 41: Comparacao da regido dos sinais de agucares em um espectro de RMN de
'H das amostras de uisque. As amostras UF-6 NT, UF-63 e UF-67 apresentaram
sinais caracteristicos de hidrogénios anomericos da sacarose na regido 6= 4,2 e 6=
5,4, evidenciando o uso de corante camelo nessas amostras apreendidas para

correc¢do da cor.

Vale ressaltar que a amostra UF-160 NT ndo apresentou distingdo de perfil
quimico quando comparada a amostra original e sua porcentagem de alcool ficou
bem préxima do permitido pela legislacdo. Sendo assim, a sua apreensdao pode ter

sido ocasionada por fraude fiscal e ndo por adulteracéo.
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4.4.2 Amostras de Red Label originais e apreendidas

RL ORIGINAL

@ UF-7 RL
U‘F-13 RL
N
i
s . F-16 RL
) @
3 UF-6 RL
4 [ 1&)
UF-1RLg
.UF-ZO RL
UF-2 RL
PC:169,31%

Figura 42: Gréfico de escores da PCy x PC» para as amostras RL.

Como esta apresentado no gréafico da Figura 42, as amostras RL original, UF-
13 RL e UF-16 RL foram discriminadas em escores negativos de PC: e positivos de
PC,, evidenciando uma proximidade entre seus perfis quimicos. As amostras UF-1
RL, UF-2 RL, UF-6 RL e UF-20 apresentam padrdes opostos. J& o UF-7 foi
discriminado em escores positivos de PCy e PCa. Esse fato revela grande diferenga
no perfil quimico quando comparado aos demais grupos. Essa amostra apresentou
um menor teor de etanol 35,66% (Tabela 4), que é considerado bem abaixo dos

padrdes permitidos, caracterizando assim, essa amostra como sendo adulterada.

A variavel de maior peso para a discriminacdo das amostras em escores
positivos de PCy foi 6 5,38, cujos sinais sdo caracteristicos da regido de acucares. O
grupo RL-UF-6 apresenta sinais intensos nessa regido, caracterizando a
discriminacdo acompanhada nos escores e loadings da PCA (Figura 42 e 43) Esses
sinais intensos nessa regido podem ser explicados pelo fato que foi citado acima, ou
seja, a adigdo de grandes quantidades de corante caramelo para gerar a caracteristica
cor do uisque.*® Os principais sinais apontados pelo grafico de loadings em PCi
negativo (Figura 38) foram 6 0,89; & 1,4 — 1,8; 6 1,91, os quais representam a regido

dos alcodis superiores, como propanol, o butanol, o isobutanol e o pentanol. E
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quando foi feita uma comparacdo dessa regido na sessdao acima (Figura 33),

realmente observou-se uma diminuigéo de intensidade desses sinais nas amostras.

55,38

_diimy

g pes P THRITTHR AP

5191 5(1,4-1,8) 50,89

Figura 43: Grafico de loadings de PC1

Quando foi determinado o teor de etanol nas amostras RL originais e UF
(tabela 4) foi encontrado um resultado similar. A média das concentracdes de etanol
nas amostras originais é superior quando comparada a média da concentracdo de
etanol das amostras UF. O interessante foi que no caso dessas amostras apenas as
amostras UF-2, UF-20 e UF-7 ndo obtiveram porcentagens de etanol dentro dos
padrdes da legislacdo, mas todas elas apresentaram sinais com altas intensidades na
regido de aclcares, como pode ser observado na (Figura 44), evidenciando uma
adulteracdo, como foi citado anteriormente nas amostras de Natu Nobillis.

Tabela 4: Teores de etanol das amostras pelo método ERETIC2.

Amostra Media da % Etanol Desvio padréo da

média % Etanol
RL original 45,19 0,22
UF-13 RL 44,47 1,17
UF-6 RL 40,95 0,45
UF-16 RL 40,89 0,34
UF-1RL 40,62 1,07
UF-2 RL 37,24 1,42
UF-20 RL 37,11 1,15

UF-7 RL 35,66 0,58
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Figura 44: Comparagio da regido dos sinais de aglicares em um espectro de H
RMN das amostras de uisque. As amostras UF-6 NT, UF-63 e UF-67 apresentaram
sinais caracteristicos de sacarose na regido (6 5.1 — 5.6), evidenciando o uso de

corante camelo nessas amostras apreendidas para correcdo da cor.
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5. CONCLUSAO

A RMN mostrou-se como uma ferramenta eficiente para ser usada na andlise
de uisques. As analises dispensam etapas de extracdo e purificacdo da amostra,
evitando alteracdes na sua composicao quimica. Compostos minoritarios observados
em espectros realizados com a supressdo da agua e do etanol permitiram a
discriminagao das amostras falsificadas.

Ao realizar uma anélise de PCA e ERETIC2 por marcas, foi possivel
identificar as amostras adulteradas por diluicdo e as que foram coloridas com corante
caramelo e ainda identificar que a amostra apreendida UF-160 NT ndo apresentou
evidencias de adulteracBes. Ficou demonstrado que os uisques falsificados
representam um risco ao consumidor que muitas vezes pode estar adquirindo
amostras adulteradas, colocando em risco a saude. A RMN se mostrou til na
avaliacdo da autenticidade de uisques, de modo a indicar as alteracbes nas

composicdes de bebidas falsificadas.
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Anexos

Anexo |

Protocolo de calibracdo do ERETIC

A.OBJETIVO:
Fornecer instrucdes adequadas a correta execucao da calibracédo eletronica (ERETIC)

para RMNg de H, para amostras de liquido e HRMAS.

B. ALCANCE:

Todos os estagiarios, bolsistas e funcionarios do laboratério.

C. RESPONSABILIDADE:

Todos 0s usuarios.

D. EQUIPAMENTO UTILIZADO:

D1. Aparelho:

Bruker Avance Ill 500 (campo de 11,75 Tesla: 500,13 MHz na frequéncia do
hidrogénio e 125,76 MHz para o carbono)

D2. Sonda:
e TBI (Triple Resonance Broadband Inverse- detecgéo inversa)
e BBO (Broadband Observe — deteccao direta)

E. CONCEITO/FINALIDADE:

Experimento realizado para a deteccdo do nucleo de hidrogénio visando a calibracdo
eletronica (ERETIC) para obtencdo de medidas quantitativas por meio eletrdnico
(ERETIC).

F. PROCEDIMENTO:

E1. Sequéncia de Pulso:
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ZG 90, ZG 30, NOESYGPPR1D

G. PROCEDIMENTO OPERACIONAL:

Trocar a sonda;

Na aba BSMS, ativar o Lift N (ou digitar ej na barra de comandos);

Inserir amostra e desativar o Lift (ou digitar ij na barra de comandos);

Criar um novo experimento: abrir um experimento com a sequéncia de pulso
ZG e digitar o comando edc, a partir da pasta Modelos;

Para carregar o shimming: digitar o comando rsh e localizar o shimming
padrdo para aquele solvente e sonda;

Para sintonia: digitar wobb (ou wobb *H — para H);

N&o girar a amostra;

Para travar o campo: digitar o comando lock + 0 nome do solvente (ou apenas
lock);

Ajustar a fase do lock;

No inicio dos experimentos diarios, executar topshim 3d com amostra padrdo
(90% H20/10% D>0).

Salvar o shimming como topshim3d,;

Executar topshim;

Para ajuste fino do shimming, otimizar os eixos Z, Z2 , X, XZ, Y, YZ até
obter a maior altura na linha do lock (esse procedimento é feito apenas no
comeco de uma andlise diaria);

Obter um espectro em condi¢fes quantitativas, com NS suficiente para que a
relagdo sinal-ruido seja > 100;

Integrar os sinais referentes a sacarose da amostra padrdo 90% H20/10%D,0
de concentracdo 2,0 mmolL™*

Selecionar todos os sinais integrados
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e Em seguida deve-se inserir o valor da concentracdo da amostra padrdo e 0s
valores referentes ao numero de nucleos que da origem a cada sinal como na

figura abaixo.
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e Ao clicar em OK a calibracdo estar4 completa como na figura abaixo.
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H. Referéncia Manual do usuario ERETIC2 — Bruker Biospin, 2016.



