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RESUMO

AdulteracBes sao comumente observadas em produtos cujo custo é elevado.
Bebidas alcodlicas, principalmente as com maior procura, sdo 0 maior alvo desse
tipo de infracdo. Os uisques, destilados alcodlicos de cereais fermentados, séo
falsificados das mais diversas maneiras, seja por diluicdo com outros destilados mais
baratos, seja por substituicdo total do contetdo da garrafa por um produto de menor
valor. Em vista disso, técnicas analiticas sdo empregadas para analisar amostras de
uisque suspeitas e adulteradas com o propdésito de verificar sua autenticidade. O
objetivo desta revisao bibliografica € comparar diferentes técnicas analiticas usadas
para analisar uisques apreendidos por suspeita de falsificacdo, para classificacdo de
amostras auténticas, com destaque para andlise quimiométrica como instrumento
para tratar e interpretar os dados obtidos em espectros. Por meio de técnicas como
espectrofotometria de absor¢do molecular na regido do UV-vis, espectrometria de
massas e colorimetria em dispositivos baseados em papel, trabalhos da literatura
verificaram a presenca de compostos marcadores de determinados uisques, bem
como aditivos inadequados que marcam a presenca de adulteracdo. Essas
metodologias apresentam vantagens como consumo infimo e a dispensa de preparo
de amostra. Aliadas a Quimiometria, as ferramentas tornam-se fundamentais para
analises mais confiaveis e com a possibilidade de construcdo de modelos mais
abrangentes, sendo capazes de distinguir e verificar cada vez mais infragdes deste
setor.

Palavras-chave: Adulteracao; autenticacdo; quimiometria; uisque; quimica forense,
analise de alimentos.



ABSTRACT

Adulteration is often observed in high-priced products. Alcoholic beverages,
especially those in high consumption, are the main target of such violations.
Whiskies, distilled spirits made from fermented grain, are frequently counterfeited in
various ways, either by diluting them with cheaper spirits or by completely replacing
the contents of the bottle with an inferior product. Thus, analytical techniques are
employed to analyze suspect whiskey samples in order to verify their authenticity.
The aim of this literature review is to compare different analytical techniques used to
examine seized whiskies and to verify differences between authentic products,
focusing on chemometric analysis as a tool for processing and interpreting spectral
data. Using spectrophotometry, mass spectrometry and paper-based devices, the
presence of markers specific to certain whiskies as well as unauthorized additives
that confirms adulterations. These methods offer advantages such as minimal
sample consumption and no sample preparation is required. In combination with
chemometrics, these tools are an indispensable instrument for trustworthy analyses
and enable the development of more comprehensive models capable of increasingly
detecting and verifying violations in this area.

Keywords: Adulteration; authentication; chemometrics; whisky; forensic analysis;
food analysis.
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1 INTRODUCAO

Uisque é um destilado alcodlico obtido da fermentacéo de cereais como trigo,
milho e cevada maltada. Sua origem € um tanto quanto incerta entre Irlanda e
Escécia, mas o fato € que registros histéricos datam sua existéncia desde meados
de 1500 naquela regiao (LYONS, 2000). Com o passar do tempo, a bebida ganhou
popularidade mundial e € motivo de apreciacdo para muitos, ja que seu processo de
envelhecimento em barris de carvalho a torna um produto complexo, com imensa
variedade de aromas e sabores.

Por esse motivo, o uisque é consumido mundialmente e, consequentemente,
seu valor é elevado. Dessa maneira, com 0 aumento da demanda, a exigéncia
guanto a qualidade do produto cresce, e este fator somado ao alto custo
(principalmente de sua importa¢ao) fazem do destilado o maior alvo de falsificacdes
e adulteracdes dentre as bebidas alcodlicas (REZENDE et al., 2022; SANTOS;
HARTWIG, 2023). Fraudes envolvendo uisques podem assumir inUmeras formas,
desde a diluicdo com &gua, adicdo de caramelo ou outras bebidas alcodlicas, até a
substituicdo do contetdo da garrafa por bebidas de menor valor (CANTARELLI et
al., 2014).

Essas praticas apresentam muitos prejuizos financeiros. Em 2022, estima-se
que o crime organizado faturou quase 57 bilhbes de reais com a fabricacdo de
bebidas falsificadas, superando os valores da Ambev neste mesmo ano, que foi de
pouco mais de 42 bilhdes de reais (ANDRADE, 2024). Além disso, 0s riscos a saude
publica sédo altissimos, uma vez que a contaminacdo por subprodutos toxicos é
eminente e, em alguns casos, pode levar a morte, como foi o caso das mais de 20
mortes decorrentes de uma bebida adulterada com metanol em Istambul, na
Turquia, em dezembro de 2024 (FRANCE PRESSE, 2025).

Sendo assim, submeter uisques a andlises quimicas tornou-se indispensavel
a fim de garantir a autenticidade do produto e a seguran¢ca de quem 0 consome.
Diversas técnicas podem ser empregadas para identificar adulteracées, como a
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas — GC/MS (AYLOTT,;
MACKENZIE, 2010; HEINZ; ELKINS, 2019), espectrometria de massas com
diferentes modos de ionizacdo (AYLOTT; MACKENZIE, 2010; TEODORO et al.,
2017; STUPAK et al.,, 2018), espectrofotometria na regido do UV-Visivel
(CANTARELLI et al., 2014; MARTINS et al., 2017), dispositivos baseados em papel
(CARDOSO et al., 2017), entre outras (ELLIS et al., 2019; KEW et al., 2019).
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Nesse sentido, devido a grande complexidade na composi¢cdo quimica dos
uisques e das inumeras maneiras de adultera-los, a Quimiometria emerge como um
mecanismo fundamental para tratamento de dados espectrais (POWER et al., 2020),
unindo quimica e estatistica. Ferramentas quimiométricas como a Andlise de
Componentes Principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis) e a Analise
Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA, do inglés Partial Least
Squares Discriminant Analysis) permitem identificar amostras suspeitas como
fraudulentas ou assegurar sua autenticidade, por meio do reconhecimento de
padrdes.

Portanto, este trabalho tem como objetivo revisar e comparar diferentes
técnicas analiticas para detectar adulteracbes em amostras de uisque, destacando a
andalise quimiométrica como instrumento para tratar e interpretar os dados obtidos.
Isso permitirA compreender a contribuicdo da quimiometria para o controle de
gualidade dentro do comércio e fabricacdo de uisques, além de promover seguranca

ao consumidor e evitar o avango de infracbes neste setor.



12

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Uisque

O uisque é uma bebida alcodlica mundialmente popular, conhecida por seus
sabores complexos e elaborada por meio de, entre outros métodos, os de
destilacdo. Suas variedades — uisque cortado, uisque de cereais e uisque puro
malte - oferecem perfis sensoriais distintos que sao influenciados por técnicas de
producdo e fatores geograficos (WISNIEWSKA et al., 2014). Os uisques cortados
(blended), que combinam grédos e malte, sdo amplamente preferidos pelos
produtores devido ao seu sabor consistente, enquanto os uisques puro malte variam
muito entre lotes e regides (TEODORO et al., 2017). O alto valor de mercado e sua
popularidade fazem com que a bebida seja, frequentemente, alvo de falsificacao e
adulteracdo, o que leva ao desenvolvimento de métodos avancados de controle de
qualidade e autenticacdo (TOSATO et al., 2018).

Nas secdes subsequentes, serdo apresentados outros aspectos interessantes
a respeito do uisque, como sua definicdo perante a legislacdo brasileira, a historia
da bebida, seus principais meios de producdo, a composi¢cdo quimica, maneiras

conhecidas de adulteracdo e métodos de analise.

2.1.1 Definicédo

O uisque, whisky ou whiskey, como também é grafado, é definido pela
legislacéo brasileira como uma bebida alcodlica com teor alcodlico de 38% a 54%
em volume a 20 graus Celsius. E produzida a partir do destilado de cereais, que
podem ser parcial ou totalmente maltados, e é maturada para desenvolver seus
sabores caracteristicos. A bebida também pode conter alcool etilico potavel obtido
de fontes agricolas, além de &gua para ajustar o teor alcodlico e corante caramelo,
gue corrige a cor (BRASIL, 2009).

De acordo com as regulamentacdes brasileiras, o uisque é categorizado em
tipos distintos com base em sua composi¢cao e processo de producgao:

- O “uisque puro malte” é produzido exclusivamente a partir do destilado de
cereais maltados, exigindo uma concentracdo minima de congéneres - compostos
gue contribuem para o aroma e o sabor - de 350 mg/100 mL de alcool anidro;

- O “uisque cortado” (também conhecido como blended whisky) é produzido
pela mistura de pelo menos 30% da bebida de malte envelhecido com outros gréos
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destilados ou alcool etilico agricola, com um teor minimo de congéneres de 100
mg/100 mL de alcool anidro.

- O “uisque de cereais” (ou grain whisky) é produzido a partir de fontes
reconhecidas de graos, parcialmente sacarificado por enzimas da cevada maltada e
maturado por pelo menos dois anos, também mantendo um minimo de 100 mg de
congéneres por 100 mL de alcool anidro;

- Por ultimo, Bourbon whisky ou tennessee whisky é a bebida que foi
produzida exclusivamente nos Estados Unidos da América (BRASIL, 2009).

Certas designagbes, como “uisque escocés”, “uisque canadense” e “uisque
irfandés” sao restritas a origem, o que significa que essas variedades s6 podem ser
assim denominadas se tiverem sido produzidas e maturadas em seus respectivos
paises de origem. Somente 0s uisques importados que atendam aos critérios
estabelecidos na regulamentacdo de seus paises podem usar esses nomes em
territério brasileiro, sendo permitido apenas o ajuste de graduacdo alcodlica com
adgua e a correcao da cor com caramelo quando engarrafados no Brasil (BRASIL,
2009).

2.1.2 Historia

A histéria do uisque € marcada por praticas de destilacdo desenvolvidas e
preservadas por monges e alquimistas, que viam na técnica um meio de criar
bebidas para fins medicinais. Embora a destilagdo tenha sido inicialmente
descoberta na China, por volta de 800 a.C., no inicio do século I, comecando no
norte da Africa, alquimistas arabes disseminaram o conhecimento do processo pela
Europa (VENTURINI FILHO, 2016). La, a destilacdo foi associada a ideia de uma
bebida com propriedades especiais, chamada de aqua vitae, ou “agua da vida” em
latim, por suas supostas qualidades curativas.

A expressao “uisque” deriva do gaélico uisge beatha, equivalente ao termo
latino, e inicialmente o seu preparo foi associado a praticas monasticas. Laroche
(2014) descreve que, em razdo do papel religioso irlandés durante a Idade Média, é
possivel que o uisque tenha sido produzido primeiramente na Irlanda, dado que a
fabricacdo de bebidas alcodlicas era principalmente realizada em mosteiros naquela
época. Apesar desta especulacdo, documentos histéricos indicam que a primeira
referéncia ao uisque data de 1494, em um registro tributario da Escécia que
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menciona a venda de malte a um monge, refletindo o papel de mosteiros na
comercializacao do destilado.

Em 1505, em Edimburgo, concedeu-se a associacdo médica a posse sobre a
producdo de uisque. Isso reforcou a producdo da bebida entre as elites, tornando-a
um simbolo de distingdo social. Assim, o uisque consolidou-se como parte

importante da tradicdo escocesa e irlandesa, status que se mantém até hoje.

2.1.3 Producao

O mercado de uisque, de acordo com a Associacdo de Uisque Escocés
(Scotch Whisky Association), revela uma forte demanda por esta bebida ao redor do
mundo. No primeiro semestre de 2024, o Brasil figurou como o 8° maior importador
de uisque escocés, com compras totais de 16,5 milhdes de garrafas. No ano de
2023, esse numero foi ainda maior, quase 23% a mais, resultando na importacéo de
21,3 milhdes de garrafas.

Em valores, o panorama mundial de consumo da bebida tem os Estados
Unidos, Franca e Cingapura como 0os maiores destinos da exportacdo de uisque
escocés em 2024, com um total de 421,4 milhdes, 158,5 milhdes e 128 milhdes de
euros movimentados, respectivamente (Scotch Whisky Association, 2024).

No que diz respeito aos principais ingredientes, o uisque deriva de grédos com
alto teor de amido, como milho, centeio, cevada e trigo, que possibilitam um
rendimento significativo de alcool. Além deles, 4gua (para diluicdo) e leveduras
compdem o processo produtivo (ADAM; DALLAGO, 2018).

Ao longo de sua producao, o uisque passa por diversas etapas complexas e
muito importantes para as caracteristicas sensoriais e manutencdo da qualidade,
conforme ilustra a Figura 1. Para uisques de cevada, Venturini Filho (2016) afirma
que, apods serem escolhidos os cereais, inicia-se a maltagem, que estimula a sintese

das enzimas necessarias para a quebra de amido em acgucares fermentaveis.
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Figura 1 - Fluxograma do processo de produc¢édo do uisque
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Primeiramente, maceram-se os graos a fim de aumentar o teor de umidade.
Em seguida, a germinacdo leva a formacdo de um pequeno broto, que marca o
apice da ativacao enzimatica. Entdo os grédos sao levados para a secagem para
interromper a atividade bioldgica. Conforme Venturini Filho (2016), essa etapa
estabiliza o malte para armazenamento e também ajuda a desenvolver compostos
de sabor especificos por meio do uso de fumaca de turfa em alguns tipos de uisque.

Ja4 na moagem, os amidos tornam-se mais acessiveis devido ao aumento da
superficie de contato. Com o cozimento, eles ficam ainda mais disponiveis para as
enzimas e estas provocam a decomposi¢do dos amidos, formando-se um liquido
doce conhecido como mosto (VENTURINI FILHO, 2016).

Na etapa de fermentacdo, o mosto filtrado entra em contato com as

leveduras, sendo a mais comum a Saccharomyces cerevisiae, que convertem 0s
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acucares em alcool, diéxido de carbono (CO>) e calor, entre outros compostos que
conferem sabor ao produto final.

Em seguida, ocorre a destilagdo, normalmente realizada duas vezes, embora
alguns uisques possam passar por uma terceira. Ela consiste em ebulir os liquidos e
condensa-los, purificando por separacéo ou até formando produtos ao decompor as
fracGes. Assim, concentra-se o alcool e refinam-se os sabores (PIGGOTT, 2016).

De acordo com Aylott e MacKenzie (2012), ha dois métodos principais de
destilacdo usados na producédo de uisque: destilacdo em batelada (ou alambique) e
destilacdo continua (ou em coluna). Em batelada, o destilado apresenta sabor mais
forte, e € comum a utilizacdo de alambiques de cobre, pois 0 material tem alta
condutividade térmica e € capaz de remover compostos de enxofre indesejados, o
que contribui para um perfil de sabor mais agradavel. Geralmente, o uisque escocés
de puro malte é destilado assim. Ja a destilacdo continua é mais adequada quando
se deseja a producéo de produtos mais leves que séo frequentemente usados para
misturas, obtendo-se uma bebida de sabor equilibrado. A Figura 2 apresenta, a
esquerda, um exemplo de alambique utilizado para destilagio em batelada. A direita,
vé-se um exemplo de coluna para destilagcdo continua de uisque.

Figura 2 — A esquerda, alambique de cobre da destilaria Dalmunach, em Moray, no Reino Unido,

usado na destilacdo do uisque em batelada. A direita, Coluna Coffey da destilaria Kilbeggan, Irlanda,
usada na destilagé@o continua

Fonte: CHIVAS... (2015); Highking (2013)

O destilado entdo segue para a maturacao (ou envelhecimento), realizada em
barris de carvalho. A formacdo de propriedades sensoriais da bebida esta
concentrada nesta etapa (ADAM; DALLAGO, 2018). O periodo que o destilado deve
maturar varia a depender do pais onde ele foi produzido (TOSATO et al., 2018).

Para uisques Bourbon, por exemplo, o envelhecimento é de pelo menos um ano. Ja
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0S uisques escoceses, irlandeses, canadenses e puro malte, o periodo minimo € de
trés anos (VENTURINI FILHO, 2016). Durante o envelhecimento, ocorrem varias
reacdes quimicas, incluindo a extracdo de compostos da madeira (como taninos e
ligninas), reacBes entre os compostos da madeira e o &lcool e evaporacdo de
componentes volateis. O tipo de carvalho, o uso anterior do barril e as condi¢cbes
climaticas influenciam o sabor final (PIGGOTT, 2016).

Finalmente, retirado do barril, 0 uisque pode ir para corte (blend) ou mistura.
Combinam-se diferentes uisques de forma controlada para obter um perfil de sabor
encorpado e caracteristico (VENTURINI FILHO, 2016). Os uisques leves, a base de
graos, geralmente sdo misturados com puro malte (que sdo mais fortes) para
equilibrar o produto final. Essa etapa também pode envolver a adicdo de agua
desmineralizada para ajustar o teor alcodlico, garantindo que ele atenda aos
padrdes legais.

Por udltimo, o destilado é filtrado para remover particulas e garantir uma
aparéncia clara e polida. Entdo ele é engarrafado. No caso da bebida cortada, o
rétulo deve apresentar o menor tempo de envelhecimento dentre os uisques
utilizados para a mistura (MARTINS, 2015).

2.1.4 Composicao

O uisque é uma bebida alcodlica complexa, composta essencialmente por
uma mistura de &gua, etanol e uma variedade de congéneres (componentes
secundarios), que juntos formam suas caracteristicas sensoriais distintivas. Destes
altimos, os principais presentes na bebida incluem 4&lcoois, acidos, ésteres,
compostos de carbonila, fendis e compostos com nitrogénio e enxofre, os quais sao
originados ao longo da producdo do destilado (ADAM; DALLAGO, 2018). Analises
por cromatografia gasosa ou cromatografia liquida acopladas a espectrometria de
massas permitem identificar e quantificar constituintes volateis e néo volateis,
respectivamente.

De acordo com a legislacdo brasileira, o uisque deve ser um destilado de
cereais envelhecido, com adicéo permitida de agua para padronizacdo da graduacao
alcoolica e caramelo para ajuste de cor, quando necessario. Adicdes de substancias
gue alterem as caracteristicas naturais do uisque sdo proibidas, assegurando a
integridade e qualidade do produto final (BRASIL, 2024).
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O etanol representa cerca de 40% em volume na composi¢cdo do uisque,
sendo o principal produto da fermentacdo dos cereais utilizados na producéao. Ele &
concentrado na destilacdo, resultando na alta graduacéo alcodlica caracteristica da
bebida.

Embora em concentrac6es menores (cerca de 0,1% v/v), 0s congéneres sao
fundamentais para o perfil sensorial do uisque. Os mais volateis incluem uma série
de alcoois superiores (VENTURINI FILHO, 2016), como propan-1-ol, isobutanol e
metilbutandis, que sao gerados principalmente durante a fermentacao.

Dentre os acidos, o que prevalece em composi¢cdo é o acido acético, com
teores que atingem até 90% do total de acidos volateis, e é formado em uma reacao
oxidativa do etanol, que tem acetaldeido como intermediario (VENTURINI FILHO,
2016). Da mesma forma que os ésteres, podem ser encontradas cadeias de até 16
atomos de carbono para acidos e alcoois. Ademais, 0s ésteres mais comuns sao
etilicos, derivados dos &cidos butanoico, pentanoico, octanoico, decanoico e
dodecanoico. Alguns ésteres de hidroxiacidos também podem surgir, pois sao
destilados com alcool (PIGGOTT, 2016).

Nos compostos carbonilicos, identificam-se aldeidos, cetonas, acetais e
hemiacetais, os ultimos dois coexistindo em equilibrio com os aldeidos em razdo da
alta concentracédo de etanol (KLEIN, 2013). Eles séo formados ao longo de quase
toda a producdo do uisque, seja pela acdo das leveduras, seja via acidos graxos
oxidados. Ainda, Piggott (2016) aponta que, devido ao acetaldeido ser o aldeido
mais comumente encontrado, este é usado como parametro para determinacédo do
conteudo aldeidico total.

Compostos de nitrogénio e enxofre provém das leveduras, da degradacao de
aminoacidos e vitaminas e, também, por reacdo de Maillard ao longo da
fermentacao e do cozimento. Apds o periodo de maturacdo, seu teor diminui, pois 0s
extratos da madeira no barril e tracos de cobre degradam estes congéneres. Os
identificados frequentemente incluem pirazinas, piridinas e pirréis, além de tiazéis,
tiofenos e sulfuretos (PIGGOTT, 2016).

Segundo consta em Venturini Filho (2016), os fendis, produtos da degradacao
por calor de derivados do acido benzoico do malte, conferem aroma caracteristico
de defumado a bebida. A degradacdo da lignina da madeira do carvalho libera
compostos como vanilina, sirigaldeido e coniferaldeido, que se incorporam ao

destilado no periodo de maturacéo.
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Por dltimo, dentre os principais, compostos heterociclicos de oxigénio também
fazem parte da composicdo quimica do uisque. Furfural e lactonas sao exemplos
deles, sendo o primeiro formado a partir de pentoses e hexoses a partir da etapa de
maceragao (PIGGOTT, 2016). As lactonas, por sua vez, sdo derivadas da
desidratacdo de acidos hidroxialifaticos e séo extraidas dos barris de carvalho
durante a maturacdo, contribuindo para os aromas doces e amadeirados
caracteristicos da bebida (WISNIEWSKA et al., 2014).

E importante estar atento aos constituintes da bebida devido aos riscos a
saude que alguns podem causar. Carbamato de etila, por exemplo, como afirma
Wisniewska et al. (2014), mostrou ter efeitos carcinogénicos em animais de
laboratério em estudos recentes. Ele foi analisado por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas em tandem (GC/MS/MS).

Portanto, a complexidade do uisque resulta de uma combinacdo meticulosa
de ingredientes, processos de producdo e maturacdo, que influenciam diretamente
em suas propriedades organolépticas. Cada classe de compostos contribui com
notas e sabores distintos, tornando o uisque uma das bebidas destiladas mais ricas

em compostos aromaticos e em sabor.

2.1.5 Adulteracéo

A adulteracdo de uisque é um problema recorrente na indastria de bebidas
alcodlicas, afetando a autenticidade e a qualidade dos produtos disponiveis no
mercado (SANTOS; HARTWIG, 2018). De acordo com o Decreto n. 6.871, de 4 de
junho de 2009, a adulteracéo é definida como a alteracdo intencional da bebida por
meio de substituicdo, modificacdo ou adigéo de ingredientes ndo permitidos, ou pela
utilizacdo de métodos proibidos na producdo (BRASIL, 2009).

No contexto do uisque, as adulteracdes mais frequentes praticadas abrangem
a adicao de destilados de menor custo, como vodka ou cachaca, até misturas com
alcool e agua, que recebem aditivos como o caramelo cha ou extratos de madeira
para imitar caracteristicas sensoriais do uisque auténtico (TEODORO et al., 2017;
TOSATO et al., 2018).

Estudos indicam que o0 uisque escocés € especialmente vulneravel a
falsificacdo, possivelmente devido a sua popularidade e ao valor agregado que

possui em mercados internacionais (WISNIEWSKA et al., 2014).
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Essas préaticas de adulteracdo representam n&do apenas uma fraude
econdbmica, mas também um risco potencial a saude dos consumidores. Métodos
modernos de analise como, por exemplo, a espectrometria de massas com
ionizagcdo por paper spray, tém se mostrado eficientes para a detecgdo de
adulterantes e para a quantificacdo de substancias ndo autorizadas em amostras de
uisque. A aplicacdo de ferramentas quimiométricas associadas a essas técnicas
analiticas possibilita uma identificacdo rapida e confiavel de fraudes, reforcando a
necessidade de controles rigorosos e do uso de metodologias cientificas para
autenticacao de uisque (TEODORO et al., 2017; TOSATO et al., 2018).

2.2 Quimiometria

De acordo com Varmuza e Filzmoser (2009), define-se por Quimiometria a
disciplina responsavel por estudar dados quimicos extraindo o maximo de
informacédo por meio da aplicacdo de meéetodos matematicos e estatisticos para as
analises. Com essa abordagem, estudiosos ndo se sustentam somente em leis e
regras da natureza, mas orientam-se também por dados.

Apesar de ser precursora, a estatistica univariada deu lugar a analise
multivariada dos dados. Dessa forma, ao invés de relacionar uma variavel
dependente com uma variavel independente de cada vez, na analise multivariada,
todas elas sdo levadas em consideragdo, o que acaba por qualificar os resultados
(VARMUZA; FILZMOSER, 2009).

Okolo et al. (2023), em sua revisdo sobre analises de uisque para fins de
autenticacdo e controle de qualidade, afirma que a quimiometria surge como um
complemento as técnicas analiticas empregadas, extraindo informacdes relevantes
dos dados obtidos. Por ser capaz de promover reconhecimento de padrdes, é um
ramo importante e util no estudo de adulteracéo e falsificacdo de bebidas alcodlicas.

A Figura 3 apresenta um resumo das principais técnicas (instrumentais e
quimiométricas) aplicadas em anélise de uisque (OKOLO et al., 2023). E possivel
observar que, para que a andlise seja adequadamente aplicada, alguns critérios
devem ser cumpridos, como a validacdo do modelo e o pré-processamento dos

dados.
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Figura 3 - Técnicas instrumentais e quimiométricas aplicadas na andlise de uisque. Para mais
informacdes a respeito das técnicas, sugere-se consultar a fonte
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Fonte: Adaptado de Okolo et al. (2023)

Em qualquer experimento, o sinal medido € acompanhado pela informacéo
que realmente é desejada e um ruido aleatério, assim como variagdes que
comprometem a analise. O pré-tratamento dos dados consiste em remover essas
variagcbes por meio de técnicas de alisamento, correcdes de linha de base e
dispersdo (para amostras) e centragem dos dados na meédia e autoescalamento
(para variaveis) (PEREIRA FILHO, 2021).

ApGs o pré-tratamento, 0 modelo pode ser construido. Contudo, antes de
aplica-lo a problemas reais, € de suma importancia valida-lo com amostras
especificas do seu conjunto de dados, aquelas em que se tem conhecimento das
informagdes (como concentracao, por exemplo) (FERREIRA, 1999).

Ao proceder as andlises quimiométricas de discriminacdo, as subdivisbes
consistem em métodos supervisionados, para 0 caso em que se faz necessaria uma
suposicdo inicial sobre a estrutura das amostras em estudo (como é o caso da
Andlise Discriminante de Minimos Quadrados Parciais, PLS-DA — do inglés, Partial
Least Squares Discriminant Analysis), e em métodos nado-supervisionados, em que
esse conhecimento prévio ndo é requerido (como € o caso da Analise por
Componentes Principais, PCA - do inglés, Principal Component Analysis)

(BRERETON, 20009).
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2.2.1 Andlise por Componentes Principais (PCA)

A Analise por Componentes Principais, dentro dos métodos néo-
supervisionados, é considerada uma analise exploratéria de dados (KOKOT et al.,
1998), uma vez que ela possibilita revelar elementos e tendéncias valiosas em
dados até entdo desconhecidos. Sua principal finalidade ¢é reduzir a
dimensionalidade do conjunto de dados em estudo (WOLD et al., 1987; COVA,
2011) ao construir um novo sistema de eixos baseado nas componentes principais,
varidveis ndo correlacionadas que advém da combinacdo linear das variaveis
originais e, portanto, sdo menores em nuamero.

Além disso, sua funcédo € explicar a variancia dos dados, de forma que a
primeira componente (PC1) retenha a maior variancia e sua subsequente, PC2,
retenha a segunda maior variancia e assim por diante. Por serem ortogonais entre
si, sdo independentes e fornecem uma interpretacdo mais clara dos resultados, ja
gue essas propriedades incitam o agrupamento das amostras (PEREIRA, 2016),
facilitando o reconhecimento de padroées.

Matematicamente, a transformacdo para esse novo sistema decompde a
matriz original X (I x J) em duas outras menores:

X=TP'+E (2)

Onde, T é uma matriz (I x A) de pontuagdo (ou escores/scores), P € uma
matriz (J x A) de pesos (ou loadings) e E € uma matriz de residuos (I x J), sendo A o
namero de componentes principais. Esta ultima carrega os ruidos e informacdes que
nao devem estar contidas na analise, mas tem sua relevancia para a deteccdo de
amostras andmalas (outliers) (PEREIRA, 2016).

Detalhadamente, como as componentes principais formam um novo sistema,
as coordenadas das amostras que os formam sdo os escores ou pontuacdes, sendo
a matriz representada por eles a representacdo de objetos em um espaco menor
(Figura 4). E como j& dito também, as componentes sdo combinac¢des lineares das
antigas variaveis, e seus coeficientes sdo os pesos, isto €, sua matriz avalia, dada

um PC, quanto cada variavel vale para ela (GRANATO et al., 2018).
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Figura 4 - Reproducdo da Analise por Componentes Principais (PCA)
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2.2.2 Andlise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA)

A Analise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais, dentro dos métodos
supervisionados, tem carater classificatério, isto €, considerando-se varias classes
predefinidas, indica a qual delas dada amostra pertence (BARKER; RAYENS, 2003).

E uma variacdo do modelo PLS, cujo objetivo é relacionar diretamente uma
matriz X (que carrega respostas instrumentais) com uma matriz Y ou vetor y (uma
propriedade de interesse). Em se tratando de andlises discriminantes, todavia, a
matriz Y ou vetor y é uma variavel categdrica que descreve a concessdo de uma
classe a amostra (SANTANA et al., 2020).

Para isso, ambas as matrizes sdo decompostas em suas variaveis latentes,
estabelecendo-se um hiperespaco que é delimitado para discriminar as amostras
(BRERETON; LLOYD, 2014). Além disso, considera-se a matriz X como sendo
preditora e, ao aplicar o modelo, supde-se um valor de resposta para determinada
amostra. Ao compara-lo com as variaveis categoricas de Y, pode-se atribuir a
amostra a classe cuja variavel categorica esteja mais préxima do valor de resposta
previsto (STAHLE; WOLD, 1987).

Cabe ressaltar que o método PLS-DA atua de duas maneiras: na forma
binaria (PLS1-DA) e na multiclasse (PLS2-DA). Na PLS1-DA, valores binarios 1 e O
sao tomados no vetor y e somente uma atribuicdo pode ser feita: pertencente ou néo

pertencente a classe (Figura 5). Se pertencente aquela classe, recebera valor 1, se
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nao pertencente, valor 0 para quaisquer que sejam as demais classes (SILVA,
2021).

Figura 5 - Reproducéo da PLS1-DA
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J4 para PLS2-DA, todas as classes sdo modeladas e distribuidas
simultaneamente (Figura 6). Consequentemente, a matriz Y apresentara somente

um conjunto de escores e pesos em todas as colunas (SANTANA et al., 2020).

Figura 6 - Reproducéo da PLS2-DA
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A seguir, sera discutido como a quimiometria foi aplicada para tratar os dados
obtidos em espectros e cromatogramas como resultado de experimentos de diversos
autores que estudaram e/ou propuseram modelos para identificar adulteragdo de
uisque.

Teodoro et al. (2017) utilizou Espectrometria de Massas com lonizacao
por Paper Spray (PSI-MS, do inglés Paper Spray lonization Mass Spectrometry) para

estudar amostras de uisque apreendidas por falsificacdo. Ainda na Espectrometria
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de Massas, Stupak et al. (2019) verificou adulteracdes com um cromatografo a gas.
Todos aplicaram pelo menos PCA e PLS-DA para tratar os dados.

Por espectrofotometria na regido do UV-Visivel, Cantarelli et al. (2014)
comparou amostras de uisque para discrimina-las por tempo de envelhecimento em
barril, e Martins et al. (2017) identificou amostras contrafeitas apreendidas. Para
isso, ambos adotaram como método quimiométrico a PLS-DA.

Por altimo, dispositivos analiticos em papel para reacdes colorimétricas foram
alvo dos estudos de Cardoso et al. (2017), que detectou adulteracdes em uisque
feitas com corante caramelo. Evidenciando a aplicabilidade da Quimiometria para
diversas técnicas, em todos esses casos, pelo menos a Analise por Componentes

Principais foi utilizada para estes trabalhos.

2.3 Espectrofotometria no UV-Vis

A espectrofotometria na regido do UV-Vis baseia-se na interacdo entre
radiacdo eletromagnética e matéria, especificamente na absorcdo de radiacdo nas
regides do ultravioleta (180 - 400 nm) e visivel (400 - 800 nm) no espectro
eletromagnético (PAVIA et al., 2010). Quando uma molécula absorve a energia
proveniente da radiacdo, ocorre a transicdo de elétrons entre orbitais eletrénicos:
geralmente, ele sai do orbital molecular ocupado de maior energia (HOMO, do inglés
Highest Occupied Molecular Orbital) para o orbital desocupado de menor energia
(LUMO, do inglés Lowest Unoccupied Molecular Orbital).

Essas transicbes dependem do tipo de ligacdo, que determinam o
comprimento de onda da absor¢cdo. Sendo assim, essa técnica € capaz de
correlacionar as duas coisas, podendo identificar grupos funcionais (SKOOG et al.,
2002). Espécies absorventes nessa regido sdo chamadas de croméforos, e grupos
substituintes ligados a eles deformam a banda de absorcéo alterando-as em posicéo
e intensidade (PAVIA et al., 2010).

Em se tratando das medi¢cfes quantitativas, a concentracéo (c) do analito esta
relacionada com a absorbancia através da lei de Beer:

A =¢ebc (2)

Quando a radiagcdo monocromatica incide perpendicularmente na cubeta de
espessura (ou caminho optico) “b”. A absortividade molar é dada em termos de L
mol* cm e é especifica de cada espécie.
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E importante ressaltar que essa relacdo é considerada dentro de uma lei
limite: em altas concentragbes, isto €, concentragdes maiores que 0,01 mol.L?
(SKOOG et al., 2002), as interacOes intermoleculares ocasionadas pela diminuicéo
da distancia causam desvios de linearidade, pois a absorcédo em dado comprimento
de onda fica comprometida.

A instrumentacdo € relativamente simples e tem como componentes
principais uma fonte de radiagdo, um seletor de comprimento de onda ou
monocromador (responsavel por selecionar a radiagdo monocroméatica), o
compartimento onde vai a amostra — cubeta — e um detector que converte a radiacéo
em sinal.

O equipamento pode ser de simples feixe ou duplo feixe. No primeiro caso,
realiza-se uma varredura primeiramente na solucdo-referéncia e, entdo, nas
amostras. As absorbancias séo obtidas pela comparacdo dos dados acumulados de
ambos. Com duplo feixe, a radiacdo do monocromador que incide na solucéo-
referéncia passa por um espelho que reflete o feixe para a amostra
simultaneamente. Do detector, amplificam-se as saidas e o sinal é gerado
(NOBREGA, 2022).

2.3.1 Classificacdo de uisques quanto a marca e tempo de maturacdo em barril

Cantarelli et al. (2014) autenticou e classificou com sucesso amostras de
uisque com base na marca e no tempo de envelhecimento em barril. Para isso,
foram analisadas 15 amostras de uisque (6 garrafas de cada), sendo 5 delas
produzidas em destilarias superiores: Johnnie Walker Red Label (6 anos) e Black
Label (12 anos) e J&B (8, 12 e 15 anos). As demais amostras (10 marcas) foram
destinadas ao desenvolvimento de modelos multivariados.

A Figura 7 mostra os espectros UV-Vis obtidos para as diferentes amostras.

Antes mesmo do tratamento quimiométrico, um padréo ja pode ser observado:
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Figura 7 - Espectros de absorcdo sobrepostos dos uisques estudados. A: Espectros sobrepostos de
Johnnie Walker Red Label (6 anos) e Johnnie Walker Black Label (12 anos); B: Espectros
sobrepostos de J&B 8 anos, 12 anos e 15 anos
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Fonte: Cantarelli et al. (2014)

Como observado, os perfis diferem para o tempo de envelhecimento dentro
de cada marca. De fato, quanto mais tempo maturando em barril, maior sera a
concentracdo de congéneres, de forma que o0s uisques mais envelhecidos
apresentam maiores absorbancias (AYLOTT; MACKENZIE, 2004).

Entdo, para também classificar as amostras por marca e refinar a
discriminacéo por grau de maturacéao, realizaram-se as analises quimiométricas para
reconhecimento desses padrdes. Primeiramente, aplicou-se a PCA nos espectros
obtidos com selecdo de 200 variaveis em razdo da faixa de comprimento de onda
selecionada (de 200 nm e 400 nm) e trés componentes principais foram suficientes
para explicar 99,85% da variancia total (CANTARELLI et al., 2014).

Na Figura 8 observa-se que foi possivel a elucidacéo de 5 grupos (circulados)

principais que claramente distinguem marca e tempo de envelhecimento.
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Figura 8 - Gréafico de pontuacao (escores) com duas componentes principais para separa¢ado dos
uisques por tempo de maturagdo
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Fonte: Cantarelli et al. (2014)

Ademais, a Analise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais
proporciona a reducdo de ruido eventualmente presente na LDA - Andlise
Discriminante Linear (CANTARELLI et al.,, 2014). Aqui, trés discriminantes de
componentes principais explicaram 99,5% da variancia.

Como se pode observar, o grafico da Figura 9 é muito semelhante ao da PCA,
mas sua vantagem é a separacdo Obvia entre uisques com diferentes anos de
envelhecimento, uma consequéncia da PLS: separar grupos ao maximizar a

variancia entre eles.
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Figura 9 - Grafico de pontuacao (escores) da PLS-DA para amostras de uisque, discriminando-as de
acordo com anos de envelhecimento
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Fonte: Cantarelli et al. (2014)

Os resultados do estudo mostraram que as técnicas modernas de
reconhecimento de padrdes e a espectrofotometria podem ser usadas eficazmente
para classificar e autenticar uisques quanto a marca e ao tempo de maturacdo em
barril, sem necessidade do uso de técnicas de andlises quimicas mais complexas.
Isso resultou em um método simples e rapido que pode ser usado em analises de
rotina e controle de qualidade.

Apesar de os espectros ja mostrarem alguma diferenca entre graus de
envelhecimento, as ferramentas quimiométricas revelam-se essenciais para uma

autenticagao clara e segura.

2.3.2 ldentificacdo de adulteracbes com amostras apreendidas
Martins et al. (2017) desenvolveu uma metodologia para discriminar marcas
de uisque e identificar amostras falsificadas utilizando a espectroscopia na regiao do
UV-Visivel combinada com PLS-DA. O estudo abrangeu 164 amostras auténticas de
18 marcas diferentes e 73 amostras atestadas como falsificadas segundo as
analises de rotina da Policia Federal Brasileira, de onde as amostras foram cedidas.
Sete marcas foram selecionadas para analises quimiométricas, e as amostras
apreendidas correspondiam somente a estas.
Espectros de UV-Vis foram obtidos das amostras auténticas das sete marcas e
sdo mostrados a seguir (Figura 10). Como ja visto anteriormente, quanto maior o

tempo de maturacdo em barril, maior a concentragdo de congéneres e maiores s&o
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as absorbancias observadas no espectro (AYLOTT; MACKENZIE, 2004,
CANTARELLI et al.,, 2014). Neste estudo, havia uisques com 12 anos de
envelhecimento (Black Label, Old Parr e Chivas Regal) e com 8 anos de
envelhecimento (Red Label, White Horse, Ballantine’s e Natu Nobilis).

Figura 10 - Espectro de absorcéo de uisques genuinos, sendo () Black Label, (-) Old Parr, (f) Chivas
Regal, () Red Label, () White Horse, (f) Ballantine’s, (*) Natu Nobilis
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Fonte: Martins et al. (2017)

A fim de se obter uma analise mais rebuscada e segura, ferramentas
guimiométricas foram utilizadas para relacionar e reconhecer padrées néo tao 6bvios
e visiveis. Portanto, as amostras foram submetidas a PLS-DA.

Para isso, um modelo foi construido para cada marca, considerando-se 0s
espectros das amostras auténticas. Os modelos foram ajustados para distinguir
amostras auténticas da marca-alvo (classe 1) de todas as outras (classe 0). Para a
validacdo, os modelos foram aplicados a conjuntos independentes de amostras
auténticas de marcas nao incluidas no treinamento (11 marcas adicionais) e as 73
amostras falsificadas.

Adicionalmente, um gréfico de influéncia (T?) e residuo (Q) foi construido para
cada modelo de discriminacdo (Figura 11). Assim, é possivel identificar anomalias
nos dados, pois a estatistica de Hottelling T? avalia a variabilidade das amostras
dentro do modelo, medindo a distancia de cada uma em relacdo ao centro da
distribuicdo do modelo. Os valores de Q medem os residuos, isto €, a variabilidade
que nao foi explicada e quanto determinada amostra estd fora do modelo
desenvolvido (MARTINS, 2015).

Entdo, considerando o modelo para discriminacdo de Red Label com marcas
auténticas, o grafico de T? em funcdo de Q exibe uma linha tracejada que indica um
limite de confianca de 99,9%. Os circulos pretos indicam amostras que ndo estdo
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incluidas no modelo, e sua maioria esta acima do limite de confianca tanto para T2
guanto para Q, o que revela a capacidade de identificacdo de marcas alheias as do

modelo e incompativeis com qualquer marca incluida.

Figura 11 - Grafico de influéncia e residuo para discriminacédo de Red Label

x 107

gt
@ A
=95 [ ]
5

®

gdr
.-‘é‘
5 °
L9 oo "
o ©
@ s . o **
g2 . *3°
3 s ® :
2 3
&1 LY

0 200 400 600 800 1000 1200 140¢
Hotelling T2/ arbitrary units
Fonte: Martins et al. (2017)

Para os valores de classe, o grafico a seguir (Figura 12) exibe que as
amostras de Red Label (pertencentes a classe, portanto) realmente foram
classificadas como tal pois estdo dentro dos limites de 1. As demais foram bem
separadas e identificadas como pertencentes a outras marcas (classe 0). Na
extremidade direita, os circulos pretos correspondem as amostras nao pertencentes
ao modelo.

Figura 12 - Valores de classe estimados para discriminacdo das amostras genuinas de Red Label (J§)
das genuinas de Black Label (¥), White Horse (), Chivas Regal (¥), Ballantine’s (¢), Natu Nobilis (a ),

Grand Old Parr (*x), amostras genuinas de marcas ndo incluidas no conjunto de treinamento (e), (---)
limite de discriminacéo e (---) limite para valores de classe estimados
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Em seguida, fez-se a analise com amostras apreendidas e dadas como
falsificadas, ainda considerando-se o modelo para Red Label. Praticamente todas as

amostras falsificadas apresentaram valores discrepantes, acima do limite de
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confianca. Entretanto, seis amostras encontraram-se abaixo da linha, mas essa
analise combinada ao grafico de valores de classe mostrou aos autores que apenas
uma havia sido classificada dentro dos limites estipulados (classe 1, no caso). Sendo
assim, 1 falso positivo detectado.

Figura 13 - Valores de classe estimados para discriminacdo das amostras genuinas de Red Label (J§)
em relacéo as de Black Label (F), White Horse (®), Chivas Regal (#), Ballantine’s (¢), Natu Nobilis (a ),

Grand Old Parr (x), amostras adulteradas (e), (---) limite de discriminacéo e (---) limite para valores de
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Fonte: Martins et al. (2017)

Por fim, os procedimentos descritos foram repetidos para todos os modelos
restantes e os resultados foram semelhantes. De 73 amostras falsificadas e 7
modelos propostos, apenas 8 falso-positivos foram relatados, resultando em uma
taxa de discriminacéo correta de 98,4% (MARTINS et al., 2017).

Em conclusdo, pelo método proposto foi possivel diferenciar amostras
auténticas de falsificadas, visto que adulteracfes apresentaram valores discrepantes
em todos os parametros medidos por PLS-DA, devido as alteracbes quimicas
introduzidas pela falsificagdo. Ademais, os modelos foram validados com sucesso ao
considerar marcas nao incluidas e ao testar as diferencas de uma marca para a
outra, provando que adulterac6es em que um uisque de menor valor é tratado com

um de maior valor serao identificadas.

2.4 Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massas
A técnica de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(GC-MS, do inglés Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry) combina a

separacdo de componentes volateis de uma amostra pela cromatografia gasosa
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(GC) com a identificacdo e quantificacdo por espectrometria de massas (MS),
garantindo alta sensibilidade e especificidade analitica (RODRIGUES, 2023).

2.4.1 Cromatografia Gasosa

A separacao cromatogréfica inicia com a volatilizacdo dos analitos. A amostra
€ injetada em um injetor aquecido (geralmente a 250 °C) que volatiliza os
componentes e os transfere para a coluna cromatografica. Um gas inerte atua como
fase mével, carregando os analitos através da coluna (BUSTILLOS, 2020). Dentro
da coluna, os analitos interagem diferencialmente com a fase estacionaria
(geralmente sélida ou liquida sobre um suporte sélido), resultando na separacao dos
componentes com base em suas afinidades quimicas (polaridade). A temperatura
controlada do forno otimiza a eluicdo dos compostos. Cada composto separado gera
um sinal em um detector, associado ao seu tempo de retencdo caracteristico
(RODRIGUES, 2023).

2.4.2 Espectrometria de Massas

Nessa técnica instrumental, utiliza-se da razdo m/z (massa/carga) para
determinar a massa molecular de um ion em fase gasosa, ion este que foi gerado
por um sistema de ionizacdo (acoplado ao GC, por impacto eletrénico). De modo
simplificado, os espectrbmetros operam principalmente em quatro etapas: um
sistema de introducdo de amostra, uma fonte de ionizacdo, um analisador de
massas e um detector. Um sistema de bombeamento também é inserido devido a
exigéncia de os analisadores atuarem em baixas pressdes (MARTINIS; OLIVEIRA,
2015).

Apés a separacdo cromatografica, os analitos sdo transferidos em fase
gasosa para a fonte de ions do espectrémetro de massas por meio de uma interface
GC-MS. A ionizac&o ocorre por impacto eletrénico (El), onde um feixe de elétrons
com energia de 70 eV excita e ioniza as moléculas da amostra, resultando na
formacdo de ions carregados positivamente e seus fragmentos (MASS SPEC...
2024). O analisador de massas, entdo, discrimina os ions formados e o detector

realiza a conversdo da energia em sinal.

2.4.2.1 Verificando autenticidade de uisque escocés
Stupak et al. (2018) desenvolveram um trabalho que se fundamenta em
encontrar compostos diferentes dos ja reportados na literatura (AYLOTT e

MACKENZIE, 2010) para atuarem como discriminantes de uisques auténticos e
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fraudulentos. Os autores utilizaram GC-HRMS (Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo, do inglés Gas Chromatography
Coupled to High Resolution Mass Spectrometry) e PCA e PLS-DA para processar 0s
resultados.

Um total de 191 amostras foram coletadas, sendo categorizadas em uisques
de malte auténticos, uisques escoceses misturados (blended), uisques de malte
envelhecidos em mais de um tipo de barril e 20 amostras falsificadas. Para alguns
deles eram conhecidos o tempo de envelhecimento, o tipo de barril utilizado e turfa.

Por PCA, discriminaram-se uisques auténticos pelo tipo de barril utilizado na
maturacdo, considerando amostras em que a bebida foi envelhecida em barris de
carvalho para bourbon e aquelas em que, apds passarem por ele, envelheceram
mais um periodo em barris anteriormente usados com vinho. O grafico de PCA
(Figura 14) mostra a clara separacao entre as duas.

Figura 14 - PCA para amostras auténticas envelhecidas em tipos diferentes de barril. Circulo laranja:
bourbon; circulo preto: bourbon e barril de vinho
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Fonte: Stupak' etal. (2018)

Além da PCA, obteve-se um resultado mais esclarecedor por PLS-DA (Figura
15).
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Figura 15 - PLS-DA para amostras auténticas envelhecidas em tipos diferentes de barril. Circulo
laranja: bourbon; circulo preto: bourbon e barril de vinho
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Entdo, a sele¢cdo e identificacdo dos componentes marcadores responsaveis
por essa diferenciacao foram realizadas por meio da construcdo de um grafico VIP-
scores (Importancia das Variaveis na Projecdo de escores, do inglés Variable
Importance Projection Scores), que avalia a importancia de varidveis em modelos
multivariados, atribuindo um valor de importancia a cada variavel e, assim, indicando
sua contribuicdo para explicar a variancia nos dados e/ou prever a variavel
dependente (BOTELHO, 2014). Como ambos os uisques passaram pelo barril do
tipo bourbon, a diferenciacdo caberia aos compostos pertencentes ao barril de vinho,

e 4 foram selecionados (Figura 16).

Figura 16 - Grafico VIP com selecdo dos marcadores
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Entretanto, ao serem plotados (Figura 17), ndo foi observada a presenca de 3

deles em uisques envelhecidos em barris bourbon.

Figura 17 - Gréficos dos marcadores significativos. A: N-(3-metilbutil)acetamida; B: 5-oxoprolinato de
etila; C: acido 5-oxooxano-2-carboxilico; D: 4(2-hidroxietil)fenol) em amostras de uisque de malte
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Fonte: Stupak et al. (2018)
Finalmente, aplicada a PCA para os quatro marcadores, uma separacao

nitida dos diferentes uisques foi obtida:

Figura 18 - Grafico PCA baseado nos quatro marcadores selecionados, de acordo com o barril
utilizado para a maturacao do uisque (bourbon/vinho, bourbon/vinho xerez e barril de bourbon)

O
25 yearsold
whisky
O]
o
(o} é‘) °
2 \ )
)
L |
e® ©
eo®
® ®
o o
® ]
B bourbon cask
® bourbon/portwine casks
M bourbon/sherry wine casks

Fonte: Stupak et al. (2018)



37

Essa triagem simplifica a analise pois € baseada somente nos marcadores
selecionados e, como visto, permitiu diferenciar uisques envelhecidos em barris de
bourbon daqueles que também utilizaram barris de vinho, apesar da maior
variabilidade observada nas amostras com influéncia do tipo de vinho.

Para identificar as amostras fraudulentas, o mesmo procedimento foi aplicado:
PCA e a selecdo de componentes marcadores. Na Figura 19, observa-se que a
ferramenta separou com sucesso os dois tipos de uisque.

Figura 19 - Gréfico de pontuacéo (escores) da PCA de uisques genuinos (malte, misturados premium
e misturados) e falsos
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Trés compostos principais contribuiram significativamente para essa
distincéo: siringaldeido, dodecanoato de etila e 1-(3-acetilfenil)etanona. Sirigaldeido
€ liberado como produto da degradacéo da lignina presente no carvalho (PIGGOTT,
2016), tendo sido encontrado em maiores concentracdes nos uisques genuinos,
especialmente naqueles maturados por mais tempo. Como era de se esperar, em
uisques produtos de adulteracdo sua concentracdo era bem mais baixa ou nula.
Dodecanoato de etila apresentou niveis similares entre algumas amostras falsas
comparadas as genuinas, e foi associado ao aroma de alguns uisques (KEW et al.,
2016). Na literatura ndo foi encontrada informagéo a respeito da fonte de 1-(3-
acetilfenil)etanona. Contudo, ela estava presente em maior concentracdo nas
amostras genuinas.

Por fim, alguns compostos foram detectados nas falsificacbes em
concentragbes anormais se comparados aos uisques originais. Vanilina, por

exemplo, foi encontrada em concentragbes muito mais altas, em conformidade com



38

o estudo de Kew et al. (2019). Entretanto, para Wisniewska et al. (2014), as
concentracfes eram bem mais baixas para 0s uisques falsificados. Isso prova a
grande variacao sofrida pelos componentes da bebida devido as inUmeras formas e

propor¢des de adultera-la.

2.4.3 lonizacgao por Paper Spray

Nessa técnica, um pedaco de papel em formato triangular acomoda a
amostra, em geral, na forma de solucdo. Os analitos de interesse sao extraidos por
meio de um solvente aplicado na parte de tras do papel. Entdo, aplica-se uma alta
tensdo (positiva ou negativa, a depender do modo em que se deseja trabalhar) e,
semelhante ao mecanismo de ionizacdo por electrospray (ESI), os analitos séo
ionizados e atraidos para o espectrometro (LIU et al., 2010; MCBRIDE et al., 2019;
PIMENTA, 2021).

O spray se forma pelas goticulas que se desprendem. O potencial elétrico
pode variar de 2,0 a 5,5 kV (positiva e negativamente) (MCBRIDE et al., 2019).

2.4.3.1 ldentificagdo de uisques escoceses misturados (blended) e produtos de
falsificacéo

Aplicando PCA e PLS-DA aos resultados de espectrometria de massas com
ionizacdo por paper spray, Teodoro et al. (2017) puderam realizar uma identificacdo
rapida de amostras falsificadas de uisques escoceses. A técnica analitica em modo
negativo foi escolhida por sua maior reprodutibilidade e alta estabilidade de sinal.
Além disso, ela é considerada simples, barata e possivel para analise em campo
(SMITH et al., 2019), visto que com esse tipo de ionizacdo nao se faz necessaria a
geracao de pulverizagdo por gas e nem de preparo de amostra.

Para o estudo, 88 amostras ao todo foram disponibilizadas, sendo 44 delas
auténticas e a outra metade falsificadas, cedidas pela Policia Federal. Ambos os
conjuntos eram compostos pelas trés marcas mais apreendidas no Brasil
(TEODORO et al., 2017): Johnnie Walker Red Label (RL) e Black Label (BL) e White
Horse (WH).

A comparar com as demais técnicas anteriormente discutidas, era esperado
gue os espectros de massas também mostrassem diferencas evidentes entre
amostras auténticas e adulteradas, o que de fato foi observado. Moller et al. (2005)
identificou anions caracteristicos de amostras auténticas e falsificadas que séo

vistas nos espectros abaixo, como é o caso dos ions m/z 143, 171 e 199. Para
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amostras adulteradas, os ions majoritarios foram m/z 179, 195, 215, 225, 269, 359,
377, 387 e 431. Cabe ressaltar que este autor utilizou um método de ionizagéo
diferente, baseado em electrospray, o que pode resultar em algumas diferencas de
intensidade relativa.

Figura 20 - Espectros de massas obtidos por PS-MS de amostras de uisque escocés. A: RL
auténtico; B: RL falsificado; C: BL auténtico; D: BL falsificado; E: WH auténtico; F: WH falsificado
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Embora os fingerprints indiqguem diferencas entre as amostras auténticas e
adulteradas, métodos quimiométricos foram utilizados, uma vez que inUmeros tipos
de falsificacdo podem ser feitos e, por isso, muitos padrdes espectrais podem ser
obtidos.

Primeiramente, a PCA (Figura 21) foi desenvolvida ao dispor os dados dos
espectros em uma matriz com 88 linhas, que correspondiam as amostras, e 600
colunas, que séo as variaveis, isto €, as razdes m/z e as intensidades relativas. Apds
centrar os dados na média, dois componentes principais explicaram 46,82% da

variancia total.
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Figura 21 - Gréafico de PCA gerado pelos espectros das amostras de uisque. A: escores das duas
componentes principais; B: pesos considerando a PC2. Amostras auténticas (circulos azuis)
falsificadas (quadrados vermelhos)
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Pela figura 21A, mostra-se que o componente principal 1 (PC1l) né&o
discriminou as amostras entre auténticas e falsificadas, mas péde correlaciona-las
com o tempo de maturacdo dos uisques auténticos (circulos azuis), uma vez que a
maioria das amostras de Black Label (8 anos) ficou em escores positivos, enquanto
0s uisques Red Label (3 anos) ficaram em escores negativos. Em contrapartida, a
componente principal 2 (PC2) diferenciou as amostras por autenticidade, pois 34
amostras falsificadas (quadrados vermelhos) exibiram valores positivos e as 44
amostras auténticas se mantiveram na por¢ao negativa.

Ainda, na analise de cargas do componente principal 2 (Figura 21B),
destacaram-se anions responsaveis pela separacdo, sendo os valores mais
negativos de m/z 143, 171, 199, 301, 427 e 486 associados as amostras auténticas
e, predominantemente, m/z 179, 195, 215, 225, 269, 359, 377, 387 e 431 para
valores mais positivos, associados as amostras adulteradas. Esses numeros
corroboram o estudo citado anteriormente a respeito das espécies diagnosticas de

autenticidade e falsificacao.
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Salienta-se que os autores fizeram atribuicbes a alguns ions marcadores,
como m/z 301 sendo o acido elagico, muito encontrado em destilados e atua como
antioxidante; m/z 399 foi associado a um produto advindo da maturacdo. Ja os
anions m/z 179, 431 e 521 estdo ligados a préticas fraudulentas, como a adicdo de
caramelo para ajuste de cor e sabor.

Entdo, aplicou-se um modelo PLS-DA considerando trés variaveis latentes.
Para amostras auténticas, atribuiu-se valor 1 e para as falsificadas, 0. Abaixo,
observa-se que o modelo dividiu pela linha vertical os conjuntos de treinamento (a
esquerda) e teste (a direita), e pela linha horizontal o limite estimado. A Unica
amostrada classificada incorretamente estd marcada em azul, resultando em um
anico falso-positivo para um conjunto de 88 amostras.

Figura 22 - Previsdes da PLS-DA. Elementos preenchidos configuram o vetor de pontuagéo de

amostras auténticas e elementos vazios, amostras falsificadas. Quadrados pretos representam BL,
circulos vermelhos, RL, e triangulos azuis, WH
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A Figura 23 exibe os vetores informativos de regressao. Eles foram Gteis para
identificar as varidveis mais relevantes na discriminacao entre uisques auténticos e
falsificados. O vetor de regressao destacou os anions de m/z 105, 143, 171, 301 e
486 como 0s mais positivos, caracterizando-os como marcadores diagndsticos para
amostras auténticas (classe 1). Em contrapartida, os anions que apresentaram
coeficientes negativos (m/z 124, 179, 195, 215, 347, 387 e 521) foram relacionados

a uisques falsificados (classe 0).
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Figura 23 - Vetores de regressao informativos obtidos pela PLS-DA para a discriminagdo entre
uisques escoceses auténticos e falsificados
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As andlises, portanto, demonstraram otimos resultados, sendo 96,6% de
especificidade, para as amostras de treinamento em que houve somente uma
classificacdo errada. Desse modo, a quimiometria mais uma vez se demonstrou
eficaz, quando aliada a técnicas analiticas, para identificar bebidas produtos de
falsificacdo. Esse modelo, entretanto, tem melhor aproveitamento para amostras
adulteradas em que se ha certeza de que pertencem as marcas do modelo. Para
marcas nao incluidas e que o tipo de producéao varia (por exemplo, uisques Bourbon
ou single malt), os ions diagnésticos podem ser outros (MOLLER et al., 2005), e a

andlise fica comprometida.

2.5 Dispositivo analitico em papel para testes colorimétricos

Dispositivos analiticos em papel (UPADs, do inglés Paper-based Analytical
Devices) surgiram em 2007 para atuarem como sensores colorimétricos. Eles séo
produzidos de forma simples, barata e rapida, por meio da fusdo de um padrédo de
cera impresso sobre papel cromatografico (CARRILHO et al., 2009).

Comumente em formato circular, barreiras hidrofébicas de cera delimitam
regibes do papel e atuam como pocos para que reagbes colorimétricas entre
reagentes e amostras formem um produto colorido. Entdo, fotografias séo coletadas
para deteccdo de padrbes de cores via software especifico. Para cada canal de cor,
é feita uma correlacdo entre intensidade da coloracdo e concentracdo do analito
para o qual a medicao esta sendo feita (SOUZA et al., 2012; SOUZA et al., 2014).

Cardoso et al. (2017) demonstraram a aplicacdo de pPPADs para testes
colorimétricos de diagndéstico em local de atendimento (POC, do inglés point-of-care)
em uisques adulterados com corante caramelo, promovendo o desenvolvimento de

um método sensivel e seletivo com instrumentacdo simples e barata.
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2.5.1 Andlise de adulteracao de uisque com corante caramelo por pPPADs

O estudo conduzido por Cardoso et al. (2017) apresentou o desenvolvimento
de dispositivos analiticos colorimétricos baseados em papel (UPADs) para a
deteccdo de bebidas alcoodlicas adulteradas, com foco em uisque falsificado
contendo corante caramelo. O principal objetivo do trabalho foi criar uma solucao
portétil, de baixo custo e aplicavel no local para atender as demandas de analise
rapida em campo.

O método descrito no estudo demonstra o uso de reacdes colorimétricas para
a deteccdo de corante caramelo, sacarose e glicose (as duas Ultimas compondo os
ingredientes principais do corante). A abordagem fundamenta-se em uma sequéncia
de reacfGes quimicas e enzimaticas que culminam na formacdo de um produto
magenta detectavel. Esses testes colorimétricos foram aplicados para 4 marcas
diferentes de uisque sendo, para uma mesma marca, uisques originais e
adulterados tanto de forma amadora quanto de forma sofisticada (em que um uisque
mais barato é rotulado como um mais caro) (Figura 24).

Figura 24 - Testes colorimétricos para quatro marcas de uisque, estas variando entre auténticas,

adulteradas sofisticadamente e adulteracées amadoras
Original Sophisticated Amateur
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Fonte: Cardoso et al. (2017)

Nitidamente, os resultados para as amostras originais e adulteradas de
maneira sofisticada muito se assemelham, enquanto o oposto é observado ao
comparar os resultados para uisques originais com os de produto de falsificacao
amadora. Nesse sentido, faz-se necesséria a aplicacdo de métodos avancados para
distinguir adulteracdes sofisticadas (CARDOSO et al., 2017).

Os autores, entdo, construiram curvas de calibracdo ao adulterarem,
gradativamente, 6 marcas diferentes de uisque com uma solucdo alcoodlica de
caramelo com concentracdo conhecida, de modo que ela mimetizasse o uisque
auténtico em cor. A sensibilidade foi determinada por meio de estudo

guantitativo usando canais de cores (RGB, CMYK, magenta e amarelo) em analise
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de imagens. O canal magenta apresentou maior sensibilidade e menor limite de
detecgédo (LOD), de 79 uL* (Figura 25).

Para essas amostras quantitativamente adulteradas com corante caramelo, a
intensidade do sinal se distanciou muito comparado ao sinal de amostras auténticas,
a exemplo do uisque Ballantine’s. Cardoso et al. (2017) optaram pela construcao de

uma PCA para fazer a discriminacéo.

Figura 25 - Variacdo na intensidade de sinal com a adicdo de corante caramelo em diferentes
concentragdes ao uisque Ballantine’s, considerando os canais de cores magenta (tridngulos roxos),
CMYK (circulos vermelhos) e RGB (quadrados pretos)
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Fonte: Cardoso et al. (2017)

Dois componentes principais foram capazes de explicar 99,86% da variancia
total. Neste estudo, 47 amostras apreendidas pela Policia Federal foram usadas
para testar o método. Os canais de cor anteriormente aplicados para as curvas de
calibracdo foram considerados como variaveis principais, com excecdo do canal
amarelo. Este foi tratado como variavel adicional pois, em se tratando de uisques
falsificados, o caramelo se faz presente de inUmeras formas (como concentragcéo e
intensidade de cor) (CARDOSO et al., 2017).

Figura 26 - PCA para triagem de amostras apreendidas. Pela identificagao feita, os circulos azuis séo
amostras falsificadas e os triangulos roxos sdo amostras auténticas, conforme indicado pelas areas
sombreadas em branco e cinza. Os quadrados verdes sao uisques originais de 6 marcas diferentes

(Red Label, Black Label, Jack Daniels, Ballantine’s, Chivas Regal e White Horse)
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Somente pela PCA, foi possivel identificar 75% das amostras como produto
de adulteracdo. O restante, representado por triangulos roxos na Figura 26, foi
considerado uisque original. Adicionalmente, a andlise das amostras em relacédo as
curvas de calibracéo construida pode identificar 39 amostras adulteradas, mas trés
amostras foram adicionadas a essa conta depois que o canal amarelo revelou
alteracdes de cor marrom nao vistas nas amostras originais. Finalmente, 90% (42)
das amostras apreendidas foram identificadas como adulteradas gracas a
combinacdo de testes colorimétricos com analise por Componentes Principais
(PCA), que se revelou eficaz.

O trabalho apresenta, portanto, avancos relevantes para quimica analitica,
como a reducdo de custos e a menor necessidade de amostras. Além disso, a
integracdo de ferramentas estatisticas, como PCA, com a analise colorimétrica,
proporcionou maior precisao na identificacdo de adulteragdes, especialmente em
casos mais complexos. O protocolo também se mostrou adaptavel e aplicavel a
diferentes cenérios de analise em campo, reforcando seu potencial como uma
ferramenta prética.

Ademais, em se tratando de analises em campo, este método apresenta uma
vantagem para o caso de pericias reais. Se o equipamento necessario ndo puder ser
levado ao local onde encontram-se amostras suspeitas, estas devem ser
encaminhadas a um laboratério que tenha a infraestrutura necesséaria, o que
demanda muito tempo para uma resposta que poderia ser rapidamente obtida com
testes praticos e simples, como o de dispositivos baseados em papel para detec¢éo
de corante caramelo. Dessa forma, caso nédo seja constatada sua presencga, esta
amostra ndo precisa ser encaminhada pois ja tera sido detectada como auténtica.

Embora o trabalho de Cardoso et al. (2017) represente um avancgo
metodolégico no uso de dispositivos analiticos baseados em papel (PADs) para a
identificacdo de uisques adulterados, o método proposto é dependente da detecgéo
de corante caramelo como principal indicador de adulteragdo. Essa abordagem
apresenta um viés que pode restringir a aplicabilidade do método em cenarios onde
outros parametros ou adulterantes sdo relevantes para a identificacdo de

falsificacoes.
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3 CONCLUSAO

Nesta revisdo, apresentou-se o processo de producdo de uisques em geral e
como sua composicao € influenciada pela producéo, obtendo-se como produto final
um destilado rico em congéneres que conferem aroma e sabor caracteristicos a
bebida. Além disso, discutiu-se a imensa variedade de adulteracdes que o mercado
de bebidas alcodlicas enfrenta, principalmente quando se trata de produtos de custo
elevado.

Dessa maneira, foram apresentadas técnicas analiticas utilizadas para
detectar essas adulteracdes, tratando seus resultados com modelos quimiométricos
gue buscam reconhecer padrdes, explorar as variacdes sofridas pelas amostras,
discrimina-las e, sempre que possivel, classifica-las.

Contudo, nestes estudos, foi possivel perceber que, para identificar
claramente o tipo de adulteracdo, isto é, marca, tempo de maturacdo, aditivos
ilicitos, adicbes de componentes em quantidades indevidas e ndo permitidas, é
desejavel ter um minimo conhecimento prévio das amostras ou construir modelos
com um numero muito grande de amostras. Do contrario, a depender do modelo que
€ aplicado ao estudo, a amostras pode ser considerada anémala, sendo necessario
testd-la em outros modelos ou construir um novo conforme caracteristicas
observadas em espectros e outros ensaios preliminares.

Apesar dessas limitagdes quanto ao uso dos modelos propostos em razéo da
imprevisibilidade das adulteracbes, os métodos puderam ser aplicados e tém
potencial de serem aperfeicoados. Observou-se que, para todos 0s casos, as
analises foram bem-sucedidas e os erros, relativamente pequenos. A Quimiometria
se mostrou um método fundamental para o tratamento de dados espectrais quando
ha padrdes ocultos que, a olho nu, seriam inacessiveis. Desde a validacédo até os
testes com amostras apreendidas, os resultados apresentados pelos autores séo
interessantes e promissores. Os modelos podem ser adaptados para se alcancar o
maior numero possivel de alternativas, evidenciando a grande aplicabilidade de

métodos analiticos quando unidos a Quimiometria.
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