Quim. Nova, Vol. XY, No. 00, 1-4, 200_

IDENTIFICACAO DE EXTRATOS ETANOLICOS DE MADEIRAS UTILIZANDO SEU ESPECTRO ELETRONICO

DE ABSORCAO E ANALISE MULTIVARIADA

Alexandre Ataide da Silva, Eduardo Sanches Pereira do Nascimento, Daniel Rodrigues Cardoso e Douglas Wagner Franco*
Instituto de Quimica de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo, CP 780, 13560-970 Sao Carlos - SP, Brasil

Recebido em 12/7/11; aceito em 20/9/11; publicado na web em 6/12/11

Artigo

IDENTIFICATION OF ETHANOLIC WOOD EXTRACTS USING ELECTRONIC ABSORPTION SPECTRUM AND
MULTIVARIATE ANALYSIS. The application of multivariate analysis to spectrophotometric (UV) data was explored for the
distinction of cachaca woods extracts commonly used in casks manufacture for aging of cachacas (oak, cabretiva-parda, jatobd,

amendoim e canela-sassafrds). The absorbances close to 280 nm are more correlated with the oak and jatobd woods, and the ones

near to 230 nm more correlated with canela-sassafrds and cabretiva-parda. On a comparison between the spectrophotometric model
and the one based on chromatographic (HPLC-DAD) data was carried out. The spectrophotometric model explains better the variance
data (PC1 + PC2 = 91%) exhibiting potential as routine methods for the certification of aged spirits.
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INTRODUCAO

Bebidas alcodlicas recém-destiladas em geral apresentam carac-
teristicas sensoriais pouco apreciadas por parte dos consumidores.'
O envelhecimento de bebidas em tonéis de madeira € extensamente
empregado pela inddstria em fungdo das conhecidas melhorias sen-
soriais conferidas as bebidas submetidas a este processo.’* Esta € a
razdo pela qual o uisque, o rum , o0 conhaque e a grappa, por exemplo,
incluem em seu processo de producio, a etapa de armazenagem em
tonéis de madeira.’ Em alguns casos, como os do uisque e do conha-
que, esta etapa é obrigatéria para a sua comercializa¢do.®

A aguardente brasileira ou cachaga’® tem por virtude ser apreciada
tanto em sua forma “jovem”, “branca” ou “descansada”, quanto na
forma de aguardente “envelhecida”. Em linhas gerais, o processo de
envelhecimento da cachaga segue os moldes dos sistemas americano
e europeu reutilizando barris de carvalho,”!’ oriundos da inddstria de
bebidas alcodlicas da Europa ou dos Estados Unidos.

A exploragdo do carvalho no continente europeu mostra sinais
de esgotamento'' deste recurso vegetal motivando, assim, a busca de
novas madeiras como alternativas ao carvalho e procurando manter a
qualidade do produto final. Existe, portanto, uma demanda crescente e
declarada para o desenvolvimento da quimica das madeiras utilizadas
para construciio de tonéis e também de ferramentas analiticas que
possam assegurar a qualidade, a confiabilidade e a rastreabilidade
do produto para o consumidor.

O emprego de madeiras tipicas da flora brasileira na confeccéo de
tonéis para o envelhecimento de bebidas dd origem a produtos muito
apreciados.’ Esta pritica se desenvolveu ao longo dos anos seguindo
tradi¢des locais e de forma empirica. Isto conduziu a produtos com
propriedades sensoriais agraddveis, mas sem a devida avaliagdo
dos possiveis efeitos da ingestdo destes extratos sobre a satide do
consumidor. Exemplo deste procedimento € a utilizacdo de tonéis de
canela sassafrds, que embora conduza a produto apreciado por suas
qualidades sensoriais, passa a apresentar safrol,'> como consequéncia
do contato com a madeira, em sua composi¢ao. Este composto estd
banido pela FDA'® em alimentos por ser considerado carcinogénico.
Extratos alcodlicos de canela sassafrds também apresentam acen-
tuado efeito pré-oxidante.™ Estes dois quesitos ndo recomendam a
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sua utilizacdo na confeccio de tonéis. Existe, portanto, a necessidade
declarada de avaliar as propriedades sensoriais e os possiveis efeitos
sobre a saide humana do emprego de madeiras brasileiras no enve-
lIhecimento de cachagas.”!'*%

A classificagdo de uma arvore, matéria-prima para a produgao de
tonéis, € realizada considerando principalmente os seus 6rgdos repro-
dutores (flores e frutos) e, também, outras caracteristicas morfol6gicas
da drvore (casca, folhas, etc.) e mesmo em alguns casos a andlise do
seu aroma.’! A aplicagdo destas metodologias requer considerdvel
experiéncia e habilidade por parte do analista.

As tentativas taxondmicas no reino vegetal, especificamente
no caso das madeiras, ndo sdo tdo frequentes quanto poderiam ser,
empregando técnicas instrumentais associadas a interpretacao fisico-
-quimica dos resultados.”? Aos esfor¢os nesta direcdo somam-se
recentemente as aplicacdes de técnicas quimiométricas a banco de
dados provenientes das aplicacdes de diferentes técnicas instrumentais
a extratos de madeiras e de produtos de origem vegetal.'®!”

Como parte dos esforcos para o desenvolvimento da andlise qui-
mica da aguardente, neste trabalho sdo apresentados resultados sobre
aaplicagdo da técnica espectrofotométrica (UV) com tratamento qui-
miométrico dos espectros eletronicos para a caracterizagio de extratos
de 4 espécies de madeiras da flora brasileira e do carvalho. Os dados
aqui reportados foram comparados aos resultados obtidos a partir
de perfis cromatogrificos (CLAE-DAD), anteriormente descritos'®
para estas amostras, objetivando a elaboragdo de um procedimento
de rotina para a identificac@io de extratos hidroalcodlicos de madeiras
com base na espécie empregada.

PARTE EXPERIMENTAL

Todos os solventes e reagentes utilizados foram de grau anali-
tico e/ou pureza cromatografica e adquiridos da Merck (Darmstadt,
Alemanha) e da Mallinckrodt (Phillipsburg, NJ, EUA). A dgua utili-
zada (18 MQ cm™) foi destilada e posteriormente deionizada em um
sistema Milli-Q da Millipore (Bedford, MA, EUA).

Amostras de madeiras

A amostra de cachaca devidamente certificada pelo produtor, ndo
envelhecida (47% v/v), sem adi¢do de actcar e utilizada na preparacao
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dos extratos, foi gentilmente doada pela Industria Miiller de Bebidas
Ltda. (Pirassununga, Sao Paulo, Brasil). As amostras de amendoim
(Pterogyne sp.), jatobd (Hymenaea courbaril), canela sassafrds (Ocotea
pretiosa) e cabretiva-parda (Myrocarpus frondosus) foram cedidas pelos
Laboratérios de Madeiras e Estrutura de Madeiras da Universidade de
Sédo Paulo, Sao Carlos. As amostras de carvalho (Quercus sp.) devida-
mente certificadas foram cedidas pelo Prof. J. Piggott do Departamento
de Biociéncias de Strathclyde (Escdcia, Glasgow).

Preparo dos extratos

Seguindo procedimento anteriormente descrito,'*!¢ as amostras de
madeiras foram moidas e o p6 peneirado de forma a obter particulas
de 100 mesh de didmetro. Estes materiais foram entdo extraidos com
cachaga ndo envelhecida (pH =4,7 + 0,1), na proporg¢io 0,010 g mL".
O processo de extragdo foi realizado durante 26 dias sob agitagdo
constante, a temperatura ambiente (25 = 2 °C) e ao abrigo da luz. As
amostras, sempre em duplicata, apds preparadas foram filtradas em
papel de filtro quantitativo e armazenadas a temperatura ambiente.
No total foram preparados 18 extratos, sendo 9 de carvalho, 2 de
amendoim, 2 de jatobd, 3 de cabretiva-parda e 2 de canela sassafrds.
Apesar da grande variedade de madeiras utilizadas para a confecgio de
tonéis,>*172 3 amostragem ficou restrita ao carvalho, a0 amendoim, ao
jatobd, a cabreudva-parda e a canela sassafras, devido a sua reconhecida
utilizagdo por parte dos produtores e a existéncia de dados cromatogra-
ficos (CLAE-DAD)'¢ para estas amostras facilitando uma comparagao.

Espectros eletronicos (UV)

Os espectros eletronicos de absor¢@o para as amostras, na regiao
de 200 a 400 nm, foram coletados em um espectrofotdmetro HP
8152A com resolugdo de 2 nm e utilizando-se de cubetas de quartzo
de caminho 6tico de 1 cm (Hellma, Miillheim, Germany). Com a
finalidade de normalizar os resultados, quando necessario as amostras
foram diluidas em etanol/dgua 40% v/v com o objetivo de se ajustar
o valor da absorbancia obtida em 220 nm ao valor unitério.

Perfil cromatografico

As condigdes operacionais estdo descritas em publicacdo an-
terior.'® No intuito de facilitar a consulta, estdo reproduzidas como
Material Suplementar.

Analise multivariada

Os dados espectrofotométricos depois de normalizados e apli-
cada primeira derivada (dAbs/d\) foram utilizados na construgio de
uma matriz 18 linhas x 90 colunas. As linhas correspondem as 18
amostras e as colunas aos dados de absorbancia (220-400 nm a cada
2 nm) para cada um dos extratos. A andlise multivariada foi realizada
utilizando os softwares The Unscrambler V9.8 e MINITAB Statistical
Software versdo 14.

O conjunto de dados obtidos foi alinhado para remover eventuais
deslocamentos de picos cromatograficos oriundos de pequenas oscila-
¢des das condicdes de andlise utilizando o algoritimo COW (Correlation
Optimization Warping), proposto anteriormente.?® Foi entdo realizado
alinhamento da linha de base pelo método MSC (multilpe scaterring
curve) e construida uma matriz com 18 linhas x 300 colunas.'

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado em estudos sobre tequila,? estarem as bandas
proximas a 280 nm relacionadas a presenga de compostos organicos
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e tracos de voldteis provenientes do processo fermentativo da matéria-
-prima. No caso das amostras exploradas neste trabalho, este efeito é
minimizado, pois a mesma cachagca foi utilizada no preparo de todos
os extratos. Assim, as diferengas entre os espectros eletronicos de
absorcdo aqui relatadas devem ser atribuidas somente aos compo-
nentes extrativeis de cada espécie de madeira. A Figura 1 apresenta a
titulo de ilustrag@o a derivada primeira dos espectros obtidos para os
extratos de carvalho e de jatobd (A) e os cromatogramas dos extratos
correspondentes (B).
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Figura 1. Grdficos da primeira derivada aplicada ao espectro eletronico de
amostras de carvalho e jatobd (1 A) e cromatogramas das mesmas amostras,
com o pico identificado como cumarina no extrato de jatobd no tempo de
retengdo (ty) = 39,4’

Os conjuntos de dados espectrofotométricos de absorbancia,
obtidos da primeira derivada dos espectros eletronicos dos extratos, e
dados cromatogréficos originados dos cromatogramas, estes tltimos
reportados anteriormente,'® foram analisados individualmente por
andlise de componentes principais (ACP). No caso dos espectros
eletrdnicos de absorcdo, foram analisados valores de absorbancia
versus comprimentos de onda; em se tratando dos cromatogramas
os parametros foram tempos de retencdo e absorbancia a 280 nm. Os
resultados desta andlise indicaram em ambos os casos a formacao de
5 grupos, um para cada tipo de extrato de madeira. Na andlise dos
dados obtidos por espectrofotometria os valores das duas primeiras
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CPs explicam 91% da variancia do conjunto de dados originais (CP1
81% + CP2 10% da Figura 2) enquanto que os dados gerados a partir
dos cromatogramas permitem explicar 65% dos dados de variancia
(CP1 52% + CP2 13% da Figura 1S, material suplementar).
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Figura 2. Grdfico de scores obtidos dos espectros eletronicos na regido do
UV dos extratos de madeiras

Embora o fingerprint cromatografico apresente um niimero maior
de informacgdes sobre a composi¢éo quimica dos extratos'® do que
o0 espectro eletronico, na presente comparagdo esta riqueza ndo se
refletiu positivamente na explicagio da varidncia dos dados originais.

Em se tratando dos resultados cromatograficos, os graficos de
loading (loading versus tempo de retenc¢do) indicaram!® quais os
picos mais relevantes para cada madeira. O uso de métodos cro-
matograficos'® associados a espectrometria de massas possibilitou
confirmar e quantificar os compostos correspondentes a estes picos.
Assim, por exemplo, a cumarina, presente em extratos de jatobd
em teores (mg L") 10 vezes superiores aos das demais madeiras,
foi determinante na distingdo deste extrato dentre os demais.'® Os
baixos teores de cumarina e de escopoletina (< 0,002 mg L' para
ambas) em 63% das amostras de carvalho analisadas e os elevados
teores de dcido eldgico (= 0,009 mg L) foram importantes para a
caracterizacdo do agrupamento constituido pelas amostras de carva-
1ho.? Para as amostras de canela sassafrds os picos atribuidos aos
compostos S-hidroximetil-furfuraldeido (SHMF) e furfuraldeido (HF)
aparecem como os mais relevantes na CP2, atuando decisivamente
para a distingao desta madeira.'®

Processos de degradacio de carboidratos sdo conhecidas fontes
de compostos furanicos como furfural, 5-metilfurfural e 5-hidroxi-
metilfurfural, provenientes das degradagdes via reacdo de Maillard
da pentose, raminose e hexose, respectivamente, aglicares presentes
em madeiras.® E interessante ressaltar que furfural e 5-hidroxime-
tilfurfural (5-HMF, HF) sdo controlados pela Instru¢do Normativa
13.% Portanto, a contribui¢do da extragio de 5-hidroximetilfurfural e
furfural da madeira pelo destilado e seu aporte ao teor de aldeido totais
deve ser considerada no processo de sele¢do da espécie e tratamento
térmico da madeira a ser utilizada na construgdo do tonel.

Conforme ja mencionado, na exploracdo dos dados espectrais
(UV) gerados pelos valores de absorbancia dos extratos, visivelmente
os gréaficos de ACP (Figura 2) apresentam maior poder de discrimi-
nag¢do do que os provenientes da andlise cromatografica (Figura 1S,
material suplementar). Na andlise da primeira componente (CP 1)
observa-se a defini¢@o de dois grupos: um situado nos valores posi-
tivos do grafico de scores e outro nos valores negativos (Figura 2).

A analise conjunta dos gréficos de loading (Figura 3) e de scores
sugere que os valores de absorbancia proximos a 280 nm séo 0s mais
correlacionados com a formagdo dos grupos situados a direita do
gréfico da Figura 2.
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Figura 3. Grdficos de loading para a PCI1 dos espectros eletronicos de UV
mostrando os comprimentos de ondas (nm) com maiores pesos na separagdo

Estes correspondem as amostras dos extratos de carvalho e jatoba.
Compostos fendlicos em sua maioria apresentam banda de absor¢do
méxima proxima a 280 nm. A andlise de fendis totais (método de
Folin-Ciocalteu) indica que os extratos de carvalho e jatoba apresen-
taram, dentre os diferentes extratos estudados,'>'® os maiores teores
destes compostos. Este fato certamente influenciou nos espectros
eletronicos e, portanto, na defini¢do dos clusters observados.

Os baixos teores de vanilina (A, = 232 e 309 nm) e o elevado
teor de cumarina (A, =280 nm) em extratos de jatobd exemplificam
esta tendéncia.'® O mesmo se observa com respeito a presenga de
dcido eldgico (A, = 280 nm) nas amostras de carvalho.

A esquerda do gréfico de scores (valores negativos) estio os
extratos de amendoim e de cabretiva-parda. Estes, apesar de também
absorverem a 280 nm, possuem seu posicionamento na Figura 1
dependente das absorbancias préximas a 230 nm. Nas amostras
em questdo, a absor¢do nesta regido do espectro ¢ atribuida majo-
ritariamente a presenga de compostos nao fendlicos, tais como HF
A = 233 € 276 nm.'** Também contribuem para a absor¢ao nesta
regido outros compostos passiveis de serem extraidos em seu contato
com madeiras, que apresentem bandas com maximos proximos a re-
gido citada, tais como a vanilina A, =238 e 315 nm, o seringaldeido
A= 238 € 309 nm. Esta informago estd de acordo com o observado
a partir da andlise dos perfis cromatograficos, conforme apresentado
anteriormente neste trabalho.

O espectro eletronico de absor¢ido € uma somatdria das contri-
buicdes das diversas transi¢des eletronicas e, portanto, trata-se de
uma resultante muitas vezes bastante complexa. Madeiras como a
cabredva-parda e o amendoim, cujos agrupamentos se apresentam
fortemente correlacionados com as absorbancias préximas a 230
nm, apresentam elevados teores de aldeidos cindmicos, metabdlitos
secunddrios dos vegetais, em sua composi¢do quimica.'® Tais aldeidos,
como sinapaldeido e coniferaldeido possuem em seus perfis espectrais
duas bandas com méximos préximos a 240 e 309 nm.

A comparacio entre as duas metodologias aponta, com base na
explicacdo dos valores de variancia, que o modelo obtido a partir dos
espectros de UV foi o mais eficiente na andlise exploratdria para a
separacao dos extratos de madeiras. Esta métodologia tem por virtude
caracteristicas como simplicidade, baixo custo e rapidez, envolvendo
instrumentacao extensamente difundida, robusta, de facil manutengio
e, portanto, presente mesmo nos laboratérios mais simples. Desta
forma candidata-se como uma opc¢éo bastante acessivel e adequada



4 da Silva et al.

para a andlise de rotina de bebidas e de extratos de madeiras.

Como teste preliminar, foram obtidos espectros eletronicos de
algumas cachacas envelhecidas em carvalho, jatobd, amendoim, ca-
bretva e canela sassafras. Os resultados experimentais corresponden-
tes foram tratados de forma semelhante aos obtidos para os extratos.
Nota-se, na Figura 4, que as cachagas se agrupam juntamente com
os extratos das madeiras correspondentes.
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Figura 4. Grdfico de scores obtido a partir dos espectros eletronicos dos
extratos de madeiras e cachagas comerciais

CONCLUSAO

Os dados cromatogréficos explorados por ACP, embora apresen-
tando uma menor eficiéncia na explicacdo dos dados de variancia,
permitem através do tratamento quimiométrico identificar quais
compostos sdo os mais provaveis candidatos a marcadores quimi-
cos, fato este de por si relevante para o conhecimento da quimica de
bebidas envelhecidas.

Amostras de canela sassafrds, madeira esta controlada pelo
IBAMA e cujo uso € desaconselhado para a confecgdo de tonéis, >4
foram utilizadas procurando fornecer subsidios para elaboracdo de
uma metodologia para a identificagdo de seus extratos.

Dados sobre a presenga de furfuraldeido em canela sassafrds,
aldeidos cindmicos em cabretva-parda podem se constituir em pa-
rametros a serem controlados. O primeiro em fun¢@o da sua presenca
indesejdvel®? e o segundo, devido a sua apreciagdo sensorial positiva
em bebidas de alta qualidade.*> Aspectos ligados as possibilidades
de aplicagoes destas metodologias em taxonomia vegetal estdo sendo
investigados e os resultados serdo publicados posteriormente.

MATERIAL SUPLEMENTAR

No material suplementar, disponivel gratuitamente em http://
quimicanova.sbq.org.br, na forma de aquivo PDF, encontram-se a
Figura 1S (Gréfico de score obtido por tratamento dos dados croma-
togréficos (CLAE-DAD)) e as condic¢des cromatogréficas empregadas
nesta andlise.
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