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“The scariest moment is always just before you start.”

Stephen King
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Resumo

Os uisques sdo bebidas destiladas produzidas através destilagdo de cereais
fermentados e amadurecidos em barris de madeira incluindo uma variedade de
congéneres (compostos responsaveis pelo sabor): alcoois, acidos carboxilicos, ésteres,
compostos carbonil alifaticos, compostos de enxofre e sulfetos alifaticos, compostos
nitrogenados heterociclicos, uma ampla gama de compostos fenélicos simples, aldeidos
fenolicos e compostos de oxigénio heterociclico. Esses ditos congéneres, que sio
responsaveis pelo perfil sensorial do uisque, dependem da interagdo lignina-etanol que
ocorre durante os processos de fermentacdo e maturacdo. Com o avango das técnicas
cromatograficas e do seu acoplamento com a espectrometria de massa, o nimero de
compostos identificados nos uisques aumentou drasticamente.

Os métodos analiticos baseados na espetroscopia UV-vis e fluorescéncia foram
relatados como tendo um grande potencial para abordar questdes relacionadas com a
autenticacdo e classificagdo de bebidas destiladas. Recentemente, foi reportada a
importancia dos processos de decaimento ultra-rapidos de fluorescéncia como fonte de
informagdo em uisques. Por ser potencialmente diferenciadora, esta técnica foi usada
neste trabalho. De forma a determinar e quantificar os componentes de diferentes uisques,
a técnica de HPLC-DAD foi usada com recurso a compostos padrao para comparagdo dos
tempos de retencdo (t;) dos principais componentes do uisque. Das areas integradas foi
possivel efetuar uma atribuicdo da maior ou menor percentagem de compostos nos
diferentes uisques.

Neste trabalho foram selecionadas 28 amostras de uisques comercializados de 11
paises diferentes, consistindo em 10 amostras de uisque escocés, 3 amostras de uisque
irlandés, 3 de uisque americano (Bourbon), 2 de uisque japonés, 3 de uisque alemao, 2 da
suécia e 1 da Franga, India, Taiwan, Canada e México. Estas amostras foram estudadas
recorrendo a espetroscopia UV-vis, fluorescéncia, HPLC-DAD, microscopia de
fluorescéncia temporalmente resolvida (FLIM) e espetroscopia de absorc¢ao de transiente
femtosegundo (fs-TA), com o objetivo de complementar a informacgao obtida por técnicas
tradicionalmente utilizadas no estudo de uisques com duas técnicas inovadoras neste tipo
de aplicacdo: FLIM e fs-TA.

Os dados obtidos de diferentes marcas de uisques mostraram componentes de

decaimento rapido inferiores a 10 ps com o pré-exponencial dominante. Acredita-se que
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estes valores sdo caracteristicos dos congéneres resultantes do processo de maturagdo, ou
seja, da decomposi¢do da lignina em compostos fendlicos (vanilina, acido siringico,
siringaldeido, coniferaldeido, sinapaldeido) e de taninos hidrolisaveis e os seus produtos,
como o acido galico.

Os resultados obtidos pelas diferentes técnicas foram analisados por HCA e PCA

para se observarem as tendéncias no conjunto de dados.
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Abstract

Whiskies are distilled beverages produced through the distillation of fermented
cereals matured in wooden barrels and include a variety of congeners (compounds
responsible for the taste): alcohols, carboxylic acids, esters, aliphatic carbonyl
compounds, sulfur compounds and aliphatic sulfides, heterocyclic nitrogen compounds,
a wide range of simple phenolic compounds, phenolic aldehydes and heterocyclic oxygen
compounds. These congeners, which are responsible for the sensory profile of whisky,
depend on the lignin-ethanol interaction that occurs during the fermentation and
maturation processes. With the advance of chromatographic techniques and their
coupling with mass spectrometry, the number of compounds identified in whiskies has
increased dramatically.

Analytical methods based on UV-vis and fluorescence spectroscopy have been
reported to have great potential for addressing issues related to the authentication and
classification of distilled spirits. Recently, the importance of ultrafast fluorescence decay
processes as a source of information in whiskies has been reported. As it is potentially
differentiating, this technique was used in this work. In order to determine and quantify
the components of different whiskies, the HPLC-DAD technique was used with standard
compounds to compare the retention times (t;) of the main whisky components. From the
integrated areas, it was possible to assign the highest or lowest percentage of compounds
in the different whiskies.

In this work, 28 samples of whiskies marketed from 11 different countries were
selected, consisting of 10 samples of Scotch whisky, 3 samples of Irish whisky, 3 of
American whisky (Bourbon), 2 of Japanese whisky, 3 of German whisky, 2 from Sweden
and 1 each from France, India, Taiwan, Canada and Mexico. These samples were studied
using UV-vis spectroscopy, fluorescence, HPLC-DAD, fluorescence lifetime imaging
microscopy (FLIM) and femtosecond transient absorption spectroscopy (fs-TA), with the
aim of complementing the information obtained by techniques traditionally used in the
study of whiskies with two innovative techniques in this type of application: FLIM and
fs-TA.

The data obtained from different whisky brands showed rapid decay components
of less than 10 ps with the dominant pre-exponential. It is believed that these values are

characteristic of the congeners resulting from the maturation process, i.e. the breakdown
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of lignin into phenolic compounds (vanillin, syringic acid, syringaldehyde,
coniferaldehyde, sinapaldehyde) and hydrolysable tannins and their products, such as
gallic acid.

The results obtained by the different techniques were analyzed by HCA and PCA

to observe trends in the data set.
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1.1 Uisques: bebidas espirituosas

Uisque (whisky ou whiskey - comummente usado na Irlanda e nos EUA) ¢ das
bebidas espirituosas mais populares em todo o mundo, feita a partir de graos maltados ou
sacarificados pela didstase do malte neles contido ['l. O malte considera-se ser qualquer
grao que foi deixado germinar e depois seco.

As regulamentacdes da Unido Europeia definem o uisque como uma bebida
espirituosa produzida a partir da destilacdo de um mosto de cereais maltados (mistura de
milho, cevada maltada, trigo e/ ou centeio) que tenha sido sacarificado pela didstase do
malte e fermentado pela acdo da levadura. Deve ser mantida em barris de carvalho com
capacidade ndo superior a 700 L, onde ficara a maturar por um periodo minimo de 3 anos
(21, A destilagdo é conduzida a menos de 94,8% em volume para reter o aroma e o sabor
derivados das matérias-primas utilizadas e apenas dgua e caramelo simples (para colorir)
podem ser adicionados ao destilado. O teor alcodlico minimo em volume devera ser de
40% B4,

Tratando-se de bebidas com caracteristicas especificas, e sendo obtidas por diferentes
processos, existem variados tipos de uisques conforme sejam definidos com base nos
padrdes de produgdo, armazenamento e processamento (Blended, Malt, Single Malt, Rye,
Bourbon) ou definidos como produtos distintivos de certos paises (Scotch, Canadian,
Irish). Para além disso, o sabor do uisque ird depender do tipo de barril usado e da
qualidade da madeira, do solo, da vegetacdo, do clima, da 4gua, dos vapores do mar e das
algas. A composi¢do do uisque também muda com o tempo e com as etapas de
processamento 1.

Apesar de os egipcios ja usarem destilados, isto ¢, bebidas alcodlicas purificadas
através do processo de destilagdo a partir de uma matéria fermentada, cré-se
(alegadamente) ser a Irlanda o bergo do uisque [°). No século VI dC., monges ja produziam
alcool destilado chamado ‘uisge beatha’ (dgua da vida), destilado a partir da fermentagao
de frutos, a fim de servir propdsitos medicinais. Em 1736 terd mudado de nome para
‘uisque’ e no século IX chegou a Escécia através dos monges, onde a arte da destilagdo
se difundiu. Nesta altura, como a producdo ja era abundante, comecgou a ser tributado pelo
governo britanico. O pagamento de taxa levou a um exponencial crescimento da producao
ilegal e, consequentemente, a diversificacdo e adulteragdo da bebida. Por vezes, cevada
maltada era substituida por batatas e melago. A cevada era também seca com forte fumaca
de turfa, durante curtos periodos de tempo, para que o uisque tivesse o aroma de turfa,
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batatas ¢ melago "), Os altos impostos, restri¢des, guerras e fome forgaram muitos
irlandeses e escoceses a migrar para o Canada e para os Estados Unidos, com quem
partilharam as suas técnicas de destilagdo. Apos alguns anos, entre 1784 e 1823, os
governos adaptaram os regulamentos acabando com o contrabando (%,

Alguns anos mais tarde, Coffey, um fiscal irlandés, introduziu uma significativa
melhoria no processo de producdo de uisque através do desenvolvimento do alambique
continuo. Este avango permitiu a produgdo em grande escala e passou a ser utilizado por
varios destiladores escoceses. Os alambiques continuos simplificaram o processo de
mistura, facilitaram a separagdo dos congéneres (componentes responsaveis pelo sabor)
e permitiram concentrar o teor alcodlico. Os alambiques tornaram-se, assim, a fonte de
sabor do uisque. Os irlandeses, preferindo os seus uisques trés vezes destilados, suaves e
saborosos, ndo adotaram esse método 1. Porém, com a popularidade da bebida renovada,
a adulteracdo dos uisques ganhou forma levando ao uso de varias substancias, inclusive
nocivas ao organismo humano, como o metanol (4lcool da madeira) [© 1,

No inicio do século XX, apds constituicdo da Associacdo de Uisques Escoceses, era
comum, na produ¢do de uisques, o uso de cinco cereais — milho, cevada, aveia, trigo e
centeio, o que culminou na criacdo de trés tipos de uisque como o conhecemos hoje:
blended, grao e malte. Blended ¢ uma mistura de grao e malte, o grao resulta de um
puré/mosto de diferentes graos e o malte ¢ feito de cevada maltada (cevada crua que foi
embebida, germinada e depois seca para interromper o processo de germinagéo) (13,

Os processos de producdo variam dependendo do tipo de uisque, mas todos envolvem
moagem, esmagamento, fermentacdo e destilagdo para produzir as bebidas. Em geral os
diferentes graos sdao macerados e moidos em dgua durante algum tempo. A maceragao
vai decompor o amido da cevada em agucares produzindo um liquido doce, o mosto. Na
Escécia, a cevada ¢ embebida em dgua e depois seca com queima de turfa (material
vegetal), afetando a sua composic¢ao. Posteriormente, ao mosto arrefecido sdo adicionadas
leveduras com o objetivo de transformar os agticares em alcool e dioxido de carbono.
Apos este passo, chamado de fermentacdo, a percentagem de dlcool no mosto encontra-
se entre 5 e 10%. Este produto ¢ entdo destilado duas ou trés vezes para separar o alcool
da 4gua no liquido fermentado, e para obter o alcool (70% v/v) com os sabores e aromas
desejados. A destilacdo ¢ realizada num alambique (still) que pode ser de 2 tipos: em
estilo de panela (pot still) — alambique de cobre, ou em continuo (column still) —

alambique de coluna, Figura 1.1 1. O cobre é usado tradicionalmente por ser um bom
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condutor de calor e extrair enxofre do destilado. Neste sistema, o fermento ¢ aquecido na
base, depois evapora ao longo do pescoco e vai condensar em liquido no condensador.
No segundo sistema, o alambique ¢ continuamente aquecido e, quando o fermento ¢
colocado na parte fria, este aquece, vaporiza e entra no analisador, passando por entre as
placas perfuradas, onde o vapor ird extrair o dlcool e os aromas, enviando-os para cima.
As placas condensam as particulas mais pesadas deixando apenas passar o vapor de alcool
para o condensador > 1% Apos este processo, o designado espirito é colocado em barris
de madeira onde fica a envelhecer durante vérios anos até ser, posteriormente,

engarrafado ['!],

\ COLUMN STILL

Cooling Tube
Bundle

Alcohol exit

Pot still neck

Analyser Rectifier
b Column Column
——=re
= T+ Steam inlet
/&
Base of Still
— —

Figura 1.1 - Fabricagdo de uisque: alambique de Cu (pot still) vs. alambique de coluna (column still)
Fonte: adaptado da pdgina da Wines & Spirits Academy 9]

Em 2009, foram estabelecidos Regulamentos que estabeleceram a defini¢do de uisque
escocés 2], De acordo com estes Regulamentos, uisque escocés € aquele que € destilado
na Escocia a partir de dgua e malte de cevada, ao qual apenas grdos inteiros de outros
cereais podem ser adicionados, os quais foram transformados em mosto (puré),
convertidos em substrato fermentavel por enzimas enddgenas (malte) e fermentados
apenas pela adicao de levedura. Para que possa ser chamado Scotch tem obrigatoriamente
de ser destilado e envelhecido, na Escocia, pelo menos trés anos em barris de carvalho

com capacidade igual ou inferior a 700 litros.
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Os regulamentos distinguem cinco categorias de Scotch Uisque — single malt, single
grain, blended malt, blended grain e blended Scotch Uisque. Na prética, os 3 produtos
mais distintos sdo o malte, o grdo e a mistura. O primeiro caracteriza os uisques
produzidos exclusivamente a partir de cevada de malte, grain (grao) sdo aqueles
produzidos a partir de uma mistura de graos de cereais ndo maltados (cevada, trigo e
milho) e o blended representa aqueles que resultam de uma mistura de 60 a 70% de grain
com 30 a 40% de malt, podendo conter até 50 uisques de malte diferentes. O uisque de
malte ¢ sempre de cevada, destilado em alambique de cobre, o uisque de grios ¢
produzido numa coluna por destilagdo continua. Single malt e single grain significa que
sdo provenientes apenas duma destilaria [1%],

Os maltes escoceses tém um carater diferente dependendo se sdo da costa oeste, onde
produzem maltes altamente turfados, ou das Terras Altas e/ou Terras Baixas. Em
contraste, os destilados de grdo tém um sabor relativamente neutro, devido aos
alambiques de fracionamento continuo usados para obter um uisque puro ¢ leve Pl.

O uisque irlandés tradicional (/rish) € feito de uma combinacao de cevada maltada e
ndo maltada, destilada triplamente em alambique (em oposi¢do a destilacdo dupla
normalmente usada na Escdcia) ['%. Como outras combinagdes podem ser usadas além
de cevada, desde que em iguais quantidades, o uisque irland€s tem por si s6 um sabor
semelhante ao do grdo. Por ser seco com a queima de carvao em vez de turfa, tem um
sabor menos defumado do que o uisque escocés [ e é distintamente suave devido aos
alambiques usados serem muito maiores que os usados na Escocia [13]. Resistentes por
varios anos ao alambique de coluna, apenas recentemente comegou a ser empregue pelas
destilarias em instalacdes de grande escala. Os uisques de malte irlandés continuam a ser
triplamente destilados, em trés alambiques de cobre, e os uisques de grio sdo
continuamente destilados em sistemas de trés colunas 51,

A semelhanca da Escécia, os principais fornecedores de barris de carvalho da Irlanda
sd0 os Estados Unidos. A politica de maturagao deste pais exige que 40% do destilado de
malte seja amadurecido em barris de primeiro enchimento enquanto o de grao usa 60%.
O mesmo nao se aplica aos uisques de grao escocés, pois os barris antes de serem usados
sdo cheios varias vezes com malte. Atualmente, nenhuma destilaria irlandesa recupera
barris apods estes serem considerados esgotados, o que tipicamente corresponde a trés
ciclos de maturagdo Bl. O uso de barris temperados com xerez também tem um papel

importante na maturagdo. Estes sdo provenientes do Porto, Madeira, Méalaga e Marsala.
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O uisque na América do Norte tem um passado longo e variado. Os seus métodos de
produgdo encontram-se associados a histdria e tradi¢do, o que ndo impediu os produtores
de continuarem a inovar para atender as necessidades do mercado e avangarem em termos
de eficiéncia e sustentabilidade da produgdo ['4. O uisque produzido na América do Norte
conduziu aos espiritos regionais de Bourbon, Kentucky, Tennessee e uisques canadenses.

Uma vez que possuem os seus proprios conjuntos de Regulamentos, consentindo uma
imensa variedade de produtos, o quadro legislativo Bureau of Alcohol, Tobacco, Products
and Firearms define o uisque americano como a destilacdo de um mosto de graos
fermentados com menos de 190° US Proof (95% (v/v)) de forma que o destilado possua
o sabor, 0 aroma e as caracteristicas geralmente atribuidas ao uisque, amadurecido a nao
mais de 125 graus de prova (62,5% (v/v)) em barris novos de carvalho carbonizados.

O conteudo dos cereais presentes no mosto deve ser igual ou superior a 51%, existindo
assim seis tipos principais de uisque, todos produzidos a partir de um tipo diferente de
cereal (centeio, malte de centeio, malte, trigo, Bourbon e milho). Um Bourbon tipico
consiste em 51% de milho misturado com centeio e malte (15% cada), o rye deve ter essa
percentagem de centeio combinado com malte (10%) e milho (39%) '), o corn é um
mosto constituido por 80% de milho, centeio e malte (10% cada), amadurecido em barris
de carvalho novos ou usados 1. O produto destilado é armazenado por pelo menos 2 anos
e devem cumprir os requisitos de teor alcoolico apos a destilagao (max. 80% (v/v)) e antes
do envelhecimento (max. 62,5% (v/v)) 1], Para ser rotulado como Bourbon puro nada
pode ser adicionado aos ingredientes basicos — graos, levedura e dgua - e tem de ser
envelhecido em barris de carvalho novo carbonizado, sendo que a cada enchimento deve
ser usado um novo barril 1%, Se os espiritos forem maturados por 2 ou mais anos em
barris novos ou ndo carbonizados e a destilagao for inferior a 80% de alcool por volume
chamam-se straight. Um uisque Bourbon Kentucky straight tem de envelhecer pelo
menos 1 ano em Kentucky e cumprir as condigdes anteriores [°), o uisque Tennessee é
essencialmente o0 mesmo que o Bourbon, a tnica distingdo € a inclusdo da filtragem de
carvao no processo apos a destilacdo. Este passo confere ao uisque notas de carvao ou
madeira tostada, caramelo e baunilha, tornando-o mais leve que o Bourbon.

No processo, o milho € cozido sob pressdo para que o amido fique gelatina, o centeio
¢ adicionado apenas quando ja estd em arrefecimento e cevada maltada ¢ adicionada a
uma temperatura ainda mais baixa para se converter em agucar (sacarificagdo) ['%. No

inicio eram destilados em alambiques de Cu, mas foram substituidos pelos alambiques
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com coluna dadas as suas vantagens. E comum usar os graos de uma destilagdo anterior
para acidificar o mosto e restringir as infe¢cdes bacterianas, uma vez que ja estao gastos.
Em destilagdes modernas, o pH ¢ ajustado por recurso a bactérias do acido latico
cultivadas no mosto [, dado que estas fornecem sabores distintos € ajudam a manter a
consisténcia entre lotes ),

O uisque americano ndo tem um sabor azedo, uma vez que na maturagdo fazem
sempre uso de um barril novo que lhe transmite um sabor de baunilha %1,

Para os uisques canadenses a mistura ¢ considerada ser a chave. Sdo geralmente
produtos de dois uisques, um base e um aromatizante, obtidos a partir de um mosto de
cereais sacarificados pela didstase do malte ou por outras enzimas, fermentados pela agao
de leveduras ou outros organismos e envelhecidos por ndo menos de 3 anos em pequenos

16] " Tradicionalmente, o

barris (capacidade inferior a 681 L), podendo conter caramelo !
uisque base correspondente a 10-15% da mistura tem um teor alcodlico mais pesado e o
aromatizante tem um teor mais baixo para realgar o sabor dos grios [, Os uisques base
sdo envelhecidos em barris usados anteriormente para vinhos, sherry, rum, brandy,
Bourbon ou malte, o que reduz a influéncia do grao e do barril no sabor. Os aromatizantes
sdo geralmente envelhecidos em barris virgens ou numa mistura de barris virgens com
barris usados, extraindo mais sabor dos barris ['/). O facto dos barris serem de menores
dimensdes vai ter implicagdo no grau de oxigenagdo, bem como na cor Bl,

Idéntico ao uisque escocés ¢ também o japonés, uma vez que se inspiraram neles,
embora tenham evoluido nos ultimos anos para assumir um carater proprio [ 18],
Inicialmente a cevada era maltada nas proprias destilarias, presentemente, a maioria das
destilarias compra a produtores comerciais 1. Os processos de maceragdo e destilagdo
sdo semelhantes aos escoceses, mas cada empresa adota as suas proprias formas de
produzir o mosto, selecionar as leveduras, os alambiques e o teor alcodlico final do
destilado 1. A principal diferenca das destilarias japonesas para as escocesas reside
precisamente no facto de fazerem uso de alambiques de diferentes tamanhos, permitindo
assim criar outros estilos e sabores. A maioria dos barris utlizados sdo de carvalho
americano e espanhol, carbonizados novos ou ex-xerez e ex-bourbon, mas recentemente,
também comecgaram a usar barris de carvalho francés, anteriormente usados para maturar
vinho do Porto e da Madeira, e barris de carvalho japonés (mizunara). Os barris de

carvalho japonés sdao temperados com vinho xerez por 1 ano antes de serem usados para

21| Page



maturar. Segundo testes sensoriais, estes conferem aos uisques sabores unicos de coco,
ananas e canela [°,

Quando se trata de uisque asidtico, mais alguns paises alcancaram a fama além do
Japdo. Taiwan, um dos maiores consumidores de uisque escocés em todo o mundo,
comegou recentemente a fabricar o seu proprio e em pouco mais de uma década ja sdo
um sucesso. O calor tropical e alta humidade caracteristicos da regido provocam uma
maturacdo acelerada, o que levou a que o método de producao fosse adaptado para se
adequar ao clima quente. A 4gua ¢ extraida das montanhas (rica em minerais), o uso de
cevada maltada de origem escandinava e de dois tipos de fermento criam sabores frutados
subtropicais 1. Devido a rapida interagdo do espirito com os barris de madeira, o periodo
de maturag@o ¢ mais curto permitindo obter um uisque em 4 ou 6 anos semelhante a um
uisque que foi amadurecido por 15 ou 25 anos.

A bebida alcodlica destilada mais popular da India, o uisque, foi introduzido no século
XIX e desde entdo tornou a India num dos maiores mercados do mundo 127,
Tradicionalmente, os uisques indianos sdo misturados com um alcool neutro produzido a
partir do melago da cana-de-agucar, a matéria-prima mais barata para a producdo de
etanol, conferindo-lhes uma identidade distinta dos restantes.

Dividem-se em quatro categorias: premium, prestige, regular e econdmico para
atender as condi¢des econdomicas do consumidor. Os uisques econdémicos consistem
apenas em alcool neutro e aromatizantes; a gama intermédia ¢ composta pela mistura de
uisques premium blended com éalcool neutro e aromatizantes, mas ndo contém malte; os
uisques premium, semelhantes aos escoceses, contém malte indiano, sdo fermentados e
destilados em alambique e, posteriormente, amadurecidos em barris de carvalho. Em
funcdo da disponibilidade de melago e das alteracdes do preco, muitos dos uisques
premium sdo hoje produzidos a partir de malte e de outros graos. Porém, a base preferida
continua a ser o alcool neutro derivado da cana-de-agticar devido a fraca presenca de
congéneres, o que diminui as hipoteses de ressaca, confere ao produto final uniformidade,
facilita a producdo e ajuda a reter o aroma e sabor dos uisques de malte. O alcool neutro
¢ produzido a partir do melago por destilagdo em coluna e a cor ¢ ajustada com a adigao
de caramelo °),

Tal como em grande parte da Europa, a destilacdo de bebidas espirituosas ¢ popular
na Alemanha ha séculos. A sua producdo ¢, no entanto, relativamente recente, ndo mais

Escocia e Estados Unidos (single malts, blends e estilos de Bourbon). Todavia, como ndo
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se aplicam na Alemanha as leis rigidas que regem a maturagao e os ingredientes do uisque
escocés, muito do uisque ¢ lancado relativamente jovem, podendo ser muito diferentes
uns dos outros. A Franga, embora seja lider mundial em vinho, tem vindo a crescer nos
ultimos anos na industria do uisque. Inicialmente produziam uisque semelhante ao
escocés até que perceberam que podiam refletir o seu territério na bebida. Como tém
tradi¢des antigas de destilacdo (Cognac, Borgonha, Calvados e outros), usam os
alambiques e os barris ja existentes, o que desempenha um papel importante no perfil
aromatico oferecendo, assim, uma grande variedade de espiritos ['9). Para além disso, sdo
os maiores produtores de cevada para malte.

A Tabela 1.1 representa os cinco tipos principais de uisque e a Tabela 1.2 algumas

das principais diferencas entre eles.

Tabela 1.1 — Matérias-primas e método de destilagdo utilizados na produgdo de uisques de acordo com a origem
geogrdfica

Uisque escocés e Uisque irlandés Uisque Uisque
japonés americano canadense
Uisque de  Uisque Uisque de  Uisque
Malte de grios pot still de grios
Materiais cevada milho, cevada milho, milho, trigo,  milho, trigo,
maltada trigo, maltada, trigo, centeio, centeio,
cevada cevada cevada cevada cevada
maltada maltada maltada,
centeio
maltado
Destilacio alambique continuo  alambique continuo continuo continuo
Tabela 1.2 — Resumo das diferengas entre os cinco tipos principais de uisque
Uisque Uisque Uisque Uisque Uisque
escocés japonés irlandés americano canadense
Barris de Barris de Barris de Barris de Barris de
carvalho pelo carvalho pelo  carvalho por um carvalho madeira pelo
menos 3 anos menos 3 anos periodo ndo carbonizado menos 3 anos
(reutilizados) carbonizados inferior a 3 anos min. 2 anos (novos e
(novos ou (reutilizados) (novos) reutilizados)
reutilizados)
Seco com Compram Seco com Tennessee € Adigao de
queima de turfa cevada queima de filtrado a carvao caramelo
carvao
Destilagao dupla Destilagéo tripla
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Matérias-Primas

O uisque ¢ produzido tradicionalmente pela mistura de graos de milho, cevada, trigo
e centeio, por possuirem um elevado teor de amido fermentavel o que, por sua vez,
fornecera um bom rendimento alcoolico [2!1. A cevada domina a produgdo ndo sé por ser
facil de cultivar, crescer em terras inférteis e ser capaz de fermentar naturalmente, mas
também por conter um alto teor de amido e enzimas, que aceleram a conversdo desse
amido em agucares e depois alcool 1%, Para que a quebra do amido ocorra é necessaria a
atividade da amilase.

Atualmente, os destiladores de malte procuram variedades de cevada de primavera
com baixo teor de nitrogénio para produzir malte com alto nivel de extrato fermentavel.
Os destiladores de graos querem o oposto, variedades de trigo de inverno, com baixos
teores de nitrogénio, para fornecerem bons rendimentos alcodlicos e serem faceis de
processar °l. A produgdo de uisque tornou-se pois mais tecnoldgica e cientistas tém vindo
a inventar novas cepas que permitam maior eficiéncia e rendimentos alcodlicos.

As bactérias do acido latico (LAB, do inglés lactic acid bacteria) constituem uma
pequena parte da microflora natural do grdo de cevada. Devido a sua tolerancia ao calor
e ao pH 4cido conseguem persistir durante as fermentacdes de uisque de malte. Como
estas bactérias influenciam a produgdo de lactonas, através da hidroxilagdo dos acidos
gordos insaturados, acredita-se que contribuam com notas "doces e gordurosas"
desejaveis no uisque de malte. Uma vez que a levedura e as bactérias do acido latico
afetam o caracter do uisque durante a fermentacdo, a atividade enziméatica deve ser
controlada durante o processo ?2,

Para a fermentagdo, ¢ necessario que a levedura possua boas propriedades
microbioldgicas de modo a que a conversdo dos aglicares fermentaveis em etanol seja
eficiente. As leveduras podem ser cultivadas especificamente para fornecer a composicao
e os sabores desejados ou podem ser usadas leveduras recicladas que vao ter outra
influéncia no sabor, sobretudo aquelas utilizadas para o fabrico da cerveja ou leveduras
oriundas de outras destila¢des (ex: Bourbon) [ 22 A fermenta¢ido de leveduras é, sem
davida, o passo mais importante na produ¢io de uisque 231,

A qualidade da 4gua ¢ igualmente um aspeto relevante. A mesma tem grande
influéncia no produto final, uma vez que ¢ necessdria em vdrias etapas do processo,
nomeadamente para a maceragao, para a dilui¢do do espirito antes da maturagao, para o
arrefecimento durante a destilagdo, para a mistura e em servigos auxiliares.
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Viérias fontes de 4gua podem ser usadas pelas destilarias: dguas superficiais (rios,
lagos e canais) por terem grande influéncia organica, devido ao contacto com a turfa e a
vegetacdo; nascentes ou furos por serem fortemente influenciadas pela geologia
subjacente; ou agua canalizada, pois oferece um abastecimento constante. Dependendo
da fonte, a 4gua usada pode conter uma multiplicidade de compostos derivados de plantas
de lignina, carbohidratos, aminoacidos, proteinas, lipidios, acidos gordos, ides
inorganicos, entre outras variedades de microrganismos e material. A atividade das
bactérias presentes na agua, particularmente as bactérias do acido latico, também
contribui para as qualidades organolépticas do destilado final. Por isso mesmo, a dgua
deve ser controlada de forma a evitar possiveis contaminagdes quimicas e/ou
microbiologicas, assim como permanecer livre de matéria indesejavel 16211,

Em uisques de grao ¢ preferida dgua dura (pH de 7-8), por atuar como estabilizadora
da atividade enzimatica, em destilarias de malte ¢ preferida 4gua macia, dado que um pH
mais baixo favorece as leveduras. Destiladores de Bourbon optam por dgua dura também
pelo facto de o calcério deter um efeito positivo na produgdo de congéneres [,

Na producdo escocesa ndo ¢ comum o tratamento da a4gua, mas noutros paises sim.
Para a purificacdo das 4dguas superficiais e subterraneas ¢ aplicada a filtragem por carvao
ativado para remover poluentes organicos (como sdo exemplo os pesticidas) e filtrar
solidos residuais e cloro, com a vantagem de melhorar o sabor, cor e o odor. E também
habitual desmineralizar a 4gua para que teores altos de célcio e ferro ndo provoquem
descoloragdo ou precipitagdo do uisque. A remocao desses ides € moléculas organicas
ocorre por meio de métodos como osmose reversa € membranas de nanofiltracdo. Outras
técnicas sdo usadas para eliminar os microrganismos que possam ter efeitos negativos
(filtragdo estéril, luz UV) e para clarificacdao da agua (filtragdo com areia, coagulantes)
(5],

Os barris empregues na produgdo do uisque sdo tradicionalmente de carvalho branco
americano (Quercus alba) ou de carvalho espanhol (Q. robur), para que durante o
processo de envelhecimento o sabor do uisque seja influenciado pelos componentes da
madeira. A principal diferenca entre os carvalhos deve-se a porosidade da madeira.

O carvalho branco ¢ usado maioritariamente por conferir um sabor leve e floral, mas
¢ também usual envelhecer os uisques em barris reciclados. Utilizados anteriormente para
maturar outro tipo de bebidas, como vinho tinto, xerez (sherry) ou vinho do Porto, estes

barris de carvalho europeu contém niveis mais elevados de extratos e de cor ], uma vez
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que os corantes escuros libertados pelos vinhos sdo apreendidos pela madeira e
posteriormente soltos para o uisque, originando assim uma cor caracteristica [¢1. Os barris
de xerez produzem uisques com caracteristicas de baunilha, aromas doces e frutados [/,
Na industria escocesa, os barris de carvalho sdo reutilizados repetidamente até deixar
de haver alteragdo das propriedades da bebida, o que acontece quando os niveis de
compostos extraidos da madeira decrescem. Nessa altura, os barris sdo trocados ou entdo
podem ser recuperados raspando a superficie interna e carbonizando o interior do barril.

Contudo, ndo terdo o mesmo desempenho 61,

1.2Composigao

A quimica do uisque ¢ complexa e inclui muitos sabores e diferentes aromas. Cada
espirito tem um perfil aromatico caracteristico e, como tal, em ordem a determinar cada
qualidade individual ¢ necessario determinar a sua composi¢ao. Cromatografia gasosa e
liquida com diferentes detetores (FID, AED, UV-Vis), espetrometria de massa,
espetroscopia de absorcdo atomica, entre outras técnicas tém permitido analisar os
uisques ao longo dos tltimos anos. Tais pesquisas permitiram descobrir a sua composi¢ao
e os perfis de aroma, os quais podem ser usados para esclarecer a sua qualidade e

autenticidade, bem como distinguir entre marcas, paises e avaliar a sua idade [,

Os compostos de sabor mais importantes sdo derivados da madeira durante o
envelhecimento, outros sabores vém do tipo de grao usado, bem como dos processos de
fermentagdo e destilacdo. O uisque contém diferentes compostos quimicos, sendo o etanol
e a agua os Obvios constituintes maioritarios. Os constituintes menores sao, como
anteriormente indicado, conhecidos como congéneres e incluem alcoois superiores (n-
propanol, isobutanol), compostos carbonilicos, ésteres, aldeidos, lactonas, acidos

(241 Os congéneres sdo constituintes naturais do processo de

organicos, entre outros
produgdo, estando cada um deles associado a uma etapa especifica. As variagdes
discriminam entre amostras de Bourbon, Scotch, Tennessee e Irish, bem como entre
diferentes single malt e blended nisques. Em geral, uisques destilados em alambique de

cobre possuem mais congéneres do que os destilados em alambique continuo B,
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Nos diferentes espiritos existem quase sempre os mesmos fluor6foros: compostos
fenolicos e cumarinas - tipicos de bebidas envelhecidas em barris de madeira, fenois

volateis e anisois - presentes em qualquer bebida espirituosa [24],

1.2.1 Acidos carboxilicos, ésteres e dlcoois

Apbs o etanol, os maiores congéneres no uisque sao os alcoois superiores, ou seja,
n-propanol, isobutanol, 2-metilbutanol e 3-metilbutanol, sendo os dois tltimos élcoois
amilicos. Juntamente com outros principais congéneres volateis (metanol, acetaldeido e
acetato de etilo), todos eles sdo produzidos pela levedura, durante a fermentagdo, sendo a
sua concentragdo final influenciada por outros processos: destilagdo e blending 15251, A
semelhanca dos alcoois, os acidos e os ésteres alifaticos também se formam, através das
leveduras, durante o processo de fermentacdo. Embora um grande numero de ésteres seja
produzido aquando da fermentacdo, como resultado da combinagdo de alcoois e acidos
gordos ou acetatos, também podem ter origem nas etapas de destilagdo e maturagdo 161,

Os acidos carboxilicos tém impacto no pH de um uisque e sdo produzidos durante
a fermenta¢do e extraidos do barril de madeira durante o envelhecimento. O principal
acido organico ¢ o acido acético, que da ao uisque o seu sabor azedo caracteristico.
Responsavel por cerca de 50-90% do contetido total de acidos volateis (), a sua propor¢édo
em uisques escoceses ¢ de aproximadamente 50% do total de 4cidos volateis e em outros
uisques 60-95% 261, Além disso, os acidos propidnico, formico e butirico contribuem
igualmente para o sabor do uisque.

Pequenas quantidades de acidos aromaticos sdo normalmente encontradas em
bebidas alcodlicas destiladas. A maioria sdo 4cidos fenolicos e advém dos barris de
madeira usados para a maturagdo [>61. A este grupo pertencem o acido galico, o acido

vanilico e o 4cido siringico (Figura 1.2) 7],

O O Os_OH
HO OH OH
HO HO
OH OCHs H3CO OCHg
OH
Acido gélico Acido vanilico Acido siringico

Figura 1.2 — Estruturas quimicas dos dcidos fendlicos retratados ao longo deste trabalho
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Os ésteres nos uisques sdo um ingrediente chave do seu sabor 8 todavia, alguns
uisques sdo filtrados a frio para remover a maioria destes ésteres pois podem causar
turvacdo. Os ésteres mais abundantes sdo os ésteres etilicos dos acidos, que permitem
refletir a abundancia de acidos, e depois destes os ésteres de acetato como o acetato de
isoamilo [¢],

Durante a fermentacdo, a formagao dos ésteres ocorre quando a acetil-CoA reage
com os alcoois livres, sendo influenciada pelo mosto, levedura, concentragdo de acidos
gordos insaturados no mosto e temperatura. Na maturacdo, os éteres sao resultado da
esterificacdo dos acidos gordos. O acetato de etilo tem origem no acido acético, a partir
da hidroélise dos grupos acetilo da hemicelulose, da oxida¢ao do etanol e da carbonizacao
da madeira. Todos sdo caracterizados por um aroma intenso € um baixo odor !, como
s30 o caso do hexanoato de etilo que d4 um sabor de mag¢a doce ou do acetato de isoamilo,
um éster com aroma de banana, mas o éster mais importante e mais frequentemente
encontrado no uisque ¢ o acetato de etilo. Formado a partir de acido acético e etanol, da
ao uisque o seu sabor frutado caracteristico. Esteres etilicos, isoamilo, isobutilo e alcool
isoamilo contribuem igualmente com sabores frutados de banana e maga. O hexanoato de
etilo confere caracteres frutados, mas com o aumento da cadeia passa a notas azedas e
oleosas relacionadas com a imaturidade do uisque.

Esteres de 4cidos gordos ndo sdo propriamente desejados em destilados novos,
uma vez que o seu excesso provoca aglomerados, formando uma névoa que turva a bebida
durante a redugdo do éalcool para engarrafamento [?%). Estes 4cidos gordos sdo derivados
do grao usado para fazer o uisque e as suas moléculas contribuem para o sabor e o cheiro

caracteristicos do mesmo.

Congéneres como os alcoois (1-propanol, 2-metilpropanol, 2-metilbutanol, 3-
metilbutanol e 4lcool feniletilo) sdo formados na fermentacdo por reacdes bioquimicas
entre aminoacidos e carbohidratos das leveduras, sendo que a sua concentracdo pode ser
reduzida ou mesmo eliminada durante a destilagio [°l. As quantidades variam
consideravelmente entre uisques, mas 0os compostos n-propanol e isobutanol sdo comuns
para todos.

Resultados mostram que uisques escoceses de grao t€ém baixas concentragdes de
2 e 3-metilbutanol ap6s elui¢do do isobutanol, em comparagdo com os uisques de malte

que sdo ricos nesses congéneres volateis. Tal acontece porque esses dois congéneres,
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juntamente com outros, sdo eliminados do espirito (de grao) durante a destilagdo no
alambique de Coffey, sendo depois recuperados como uma mistura de alcoois. Nos
uisques misturados, as proporcdes de 2 e 3-metilbutanol/isobutanol podem ser associadas
ao componente de uisque de malte. Como resultado, podem ser usadas para dar uma
estimativa das proporcdes relativas de uisque de malte e graos presentes nas misturas.
Como sao misturas de destilados neutros de graos com outros, os uisques canadenses tém
concentragdes relativamente baixas de congéneres. Por oposi¢ao, o Bourbon € muito rico
nesses congéneres, uma vez que ndo ha retificagdo no processo de destilagdo (5229,

Os élcoois amilicos, juntamento com o furfural sdo indicativos de destilagdo em

alambique de cobre (%1,

1.2.2 Fendis

Diferentes isomeros fendlicos sdo encontrados nos uisques. Estes contribuem com
um sabor amargo e defumado facilmente percetivel, sendo usados para determinar os
niveis de turfa nos uisques *°. A queima da turfa confere sabores distintos a cevada
maltada, que apds seca, irdo ser transferidos para o novo destilado de malte aquando da
destilagdo. Assim como a queima, a carbonizagdo dos barris pode igualmente induzir a
produc¢do de compostos fenolicos.

Fenois simples como o fenol, guaiacol, cresol, xilenol e etilfenol, resultantes da
degradagdo térmica de derivados do &cido benzodico do malte e da fumaca da turfa, sdo os
mais importantes para a contribui¢do do sabor [231. Os aldeidos fendlicos como a vanilina,
siringaldeido, coniferaldeido e sinapaldeido (Figura 1.3) sdo formados a partir da quebra
da lignina da madeira durante a maturagdo [¢]. Outros compostos fendlicos (acido fertlico,
acido cindmico, acido p-cumarico), formados a partir das paredes das células dos cereais,
sdo transformados em fendis por descarboxilagdes durante a secagem (281,

A principal diferenca entre as amostras de diferentes paises encontra-se na
concentragdo de orto, meta e para-cresol 1. O o-cresol é o mais abundante no uisque
escocés; em uisques Bourbon e canadenses os fendis e cresois tém menor impacto € as

(281 Por outro lado, a maior

notas esfumadas tém origem na quebra da lignina
concentracdo de eugenol, composto parcialmente responsavel pelo sabor picante, ¢
observada em Bourbon.

Uma vez que se acredita que os fenois se desenvolvam a partir do processo de

cura no malte, estando fortemente correlacionados com uisques de maltes 23], nos uisques
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escoceses ¢ onde se prevé encontrar maior concentracao de fenois e a mais baixa serd em
uisques canadenses e Bourbon. Portanto, a quantifica¢ao destes possibilita diferenciar os

uisques de acordo com a sua origem geografica [,

O
HaCO v Q Hood
BN H H3CO — H
HO “
OCHj, HO HO
OCH;, OCH3
Siringaldeido Coniferaldeido Sinapaldeido

Figura 1.3 — Estruturas quimicas dos aldeidos fendlicos retratados ao longo deste trabalho

1.2.3 Lactonas

As lactonas de uisque sdo moléculas bem conhecidas responséaveis pelo sabor e
cheiro caracteristicos do uisque, formadas pela desidratacdo de hidroxidcidos alifaticos e
derivados de furanonas [!- %], Entram no uisque durante o envelhecimento, como isdbmeros
originarios dos barris de carvalho, oferecendo aromas doces e gordos 1,

O 3-metil-4-octanolideo possui quatro isémeros com aromas semelhantes, embora
diferentes, caracterizados pelo aroma de coco quando puros. No entanto, apenas dois
desses isdmeros existem naturalmente, 3S,4S (cis) e 3S,4R (trans) (Figura 1.4).
O isomero cis-3-metil-4-otanolideo, também chamado de 5-butildihidro-4-metilfurano-

2-ona, é a forma mais comum de ser encontrada e tem um sabor mais forte [ 28],

S S

S O \/\\\‘\“R 0

Figura 1.4 - 3-Metil-4-octanolideo, isémeros cis e trans, respetivamente

As espécies de carvalho usadas tém um grande impacto nas concentracdes dos
dois isémeros. Nos carvalhos americanos, a cis-lactona ¢ o isdmero mais abundante,
apenas em uisques amadurecidos em carvalho japonés se desenvolvem substancialmente
mais lactonas trans, nunca encontrados em barris de Bourbon ou xerez. A razido entre as

formas cis e trans permite concluir se o uisque foi amadurecido em barris de carvalho
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americano (>1), onde as concentragdes de lactonas sdo mais altas, assim como o acido

elagico e o acido galico 1?*!, ou em outros tipos de carvalho (<1) [21:23],

1.2.4 Aldeidos

Aldeidos sao moléculas produzidas durante todo o processo, com maior foco nas fases
de fermentagdo, destilacdo e envelhecimento, que ddo ao uisque um cheiro caracteristico,
muitas vezes sinébnimo de erva/verde. Formados a partir da interagdo de alcool e acidos
organicos, muitos desses compostos relacionados com notas verdes sdo o hexanal, 2- e 3-
hexanal 28],

Os aldeidos sao criticos tanto para o sabor quanto para o conteudo aromatico do
uisque. Os de menor peso molecular tém tendéncia a ter odores agudos e desagradaveis.
O acetaldeido, formado pela oxidacao do etanol, ¢ dominante durante a fermentacao, por
isso usado para determinar o contetido total de aldeido [®). Para além disso, trata-se de
uma toxina identificada como um dos principais contribuintes para a ressaca. Aldeidos
de maior peso molecular tendem a ter aromas muito apraziveis, como a vanilina e o
furfural.

O composto mais familiar ¢ a vanilina, um elemento resultante da decomposi¢ao da
lignina, responséavel pelo aroma de baunilha. Os Bourbon sdo particularmente conhecidos
pelo seu conteudo de vanilina pois para cada lote de Bourbon novos barris sdo usados e
a carbonizacdo aumenta o conteudo de vanilina, siringaldeido, acido vanilico e outros
compostos. Uisque amadurecido em barris ndo tostados possui maiores teores de
coniferaldeido, sinapaldeido e acido galico, e o acido vanilico contribui com notas azedas,

(28. 301 O furfural é um aldeido

pungentes e sulfurosas ao invés de doces e florais
importante que contribui para as bebidas destiladas com notas doces, oleosas e de
macapao, produzido por agucares a partir da quebra das paredes celulares dos cereais
durante a maltagem e a destilagdo . Principalmente associado ao uisque de malte, a sua
concentracdo aumenta a medida que a concentracdo de 2- e 3-metilbutanol aumenta,
tendo em conta que ambos os congéneres sdo derivados do malte da mistura 1. O uisque
de malte misturado com uisque de grdo é sabido ter menos concentragdo de furfural 221,

O 5-hidroximetilfurfural ¢ um congénere de maturagdo relacionado com castas de

xerez. Para além de ser um componente dos barris carbonizados, ¢ também encontrado

em muitos uisques devido a sua presenca em caramelo simples e agticar queimado [2°1,

31| Page



Na Figura 1.5 encontram-se representados os aldeidos furanicos presentes nos

uisques.

/ \
HO B H /\ H

5-hidroximetilfurfural Furfural

Figura 1.5 — Estrutura quimica dos aldeidos furdnicos retratados ao longo deste trabalho

1.2.5 Compostos nitrogenados e sulfuricos

O uisque ¢ produzido através de malte, maceragdo (mashing), fermentagao,
destilacdo e maturagdo. Durante estes processos, varios compostos de enxofre/ sulfiricos
sdo gerados, atuando como importantes fontes de sabores que reduzem a qualidade geral
do uisque 8,

Durante a fermentacdo, a levedura ndo s6 converte os agucares em etanol e
dioxido de carbono, como esta implicada na formacdo de compostos de enxofre.
Encontram-se no mosto e no uisque da seguinte forma: sulfetos de alquilo (DMS, DMDS
e DMTY), tidis (metanotiol), derivados de tiofeno (2-metiltiolan-3-ona, 2-metiltiofeno) e
derivados de metionina (MTP) B, Congéneres de enxofre de baixo peso molecular
atribuem sabores leves e neutros, ¢ a medida que aumenta o seu peso molecular mais
intensos se tornam 2%,

O malte produz DMS (dimetilsulfeto) durante a germinacao que vai ser oxidado
a DMSO (dimetilsulféxido) e diéxido de enxofre. Na fermentacdo, o DMSO ¢ reduzido
a DMS e os acidos da levedura promovem a saida do didxido de enxofre e de outros
compostos de sulfuricos. Durante a maturagdo, continua a oxidagdo do DMS em DMSO
e com o tempo, o conteuido de DMS ¢ reduzido, assim como diminui o de dimetil-
dissulfeto (DMDS) seja por evaporagdo ou conversao em DMTS (dimetil-trissulfeto).
Como resultado, as propor¢des de DMDS/DMTS estabelecem indicadores de maturidade
[28]

O impacto do sabor destes compostos aumenta quando diluidos em agua, devido

a hidrofobicidade, mas diminui pela acdo dos congéneres da madeira, do carvao do barril
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6,28, 311 No processo de destilagdo, o sulfato de cobre

e do cobre durante a maturagio !
interage com os compostos sulfuricos removendo os congéneres: os ides de Cu
acumulados durante a destilagdo reagem com o metano formando DMDS, que por sua
sera convertido noutros compostos ao longo do processo de destilacdo. A reacdo ¢
essencial para a producdo de espiritos limpos, o nivel de cobre no destilado atuando como
um indicador da consisténcia dos espiritos. Certos estudos indicam que os niveis de cobre
sd0 mais altos no uisque escocés e japonés do que nos uisques irlandés, Bourbon e do
Tennessee 2831,

A destilagdo em cobre, para além de remover, também pode aumentar as

[28]

concentragdes de outros congéneres — aldeidos, alcoois e ésteres Dos compostos

heterociclicos de nitrogénio formados, as piridinas, as pirazinas e os tiazois contribuem

significativamente para o carater de sabor dos uisques [*!1.

1.3 Processos de envelhecimento

De acordo com os regulamentos, envelhecimento ou maturagdo caracteriza a
ocorréncia natural de variadas reagdes, dentro de um reservatorio, que tém como objetivo
conferir a uma bebida espirituosa caracteristicas e qualidades organoléticas que esta ndo
possuia antes 1321, O efeito da maturagdo torna o destilado bastante distinto, como
resultado do seu contacto com o barril. As notas de madeira e os sabores pungentes,
acidos e asperos do espirito sdo substituidas por aromas doces, suaves, picantes e florais
51, O tempo de maturagdo e a qualidade da bebida maturada variam de acordo com o tipo
de uisque e a quantidade, mas principalmente com a composi¢do da madeira do barril: o
tipo de madeira, tratamento dado ao barril, o uso anterior do barril € 0 ambiente em que
o uisque é maturado 1. O tipo de barril afeta, portanto, o sabor, a cor € 0 aroma do uisque.
O carvalho tem sido utilizado ao longo de varios anos pelas suas propriedades mecanicas,
ou seja, dureza, flexibilidade, resisténcia e impermeabilidade a 4gua, e porque liberta os
extratos necessarios para o envelhecimento 331,

Tradicionalmente, o uisque ¢ amadurecido em barris de carvalho americano (Q.
alba), o sabor sendo influenciado pelas espécies da madeira e pelo passado do barril. De
forma geral, esses barris produzem maiores concentragdes de vanilina e lactonas cis,
conferindo-lhes um sabor leve e floral. Alternativamente, sdo usados barris de carvalho
europeu (Q. robur ou sesslilis) que produzem concentracdes elevadas de taninos e,

consequentemente, espiritos bastante diferentes do carvalho americano. Os destilados
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amadurecidos nestes barris contém niveis superiores de cor e de extratos do barril,
combinando aromas doces, frutados e de baunilha [% 2!, Em geral, os congéneres que
conferem os sabores doces sdo extraidos da madeira somente apos os trés anos de
maturacdo. As concentragdes da maioria dos agucares aumenta durante a fase inicial, mas
a frutose e o glicerol s6 sdo formados no final da maturagdo 28,

A carbonagdo do interior dos barris aumenta os produtos derivados da
decomposicdo da lignina e das lactonas, o contrario verifica-se quando os barris sdo
reutilizados muitas vezes. Com o uso repetido, os componentes extraidos do barril
diminuem, assim como diminui a evolu¢ao da qualidade da bebida. Entre as vantagens
de maturagdo em barris reutilizados estdo os sabores complexos que se desenvolvem ao
longo do tempo como resultado da hidrélise e oxidagdo de certos compostos da madeira
(5],

A area de superficie de um barril desempenha também um papel importante no
processo, tanto para cor como para o grau de oxigenacdo do destilado. Quanto mais
pequena a barrica, mais os congéneres de sabor interagem entre si e, de igual modo, com

5].

a madeira 1. Fatores como o clima e as condi¢gdes de armazenamento também

influenciam o processo de maturagdo [©l,

1.4 Componentes e propriedades da madeira

A diferenga significativa de sabor e aroma entre os destilados amadurecidos deve-
se aos compostos que constituem a madeira — matéria-prima usada para o envelhecimento
de varias bebidas alcoolicas [*3. Varios fatores como o método de tanoaria, a idade € a
secagem da madeira, além da fonte de carvalho usada, variam entre os tipos de barril,
contribuindo profundamente para as caracteristicas organoléticas da bebida 127331,

Os extratos de madeira atuam como congéneres de sabor e encontram-se
naturalmente presentes dentro das paredes celulares, mas ndo estdo quimicamente ligados
a elas. De acordo com a sua composi¢ao quimica, estes compostos podem ser divididos
em dois grupos: compostos de massa molecular elevada e compostos de baixo peso

[27

molecular 271, Cerca de 45% do peso da matéria-prima empregue para produzir um barril

consiste em produtos de celulose, lignina e hemicelulose (20 a 30%) — compostos de alta

27, 28

massa molecular [ 1. Compostos extraiveis como lipidos volateis, acidos, agucares,

esteroides, taninos, fendis e lactonas compdem o restante (281, A forma como as moléculas

34| Page



interagem com o espirito vai depender do tamanho do barril, do tempo de presenca no
barril e da torra [33],

A celulose tem pouco ou nenhum efeito sobre o sabor no entanto, ¢ fundamental
para a estrutura do carvalho, atuando como componente principal da parede celular que
constitui o transportador de extrativos da madeira para o espirito **]. Tratando-se de um
homopolimero de glicose, possui propriedades como hidrofilicidade, quiralidade e
resisténcia estrutural ?7- 281, Juntamente com a hemicelulose forma uma matriz forte e

(28] Quando a madeira é sujeita a

complexa, na qual a lignina atua como um adesivo
tratamento térmico, a degradacdo dos carbohidratos e dos aglicares das hexoses e das
pentoses das hemiceluloses conduz a formagdo de furfural, 5-metilfurfural e 5-
hidroximetilfurfural , que contribuem para os perfis torrados e de caramelo 2327,

A hemicelulose e a lignina atuam como precursores aromaticos da carbonizagao
produzindo, sobre a a¢do do calor, uma gama de moléculas. A hemicelulose ¢ um
polimero heterogéneo contendo glicose e muitos agucares simples, que contribuem com
corpo, notas de caramelo tostado e cor. A lignina - um agente de ligagdo a celulose, ¢ um
biopolimero sintetizado a partir de trés percursores basicos (p-cumarilico, coniferilico e
sinapilico). Na carbonizagdo, as ligninas sdo mais estdveis do que os polissacarideos e
contribuem com notas de baunilha, especiarias e fumaga 28,

Outros contribuintes importantes sdo as substancias de baixo peso molecular que
incluem as lactonas do uisque derivadas dos lipidos e os produtos de degradacdo da
lignina: vanilina, aldeidos aromaticos, acidos, ésteres e taninos. Dos aldeidos fenolicos,
o mais significativo ¢ a vanilina, anteriormente referida como responsavel pelo aroma a
baunilha 2% 34 QOutros aldeidos incluem o siringaldeido € o coniferaldeido que
desempenham um papel importante no carvalho tostado. O aquecimento do barril
transmite sabores mais doces e esfumacados, promovendo mais contetido de vanilina. O
etanol reage com as ligininas, algumas das quais dao origem a alcoois coniferos e
sindpicos, que por sua vez sdo oxidados em cinamaldeidos (coniferaldeido e
sinapaldeido). Esses cinamaldeidos sdo ainda oxidados a benzaldeidos (vanilina e
siringaldeido) (231,

Associados ao carvalho tostado encontram-se igualmente os fenois. Formados
pela degradagdo térmica da lignina, o guaiacol e outros acidos fenolicos tém um aroma

defumado, semelhante a carvao, mas ao mesmo tempo doce como caramelo. Derivado da
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oxidacao lipidica, forma-se também o eugenol, um fenol volatil associado a madeira com
atributos picantes e cheiro de cravo, canela e noz-moscada 2%,

Adicionalmente, existem também os taninos. Os taninos de carvalho (ou sua
classificag@o hidrolisavel ativa, elagitaninos) sao polifenois derivados da madeira usada
na constitui¢do do barril, fundamentais no processo de maturacdo, que conferem notas
herbaceas, além de afetar a cor. Podem ser hidrolisados a acido gélico, elagico e glicose,
contribuindo com o seu sabor acido, ou podem ser oxidados criando fragancias delicadas

(23,28, 341 Tendo em conta que o processo de

através da formacao de ésteres e acetais
degradagdo da lignina ¢ relativamente lento, os espiritos mais jovens tendem a ter altas

proporgdes de elagitaninos 23],

1.5 ReagOes quimicas entre os componentes da madeira e os uisques

A maturagdo de bebidas espirituosas destiladas ¢ conhecida por alterar os
congéneres constituintes de forma a substituirem notas imaturas nos novos destilados por
sabores de uisque maduro. Durante o processo, ocorrem transformacdes fisico-quimicas
e sensoriais na bebida resultantes da extracao e degradacdo dos diversos componentes da
madeira. Esses processos € os seus produtos sdo muito importantes para a qualidade das

(24, 27. 28, 35]  Embora os

bebidas espirituosas maduras, produzindo odor, sabor e cor

mecanismos ndo sejam totalmente compreendidos, existe alguma certeza de certos

fendmenos.
O envelhecimento envolve varios processos:

1 Evaporacdo de componentes volateis — o etanol aquoso ¢ exposto ao oxigénio, que
passa por entres as aduelas (staves) do barril, evaporando. Assim, estabelece-se o
gradiente alcodlico da bebida [23-35]

2 Perda de alguns componentes de destilado — perda de 4gua e etanol através do barril
aumentam a concentragdo dos componentes volateis [2!-36]

3 Extracdo direta dos componentes da madeira — depende do tipo, do tamanho e pré-
tratamento dado ao barril, da humidade, temperatura, teor alcodlico e periodo de
maturagio [27- 28, 36]

4 Interacdo entre a madeira e os componentes do destilado bruto — alteram a particao
volatil do liquido para o espago livre [21-28. 361

5 Degradagdo das macromoléculas que constituem a madeira e extracdo destas no

destilado — as ligninas decompdem-se com a formacgdo de compostos fenolicos
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(vanilina, siringaldeido, coniferaldeido, sinapaldeido, 4cidos cindmico e benzoico),

taninos hidrolisaveis e seus produtos (4acidos galico e elagico) e cumarinas

(particularmente escopoleina) 24 28]

6 Reacdes quimicas entre os varios compostos do destilado — reagdes redox, reagdes
Maillard (reag@o de escurecimento ndo enzimatica critica na producao de congéneres

de sabor chave), esterifica¢des, hidrolises, polimerizagdes, acetilagdes 27 28]

1.6 Autenticacao da marca

A alta popularidade e valorizacdo de um destilado, como ¢ o caso do uisque,
geralmente induz um maior risco de adulteracdo; dai que seja importante a autenticagao
dos produtos comercializados.

As caracteristicas do uisque sdo fortemente influenciadas pelos cereais utilizados
na fermenta¢do e pelas normas de destilagdo, maturagdo e mistura, traduzindo-se em
perfis analiticos tipicos para varios congéneres e possibilitando a sua utilizagdo como
pontos de referéncia. A autenticidade do uisque divide-se em duas categorias:
autenticidade da marca e genérica. A primeira apura se o conteudo da garrafa corresponde
ao nome presente no rétulo; a segunda constata se o liquido em questdo se enquadra na
defini¢do de uisque [*). Por norma, a autenticagdo da marca faz-se por comparagio do teor
alcodlico de referéncia com os perfis dos alcoois superiores de outras bebidas como sdo
o metanol, o isobutanol, o n-propanol, o acetato de isoamilo, o acetaldeido e o furfural
(291 O uisque normalmente contém uma concentragdo de metanol inofensiva. Uma
concentragdo anormalmente alta de metanol sugere que o 4lcool ndo ¢ produzido a partir
de cereais. Ja a auséncia de congéneres de maturagdo sugere que o destilado ndo foi
submetido a etapa de maturagdo obrigatoria 1.

Uma rapida leitura distingue os uisques blended como contendo niveis elevados
de aguardente de cereais, niveis mais baixos de 2 e 3-metil butanol, niveis ligeiramente

25291 Os de malte sdo ricos

superiores de n-propanol e menor concentragdo de furfural !
em alcoois superiores e a concentracdo de furfural tende a aumentar a medida que
aumenta a concentragao de 2- e 3-metil butanol. As concentragdes de 2- e 3-metil butanol
no uisque de grao sdo relativamente baixas em comparagdo com n-propanol e isobutanol
pois esses dois congéneres, juntamente com outros, sdo reduzidos em aguardente de graos

durante a destilagdo no alambique Coffey 2°1.
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O uisque irlandés distingue-se dos restantes com base no perfil dos congéneres
dos alcoois superiores, cujas concentragdes (n-propanol, isobutanol e de outros alcoois)
sdo geralmente mais baixas que os escoceses fruto da destilagdo tripla de graos P71,

Nos uisques Bourbon, os 4lcoois superiores encontram-se em maior quantidade,
quando comparado ao escocés. As concentracdes de 2- e 3-metil butanol sdo altas em
comparacdo com o uisque escocés, um efeito associado aos cereais, processos de
fermentagdo e destilagdo empregues. As concentragdes de n-propanol sdo relativamente
baixas, enquanto as concentragdes de isobutanol variam 2],

Os uisques canadenses apresentaram perfis analiticos bem diferentes dos uisques
escocés, irlandés ou Bourbon. As concentragdes de alcool sdo baixas em compara¢do com
os outros tipos de uisque, refletindo os altos niveis de modificacdo durante a destilacao
dos uisques nas misturas 21,

Relativamente aos barris, aqueles que foram primeiramente cheios com vinho ou
xerez produzem mais quantidades de frutose e de glicose do que outros tipos de barris
(251, Os niveis de taninos do carvalho americano sdo inferiores aos do carvalho europeu e
inferiores aos niveis extraidos do carvalho francés. O carvalho americano ¢ menos
permeével e mais aromatico. O carvalho europeu ¢ mais rico em extraiveis fendlicos,
particularmente elagitaninos, e apresenta menores concentragdes de lactonas de carvalho

e furfurais 33,

1.7 Objetivos do trabalho

Uma nota técnica muito recente reporta a existéncia de componentes de
decaimento de fluorescéncia extremamente rapidas no uisque escocés. Usando a técnica
de TCSPC com laser de diodo de picossegundos os uisques continham tempos de vida
menores que 50 ps e usando o sistema FLIM as fun¢des de decaimento continham
componentes com tempos de vida inferiores a 10 ps com contribui¢des de 90% 81, No
entanto, os perfis de decaimento obtidos e as amplitudes foram claramente diferentes,
dependendo do uisque, o que faz com que seja potencialmente possivel diferenciar os
mesmos com base em técnicas ultra-rapidas. Os autores indicam desconhecer se os
valores sdo caracteristicos da origem ou idade do uisque B8,

Neste trabalho, o principal objetivo foi a caracterizagdo e diferenciacdo dos

uisques com base nas suas diferentes caracteristicas - marca, pais, tipo, idade, barril —

para criagdo de uma base de dados que permita classificar os diferentes uisques fazendo
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uso de técnicas convencionais (fluorescéncia em estado estaciondrio) e ultra-rapidas tais
como de fs-TA, ns-TCSPC e FLIM, existentes nos nossos laboratorios. Por forma a
melhor identificar os componentes dos uisques o estudo foi complementado com a técnica
de HPLC-DAD, utilizando-se para este estudo padrdes: os componentes principais do
uisque. A quimiometria permitiu estabelecer relagdes entre os dados obtidos. Uma vez
que desenvolvimento de métodos de dete¢dao de bebidas falsificadas desempenham um
papel vital na salvaguarda da satide dos consumidores e na prote¢ao do lucro e integridade
das marcas, pretende-se que o trabalho permita uma forma expedita de identificar
falsificacdes deste tipo de bebidas.

Os diferentes uisques estudados ao longo deste trabalho, um total de 28,
encontram-se representados na Tabela 1.3. De notar que o uisque Motorhead existe em

duplicado.
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Tabela 1.3 - Descrigdo das 28 amostras de uisque estudadas, incluindo cddigo, destilaria, idade (se conhecida) e barril

utilizado
Amostra Descrigdo Marca Pais de Tipo Etanol, Tempo de Barril Reutilizado
origem %vol. envelhecimento
(anos)
(& Blended Cutty Sark Escécia Scotch 40 3 anos e 6 meses Carvalho Vinho Xerez
americano
CR Blended Crown Royal Canada Canadian 40 >3 Carvalho Conhaque
americano
GT Blended Grant's Escécia Scotch 40 12 Carvalho Xerez
(triple wood) americano,
Virgin Oak e
Bourbon refil
EW Single barrel Evan USA Bourbon 43.3 7anose 11 Carvalho -
Kentucky Williams meses americano
straight
MT (Islay) Single Mac-Talla Escécia Scotch 46 23 Carvalho -
malt Morrison americano
Terra
BB12 Blended Burberrys Escécia Scotch 40 12 Carvalho -
BB15 Single malt Burberrys Escécia Scotch 15 Carvalho -
DV Single malt The Escécia Scotch 40 18 Carvalho Xerez e
Deveron Bourbon
BL Blended Ballantine's Escécia Scotch 40 15 Carvalho Bourbon
M Cold Brew Jameson Irlanda Irish 30 >3 Bourbon Xerez e
coffee Bourbon
AMR Single malt Amrut india Indian 46 >3 Carvalho Carvalho
(Bagheera) americano americano
TG Blended Togouchi Japao Japanese 40 3a9 Carvalho Xerez e
(Pure malt) branco Bourbon
americano
GL Single malt  Glenfiddich Escécia Scotch 40 12 Carvalho Bourbon e
americano, depois em
xerez e Xerez
carvalho
francés
ARD Single malt The Escécia Scotch 46 12 Carvalho Bourbon e
Ardmore branco Vinho do
americano e Porto
madeira
Europeia
WT Straight Wild Turkey USA Bourbon 40.5 5a8 Carvalho -
americano
“alligator”,
revestido com
carvao
MOT 1 Single malt  Motérhead ( Suécia Single 40 5 Carvalho Bourbon
MOT 2 2 uni) malt americano e
carvalho
oloroso (6
meses)
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wcB Blended West Cork Irlanda Irish 40 >3 Carvalho Bourbon
branco
americano
carbonizado
WCs Single malt West Cork Irlanda Irish 43 24 Carvalho Bourbon e
branco Vinho do
americano Porto
carbonizado
FR Straight Four Rosés USA Bourbon 40 5 Carvalho -
americano
carbonizado
SCST Rye Stork Club Alemanha Rye 45 2 Carvalho Bourbon e
Straight americano e Vinho
alemao branco
carbonizado
SCSM Rye Stork Club Alemanha Rye 50 2 Carvalho Laphroaig
Smoky americano e
alemao
ABA Ancestral Abasolo México ? 2 Carvalho Carvalho
corn americano americano
novo torrado usado
BS Single malt Bud Alemanha Single 49 3 Carvalho e Vinho tinto
Spencer malt madeira de Amarone e
cerejeira Bourbon
ARM Single malt Armorik Franga Single 46 3a4 Carvalho Xerez
malt britanico ou oloroso
americano
KV Single malt Kavalan Taiwan Single 40 2 Carvalho Vinho do
malt americano Porto,
Bourbon,
Brandy,
Xerez
KU Blended The Japao Japanese 43 >3 Carvalho Bourbon
(Pure malt) Kurayoshi branco
DW Blended Dewar's Escdcia Scotch 40 8 Carvalho Rum das
Caraibas

41| Page



Bibliografia

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Wisniewska, P., Dymerski, T., Wardencki, W. and Namiesnik, J., Chemical
composition analysis and authentication of whisky. Journal of the Science of
Food and Agriculture, 2015. 95: p. 2159-2166.

CFR, Code of Federal Regulations Title 27 Part 5.143 Labelling and Advertising of
Distilled Spirits; the Standards of Identity for Distilled Sipirits. [cited 2023
2/3/2023]; Available from: http://www.ecfr.gov.

Rhodes, C., Heaton, K., Goodall, I. and Brereton, PA. , Gas chromatography
carbon isotope ratio mass spectrometry applied to the detection of neutral
alcohol in Scotch whisky. Food Chem, 2009. 114: p. 697— 701.

Christoph, N., Bauer-Christoph, C., Flavour of spirit drinks: raw materials,
fermentation, distillation, and ageing, in Flavours and Fragrances. Chemistry,
Bioprocessing and Sustainability, ed. by RG Berger. Springer, 2007: p. 219- 239.
Russell, I., Stewart, G., Anstruther, A., Whisky. Technology, Poduction and
Marketing. Elsevier Ltd, 2014. 2nd ed: p. 1-304.

Piggott, J., Whisky, Whisky and Bourbon: Composition and Analysis of Whisky.
The Encyclopedia of Food and HealthThe Encyclopedia of Food and Health, 2016.
5:p.514-518.

Lee, M., Nature and origin of sensory character in scotch whisky. Strathclyde
Thesis Copyright, 2000: p. 2-219.

Power, A.C., Néill, C. N., Geoghegan, S., Currivan, S., Deasy, M. and Cozzolino, D.,
A Brief History of Whiskey Adulteration and the Role of Spectroscopy Combined
with Chemometrics in the Detection of Modern Whiskey Fraud. Beverages, 2020.
6: p. 49.

Pot Still Vs Column Still. 2019 [cited 2023 27/07/2023]; Available from:
https://www.winesandspiritsacademy.com/blog/pot-still-vs-column-still/.
Jackson, M., Whisky: The definitive world guide. Vol. 2nd ed. 2017,
https://books.google.pt/books?hl=en&|r=&id=oukzDwAAQBAJ&oi=fnd&pg=PA
5&dqg=Whisky:+The+definitive+world+guide&ots=Y396rAZglE&sig=Zb1AnXm9V
OX1JJia2PzJADAZADI&redir esc=y#v=onepage&q=Whisky%3A%20The%20defini
tive%20world%20guide&f=false: Dorling Kindersley Ltd. 246-258.

Hopfer, H., Gilleland, G., Ebeler, S.E., Nelson, J., Elemental Profiles of Whisk(e)y
Allow Differentiation by Type and Region. Beverages, 2017. 3: p. 8.

The Scotch Whisky Regulations. 2009 [cited 2023 9 /3/2023]; Available from:
https://www.legislation.gov.uk/uksi/2009/2890/regulation/3/made.

Jetro, Chapter 3 - Whisky in Marketing Guidebook For Major Imported Products.
p. 23-31.

Wright, S., Pilkington, H., Chapter 7 - Whiskies of Canada and the United States.
Academic Press, 2022: p. 87-104.

Ralph, R., The Alcohol Textbook. Chapter 14 - Production of American whiskies:
Bourbon, corn, rye and Tennessee. University Press, 1999. (3rd edition). p. 211-
223.

Food and Drugs Regulation. Part B. Division 2., in Consolidated Laws of Canada.
2023: Justice Laws Website

42 |Page


http://www.ecfr.gov/
https://www.winesandspiritsacademy.com/blog/pot-still-vs-column-still/
https://books.google.pt/books?hl=en&lr=&id=oukzDwAAQBAJ&oi=fnd&pg=PA5&dq=Whisky:+The+definitive+world+guide&ots=Y396rAZgIE&sig=Zb1AnXm9VOX1JJia2PzJ4DAZ4DI&redir_esc=y#v=onepage&q=Whisky%3A%20The%20definitive%20world%20guide&f=false
https://books.google.pt/books?hl=en&lr=&id=oukzDwAAQBAJ&oi=fnd&pg=PA5&dq=Whisky:+The+definitive+world+guide&ots=Y396rAZgIE&sig=Zb1AnXm9VOX1JJia2PzJ4DAZ4DI&redir_esc=y#v=onepage&q=Whisky%3A%20The%20definitive%20world%20guide&f=false
https://books.google.pt/books?hl=en&lr=&id=oukzDwAAQBAJ&oi=fnd&pg=PA5&dq=Whisky:+The+definitive+world+guide&ots=Y396rAZgIE&sig=Zb1AnXm9VOX1JJia2PzJ4DAZ4DI&redir_esc=y#v=onepage&q=Whisky%3A%20The%20definitive%20world%20guide&f=false
https://books.google.pt/books?hl=en&lr=&id=oukzDwAAQBAJ&oi=fnd&pg=PA5&dq=Whisky:+The+definitive+world+guide&ots=Y396rAZgIE&sig=Zb1AnXm9VOX1JJia2PzJ4DAZ4DI&redir_esc=y#v=onepage&q=Whisky%3A%20The%20definitive%20world%20guide&f=false
https://www.legislation.gov.uk/uksi/2009/2890/regulation/3/made

17.

18.

19.

20.
21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Certificates of Age and Origin for Distilled Spirits Produced or Packaged in Canada
Order, in SI (2009) SI/2009-61. 2009, Department of Agriculture and Agri-Food:
Canada, Ottawa.

Japhe, B. The story of Japanese whisky, and how Scottish tradition inspired it.

2022 [cited 2023 12/08/2023]; Available from:
https://www.nationalgeographic.com/travel/article/paid-contenet-japanese-
whisky.

Chen, J., Chapter 4 - Spirit beverage development in the Asia-China region, in
Whisky and Other Spirits 2022, Academic Press. p. 41-61.

Maitin, B., Chapter 4 - Indian whiskies. Academic Press, 2014. 2nd ed: p. 27-38.
Walker, G.M., Hughes, P.S., Distilled Spirits e New Horizons: Energy, Environment
and Enlightenment. Nottingham University Press, 2010: p. 33-38, 268-277.
Wanikawa, A., Flavors in Malt Whisky: A Review. Journal of the American Society
of Brewing Chemists, 2020. 78: p. 260-278.

Kelly, T.J., O’Connor, C. and Kilcawley, K.N., Sources of Volatile Aromatic
Congeners in Whiskey. Beverages, 2023. 9: p. 64.

Sadeck3, J., Urickovd, V. and Jakubikova, M., Fluorescence Spectroscopy for the
Analysis of Spirit Drinks, in Applications of Molecular Spectroscopy to Current
Research in the Chemical and Biological Sciences, , M. Stauffer, Editor. 2016,
IntechOpen, : London.

Pryde, J., Conner, J., Jack, F., Lancaster, M., Meek, L., Owen, C., Paterson, R.,
Steele, G., Strang, F. and Woods, J., Sensory and Chemical Analysis of
‘Shackleton's' Mackinlay Scotch Whisky. Journal of the Institute of Brewing,
2011. 117: p. 156-165.

Humans, [.W.G.o.t.E.0.C.R.t., Chemical Composition of Alcoholic Beverages,
Additives and Contaminants. |ARC Monographs on the Evaluation of
Carcinogenic Risks to Humans, 1988. 44.

Macedo, C., Desenvolvimento e valida¢do de um método para a caracterizagdo
de vinhos por HPLC-DAD, in Escola de Ciéncias. 2015, Universidade do Minho.
Lee, M., Pateron, A., Piggottt, J.R., Origins of Flavour in Whiskies and a Revised
Flavour Wheel: a Review. Journal of the Institute of Brewing, 2001. 107: p. 287-
313.

Aylott, R.l. and W.M. MacKenzie, Analytical Strategies to Confirm the Generic
Authenticity of Scotch Whisky. Journal of the Institute of Brewing, 2010. 116: p.
215-229.

Clyne, J., Conner, J.M., Paterson, A. and Piggott, J.R., The effect of cask charring
on Scotch whisky maturation. International Journal of Food Science &
Technology, 2007. 28: p. 69-81.

Wanikawa, A. and T. Sugimoto, A Narrative Review of Sulfur Compounds in
Whisk(e)y. Molecules, 2022. 27.

Regulamento (CE) N2 110/2008 de 15 de Janeiro Do Parlamento Europeu E Do
Concelho, in N2 110/2008 2008: Jornal Oficial da Unido Europeia. p. 16-39.
Mosedale, J.R., Effects of oak wood on the maturation of alcoholic beverages
with particular reference to whisky. Forestry, 1995. 68: p. 203-230.

Mosedale, J.R. and J.L. Puech, Wood maturation of distilled beverages. Trends in
Food Science & Technology, 1998. 9: p. 95-101.

43 | Page


https://www.nationalgeographic.com/travel/article/paid-contenet-japanese-whisky
https://www.nationalgeographic.com/travel/article/paid-contenet-japanese-whisky

35.

36.

37.

38.

Conner, J.M., A. Paterson, and J.R. Piggott, Changes in wood extractives from oak
cask staves through maturation of scotch malt whisky. Journal of the Science of
Food and Agriculture, 1993. 62: p. 169-174.

Conner, J.M., A. Paterson, and J.R. Piggott, Analysis of lignin from oak casks used
for the maturation of Scotch whisky. Journal of the Science of Food and
Agriculture, 1992. 60: p. 349-353.

Gonzdlez-Arjona, D., Gonzalez-Gallero, V., Pablos, F. and Gustavo Gonzdlez, A.,
Authentication and differentiation of irish whiskeys by higher-alcohol congener
analysis. Analytica Chimica Acta, 1999. 381: p. 257-264.

Becker, W., Heitz, J. and Bergmann, A., Ultra-fast Fluorescence Decay in Scottish
Whisky, B. Becker & Hickl GmbH, Germany, Editor.

44 |Page



45| Page



Capitulo Il

Materiais, Métodos e Técnicas Instrumentais
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Subcapitulo |

Neste subcapitulo, encontram-se descritos os procedimentos utilizados para a
obtenc¢ao dos espetros de absor¢ao, emissdo e excitacao de fluorescéncia e tempos de vida

de fluorescéncia.

2.1 Absorgao de luz UV-vis: aspetos fundamentais

A base de qualquer processo fotoquimico ¢ fundamentalmente a absor¢do de luz
pela matéria. Para que a molécula absorva luz, esta e um feixe de luz tém de estar em
ressonancia — lei da conservagdo da energia !,

Uma molécula no estado fundamental (So) pode ser excitada ao absorver um fotao
de luz com energia especifica, promovendo a sua passagem para um estado
eletronicamente excitado (Si...Sn), se a energia do fotdo for igual 4 diferenca de energia
entre os dois estados — lei de Planck. Diz-se, por isso, que a absor¢do de luz ultravioleta-
visivel € um processo quantizado ?/. A excitagdo ocorre quando se gera um fotdo com
uma certa energia, com recurso a uma fonte de laser ou uma lampada, para que seja
absorvido pelo cromoforo.

O espetro de absorc¢ao pode ser descrito através da lei de Beer-Lambert. A lei de
Beer-Lambert (Eq. 2.1) permite relacionar linearmente a quantidade de luz que foi
absorvida (A) a um dado comprimento de onda, com a concentragdo (c), o coeficiente de
extingdo molar (&) e o percurso 6tico (). Esta lei declara, assim, que a quantidade de luz

absorvida é proporcional ao nimero de moléculas pelas quais a luz passa [,
A=e0).Le (Eq. 2.1)

A lei também afirma que a fragdo de luz absorvida por um meio transparente ¢
independente da intensidade da luz incidente . Desse modo, o valor da absor¢do pode
também ser obtido pelo logaritmo entre a intensidade da radiacdo transmitida /p e a

radiagdo incidente /:

A= 1og’7° (Eq. 2.2)
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Apobs a absorcdo de um fotdo, a molécula excitada pode libertar a energia
absorvida de forma radiativa (emissdo de luz), ndo radiativa (sem emissdo de luz, por
exemplo através da dissipacdo de calor) ou segundo reagdes fotoquimicas (degradagdo)
3. 41 Estas vias de desativagdo podem ocorrer individualmente ou em simultdneo e as
mesmas encontram-se representadas no tradicional Diagrama de Jablonski (Figura 2.1).

Os fluordforos podem existir em vérios niveis de energia vibracional (v) 1.
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Figura 2.1 - Diagrama de Jablonski-Pérrin, representando os diversos niveis de energia vibracionais (linhas a preto
finas) e eletronicos (linhas a preto grossas) decorrentes de uma excitagdo eletronica e os processos de desativagio
deles resultantes.

Quando no nivel de energia Si, o regresso para o estado fundamental So pode
ocorrer pelos processos de conversdo interna, cruzamento intersistemas ou por
fluorescéncia. Quando a molécula regressa para o nivel mais baixo de energia vibracional
(v=0) do estado Sn.1 em 10°'! a 10712 s e assim, gradualmente, chega ao estado Si o
processo ¢ ndo-radiativo e designa-se por conversdo interna (IC, do inglés internal
conversion) Pl — transi¢do sem radiagdo entre dois estados eletronicos com a mesma

multiplicidade de spin . O mesmo acontece se decair de S para Sp porém, neste nivel
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pode haver competi¢do com a fluorescéncia (processo radiativo). A emissao de um fotdo,
ou seja, a luminescéncia pode envolver ou ndo alteragdo da multiplicidade de spin %,

Fluorescéncia ¢ um fendmeno de luminescéncia no qual a luz ¢ devida a uma
transicdo do estado singleto de menor energia S; (regra de Kasha) para o estado
fundamental, ou seja, envolvendo estados com a mesma multiplicidade de spin. Outro
fenomeno de luminescéncia € a fosforescéncia, porém acontece quando a luz ¢ emitida
devido as transi¢des que envolvem dois estados de diferentes multiplicidades de spin, ou
seja, transi¢des proibidas por spin T; — So. No estado singuleto excitado Si, a molécula
pode igualmente passar para o estado tripleto (S'~~>T") e a esta conversdo designa-se de
cruzamento intersistemas (ISC, do inglés intersystem crossing) !°l. Esta via adicional,
ISC, trata-se de um processo sem radiagdo que ocorre entre dois niveis vibracionais
isoenergéticos com diferentes multiplicidades de spin ['l. Apos esta transi¢do, a dissipag¢do
de energia para o estado fundamental pode ocorrer com emissdo de fosforescéncia ou
ndo. Tipicamente, os tempos de vida da fluorescéncia variam entre 10 a 10-'? s, enquanto
os da fosforescéncia sio muito elevados (ms a 10% s) (261, Por fim, a relaxag@o vibracional
estd associada a transferéncia de energia para o solvente sendo, por isso, um fendmeno
ndo radiativo. Normalmente, a conversdo interna € o cruzamento intersistemas sao
seguidos de relaxamento vibracional para o nivel mais baixo do novo estado eletronico
(71,

No processo de fluorescéncia, a emissdao de um fotdo ¢ sempre acompanhada de
perda de energia, levando a um desvio nos espetros de emissdo de fluorescéncia para
comprimentos de onda maiores (energias mais baixas) em relacdo aos espetros de
absor¢do 1. No entanto, se ndo existir uma alteragdo da geometria ou do momento dipolar
do estado excitado face ao fundamental, os espetros de absor¢do e emissdo sdo simétricos.
Fatores como o solvente e a temperatura podem promover alteragdes .

A diferenca entre o comprimento de onda méximo de absor¢do e o comprimento
de onda méximo de emissdo ¢ conhecido como desvio de Stokes (Av) (Eq. 2.3). Esse
desvio, do espetro de fluorescéncia face ao de absor¢do, deve-se a perda de energia como
consequéncia da conversdo interna e da relaxacao vibracional de estados superiores e esta
relacionado com a estrutura da espécie emissora — fluor6foro, e o meio. O comprimento
de onda no qual os espetros de absorcdo e emissdo se cruzam corresponde a energia
singleto da molécula (Es) 2.

AV = Vi — vilex (Eg.2.3)
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2.2 Caracteristicas da Fluorescéncia

O aspeto mais importante da fluorescéncia ¢ o facto de esta ocorrer em
comprimentos de onda maiores relativamente aos da absor¢do. O tempo de vida da
fluorescéncia e o rendimento quantico sdo talvez as caracteristicas mais importantes de
um fluordforo B4, os outros sendo a sua energia e constantes de velocidade (k).

Ap0s a excitagdo das moléculas, se o estado excitado for /luminescente mede-se o
tempo de vida, 7, através do decaimento da luminescéncia, uma vez que a intensidade /(?)
¢ proporcional a concentracdo quando a excitagdo diminui exponencialmente com o

tempo c(?) ["). Os decaimentos de intensidade sdo dados por

I(t) = lpe t/™ (Eq. 2.4)

onde Iy ¢ a intensidade em t = 0, imediatamente ap6s o pulso de excitacdo. O tempo de

vida de fluorescéncia define-se como o tempo médio em que a molécula permanece no

[8,9

seu estado excitado antes de retornar ao estado fundamental %1, Este determina o tempo

disponivel do fluoréforo para interagir ou difundir no seu ambiente e a informacao da sua
emissdo [l Este valor é teoricamente definido como o inverso da soma das constantes de
velocidade para todos os processos de despovoamento do estado excitado e descrito pela
equagdo, onde k- ¢ ky sdo as constantes de velocidade radiativas e ndo radiativas,

respetivamente 10,

1
Ky +knr

- (Eq. 2.5)

Quando o tempo de vida medido ndo ¢ igual ao tempo de vida de fluorescéncia,
TF, existe competicdo entre os processos nao radiativos relacionados a desativacdo do
estado excitado 2. 1F aplica-se somente aos processos de desativagdo do estado Si,

definido como

1

T (Eq. 2.6)

TF

onde k; sdo as constantes de velocidade para os processos competitivos. A constante de

velocidade de fluorescéncia kr (ou k) ¢ dada por

1
ke=g (Eq. 2.7)
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sendo 79 o tempo de vida intrinseco do processo de fluorescéncia. Este tempo s é igual

ao tempo de vida observado, tr, quando ndo ha outros processos de desativagdo [°l. Como,

~ T
kF=ﬁ entdo T = = .
TF krp

2.2.1 Fluorescéncia Resolvida no Tempo (estado dindmico)

As medigoes da fluorescéncia podem ser classificadas em dois tipos de medigdes:
estado estacionario ou resolvido no tempo (estado dindmico).

A fluorescéncia resolvida no tempo ¢ das técnicas mais utilizadas para estudar
moléculas, nomeadamente a sua estrutura, func¢do e dindmica de reagdo [!'l. Quando um
fluoréforo € irradiado por um pulso de luz (UV, visivel ou NIR) ou luz modulada verifica-
se uma alteragdo na fluorescéncia que se manifesta durante um curto periodo de tempo,
na escala dos pico-/nanossegundos. A partir da diminuicdo da intensidade da
fluorescéncia ao longo do tempo avalia-se o tempo de vida de decaimento da espécie
fluorescente. O tempo de vida de uma espécie determina, assim, o tempo disponivel para
o fluoréforo interagir ou se difundir no seu ambiente.

Na fluorescéncia, grande parte do conteudo da informagao molecular e estrutural
estd disponivel apenas por medigdes resolvidas no tempo, fornecendo uma melhor
compreensdo dos processos fotofisicos e fotoquimicos envolvidos no sistema - 121,
Nomeadamente, revelam se a extin¢do ¢ devida a difusdo ou a formagdo de complexos
com os fluoréforos no estado fundamental bem como, as reagcdes que levam a formacao

de agregados, dimeros, excimeros e transferéncia de energia 181,

TCSPC

A técnica de TCSPC (contagem de fotdes tinicos correlacionados temporalmente),
usada para determinar tempos de vida de fluorescéncia, ¢ uma técnica baseada no
principio de que a probabilidade de distribuicdo de tempo de um Unico fotdo emitido,
apos um tempo ¢ do pulso de excitacdo, ¢ proporcional a intensidade de fluorescéncia
nesse mesmo instante seguindo, assim, a distribuicdo estatistica de todos os fotdes
emitidos [ 1. Ou seja, para sinais de baixo nivel ¢ alta taxa de repeti¢do, a intensidade
da luz ¢ tao baixa que a probabilidade de detetar um fotdo durante o periodo de sinal ¢
altamente menor que 1. Quando um fotdo ¢ detetado, o tempo do pulso correspondente é

medido Y. Apés um grande niimero de pulsos de excitagdo, a distribui¢io da
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probabilidade para a emissdo de cada fotdo unico fornece o decaimento da intensidade
para todos os fotdes emitidos, ao longo do tempo — curva de decaimento [ 1],

Este método possui uma alta resolu¢do temporal, entre picosegundos (ps) e
nanossegundos (ns), permitindo o estudo de fluor6foros com sinais fracos. Quando a luz
emitida € pouco intensa, o aparelho cria uma tensao representativa do fluxo 6tico que lhe
possibilita o registo repetitivo e preciso do tempo e dos fotdes tinicos emitidos vindos da
amostra. Uma vez que o TCSPC ndo ¢ limitado pela linearidade do detetor, conseguindo
medir decaimentos com trés ordens de grandeza, faz com que seja um 6timo método para
estudar processos multiexponenciais ou ndo exponenciais '],

O equipamento possui uma fonte de luz, um monocromador, um detetor de fotdo
unico e uma parte eletronica ultra-rapida. O comprimento de onda de excitagdo ¢
selecionado com filtros de interferéncia ou através de um monocromador. A amostra ¢
excitada por um curto pulso de luz que ¢ depois convertido em pulso elétrico e enviado
para um conversor de tempo-para-amplitude (TAC). A emissdo de um unico fotdo vai ser
detetada por um fotomultiplicador e os sinais elétricos da fonte de luz e do
fotomultiplicador sdo depois transferidos para um computador com placa TCSPC. Esta
placa permite o registo do histograma das contagens em fun¢do do tempo. Apds muitas
contagens, gera-se um histograma de alturas com as chegadas dos fotdes por canal,

representando a curva de decaimento de fluorescéncia - 7> 111,

fs-TA

A espetroscopia de absorc¢do transiente de femtosegundo (fs-TA) ¢ uma técnica
espetroscopica de sonda de bomba (pump-probe) poderosa para caracterizar a dinamica
dos estados excitados e dos intermedidrios reativos durante os seus tempos de vida. Ao
inverso da conversdo interna, da fluorescéncia e do cruzamento intersistemas, que levam
a perda de energia, a fs-TA investiga em tempo real a formacdo de novas espécies
quimicas, deslocacdo de energia dentro do sistema e transferéncia de eletrdes, bem como
a medicao de estados singleto e tripleto. Permite a caracterizacdo da absor¢ao de uma
amostra opticamente excitada e o tempo de vida associado 3],

Os eventos quimicos sdo iniciados por um pulso de laser ultrarrapido (bomba) e
os eventos fotofisicos e fotoquimicos por outro pulso. Inicialmente, uma fra¢do das

moléculas ¢ promovida a um estado excitado eletronicamente por meio de um pulso de

excitagdo ultra-curto (ou bomba). Um segundo pulso fraco (pulso de sonda) ¢ enviado
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através da amostra com um tempo t menor que o pulso da bomba para medir as alteragdes
na absorc¢ao em funcdo do comprimento de onda e desse tempo de atraso. Como resultado,
¢ calculado um espetro de absor¢do que consiste na diferenca entre o espetro de absorcao
da amostra excitada e o espetro de absor¢do da amostra no estado fundamental (AA). Para

extrair a informagao sdo aplicados procedimentos de analise global 13- 141,

Ipomba + Isonda

AA =-log (Eq. 2.8)

Isonda

Um espetro AA contém 4 contribuigdes. A primeira ¢ pelo estado fundamental.
Uma vez que ocorre a excitacdo da amostra e menos moléculas permanecem no estado
fundamental, a absor¢do neste estado da amostra excitada vai ser menor do que na
amostra ndo excitada. A segunda ¢ pela emissao estimulada. Ocorre quando um fotao do
pulso da sonda induz a emissdo de outro fotdo na molécula excitada e este retorna ao
estado fundamental com um perfil espectral semelhante ao da fluorescéncia. A terceira
contribuicdo ¢ dada pela absor¢ao do estado excitado. Como ap6s excitagdo o cromo6foro
transita para estados excitados mais altos, ocorre a absorcdo nesses comprimentos de
onda. Por ultimo, a quarta ¢ fornecida pela absor¢ao transiente da amostra. O cromoforo,
apos excitado pode transitar para niveis eletronicos superiores ou podem ocorrer reagdes
que resultam em estados moleculares transientes (ex: tripletos). A absor¢ao nestes estados

de vida longa também ¢é medida [31.

FLIM

A microscopia de fluorescéncia temporalmente resolvida (FLIM) ¢ um método de
imagem muito bem estabelecido onde as informag¢des do tempo de vida de moléculas
fluorescentes sdo combinadas com a sua localizagdo espacial. Esta combinac¢do produz
uma imagem com base nas diferen¢as da velocidade de decaimento do tempo de vida do
estado excitado de uma amostra fluorescente. O sistema FLIM foi implementado tanto na
especialidade da frequéncia, usando luz de excitagdo modulada, quanto no dominio do
tempo, usando fontes de luz pulsada. Em ambos, a luz de fluorescéncia emitida ¢ medida
com resolugdo temporal [ 16],

Tem sido amplamente utilizado em imagens devido a sua alta sensibilidade ao
meio molecular e as mudancas conformacionais, e por ser independente da concentragao

16, 17]

do fluordforo [ Pode detetar alteracdes do pH, temperatura, conformacdo ou
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identificar alteracdes moleculares. Consegue discriminar fluor6foros sobrepostos no
espetro usando o tempo de vida da fluorescéncia, ao contrario da fluorescéncia de
intensidade, e fornecer informagdes sobre a sua fungio € comportamento 6],

Uma imagem FLIM ¢ constituida por pixels, sendo em cada pixel determinado o
tempo de vida de fluorescéncia através de dados TCSPC. Para fun¢des complexas de
decaimento, o ajuste fornece os tempos de vida e as respetivas amplitudes dos
componentes de decaimento. Em casos mais simples, o resultado ¢ a vida util das funcdes
de decaimento nos pixels individuais 8], A grande vantagem do FLIM ¢ a sua rapida
velocidade de aquisicdo, pois ao conseguir recolher em simultdneo os tempos de vida de
todos os pixels da imagem permite imagens dos tempos de vida em tempo real. Uma
desvantagem do TCSPC ¢ que a taxa de contagem do sinal do fotdo deve ser mais baixa
que o sinal do pulso de excitagdo de forma que ndo ocorra sobreposi¢ao dos sinais.

Uma vez que se trata de uma técnica temporal, o microscopio deve estar equipado
com uma fonte de luz pulsada para a excitagio ['6]. Apds um curto pulso de luz, os tempos
de chegada de um grande niimero de fotdes sdo registados, obtendo-se o decaimento
exponencial das moléculas fluorescentes. Para que as imagens geradas sejam
exclusivamente dos fotdes de fluorescéncia, a luz emitida ¢ filtrada antes de ser detetada.
A resolugdo deste sistema é da ordem dos nano (ns) e picossegundos (ps) 1'%). Uma vez
que nao foi recolhida imagem das solugdes liquidas, usou-se outro modo de aquisi¢ao das
curvas de decaimento de fluorescéncia num unico ponto, FLIP.

A Figura 2.2 resume os principais componentes de um sistema de aquisicao de

tempos de vida de fluorescéncia FLIM.

- e G :
: - et -
Figura 2.2 - Sistema de aquisi¢éo de dados FLIM adotado neste trabalho.
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2.2 Instrumentagao

2.2.1 Espetros de absorgdo UV-vis

Os espetros de absor¢cdo UV-vis dos uisques e dos padrdes (acido géalico, 5-
hidroximetil furfural, furfural, &acido wvanilico, &cido siringico, siringaldeido e
coniferaldeido) foram registados com o espectrometro Shimadzu UV-2600, usando
células de quartzo Hellma de 0.5 cm. Todos os espetros foram obtidos & temperatura
ambiente, resolu¢do de 0.5 nm, nos comprimentos de onda compreendidos entre 200 e

800 nm.

2.2.2 Fluorescéncia no estado estacionario

Todos os espectros de fluorescéncia foram registados num espetrofluorimetro
Horiba Jobin-Ivon Spex Fluorolog 3-2.1 usando células de quartzo Hellma de 0.5 cm. Na
maioria dos casos, a largura das fendas de excitagdo e emissdo foi de 2 mm (alguns 3
mm) para melhor sensibilidade e o tempo de integragdo 0.5 segundos. Os espetros obtidos
permitiram obter dados como os maximos de emissdo. Os dados recolhidos foram
corrigidos para a resposta instrumental do sistema utilizado e, posteriormente, tratados
com o programa OriginPro8.

O espetrofluorimetro possui uma lampada de Xénon 450W e estd acoplado a um

banho termostatizado mantido, normalmente, a cerca de 20°C.

2.2.3 ns-TCSPC

Os decaimentos de fluorescéncia foram medidos usando um aparelho de contagem
de fotdes tinico correlacionado com o tempo de nanossegundos (ns-TCSPC) contruido
pelo grupo de fotoquimica. Os decaimentos e a funcdo de resposta instrumental (IRF)
foram controladas pelo software Decays e recolhidos usando 1240 canais com uma escala
de tempo de 97.1 ps/ch, até¢ 500 contagens. A fonte de excitagdo foi um PicoLed da
PicoQuant (Aexc = 373 nm), monocromadores de excitagdo e emissdo de Jobin-Yvon H20
para selecdo do comprimento de onda, um fotomultiplicador Philips XP2020Q para
dete¢do, um conversor tempo-amplitude (TAC) da Canberra Instruments (2145), um
analisador multicanal AcuuSpec e discriminadores START/STOP. Os dados de 4 uisques
foram recolhidos a 3 comprimentos de onda de emissao diferentes com excita¢dao a 373
nm. A desconvolucao das curvas de decaimento de fluorescéncia foi realizada através do
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programa SAND que faz anélise com base no método de fun¢do de modulagao usando o
sinal da funcdo de resposta do instrumento recolhido com uma solugdo de espalhamento
(solucdo aquosa de Ludox). As curvas de decaimento de intensidade foram ajustadas a

fungdes bi e tri-exponenciais.

2.2.4 Espetroscopia de absor¢ao de transiente de femtosegundo (fs-TA)

As experiéncias de Espetroscopia de absor¢do de transiente de femtosegundo
foram realizadas num espetrometro Helios da Ultrafast Systems com sonda fs-TA (350-
1600 nm) e fun¢do de resposta instrumental de cerca de 250 fs. Equipado com um laser
Spectra-Physics Solstice -100F de femtosegundo acoplado a um amplificador 6tico
Spectra-Physics TOPAS Prime F para gerar os pulsos. A luz da sonda na faixa UV (375
e 310 nm) passou por um atraso otico e foi focada num cristal de CaF; de conversao
vertical para gerar um continuo de luz branca (350-750 nm). Todas as medi¢des foram
obtidas com uma cuvette de quartzo de 2 mm com excitacdo a 375 nm para os uisques e
310 nm para os padrdes. O chirp espectral dos dados foi corrigido usando o programa

Surface Xplorer PRO da Ultrafast Systems.

2.2.5FLIM

As imagens de tempo de vida foram recolhidas usando um sistema FLIM confocal
DCS-120 Becker e Hickl (GmbH). O sistema esta equipado com um modulo do Sistema
TCSPC (SPC-150N), um microscopio optico invertido NIKON Ti2-N-ND controlado por
uma unidade de acionamento galvo (Becker e Hickl GDA-121) e um fotodetetor GaAsP
hibrido (300-720 nm) controlado por uma placa controladora do detetor DCC-100. Foi
usada apenas a objetiva de 20x (Nikon Plan Fluor 20%/0.5). O sistema de microscopio
confocal DCS-120 estd equipado com um divisor de feixe polarizador. A fonte de
excitagdo ¢ um laser de diodo de picosegundos de comprimento de onda de 375 nm (lasers
da série bDL) trabalhando em modo pulsado (taxa de repeticdo: 80 MHz). O IRF do
sistema ¢ inferior a 100 ps. Uma vez que ndo foram gravadas imagens FLIM por se tratar
de uma amostra liquida, sem ponto certo de focagem, trabalhou-se no Sefup FLIP 80MHz
LIVE. A poténcia total do laser na amostra foi definida para 40% do valor maximo e a
emissao recolhida passou por um pinhole de 1.5 nm, na maioria dos casos, zoom de 8x e
por dois filtros (LP390 e ET445/58 ou ET510/80). Para cada amostra, foram acumuladas
cerca de 10 000 contagens. A analise de dados foi realizada por meio de um software de
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andlise de dados SPCImage NG. As curvas de decaimento foram ajustadas usando o
método de ajuste do algoritmo de verossimilhanca maxima (ou estimativa de
verossimilhanga, MLE) em cada pixel. As medi¢des foram realizadas utilizando uma

célula cilindrica de quartzo de 1 mL (25 x 5 mm).
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Subcapitulo |l

Neste subcapitulo, encontram-se descritos os procedimentos utilizados para a
determinagdo de 4cidos fendlicos, derivados furanicos e aldeidos fendlicos em bebidas
espirituosas, por HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) com detetor DAD (do

inglés, diode array detetor).

2.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

O estudo de compostos extraiveis dos barris, nomeadamente acidos e aldeidos
fenolicos e derivados furdnicos ¢ de interesse para as caracteristicas e qualidade dos
uisques, como ja referido no capitulo I. A detecdo destes compostos ¢ comumente
realizada por métodos cromatograficos, nomeadamente HPLC - Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia, combinada com varios detetores como MS (espetrometria de massa)
ou DAD (diode array detector). Esta técnica permite separar os diferentes compostos
presentes na mistura e fornecer as respetivas informagdes qualitativas e quantitativas [
2]

Nesta cromatografia, a separacdo depende da distribui¢do molecular dos
componentes em duas fases: fase movel e fase estacionaria. O sistema de bombas injeta
(a altas pressdes) a fase movel, que ¢ liquida, num determinado fluxo. Posteriormente, ¢
injetada a amostra que se pretende separar, entrando em contacto com a fase movel que,
por sua vez, forca a amostra a atravessar pela fase estacionaria. A fase estaciondria
consiste numa coluna de separagdo de aco cheia de pequenas particulas porosas capazes
de reter as moléculas por um determinado tempo, dependendo da sua afinidade pela
coluna. Se o analito tiver menos afinidade com a fase estacionaria e maior afinidade com
a movel, vai eluir mais rapidamente na coluna e os tempos de retengdo sdo menores, ao
passo que se tiver maior afinidade pela estacionaria permanecera mais tempo ligado a
coluna. A medida que elui na coluna cromatografica, o analito dirige-se para o detetor, o
qual deve ter sensibilidade para detetar as variacdes de sinal dos componentes individuais
eluidos, separados com base nas suas propriedades quimicas e fisicas. As diferengas na
interacdo entre o composto e a fase estacionaria sdo reproduzidas por um cromatograma

figurativo da eluigdo em diferentes tempos — tempos de retengdo 31,
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DAD - detetor de arranjo de diodos, ¢ o detetor mais comum para analise de
compostos organicos a diferentes comprimentos de onda. Este varre as amostras com um
feixe de luz de forma a medir a absorbancia a varios comprimentos de onda, no tempo
em que a espécie foi eluida da coluna. Juntos, os dados espetrais e temporais resultantes

ajudam a identificar e quantificar os diferentes componentes presentes na amostra 2,

2.4 Reagentes e Solventes

Todos os solventes usados foram adquiridos com grau gradiente HPLC, purezas
superiores a 97%. O etanol e o metanol foram obtidos a Fisher e o acido formico foi
comprado a Acros Organics (New Jersey, USA). Os padrdes sdo compostos comerciais e
foram utilizados sem nenhum tratamento prévio. O siringaldeido (SE) foi comprado a
Aldrich, o furfural (F) a Fluka, o 4cido siringico (AS) a TCI e o 5-hidroximetilfurfural
(5-HMF), o acido vanilico (AV) e o 4-hidroxi-3-metoxicinamaldeido (Coniferaldeido,
CO) pertencem a Sigma-Aldrich. O 4cido gélico (AG) ndo € possivel aferir.

A agua desionizada ultrapura foi obtida com recurso a um sistema de purificagao

Milipore Mili-Q System.

2.5 Preparagao das solugoes

2.5.1 Preparagdo das amostras

Foram selecionadas as 28 amostras de uisques de diferentes tipos (marca, pais,
%vol, idade) (pH =~ 4.28) juntamente com os padrdes (7) e a sua mistura para analisar
em HPLC. Todas as amostras de uisque foram diluidas na propor¢ao 1:1 com uma solucao
de 40% etanol:agua e filtradas através de uma membrana de Nylon de porosidade 0.45

um para os vials de HPLC antes da injecdo no sistema de HPLC (Figura 2.3).

Figura 2.3 - Filtragdio de uma amostra de uisque através de uma membrana porosa 0.45 um diretamente para o vial
de HPLC
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2.5.2 Solugdo hidroalcodlica a 40% e solugdes Padrao

A solugdo hidroalcodlica a 40 % foi preparada num baldo volumétrico de 10.0 +
0.15 mL, usando uma proveta para medir 4 mL de etanol e perfazendo o volume com
agua ultrapura.

Foram preparadas solugdes individuais dos padrdes com o objetivo de avaliar os
tempos de retencdao de cada um. Os padrdes foram preparados em baldes volumétricos
de 2.0 mL para uma concentragdo final de cada composto de 10* M em solugdo
hidroalcoodlica 40%, dissolvidos na mesma solugdo. Dessas solu¢des individuais retirou-
se igual quantidade de cada e preparou-se 10 mL de uma nova solugdo contendo a mistura

destes com a solu¢ao hidroalcoolica.

2.5.3 Fase movel

A fase movel € constituida por 2 eluentes preparados separadamente em frascos
de 1000 mL. O eluente A foi preparado com agua ultrapura e acido féormico numa
proporgao de 98:2 (% v/v) (pH = 2.12), respetivamente. O eluente B ¢ constituido por
metanol, agua ultrapura e 4cido féormico na propor¢ao 70:28:2 (% v/v/v) (pH = 3.18),

respetivamente.

2.5.4 Equipamento de método de analise

A cromatografia foi realizada com um sistema de HPLC Lachrom Elite HITACHI
(VWR, Alemanha) equipado com uma bomba L-2130, forno de coluna L-2300, um
detetor Diode Array L-2455 e um autosampler L-2200, executando o software EZChrom
Elite para gestdo, aquisicdo e tratamento de dados. Foi usada como fase estacionaria uma
coluna cromatografica C18 de fase reversa, com 5 um de porosidade, 250 mm de

comprimento € 4 mm de didmetro.

2.5.5 CondigBes cromatograficas

O presente método foi desenvolvido para a separagdo e quantificacdo de acidos
fendlicos, aldeidos fendlicos e compostos furanicos em uisques. Foi otimizado em ordem
a alcancgar a melhor separagao e resolugao dos picos durante o tempo de analise e a melhor

limpeza da coluna. Os maiores fatores a ter em consideragdo foram as condigdes
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instrumentais, nomeadamente a coluna, a temperatura, o volume de injecdo, o fluxo e os
comprimentos de onda, bem como os solventes e a eluicao.

As condi¢des cromatograficas selecionadas foram baseadas nos trabalhos
descritos em Cabrita et al. [* e Canas et al. I°), otimizadas com base nos resultados obtidos:
temperatura da coluna de 40°C, fluxo de 1mL/min, volume de inje¢ao de 20 pL, gradiente
binario consistindo no solvente A — 4gua/acido formico (98:2 v/v) e no solvente B —
metanol/agua/acido formico (70:28:2 v/v/v). Antes de inseridos no sistema, os eluentes
foram colocados 45 minutos a desarejar em banho de ultrassons. O gradiente utilizado
encontra-se descrito na Tabela 2.1, contando com o tempo de limpeza (80-95 min) e
acondicionar a coluna (95-110 min). Os cromatogramas foram adquiridos aos

comprimentos de onda 254, 280 e 320 nm.

Tabela 2.1 - Gradiente utilizado na andlise por HPLC: Solvente A — dgua/dcido férmico (98:2 v/v); Solvente B —
metanol/dgua/dcido férmico (70:28:2 v/v/v)

Tempo (min) %A % B
0 95 5

12 70 30
25 45 55
30 30 70
48 0 100
80 0 100
95 95 5
110 95 5

2.5.6 Identificagdo e quantificagdo dos picos cromatograficos

Os compostos foram identificados por comparacao dos seus tempos de retengao
com os das solucdes padriao injetadas nas mesmas condi¢des. Os compostos foram
detetados nos seus maximos de absor¢do, a 254 nm e a 280 nm para acidos fendlicos e
derivados furanicos e a 320 nm para aldeidos fendlicos. Interferentes de alta polaridade
sdo separados no inicio da corrida até 5 minutos, e outros de menor polaridade sdo eluidos
apos 40 minutos. Para cada cromatograma obtido, procedeu-se a integragdo das areas dos
picos correspondentes a cada composto.

O tratamento estatistico dos resultados foi realizado com recurso as ferramentas

Microsoft Excel e Origin 8Pro.
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Subcapitulo Il

Neste subcapitulo, encontram-se descritos alguns conceitos de Quimiometria,
juntamente com os métodos quimiométricos aplicados no tratamento e interpretagdo da

informacdo mais relevante.

2.7 Quimiometria: aspetos fundamentais

Um desafio constante na quimica ¢ saber como se agrupam dados e como extrair
informagdes dos mesmos. A quimiometria surge, assim, como um conjunto de métodos
matematicos e estatisticos com enorme potencial para dar reposta a vasta quantidade de
informagdo adquirida [!-2],

A defini¢do de quimiometria ¢ clara no seu nome, chemo significa quimico e
metrics significa medigdo. E, portanto, a ciéncia que relaciona métodos matematicos,
estatisticos e outros de logica para manipular o conjunto de dados quimicos obtidos, de
forma a entender melhor os processos quimicos. Ao longos dos ultimos anos, tem sido
aplicada a praticamente todas as areas da quimica -3,

O tratamento de dados envolve a analise de um grande nimero de variaveis. Como
tal, a analise multivariada possibilita a redu¢ao dos dados ou a simplifica¢do estrutural
para tornar as interpretagdes mais faceis, permitindo a ordenacdo e agrupamento de
objetos, a investigagdo da dependéncia entre varidveis, constru¢do de modelos e teste de

hipoteses 4],

A abordagem quimiométrica utiliza os métodos multivariados, onde todas
as variaveis sdo consideradas ao mesmo tempo, para que o modelo construido se ajuste
aos dados e uma maior quantidade de informagéo seja extraida destes [*.

A quimiometria ndo ¢ uma ferramenta unica, mas uma variedade de métodos,
incluindo estatistica, eletronica, computacdo, quimica e, principalmente, senso comum.
Todas as informagdes fornecidas pelos programas devem ser avaliadas com senso critico,
ndo dispensando a participagdo do operador nas tomadas de decisdo I,

O processamento, a classificagdo e a calibracdo de dados s@o os passos principais
de qualquer analise quimiométrica. Esta divide-se em duas categorias principais: métodos
de reconhecimento de padrdes (RP) e calibragdo multivariada. O principal objetivo do
reconhecimento de padrdes ¢ classificar os dados (objetos ou padrdes) em varias

categorias ou classes. Os métodos de RP sdo também eles divididos em dois tipos: as

abordagens supervisionadas dividem os objetos em grupos de acordo com as suas
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caracteristicas, mas com base em categorias predefinidas; as técnicas nao supervisionadas

dividem os dados em grupos sem necessidade de conhecimento prévio 671,

2.8 Métodos Quimiométricos

Existem varios métodos de andlise multivariada. Quando o interesse ¢ explorar
padrdes de associagdao dos dados (relagdes e semelhangas), distinguem-se dois métodos:
analise de agrupamentos hierarquica (HCA) e andlise de componentes principais (PCA).
De forma breve, HCA reune os objetos com perfis semelhantes segundo um critério
escolhido e PCA destaca a informag¢do mais importante do conjunto. Tratam-se ambos de
métodos ndo supervisionados de reconhecimento de padrdes, ndo sendo por isso

necessaria identificagdo das amostras.

2.8.1 HCA

A andlise de agrupamentos consiste numa técnica ndo supervisionada que permite
a divisdo dos dados em grupos de objetos com caracteristicas semelhantes [ 4. Estes
objetos sdo reunidos de forma que se verifique homogeneidade dentro do grupo e
heterogeneidade entre grupos 41,

O processo de agrupamento (clustering) combina duas fases. Numa primeira etapa
estima-se uma medida de similaridade/ dissimilaridade entre os objetos e depois
seleciona-se 0 método de agrupamento para conduzir a formagdo dos grupos . Existem
varias técnicas de agrupamento, entre as quais o agrupamento hierarquico 1,

Partindo de » grupos para um s6 objeto, HCA vai agrupando as amostras
baseando-se na distancia entre os objetos, de maneira que os mais semelhantes estejam
no mesmo grupo hierarquico "), Os métodos hierarquicos consistem, assim, numa série
de divisdes do conjunto de dados, com consequente formacdo de uma série de
agrupamentos entre os objetos, os quais podem ser reproduzidos segundo um
dendrograma !4, O dendrograma representa a sucessiva associagdo dos objetos, com
base na sua semelhanga, onde cada nivel de associagdo representa uma divisdo do
conjunto de dados em grupos e cada coluna representa uma variavel ['>% 4. Quanto menor
a distancia entre os objetos, maior a semelhanga entre eles .

HCA ¢, portanto, um método popular para organizar os dados e visualizar, de um

modo simples, a estrutura de sistemas complexos através de representagdes hierarquicas.,
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Sdo, portanto, especialmente uteis na visualizacdo de semelhancgas entre os objetos, os
quais tenta agrupar em clusters 13,

Uma vez que conecta as amostras baseando-se na distancia direta entre os objetos
no dendograma [71, ha dois fatores a ter em consideragio: o tipo de medida de similaridade
e o tipo de ligagdo 2. A forma mais simples consiste em agrupar os elementos mais
proximos e substitui-los por um ponto localizado a metade da distdncia — distancia
Euclidiana . Apds decidida a medida de distdncia, das quais a euclidiana € a
Mahalanobis sdo as mais comuns, agrupam-se as amostras !, Existem diferentes tipos de
métodos para determinar a ligagdo entre os objetos (simples, completa, média, centrdide
e varidncia minima). Consistem todas em estratégias para estabelecer as distancias entre

0s objetos e o grupos ou entre grupos >4, Sucessivamente, as amostras sdo agrupadas de

acordo com os grupos formados anteriormente [* 71,
i o %0 .
3
. © —— %
. (55 — b
m . -
~ @ =

1 2 3 ) 5 6 7 8 ° 10 P1 P2 P3 P4 PS P6 P7

Sample Index

Figura 2.4 - HCA: exemplo de dendrograma de agrupamento hierdrquico
Fonte: Data Science 18

2.8.2 PCA

A andlise de componentes principais, uma das técnicas de analise multivariada
mais conhecida, consiste num método simples e ndo paramétrico de extragdo de
informagdes relevantes em dados desconhecidos. O objetivo € reduzir a dimensionalidade
de um conjunto de dados multivariados através de novos vetores - independentes e de
menores dimensdes - designados por componentes principais (PC), mas mantendo tanto
quanto possivel a variabilidade dos dados para que se consigam observar as diferencas
entre as variaveis e as relagdes entre os dados. De um modo geral, este método representa
os dados originais através de varidveis que reinam a maior variabilidade possivel neles

contida. Cada componente (PC) consiste numa combinag¢ao linear das varidveis originais.
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As mesmas s3o0 ortogonais entre si € sao usadas para que se obtenha uma representagao
mais eficiente do sistema 2% 7] A primeira componente principal (PC1) representa a
combinacdo linear de maxima variancia dos dados originais, a segunda (PC2) apresenta
a segunda maior varidncia dos dados originais e por ai adiante para as restantes
componentes, desde que ndo se correlacionem com cada um das anteriores % 71, Os
dados sdo representados num sistema bi ou tridimensional, onde os objetos no novo
sistema de eixos designam-se por scores € os pesos das variaveis originais intitulam-se
de loadings "2,

Aplicando este método, fica ao alcance a simplificacdo e a reducdo de dados, a
dete¢do de outliers, grupos e tendéncias, a selecdo de varidveis, a classificagcdo e a
previsdo -4,

Variable2 4 Variable2 4
PCA2 ':\ Y&

Variable 1 o ¢ Variable 1

Figura 2.5 - PCA: novo eixo ao longo do qual a varidncia é maximizada
Fonte: Scaler topics [°]
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Resultados e Discussao
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Os procedimentos descritos no capitulo anterior foram aplicados aos vinte e oito
uisques e aos sete padrdes estudados. Nesta seccdo apresentam-se os resultados mais

relevantes obtidos segundo essas metodologias.

3.1 Espetroscopia de absorgao UV-vis

Os espetros de absorcdo dos 28 uisques foram adquiridos no intervalo de
comprimentos de onda de 200 a 600 nm. Foram também adquiridos os espetros de
absor¢ao de 7 compostos padrdo, tipicamente encontrados nos uisques, numa mistura
40% etanol/agua: 4cido galico (AG), 5-hidroximetilfurfural (5-HMF), furfural (F), 4cido
vanilico (AV), 4cido siringico (AS), siringaldeido (SE) e coniferaldeido (CO). A Figura
3.1 mostra os espectros de absor¢ao dos padrdes e de todos os uisques estudados. Uma
vez que o espetro de absorcdo de 15 uisques se encontrava saturado na regido de
comprimentos de onda de 200-400 nm (ver Figura A.1 em Anexo), foi necessario efetuar
uma dilui¢do de um factor de 10. Essa diluicdo possibilitou a definicdo da regido
especifica do espetro (Figura 3.1.c) e consequentemente retirar informac¢ao na regido

espectral de 250 a 400 nm, a qual contém as informagdes dos congéneres.

a) 1.0

. T ——SE
g 0.8 —i—(l;lMF
g 0.6 AS
— AV
jg 0.4 \ —CO
® 02 —F
00 —— ABA——BS
b) CR TG
- GT ——CS
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© WCB GL
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c) —— AMR ARD
ARM —— BB12
—— BB15 —— DV
——EW —FR
— M —KV
—— MOT1—— MOT2
—— SCSM—— SCST
— WT

500 550 600

A(nm)

Figura 3.1 - Espetros de absor¢do UV-vis: a) dos padrdes diluidos em 40% etanol (c=104 M), b) dos uisques puros, c)
dos uisques diluidos 1:10 em 40% etanol
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Os 28 uisques estudados apresentam bandas de absor¢do semelhantes na regido
do UV. Todos eles tém em comum uma banda de absorc¢ao alargada com maximo a 275
nm e um ombro em torno da regido dos 370-375 nm. As mudangas observadas nos valores
de absorbancia podem estar associadas a presenga de congéneres produzidos durante a
fermentagdo e a maturacdo em barris de carvalho. A presenga de compostos fendlicos
volateis, provenientes da queima de turfa na etapa de secagem da cevada maltada, bem
como a adicdo de caramelo para ajustar a cor da bebida, s3o outos aspetos relevantes a
considerar (ver Introdu¢do). Conclui-se, portanto, que estes fatores estabelecem uma
relagdo entre o tempo de maturagdo € o teor de congéneres [!l. Através da Figura 3.1.b é
percetivel a observagdo da existéncia duma diferenca significativa na absor¢ao entre os
espetros de marcas com mais anos de envelhecimento (GL, GT, BL, DW) daqueles com
menor idade, sugerindo que essas marcas apresentam maiores valores de absorcao e,
portanto, de alguns dos congéneres.

Comparando os espetros de absor¢do dos uisques com os padrdes, bandas de
absorcao na regido entre 210 nm e 280 nm encontram-se associadas a presenga de furfural
e 5-HMF, tipicos de bebidas alcoolicas envelhecidas em barris de carvalho 1% e a

31, Estudos anteriores revelam que o hidroximetilfurfural é o

presenga de vanilina
principal componente do caramelo, sendo responséavel pela maior percentagem do valor
de absor¢do a 280 nm [, Isso € justificado pelo facto deste ser proveniente da reagio de
agucares com outros compostos presentes nos barris, resultando num aumento
progressivo do seu contetido 21, O mesmo € possivel confirmar através da observagdo dos
espetros de absor¢do da Figura 3.1.a. Como se pode observar pela comparagdo dos
espectros dos padrdes e dos uisques, também o AV, AS e AG podem ser responsaveis
pelas propriedades espectrais caracteristicas nessa banda no UV. Na gama de
comprimentos de onda de 300 a 450 nm, a banda de absorcao coincide com a faixa de
comprimentos de onda caracteristica dos aldeidos, nomeadamente do siringaldeido e do
coniferaldeido. Existe literatura referindo que os componentes da amostra mais
abundantes, como 4gua, 4alcool, d4cidos organicos e aglcares, ndo absorvem
significativamente na regido de comprimentos de onda UV (200600 nm) portanto, o
solvente (mistura etanol/agua) praticamente ndo tem influéncia nas medig¢des 41,

Na Tabela 3.1 encontram-se as absorvancias obtidas a 275 nm (A4275.m) € 375 nm

(A3750m), assim como a razao entre elas (R=A4375.m/A275:m). Embora os espetros de absor¢ao

74 | Page



apresentem caracteristicas semelhantes, constata-se que alguns uisques apresentam

bandas a 370-375 nm mais intensas, indicando um aumento da concentragdo de CO ¢ SE.

Tabela 3.1 — Absorvdncia a 275 nm (A75.m), absorvdncia a 375nm (Azzswm) € razdo entre as absorvdncias
(R=A3751m/A275nm) a estes comprimentos de onda para os uisques puros (concentrados) e diluidos numa razdo de 1:10

Uisque Categoria* Tempo de Az7snm Az7snm R
envelhecimento
DILUIDOS (1:10)
JM-IR CB 3 0.430 2.559 0.17
BB12-GB BL 12 0.091 0.486 0.19
SCST-DE RY 2 0.219 1.043 0.21
SCSM-DE 2 0.088 0.382 0.23
AMR-FR SM 3 0.111 0.639 0.17
MOT2-SE 5 0.148 0.795 0.19
ARM-IN 3 0.149 0.776 0.19
BB15-GB 15 0.109 0.520 0.21
KV-TW 2 0.192 0.914 0.21
DV-GB 18 0.091 0.424 0.22
ARD-GB 12 0.192 0.876 0.22
MOT1-SE 5 0.223 0.828 0.27
WT-US BB 5a8 0.178 0.808 0.22
FR-US 5 0.190 0.827 0.23
EW-US 8 0.231 0.970 0.24
CONCENTRADOS

TG-JP BL 3a9 0.297 2.676 0.11
BL-GB 15 0.840 3.758 0.22
KU_JP >3 0.389 1.723 0.23
DW-GB 8 0.833 3.598 0.23
CS-GB 3 0.492 2.114 0.23
WCB-IR >3 0.567 2.363 0.24
GT-GB 12 0.929 3.804 0.24
CR-CA >3 0.836 2.820 0.30
ABA-MX AC 2 0.447 2.459 0.18
MT-GB SM >3 0.358 2.948 0.12
BS-DE 3 0.567 4.012 0.14
GL-GB 12 0.899 4.497 0.20
WCS-IR >4 0.459 1.971 0.23

*CB = Cold brew, BL = Blended, RY = Rye, SM = Single malt, BB = Bourbon, AC = Ancestral corn.
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Mackenzie relata que marcas especificas de uisque apresentam faixas de absorc¢ao
consistentes, sendo por isso possivel identificar adultera¢des ou falsificagdes do produto
original . Existem varios estudos que conseguiram distinguir as bebidas com base em
pardmetros como o ambiente de maturagio e idade PJ, ou a autentificagio 161. No presente
estudo, considerando uisques dentro da mesma marca, por exemplo SCST e SCSM, razao
R apresenta valores semelhantes, ou seja, 0.21 e 0.23, respetivamente. No entanto,
existem outras marcas de uisques que apresentam valores semelhantes. Agrupando os
uisques por categoria, podemos encontrar alguma concordancia nos valores obtidos
existindo, no entanto, alguns desvios que podem estar relacionados com diversos fatores,

nomeadamente com o diferente tempo de envelhecimento.

3.2 Fluorescéncia em estado estacionario

Na Figura 3.2 encontram-se representados os espetros de emissao de fluorescéncia
obtidos com excitacdo ao longo da banda de absor¢do de dois uisques: Kavalan (KV) e
Jameson (JM). Os espetros de emissdo dos restantes uisques, assim como os espetros de
excitagdo colhidos ao longo da banda de emissdo encontram-se na Figura A.2, em Anexo.

A emissdo intrinseca dos uisques ocorre na regido entre 340—750 nm (Figuras 3.2
e A2, em Anexo), sendo que para comprimentos de onda mais baixos existe uma grande
sobreposi¢dao com o pico de Raman da 4gua. A banda de emissdo de fluorescéncia possui
contribuicdes de diferentes componentes dos uisques: caramelo, cumarinas, taninos e
outros compostos fluorescentes originarios de barris de madeira ). Tal facto parece ser
corroborado pelo espetro de emissdo de fluorescéncia, onde ¢ possivel identificar um
desvio dos maximos de emissdo para o vermelho a medida que aumenta o comprimento
de onda de excitagdo (Figuras 3.2 e 3.3.a.). Além disso, os espetros de excitacdo de
fluorescéncia colhidos ao longo da banda de emissdo também variam; o aumento do
comprimento de onda de emissao resulta num desvio do espetro de excitagdo para maiores
comprimentos de onda, validando o facto da emissao resultar de diferentes cromoforos:
aldeidos, alcoois, ésteres e acidos. Os espetros de excitacdo de fluorescéncia estdo
normalizados e apesar de possuirem uma banda a A > 450 nm e a sua intensidade ser
inferior em relagdo aos comprimentos de ondas anteriores, ndo ¢ residual. Tal pode

significar que os componentes minoritarios sdo muito fluorescentes.
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Figura 3.2 - Espetros de emissdo (lado esquerdo) e excitagdo (lado direito) de fluorescéncia dos uisques Kavalan e
Jameson obtidos com diferentes comprimentos de onda de excitagdo e emisséo, respetivamente

Na Figura 3.3.b esté representado o comprimento de emissdo maximo em funcao

do tempo de envelhecimento, quando Aexc = 380 nm. Verifica-se que o AZi* = 461 (£ 3)

nm com exce¢dao de trés uisques cujos maximos correm a ALY > 470 nm: Jameson

(JM_IR), Kurayoshi (KU JP) e Grants (GT _GB). Em comum tem todos eles o facto de

terem sido amadurecidos em barris de carvalho anteriormente usados amadurecer para

Bourbon. Comparando com os AJ:+* dos sete padroes estudados, os resultados obtidos

parecem indicar que nestes trés uisques a emissao resultante da excitagdo a 380 nm podera
max —

estar associada a emissdo do CO, cujo A" = 468 numa solugdo a 40% etanol (Tabela

3.2).
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Figura 3.3 — Representagdo do a) comprimento de emissGo mdximo em fungdéo do comprimento de onda de excitagdo
para os 28 uisques e b) comprimento de emissGo mdximo em fungdo do tempo de envelhecimento, quando Aex. = 380

nm

Tabela 3.2 - Comprimento de onda de emissdo de fluorescéncia maxima (A

max
em

numa mistura equimolar (10°M) dos 7 padrées, em solugéo aquosa com 40% etanol

) do AG, 5-HMF, F, AV, AS, SE, CO e

Solucio Aexe (nm) AT (nm)
Acido Galico 265 340
5-hidroximetilfurfural 275 340
Furfural 275 337
Acido vanilico 295 340
Acido siringico 260 325
Siringaldeido 310 411
370 415
Coniferaldeido 380 468
Mistura 280 338
355 404
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3.3 Fluorescéncia em estado dinamico: FLIM

Os decaimentos de fluorescéncia dos uisques foram obtidos através da técnica de
FLIM. As curvas de decaimento das 28 amostras de uisque (6 das quais encontram-se
representadas na Figura 3.4) foram ajustadas através da soma de 3 exponenciais (exceto
para o uisque CS): o tempo de decaimento mais curto 7; varia entre 140 ps e 460 ps; o
tempo de vida intermédio encontra-se entre 1.7-3.5 ns e 0 75 entre 6.4 ¢ 13.5 ns. Na Figura
3.5 encontram-se representados os tempos de decaimento e respetivos pré-exponenciais
por ordem crescente de tempo de vida mais curto ;. Os tempos de decaimento 7, € 73
parecem variar aleatoriamente, no entanto o pré-exponencial a; aumenta tendencialmente
com o aumento de 74, enquanto o a; diminui. Tal traduz-se visivelmente, pois as curvas
parecem ingremes, indicando que a principal diferenga estd na componente mais rapida
(Figura 3.4). No que se refere a contribui¢do de cada uma das componentes no decaimento

a;t;

(c; = ST [ = 1 — 3), verifica-se que as componentes com os tempos de decaimento
i=1 %iti

mais elevados (7, e 73) sdo dominantes (Figura 3.6). Tendo em consideracao a influéncia
de trés fatores — pais de origem, categoria e tempo de envelhecimento — no valor de cada
uma das componentes observa-se que o aumento do tempo de amadurecimento contribui
para o aumento de c2 e a diminui¢do do c3, enquanto o c¢; permanece praticamente
constante (ver Figura 3.7). A componente c> estd, provavelmente, associada aos
compostos fendlicos e cumarinas, tipicos de bebidas envelhecidas em barris de madeira
e/ou aos produtos de reagdo entre o destilado e os componentes da madeira, mas o mais
provavel ¢ o aumento do ¢ estar relacionado com o acetato de atilo, como resultado do
aumento de acido acético com o tempo de maturacdo. Tal é sugerido, pois estudos
indicam que o acido acético, o acetaldeido e o acetato aumentam com o periodo de
maturacdo e de armazenamento 8], porém, estes ndo sdo fluorescentes, mas a conversio
do acido acético resulta em acetato de etilo, o qual ¢ fluorescente. E importante notar que
os uisques cuja idade ndo ¢ totalmente definida ndo foram incluidos nas analises.
Através da técnica de ns-TCSPC, foram analisados 3 uisques (FR, TG e WT) a
trés comprimentos de onda. Segundo um ajuste tri-exponencial, os resultados mostraram-
se concordantes com os dados de FLIM: um tempo de vida curto (inferior a 1 ns), um
intermédio e um longo (superior a 4.5 ns), sendo a componente do decaimento mais

elevada (t3) a que apresentou maior contribuicdo (Tabela A.1, em Anexo).
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Figura 3.4 - Curvas de decaimento de seis amostras de uisque obtidas com Aexc= 375 nm e com dois filtros ET445/58 e
LP390
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Figura 3. 6 - Contribui¢éio de cada uma das componentes no decaimento, calculadas segundo c; =

0.6
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Figura 3.7 — Representagdo das componentes ci, ¢z e ¢ agrupadas por envelhecimento (a), categoria (b) e pais (c)

3.4 Fluorescéncia em estado dinamico: fs-TA

Para caracterizar melhor o tempo curto e procurar se os resultados estdo de acordo

com a nota publicada pela Becker ), recorreu-se a caracterizagdo dos tempos de vida por

fs-TA. Os uisques foram medidos com excitagdo a 375 nm, para ser comparavel com os

dados de FLIM, mas no caso dos 7 padrdes tal ndo foi possivel uma vez que alguns nio

absorvem nessa zona. Assim, apenas o espetro de absorc¢do transiente com excitagdo a

375 nm foi obtido para o CO e SE, os espetros AG, AV e AS foram obtidos com excitacao

a 300 nm e para o furfural e 5-HMF ndo se obteve sinal transiente.

Os decaimentos dos uisques por absor¢ao de transiente exibiram caracteristicas de

absor¢do de banda larga que se estendem de 380 nm para a regido do infravermelho

proximo (Figura 3.8), desviando com o tempo, e alguns uma caracteristica negativa entre
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450-500 nm (Figura 3.8.b). Atribuimos a caracteristica negativa a emissdo estimulada
das moléculas fotoexcitadas e as caracteristicas positivas a sua absor¢ao de estado
excitado (ESA). Tempos obtidos inferiores a 1 ps foram considerados dindmica de

solvatagdo do solvente (etanol e agua).

a) ——1ps b) ——1ps
BL MOT2 f—2.2 pS
T T T T 2.17 ps 0.0010 T P
00014 | fs-TA ——23.15 ps
——17.7 ps
0.0012 0.0008 ff
0.0010 0.0006 *
Q 0.0008 aQ
o Q 0.0004
5 0.0006 ' P
0.0002 F
0.0004
0.0002 0.0000
0.0000
- -0.0002
400 450 500 550 600 650 700 400 450 500 550 600 650

Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Figura 3. 8 - Espetros de absorgdo de transiente obtidos com diferentes tempos

Os decaimentos das 28 amostras de uisques foram analisados através da andlise
global dos mesmos. Nestes procedimentos, as curvas sdo ajustadas com a mesma equagao
multiexponencial, isto ¢, sdo ajustados os mesmos tempos de vida para todos os
comprimentos de onda (Grupo I, Tabela 3.3). Esta metodologia revelou-se mais
apropriada visto que os tempos de vida variam nos diferentes comprimentos de onda,
apesar de ser espectavel que alguns componentes se mantenham ao longo das bandas. A
mesma metodologia foi adotada nas solu¢des dos compostos padrao (Tabela 3.4). As
curvas de decaimento de absor¢do transiente de 10 dos 28 uisques estudados foram
ajustadas através da soma de duas exponenciais (Tabela 3.3): um tempo de decaimento
(médio) mais curto 71 de 3.18 £ 0.510 ps e um tempo de decaimento mais longo 72 que se
encontra no intervalo 45.29 — 56.74 ps, dependendo da amostra. Comparando com o0s
valores dos padrdes, atribui-se o 71 a0 CO e 0 72a0 AG. Nos restantes uisques o ajuste ¢
triexponencial, sendo possivel identificar dois grupos (II e III, Tabela 3.3). Estes dois
grupos possuem componentes com tempos de decaimentos semelhantes 71=1.12 — 2.45
ps e 3= 65.32 — 117.5 ps, as quais correspondem ao SE e ao AS, respetivamente. No

entanto, estes dois grupos de uisques diferem na componente intermédia: num dos grupos
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¢ possivel identificar o tempo de decaimento 72 que assume valores entre 8.29 — 10.03 ps
correspondente ao AG e/ou CO, enquanto que no Grupo Il 72=13.16 — 22.46 ps, o qual

pode ser atribuido a emissao do SE.

Tabela 3.2 - Tempos de decaimento transiente obtidos através da andlise global dos decaimentos

Grupo Uisque 1 (ps) T2 (PS) T3 (PS)
I EwW 3.038 47.46
WT 3.395 50.71
MOT1 3.781 53.94
MOT2 3.829 56.74
TG 2.203 45.29
ARD 2.763 47.87
GT 3.71 51.78
GL 2.636 47.04
CS 3.377 50.84
DV 3.043 48.23
I WCS 1.41 10.03 83.93
M 1.262 8.357 73.76
ARM 1.12 8.864 70.89
KV 1.328 8.294 65.32
ABA 1.142 8.912 74.59
I FR 2.158 18.02 104.9
BB15 2.453 19.42 116.6
BBI12 2.163 15.23 103.1
BL 2.066 17.33 117.5
KU 2.119 14.35 95.9
WCB 1.909 14.65 97.98
SCSM 1.577 13.16 87.86
DW 2.052 15.05 88.03
AMR 1.937 17.66 110.7
CR 2.204 13.96 99.1
BS 1.958 18.35 107.5
MT 1.687 14.56 82.01
SCST 2.376 22.46 147.2
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Tabela 3.3 - Tempos de decaimento transiente T, obtidos através da andlise global dos decaimentos de solugdes dos
compostos padrdo em solugdo aquosa com 40% etanol, c=10*M

Solu¢io  hexc (Nm) 71 (ps) T2 (ps)
SE 375 1.75 17.29
CcO 375 2.28 9.00

AG 300 7.72 30.49
AS 300 7.42 110.00
AV 300 498 309.70

A analise individual das curvas de decaimento a cada comprimento de onda
resulta em ajuste bi- ou tri-exponencial dependendo do comprimento de onda considerado
e/ou uisque. Esta analise atribui ao tempo curto a maior contribui¢do, 71 com o pré-

exponencial dominante.

3.5 HPLC-DAD

Um total de 36 amostras (28 uisques, 7 padrdes e a mistura dos padrdes) foram
analisadas de acordo com o método analitico descrito no capitulo e subcapitulo II. Na
Figura 3.9, encontram-se exemplos de dois cromatogramas obtidos durante as analises de
HPLC. A identificacdo ¢ baseada na comparacao dos espetros de absor¢do UV-vis (entre
200 e 400 nm) e dos tempos de retengdo dos uisques observados a trés comprimentos de

10-131 "0 tempo

onda (254 nm, 280 nm e 320 nm) com os padrdes e os dados da literatura [
de retengdo (t;) para cada padrdo ¢ apresentado na Figura 3.9.a.

Todos os valores estdo dentro das faixas correspondentes de tempos (Tabela 3.5)
e absorvancias (Anexo A.3). Existe uma elevada concordancia entre os picos/tempos de
reteng@o obtidos nos uisques e nos compostos padrdo, permitindo a identificacdo de cinco
compostos distintos nas amostras de uisque. No entanto, o pico com tempo de retencao
de aproximadamente 10.25 minutos aparece no tempo de retencdo do 5S-HMF, apesar de
o seu perfil apresentar algumas semelhancas com o pico atribuido ao AG na mistura de
padrodes (Figura 3.9.a e A.3). Portanto, ¢ possivel que nos uisques o AG e o 5-HMF se
encontrem muito préximos ou sobrepostos (co-eluicao) devido a ma resolucao obtida sob
estas condi¢cdes cromatograficas e as baixas concentracdes destes compostos na mistura,

ndo sendo possivel identificar os picos no ruido da linha de base. Nesse sentido, uma vez

que ndo foi possivel identificar valores distintos para o AG e o 5-HMF, esse pico com
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tempo de retengdo de aproximadamente 10.25 minutos foi atribuido a mistura dos dois

(AG/5-HMF).
a) b)
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Figura 3.9 - Cromatogramas obtidos pela andlise de HPLC da a) mistura dos padrdes e b) de uma amostra de uisque
(ARD) a 254, 280 e 320 nm. AG - dcido gdlico; 5-HMF — 5-hidroximetilfurfural; F - furfural, AV - dcido vanilico; AS -
dcido siringico; V — vanilina; SE — siringaldeido; CO — coniferaldeido; S| — sinapaldeido

Um outro aspeto importante de salientar sdo as diferengas na forma do espetro
UV-vis do pico com t; = 19.8-19.9 minutos, identificado como sendo devido a elui¢do do
acido vanilico presente nos uisques, € o espetro UV-vis da solucdao padrao de AV (ver
Figura A.3, em Anexo). A diferenca observada pode ser justificada através das diferengas
de pH. Uma vez que o meio tem uma influéncia especialmente forte na especia¢ao de
formas proteoliticas, observa-se que em solugdes acidas (pH < 6.7), como sdo os dos

eluentes usados (ver seccao 2.5), se forma o catido do acido vanilico através da
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protonagdo do oxigénio carbonilo. A mudanca de pH levou a mudangas nao apenas nas
posicdes dos maximos (de 260 e 292 para 290 e 322 nm), mas também nas intensidades
das bandas nos espetros de absor¢do (Anexo A.3) [1415],

Diferencas identificadas na forma de alguns picos face as referéncias/padroes,
devem-se ao arraste dos compostos eluidos anteriormente, chamadas barrigas de arraste,
fruto da fraca resolucdo do método para uma mistura tdo densa. Além dos picos ja
identificados, observa-se a presenca de um sinal em torno de 25 minutos. No entanto,
devido a falta de um composto padrdo e a auséncia de informagdes na literatura, ndo ¢é
viavel atribuir uma identificag@o a esse sinal. Tendo em conta que ¢ constante em todas
as amostras, pode estar associado ao periodo de envelhecimento nos barris ou algum
aditivo, por exemplo conservante, que nao tenha sido reportado. Este ¢ claramente um

dos pontos a desenvolver num estudo futuro: identificacdo de componentes principais em

uisques que ndo tenham ainda atribui¢do definida.

Tabela 3.4 — Tempos médios de retengdo dos compostos analisados nos uisques

Compostos Tempo de retenciio (min) £ desvio
254 nm 280 nm 320 nm
Acido galico/5-hidroximetilfurfural  10.27 +0.16 10.29 £ 0.14 10.25+0.17
Furfural 12.95+0.11 12.95+0.11 12.90 +£0.18
Acido Vanilico 19.82+0.13  1990+£0.17 19.86+0.16
Acido Siringico 21.40+0.08 21.39+0.08 21.32+£0.21
Vanilina 22.60+0.12 2260+£0.12  22.61+0.12
Siringaldeido 23.82+0.12 23.84+0.12  23.85+0.12
Coniferaldeido 2846+0.22  2839+0.22 28.40+0.16
Sinapaldeido 30.62+0.15  30.59+£0.17  30.62+0.20

Os uisques possuem uma matriz muito mais complexa do que previsto quando
comparados com a mistura de padrdes. Da andlise dos cromatogramas ¢é possivel
distinguir os uisques com base nos valores do furfural, uma vez que sdo superiores aos
teores de acidos e aldeidos fendlicos (ver Tabela 3.6). Tendo em conta que os aldeidos
furanicos (furfural e 5S-HMF) derivam da degradacdo da celulose e da hemicelulose em
funcdo do tratamento térmico, e sdo os componentes maioritarios da madeira, ¢ de prever
que os seus teores sejam mais elevados. Os diferentes niveis de furfural podem indicar
variagdes na intensidade da carbonizag¢do do barril ['2l. As maiores intensidades de
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furfural registaram-se para os uisques AMR, ARD, ARM, BS, MT, KU, MOT, TG, SCST
e GL. Para além do facto de quase todos terem sido colocados a amadurecer em barris
reutilizados implicando, obviamente, uma maior concentragdo de congéneres, o que na
verdade todos tém em comum ¢ o facto de serem uisques de malte, a excecao do SCST.
Este ultimo, SCST, ¢ o unico do grupo que se sabe ter sido amadurecido em barris de
carvalho carbonizado, correspondendo ao ja esperado. Este resultado vai de encontro ao
jé& descrito no capitulo 1.6, confirmando que a concentracdo de furfural ¢ maior em
uisques de malte. O TG e o KU sendo ambos blended, apresentam-se neste grupo por
usarem malte puro como matéria-prima. Ou seja, sdo uisques cujos componentes sdo 100
% cevada maltada, resultantes da mistura de varios single malts importados de vérias
destilarias. Sendo permitido por lei a adi¢do de caramelo em alguns paises, seria de
esperar o aumento do teor de 5-HMF 6] porém, fruto da fraca individualizagdo desses
picos, tal ndo ¢ possivel aferir.

A maior concentracdo de polifenois ¢ teoricamente encontrada em destilados com
um envelhecimento mais longo, uma vez que estdo intimamente relacionados com os
processos que ocorrem ao longo da fermentagdo e do envelhecimento (degradacdao da
lignina) e muitos outros tém origem nos compostos extraidos da madeira (vanilina,
siringaldeido) ou do envelhecimento oxidativo (4cido vanilico, 4cido siringico) 71,
Podem também advir da queima do barril ['*), Apesar dos teores de acidos e aldeidos
fenolicos (4cido vanilico, vanilina, siringaldeido, coniferaldeido, sinapaldeido)
divergirem pouco entre si, verificou-se ser verdade a tendéncia de existir uma maior
concentragdo de fenois, principalmente siringaldeido, para a maioria dos uisques acima
de 5 anos de maturagdo, ha a excecdo do verificado para o Deveron (DV, 18 anos) e o
Glenfiddich (GL, 12 anos). Uisques de menor idade que apresentam igual tendéncia,
como ¢ o caso do Stork Club Smoky (SCSM) e do Crown Royal (CR), a origem dos
polifendis pode estar associada & madeira dos barris que estiveram em contacto

anteriormente com vinhos, xerez, conhaque 7],
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Tabela 3.6 — Tabela com as dreas em percentagem calculadas para cada pico identificado em HPLC-DAD, atribuidos

aos compostos analisados nos diferentes uisques

AG/5 F AV AS v SE c7 co sl c10 c11 c12 c13

-HMF
ABA 9.2 14.1 9.8 11.3 9.8 11.3 10.5 12.7 11.3 0.0 0.0 0.0 0.0
AMR g3 15.7 9.6 11.0 9.5 11.0 10.2 12.5 11.7 0.0 0.0 0.0 0.0
ARD 8.1 17.0 9.5 10.7 9.0 10.4 9.6 11.8 13.9 0.0 0.0 0.0 0.0
ARM 8.6 16.8 9.3 10.7 9.3 10.7 9.9 13.1 11.4 0.0 0.0 0.0 0.0
BB12 g3 15.8 9.7 11.0 9.5 11.0 10.2 12.4 113 0.0 0.0 0.0 0.0
BB15 g0 15.3 9.8 11.2 9.6 11.1 10.3 12.4 11.2 0.0 0.0 0.0 0.0
BL 9.1 14.2 9.8 113 9.8 113 10.5 12.8 11.2 0.0 0.0 0.0 0.0
BS 8.7 16.0 9.6 11.0 9.6 11.0 10.3 12.5 11.2 0.0 0.0 0.0 0.0
CR 9.1 13.7 9.9 11.4 9.8 113 10.6 12.8 11.5 0.0 0.0 0.0 0.0
Cs 9.2 143 9.8 113 9.7 113 10.5 12.7 11.2 0.0 0.0 0.0 0.0
DV 9.1 14.5 9.8 11.2 9.7 11.2 10.4 12.7 113 0.0 0.0 0.0 0.0
bW 9.2 13.9 9.8 113 9.8 113 10.5 12.8 11.5 0.0 0.0 0.0 0.0
EW 8.1 14.6 9.2 10.7 8.9 10.2 10.1 12.8 15.3 0.0 0.0 0.0 0.0
FR 8.5 14.7 9.4 10.9 9.2 10.5 10.2 13.2 13.4 0.0 0.0 0.0 0.0
GL 8.9 16.0 9.5 11.0 9.5 10.9 10.1 12.6 11.5 0.0 0.0 0.0 0.0
GT 9.9 14.5 9.7 11.2 9.6 11.0 10.3 12.6 11.2 0.0 0.0 0.0 0.0
KU 8.8 15.9 9.6 11.1 9.6 11.0 10.3 12.5 11.1 0.0 0.0 0.0 0.0
KV 8.9 14.5 10.0 11.4 9.5 11.0 10.1 123 123 0.0 0.0 0.0 0.0
MOT1 g0 15.2 9.5 11.0 9.5 11.0 10.2 13.6 11.0 0.0 0.0 0.0 0.0
MOT2 g6 16.7 9.2 10.8 9.3 10.5 10.0 14.1 10.8 0.0 0.0 0.0 0.0
mMT 8.7 183 9.3 10.7 9.3 10.7 9.9 12.2 10.9 0.0 0.0 0.0 0.0
SCGSM 91 13.8 9.9 11.4 9.8 113 10.5 12.9 11.4 0.0 0.0 0.0 0.0
SCsT 8.9 16.0 9.5 10.9 9.3 10.8 10.0 13.5 11.2 0.0 0.0 0.0 0.0
TG 8.5 18.8 9.3 10.7 9.2 10.7 9.9 12.1 10.9 0.0 0.0 0.0 0.0
wcs 9.3 13.8 9.8 113 9.8 113 10.5 12.8 113 0.0 0.0 0.0 0.0
wcCs 9.2 14.1 9.8 11.3 9.8 11.3 10.5 12.8 11.3 0.0 0.0 0.0 0.0
wT 8.7 13.6 9.5 12.0 9.5 11.0 10.4 13.2 12.1 0.0 0.0 0.0 0.0
M 9.6 9.4 22.9 2.3 3.3 4.8 4.8 7.5 6.1 8.6 6.9 7.4 6.5

Portanto, o estudo por HPLC veio confirmar que as diferengas entre os uisques

derivam da composi¢do quimica da madeira, assim como do tratamento térmico aplicado,

e dos processos de oxidagdo e redugdo que ocorrem durante o envelhecimento. Como
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previsto, o Jameson (JM) confirmou ser diferente dos demais segundo o seu perfil de
HPLC (Figura 3.10). Este facto ndo ¢ surpreendente visto ser o tinico que inclui torrefagao

de café na sua composicao.
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Figura 3.10 — Cromatograma obtido pela andlise de HPLC para amostra de uisque Jameson (JM)

3.6 Analise Quimiométrica

Os modelos de discriminagdo foram construidos através dos pardmetros descritos
no capitulo II, subcapitulo III (HCA e PCA) e aplicados as amostras de uisques segundo
as diferentes técnicas de obten¢do de dados. O HCA permite obter a estrutura global dos
dados produzindo um dendograma onde os objetos similares, no caso os uisques, se
agrupam de acordo com as suas caracteristicas. A analise PCA permite explicar os
agrupamentos em HCA através da posicao relativa dos uisques ao longo das componentes
principais (PC1 e PC2). Portanto, as duas técnicas fornecem uma andalise complementar.

Por questdes representativas, nesta sec¢do os uisques aparecem com diferentes
abreviaturas relativamente a Tabela 1.2. As novas abreviagdes (/abels) permitem

simplificar e distinguir entre marcas e pais, categoria e idade (Tabela 3.7).
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Tabela 3.7 - Labels usadas na andlise quimiométrica

Amostra (W) Whiskie Pais (W_C)  Pais (C)* Categoria Idade (A)

ABA AB_MX MX AC 2
AMR AM_IN IN SM

ARD AR _GB GB SM 12
ARM AR FR FR SM 3a4
BB12 BT GB GB BL 12
BB15 BF GB GB SM 15
BL BL GB GB BL 15
BS BS DE DE SM 3
CR CR CA CA BL 3
CS CS_GB GB BL 3
DV DV_GB GB SM 18
DW DW _GB GB BL 8
EW EW_US US BB 8
FR FR_US US BB 5
GL GL _GB GB SM 12
GT GT GB GB BL 12
KU KU JP JP BL >3
KV KV _TW T™W SM 2
MOTI MO_SE SE SM 5
MOT2 MO _SE SE SM 5
MT MT _GB GB SM 3
SCSM SM_DE DE RY 2
SCST SS DE DE RY 2
TG TG JP JP BL 3a9
WCB WB_IE IE BL >3
wCS WS_IE IE SM >4
WT WT_US US BB 5a8
M IM_IE IE CB 3

*MX = México, IN = India, GB = Escécia (Gra-Bretanha), FR = Franga, DE = Alemanha, CA = Canadé, US = Estados
Unidos da América, JP = Japdo, TW = Taiwan, SE = Suécia, IE = Irlanda.

Nas Figuras A.4 a A.6, em Anexo, estdo representados os dendrogramas obtidos
por andlise PCA dos resultados adquiridos pelas diferentes técnicas (HPLC, fs-TA e

FLIM), com o objetivo de identificar qual delas possui maior capacidade de
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discriminacdo relativamente a categoria, pais de origem e tempo de envelhecimento. De
realcar que o uisque JM ndo foi considerado na andlise quimiométrica, dado que de
acordo com os resultados anteriores estabeleceu-se ser um outlier.

Os dendogramas que estabelecem relagdes entre a categoria dos uisques e os seus
perfis quimicos através das diferentes técnicas encontram-se na Figura A.5, em Anexo.
Dos dendogramas obtidos, o dendograma relativo as areas integradas ¢ o que possibilita
a melhor discriminacdo dos grupos de acordo com os seus perfis quimicos (Figura 3.11).

Através da Figura 3.11.a. observa-se a divisdo em cinco clusters. A primeira
divisdo vai ser analisada tendo por base os uisques com as categorias mais distintas (RY
e AC). Da anélise do biplot (Figura 3.11.b.) concluimos que o AC e o RY se encontram
em quadrantes distintos, sendo o furfural o responsavel por esta diferenca/separacao de
grupos. Da esquerda para a direita, entre o primeiro e o segundo grupo a separacao ¢
devida a elevada percentagem de etanol (50%).

Nos restantes grupos (2, 3, 4 e 5) ndo se identifica a origem da separagdo. Estamos,
nestes grupos, a referir-nos a categorias que ndo temos informagao para a diferenciagao.
A sua constituicao pode ser diferente (encontrando-se posicionados em grupos separados)
ou semelhante, neste caso encontrando-se no mesmo grupo. As diferencas ou
semelhancas estardo relacionadas com diferentes fatores, nomeadamente matérias-
primas, tempo de envelhecimento e condi¢des de amadurecimento/armazenamento. Estes
resultados tém por base a analise das distancias no dendograma. E visivel que todas as
categorias referidas anteriormente estdo proximas (y=0), sugerindo que apresentam
caracteristicas semelhantes. No dendograma também se encontra patente a incapacidade
de diferenciagdo das amostras por pais de origem. Relativamente as amostras
provenientes da Escécia e da Irlanda, o sabor de um blended ¢ o resultado da mistura de
uisques de grdo com varios uisques de malte, apresentando por isso perfis de sabor

semelhantes. Para além disso, ambos os paises apresentam terrenos e climas semelhantes

[5, 18]
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Figura 3.11 — a) Dendograma da andlise hierdrquica de agrupamentos representado as similaridades entre os 27
uisques relativas as dreas integradas de HPLC (254 nm) considerando os seus perfis quimicos. As diferentes cores
representam os vdrios grupos formados (k=5). b) PCA para os uisques com representagéo dos scores relativos as dreas
dos picos em estudo. c) Relagdo entre as varidveis e as componentes principais PC1 e PC2

Através do grafico da Figura 3.11 b. podemos confirmar a informagao obtida pelo

HCA. A representacdo grafica obtida (Figura 3.11.c) mostra que as varidveis (AG/5-
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HMF, AV, AS, SE, C7, CO e SI) sdao explicadas com o mesmo peso pela PCI,
representado caracteristicas intermédias altamente relacionadas. Por outro lado, o furfural
apresenta maior poder explicativo na 2* componente, sendo o composto com maior peso
no eixo do y e, deste modo, responsavel pela divisdo nos dois grupos principais. Na Figura
3.11.b, o SCSM surge como o outlier ja identificado pelo HCA, localizado no extremo
negativo do y para os valores maximos de AG/5-HMF, AS, AV, C7 e SE. Oposto a este
encontra-se o GT com areas muito baixas destes compostos que, por sua vez, ¢ muito
diferente do TG que tem o valor maximo de furfural, tal como o ARM. As informagdes
desta analise representam o ja observado pelas razdes entre as bandas de absor¢ao (Tabela
3.1) e pela analise de HPLC. Portanto, os uisques que caiem no quadrante positivo do
eixo da PC1 e PC2 sdo aqueles com maior discriminagdo, apresentados proximos no
dendograma de HCA. Os uisques presentes no quadrante negativo de ambas as
componentes (GT, BB15, EW) tem uma area reduzida dos compostos AG/5-HMF, AS,
AV, C7 e SE.

Em conjunto, estas representacdes confirmam o ja concluido através do HPLC
(seccdo 3.5), em que a concentracdo de furfural ¢ maior para os uisques de malte (single
malt): ARM, AMR, MT, TG e BS, ¢ a concentragao de acidos e fenois é caracteristica de

uisques blended.

O dendograma contruido por agrupamento hierdrquico sobre o conjunto de dados
obtidos por fs-TA mostra a formagao de cinco grupos distintos (Figura 3.12).

Aplicando a andlise de componentes principais para se examinarem as tendéncias
nos dados, esta sugere que os uisques se dividem em dois grandes grupos (Figura 3.12.b),
tal como ja se tinha verificado experimentalmente (sec¢do 3.4). Através das duas
componentes principais recuperam-se 99.1% da variabilidade total. Sendo que a PC1 tem
maior relevancia, ¢ a partir desta que se visualizam as distingdes entre as amostras. A
diferenciagdo entre os dois grupos principais ocorre através dos valores de 5. Analisando
da esquerda para a direita, os primeiros dois grupos ndo possuem componente 7, ou seja,
os decaimentos de absor¢do de transiente foram ajustados s6 com duas exponenciais
(Grupo I da Tabela 3.3). Por exemplo, nos uisques CS_GB e KU _JP, que se encontram
em grupos distintos, o valor de 73 ¢ inexistente no primeiro sendo que no segundo assume
um valor elevado. A diferenciagdo entre os grupos 1 e 2 do dendograma ¢ explicada

essencialmente por diferengas no 7,: os uisques situados no quadrante com valores
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positivos de PC1 e PC2 (1° grupo) possuem valores de 7, mais elevados do que os

situados no quadrante inferior direito (2° grupo).
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Figura 3.12 - a) Dendograma da andlise hierdrquica de agrupamentos representado as similaridades entre os 28
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Nos grupos 3, 4 e 5, a diferenciacdo tem por base a segunda componente, PC2, ou
seja, os valores de 7, € T3 sd0 os responsaveis pela distingdo. Os uisques com valores de
T, € T3 mais baixos encontram-se no 3° grupo, enquanto que o 5° grupo apresenta as
amostras com elevados valores 7, e T3 elevados. O 4° grupo possui apenas dois uisques
(BF_GB e SS_DE) e caracteriza-se por valores de 73 mais elevados que os restantes.

Os tempos de decaimento 7: e 73 estdo associados ao siringaldeido e ao 4cido
siringico, respetivamente, ao passo que o T2 corresponde ao acido galico e/ou
coniferaldeido e ao siringaldeido. Assim, podemos concluir que o dcido siringico e fenois
encontram-se associados maioritariamente aos uisques blended.

Em todas as analises quimiométricas foi observado que o tempo de
envelhecimento ndo justifica o agrupamento por si s6, embora também possua um grau
de contribui¢do para o mesmo. Na Figura A7 (em Anexo), podem ser vistos perfis
quimicos semelhantes entre os uisques ABA ¢ ARD com 2 e 12 anos, respetivamente,
como resultado da maturacao acelerada devido ao calor sentido na regido do México que
reduz substancialmente o tempo necessario para um uisque jovem ter caracteristicas de

outros mais velhos.

Foi igualmente realizado estre tratamento para os dados de FLIM, considerando
como varidveis os tempos de vida. O dendograma formado encontra-se representado na
Figura 3.13 e apresenta cinco grupos (k=5). A andlise do dendograma da esquerda para a
direita indica-nos que o 73 ¢ a variavel diferenciadora e que promove a formagao dos
grupos. O primeiro grupo € unitario e caracteriza-se por ter um 73 muito inferior a média.
No 2° grupo, o 73 ¢ nulo. O terceiro grupo apresenta o valor de 73 mais elevado. Os
restantes 4° e 5° grupos possuem um valor de 73 muito proéximo, sendo o seu

fracionamento responsabilidade da diminui¢do do valor de 7,.
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Capitulo IV

ConclusOes
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O uisque ¢ um produto complexo com muitos perfis de sabor decorrentes de
variagdes nos ingredientes, producdo e processos de maturagdo. A fermentagdo e a
maturacdo em barril sdo conhecidas como as etapas chave para o desenvolvimento e
variagdo de congéneres, mas embora as suas diferencas sejam o resultado de variacdes
nos processos e materiais usados, a identificagdo de um inico composto ou um grupo de
compostos responsaveis pela diferenciagdo de sabor ¢ muito dificil devido a
complexidade desses produtos. Apesar disso, a sua andlise pode potencialmente ser usada
para identificar caracteristicas distintivas e representativas de marcas, destilarias e tipos
de uisque.

Foram analisadas 28 amostras de uisques com diferentes caracteristicas, das quais
se pretendeu estudar a influéncia de trés fatores principais: idade, categoria e pais de
origem. A espetroscopia UV-vis possibilitou a identificacdo das bandas de absorc¢ao
caracteristicas dos uisques. Alguns estudos realizados até a data sugerem a possibilidade
de classificar e autenticar uisques com base em espetroscopia UV-vis, no entanto estes
envolvem um nimero relativamente pequeno de amostras e tipologias. Tais abordagens
ndo tém em consideragdo as variagdes intra e intermarcas, que sdo altamente provaveis
devido a série de fatores que influenciam o perfil final dos congéneres.

A partir de andlises HPLC-DAD, furfural, acido vanilico, 4cido siringico,
siringaldeido e coniferaldeido foram identificados como os compostos presentes em
varios dos uisques analisados. Nao foram possiveis identificar todos os padrdes
propostos, pois o método adaptado mostrou-se ineficiente para a separagdo e
quantificagdo simultanea desses. No entanto, constatou-se que a concentragdo de furfural
¢ maior para os uisques de malte (single malt), ARM, AMR, MT, TG, BS, entre outros,
e as concentragdes de acidos e fendis sdo caracteristicas de uisques blended. Variagdes
nos cromatogramas sao consequéncias da composicao quimica da madeira, do tratamento
térmico e dos processos redox que ocorrem durante o envelhecimento.

Os decaimentos de fluorescéncia, obtidos por FLIM, e os decaimentos de absor¢ao
transiente, obtidos por fs-TA, sdo multi-exponenciais. Por FLIM, foram identificados trés
tempos de vida cujas componentes parecem ser influenciadas pelo tempo de
envelhecimento. O aumento do tempo de envelhecimento proporciona o aumento da
contribui¢do do tempo de decaimento intermédio. Utilizando a metodologia fs-TA foi
possivel identificar tempos de decaimentos muito curtos, inferiores a 10 ps. A analise
quimiométrica dos resultados obtidos permitiu identificar dois grandes grupos que se

distinguem primeiramente pela presenc¢a ou auséncia de uma terceira componente (73 =
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65.32-117.5 ps). O facto da amostragem possuir muitas variaveis (padrdes de producdo,
armazenamento e processamento, estilo de uisque, idade, entre muitos outros) fez com
que as conclusdes tiradas das técnicas quimiométicas fossem limitadas relativamente a
visualizacdo de padrdes de comportamento associados ao tempo de envelhecimento, pais
e categoria.

O tempo de maturagdo e categoria do uisque parecem exercer uma grande
influéncia nos tempos de decaimento obtidos pelas duas técnicas. Sera necessaria a
selecdo de uma gama mais representativa de uisques com base no seu pais de origem,
tempo de maturagdo e categoria para a realizagdo de avaliacdes e estudos comparativos
significativos que permitam identificar e diferenciar a influéncia de cada um destes
fatores. Agrupar uisques por categorias, mas com a mesma idade e origem permitird
explorar as suas semelhangas e diferengas. Por outro lado, selecionando uisques com
diferentes tempos de envelhecimento, ird permitir perceber a forma como cada um dos
seus constituintes evolui.

Os resultados obtidos indicam que as técnicas resolvidas temporalmente sdo

técnicas promissoras para a caracterizagao de uisques.
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Anexos

—— ABA1- » México
WT1 » USA
45 BS1 » Alemanha
——FR1 —}——» usa
40 F - KV1 —}——» Taiwan
| - MOT1| »  Suécia
—— CR1 » Canada
a5 —— SCST1 » Alemanha
—— TG1 | * lapdo
30  GT1 » Escécia
—— AMR1 » India
25 —— BB121 +——» Escécia
@ ——CS1 | ——» Escocia
-g —— JM1 | lIranda
20 |—— SCSM1 » Alemanha
— ARD1 —» Escécia
15 _ ARM1-|———» Franca
- BB151 > Escécia
— BL1 » Escécia
0 | pvy1 | Escécia
—— DW1 —f——* Escocia
05 — KU1 » Japdo
RS Rt ——— MOT2 | Suécia
0.0 o ' - Wes1- > iranda
200 250 300 350 400 450 500 550 600 [—— WCB1 |~ ¥ Irdanda
——EW1 |—» UusA
o(nm) [——GL1 |——» Escocia

_ MT1 -} Escocia

Figura A.1: Espetros de absorcao dos 28 uisques estudados, com indicacdo da
respetiva localizacdo geografica
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Figura A.2: Espetros de fluorescéncia de emissdo e excitacdo dos 28 uisques

estudados, bem como dos padrdes
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—— 23,947 Min CR
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—— CO (28,10 min)
—— 28,373 Min ABA
— = 28,480 Min AMR
—— 28,320 Min ARD
—— 28,480 Min ARM
—— 28,213 Min BB12
28,160 Min BB15

1400000 ~

1200000 ~

1000000 28,427 Min BL
— 28,427 Min BS
800000 - — 28,480 Min CR

(@]
o 600000 |

400000

200000 +

0

T T
300 400

Figura A.3: Espetros de absor¢do em HPLC-DAD dos 7 padrbes e da mistura
comparados com os tempos de retencdo associados a cada composto
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Figura A.4: Dendogramas da analise hierarquica de agrupamentos representado as similaridades entre os 28 uisques relativas ao pais de origem,
obtidos através de diferentes técnicas: HPLC (area dos picos, % de area e tempo de retencao), fs-TA e FLIM.
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Figura A.5: Dendogramas da anadlise hierarquica de agrupamentos representado as similaridades entre os 28 uisques relativas a categoria,
obtidos através de diferentes técnicas: HPLC (drea dos picos, % de drea e tempo de retencao), fs-TA e FLIM.
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TEMPO DE ENVELHECIMENTO
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Figura A.6: Dendogramas da anadlise hierarquica de agrupamentos representado as similaridades entre os 28 uisques relativas ao tempo de
envelhecimento, obtidos através de diferentes técnicas: HPLC (area dos picos, % de area e tempo de retengao), fs-TA e FLIM.

119 | Page



Cluster Dendrogram

Height

-
T

0" @ma v vwomaoX oiuw=za = W W w
Ol =2 3| DI O‘ O|§ OE(/Jl DI = (Dl O]p._ DI OI DI
' | K |
=5 - Lim ©iO E = s v oo
§F§umm<<;§§<w %xwmw
m oo w A Luid i o ®m & o0 N N O
© - - - <
s T Thenld 5

Figura A.7: Dendograma da analise hierdrquica de agrupamentos representado as similaridades entre os 27 uisques relativas ao tempo de
envelhecimento, obtidos através de HPLC (area dos picos a 280 nm).
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WT1

Cs1

TG1

FR

nm

410
460
530
460
550
440
460
500
410
440
530

Chi?
1,05
1,04
1,05
1,22
1,22
1,04
1,24
0,93
1,24
1,15
1,29

tm (ps)

699,95

2299,92
1348,89
3164,28
2261,55
2060,70
2619,16
2335,06
1623,80
2154,58
1579,14

tl

280,00
280,00
280,00
700,00
700,00
400,00
400,00
400,00
480,00
480,00
480,00

t2

2340,00
2340,00
2340,00
3030,00
3030,00
2550,00
2550,00
2550,00
2500,00
2500,00
2500,00

t3

5170,00
5170,00
5170,00
7480,00
7480,00
5440,00
5440,00
5440,00
4520,00
4520,00
4520,00

al

0,814
0,536
0,760
0,374
0,580
0,464
0,484
0,577
0,469
0,485
0,684

a2
0,173
0,088
0,037
0,400
0,289
0,362
0,132
0,070
0,498
0,201
-0,071

a3

0,013
0,376
0,203
0,226
0,131
0,175
0,384
0,354
0,034
0,314
0,316

Al

0,326
0,065
0,158
0,083
0,180
0,090
0,074
0,099
0,139
0,108
0,208

A2
0,578
0,090
0,064
0,383
0,387
0,448
0,129
0,076
0,767
0,233
-0,112

A3

0,096
0,845
0,778
0,534
0,433
0,462
0,798
0,825
0,095
0,659
0,904

Tabela A.1: Tempos de decaimento Ty, T; € T3 e respetivos pré-exponenciais aj, a
e as e contribuicdes A1, A2 e A3 obtidos para os 4 uisques medidos com ns-TCSPC,

excitacao a 373 nm.
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