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RESUMO

O consumo de bebidas alcodlicas tem sofrido mudangas nos ultimos anos, com um
aumento na busca de produtos diferenciados e de melhores caracteristicas sensoriais.
Tradicionalmente, o processo mais comum utilizado para enriquecer bebidas sensorialmente
é o envelhecimento. Apesar de seus beneficios, sofre com elevados custos associados, tempo
de operacgao, e também com o baixo controle operacional. Os principais indicadores quimicos
do processo do envelhecimento sdo os compostos fendlicos, extraidos da madeira. A
quantificacdo destes compostos é usualmente feita através de técnicas destrutivas, que
requerem preparacao da amostra, uso de solventes e longo tempo de analise. Neste trabalho,
investigam-se métodos alternativos para realizar o envelhecimento de cachaca, utilizando
chips de Amburana (Amburana cearensis) e submetendo as amostras a influéncia de ultrassom
e de aquecimento, de forma a reduzir o tempo necessario para incorporacao de compostos
de interesse a bebida. Avalia-se também o método alternativo para quantificacdo de fendlicos
proposto por Carvalho et al. (2020), que se baseia na espectroscopia por fluorescéncia. Além
disso, todas as amostras envelhecidas foram analisadas pelo método de Folin-Ciocalteu,
tradicional para quantificacdo fendlica total. Os resultados encontrados mostram que, para o
envelhecimento ndo convencional, o ultrassom e aumentos de temperatura podem
individualmente acelerar a extracdo de fendlicos as bebidas, com destaque para a influéncia
da temperatura. Mantendo-se os pares de Excitacdo/Emissdo descritos pelos autores, o
método baseado em espectroscopia por fluorescéncia mostra-se originalmente pouco
sensivel para a quantificagdo de compostos fendlicos totais das amostras envelhecidas nao
tradicionalmente, tornando-se compativel somente apds uma reparametrizacdo no modelo.

Palavras-chave: Compostos fendlicos, ultrassom de baixa frequéncia, fluorescéncia 2D,
cachaga, Amburana
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ABSTRACT

The consumption of alcoholic beverages has changed in the past years, with an increase
in search for distinct products with improved sensory characteristics. Traditionally, the most
common process used to sensorially enrich beverages is aging. Despite its benefits, it suffers
with high associated costs, high operating time, and low operational control. The main
chemical indicators during the aging process are phenolic compounds extracted from wood.
The quantification of these compounds is usually done through destructive techniques that
require sample preparation, large use of solvents, and long analysis time. In this work,
alternative methods to cachaga aging are investigated, using Amburana chips (Amburana
cearensis) and treating samples with ultrasound and heating; aiming to reduce the necessary
time for phenolic compounds to be incorporated to the beverage. The method for phenolic
guantification proposed by Carvalho et al. (2020), based on fluorescence spectroscopy, is also
evaluated. In addition, all aged samples were analyzed by the traditional Folin-Ciocalteu
method, for total phenolic quantification. The results show that, for unconventional aging,
ultrasound and temperature increases can each accelerate the extraction of phenolics
compounds, with temperature having the largest influence. When keeping the
Excitation/Emission pairs described by the authors, the fluorescence spectroscopy-based
method was originally not very sensitive to the quantification of total phenolic compounds in
samples unconventionally aged, becoming more compatible only after a reparameterization
in the model.

Keywords: Phenolic compounds, low-frequency ultrasound, 2D fluorescence, cachaga,
Amburana
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1 Introdugao

A industria de bebidas alcodlicas possui grande importancia econémica e cultural no pais
e no mundo. Em 2020, o mercado foi caracterizado por uma forte contracdo devido a
pandemia. Mundialmente, foram produzidos cerca de 241 bilhdes de litros de bebida,
marcando uma queda de 6% com relacdo ao ano anterior. Apesar desta contracdo, as
perspectivas sdo que a industria tenha um crescimento significativo nos préximos anos, com
0 aumento da populagdo vacinada e consequentemente a retomada de atividades sociais
regulares. O Brasil destaca-se neste cendrio, sendo um dos paises com maior perspectiva de
recuperacao e crescimento do setor, principalmente pela grande adesdo da populacdo a
vacinac¢ao (Euromonitor, 2021).

Nos ultimos anos, o mercado nacional tem sido marcado por uma mudanca no perfil do
consumidor, que tem optado por adquirir menos, mas com maior qualidade. O consumo de
cerveja, usualmente o maior dentre as bebidas alcodlicas, tem perdido espago para o consumo
de bebidas destiladas, bebidas prontas para beber e bebidas consideradas “premium”, sendo
estes os segmentos de maior crescimento dentro da industria (VIANA, 2020). A fim de atender
este publico, buscam-se cada vez mais novas estratégias para a producdo de bebidas
diferenciadas.

Com esta tendéncia, o consumo de cachagas com caracteristicas sensoriais diferenciadas
tem se destacado, ganhando espago entre outros destilados nobres. A cachaca é uma das
bebidas mais importantes para a indUstria e para a cultura do Brasil, sendo considerada a
bebida nacional por Decreto Federal, além de Patrim6nio Cultural de Minas Gerais por Lei
Estadual e Patrimbnio Histérico e Cultural do Rio de Janeiro por Lei Estadual (BRAGA;
KIYOTANI, 2015). N3o se restringindo ao mercado do pais, a cachaca é o terceiro destilado
regional mais consumido no mundo, e sua exportacdo representa uma das principais fontes
de receita para os produtores (FAULIN; SERIGATI; PINTO, 2020).

O envelhecimento é uma das técnicas mais antigas empregadas para o enriquecimento
sensorial da cachaca, podendo ser aplicado também a uma variedade de produtos, como
uisques, licores, vinhos e outro destilados regionais. Tradicionalmente, o processo consiste no
armazenamento da bebida em barris de madeira, onde mudancas fisico-quimicas levam a
incorporacdo de diversos compostos ao produto. Apesar de seus beneficios, esta técnica
muitas vezes ndo é empregada devido a fatores econdmicos, ao elevado tempo de operacao
— que pode chegar a décadas — e as dificuldades associadas no acompanhamento dos
parametros do processo (MOSEDALE; PUECH, 1998).

Diferentes alternativas tém sido utilizadas para otimizar o processo de envelhecimento.
ModificacBes relacionadas ao casco, como a substituicdo de barris tradicionais por cascos com
revestimento interno ou uso de cascos metdlicos combinados a chips de madeira podem
aumentar a vida-util dos recipientes de processo, levando a um menor impacto ambiental e
investimento necessario. Além disso, pode-se associar estas modificacdes a tecnologias que
intensifiquem a extragao de componentes organicos a bebida, como o uso de irradiagdo por
microondas, tratamento por pulsos elétricos ou por ultrassom (GARCIA-ALCARAZ et al., 2020;
TAO; ZHANG; SUN, 2014).
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Inicialmente, o uso de ultrassom na industria de alimentos restringia-se a esterilizacdo de
produtos e superficies, devido a seu comportamento destrutivo a microorganismos. Nos
ultimos anos, ele tem se tornado parte de multiplos processos, como tratamento de graos,
emulsificacdo de solucgdes, cristalizacdo, estimulacdo de atividade bioldgica e intensificacao
de extracdes. No ultimo caso, seu uso esta associado as propriedades mecanicas da onda, que
causam alteracbes a paredes vegetais e estimulam a transferéncia de massa, levando a
produtos com maior concentracdo de componentes organicos de interesse, como proteinas,
acidos e compostos fendlicos (MASON; PANIWNYK; LORIMER, 1996).

Os compostos fendlicos sdo os principais indicadores de qualidade de bebidas e alimentos
envelhecidos, agregando valor sensorial aos produtos. Ainda, segundo a legislacdo brasileira,
a diferenciacdo entre cachacas regulares e cachacas premium esta na quantidade destes
compostos (BRASIL, 2005). A quantificagdo de compostos fendlicos é feita usualmente através
de técnicas espectrofotométricas ou cromatograficas. Técnicas espectrofotométricas sdo em
grande parte destrutivas e necessitam de diversas etapas para preparagdao de amostras,
implicando em um alto tempo de andlise e elevado custo associado. Métodos
cromatograficos, por sua vez, sdo realizados somente por operadores qualificados, requerem
guantias significativas de solvente e equipamentos especificos, implicando também em altos
custos associados (CARVALHO, 2019).

Considerando a perspectiva de crescimento do mercado e a mudanga no perfil do
consumidor, a producdo de bebidas diferenciadas tem o potencial de se tornar foco de
investimentos dentro do ramo. Assim, a criacdo de novos processos, e a otimizacdao daqueles
ja existentes, tornam-se essenciais. Com isso, o objetivo geral deste trabalho é investigar o
uso de chips de madeira associado ao ultrassom e ao aquecimento como novas alternativas
ao envelhecimento tradicional, visando reduzir o tempo do processo e facilitar seu emprego.
Avalia-se também a aplicacdo de um método alternativo para quantificacdo de compostos
fendlicos totais, a fim de otimizar o controle dos produtos obtidos.

Como obijetivos especificos, pode-se mencionar:

e Quantificar compostos fendlicos totais de amostras envelhecidas com chips de
Amburana sob os efeitos de ultrassom, aquecimento, ultrassom com aquecimento
e sob temperatura ambiente.

e Comparar as concentracées obtidas em cada configuracdo e avaliar a influéncia dos
parametros ultrassom e temperatura.

e Comparar as concentracdes relatadas na literatura para o envelhecimento
convencional e aguelas obtidas no presente estudo.

e Avaliar a compatibilidade do método desenvolvido por CARVALHO et al. (2020)
para quantificacdo de compostos fendlicos por espectroscopia por fluorescéncia
com amostras envelhecidas ndo convencionalmente.
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2 Revisao Bibliografica
2.1 Cachaga

A cachaca é uma bebida destilada tipica brasileira, derivada da cana-de-aclcar e sendo
reconhecida na literatura como elemento essencial para a construcdo da identidade nacional
(BRAGA; KIYOTANI, 2015). A teoria mais aceita sobre sua origem considera que, no século XVII,
pessoas escravizadas consumiram a espuma produzida na fervura da cana-de-agucar e
descobriram acidentalmente o que se tornaria a cachaga (BARBOSA, 2014). Sua popularidade
cresceu entre a comunidade local e, com interesse em aumentar a produgdo da bebida,
portugueses teriam aplicado ao mosto da cana-de-aglcar as mesmas técnicas de destilacao
utilizadas na produgdao de vinhos, dando origem ao processo de obtencdo da cachaga
(TRINDADE, 2006).

Em 2020, a cachaca foi exportada para 70 paises, gerando uma receita de US$9,52 milhdes
e sendo o terceiro destilado regional mais consumido no mundo. Neste mesmo ano, o Brasil
contava com 1.131 produtores de cachag¢a, com capacidade total de produgdo de
aproximadamente 1,2 bilhdo de litros anuais, mas efetivamente produzindo abaixo de 800
milhGes de litros. Internacionalmente, os principais paises consumidores foram os Estados
Unidos, a Alemanha, a Franga, o Paraguai e a Itdlia, enquanto nacionalmente destaca-se o
consumo em Sdo Paulo, Pernambuco, Rio de Janeiro, Ceara, Bahia e Minas Gerais (IBRAC,
2021).

De acordo com a Instrucdo Normativa n? 13 de 2005, cachaca é a denominacao exclusiva
da aguardente de cana produzida no Brasil, com graduacao alcodlica entre 38% e 48% — em
volume por volume — obtida pela destilacdo do mosto fermentado do caldo de cana-de-agucar
e com caracteristicas sensoriais peculiares, podendo ter acucares adicionais em
concentracdes de até 6 g L', expressos em sacarose (BRASIL, 2005). A legislacdo determina
também os limites de cada componente quimico, exibidos na Tabela 2.1, para garantir a
gualidade da bebida.

A producdo de cachaca pode ser resumida nos seguintes estagios: preparacdo da matéria-
prima, extracdo do caldo e fermentacdo, destilagcdo e repouso. Inicialmente, a cana de agucar
é lavada e prensada para extracdo de seu caldo, que em sequéncia passa por processos de
filtracdo e decantacdo para eliminacao de impurezas. Apds isso, o caldo purificado segue para
a fermentacdo, onde seus acglcares sdao convertidos principalmente em etanol e diéxido de
carbono (BOGUSZ et al., 2006).

O produto da fermentacao segue para a destilacdo, que pode ser continua (em colunas de
destilacdo continuas) ou descontinua (em alambiques). Este produto é fracionado em
“cabeca”, “coracao” e “cauda”, sendo que as fracbes cabeca e cauda sdo usualmente
descartadas, podendo também ser reutilizadas para producdo de etanol combustivel,
enquanto a fragdo coragdo ira dar origem a cachaga comercial, representando de 80 a 85% do
volume total de destilado e possuindo um teor alcodlico entre 40 e 48% (MEIRELES et al.,
2010). A cachaga pode ser comercializada imediatamente sua destilagdo, sendo conhecida
neste caso como “cachaga verde”, ou passar por uma etapa de descanso, para estabilizagao
das reagdes quimicas iniciadas na fermentagdo ou destilagao, que dura normalmente entre
dois e trés meses (CARVALHO, 2019; SILVA, 2009).
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Tabela 2.1: Composicdo quimica e requisitos de qualidade da aguardente de cana e da
cachaca estabelecidos pela legislacao brasileira

Componente Mdximo Minimo Unidade

Acidez volatil, em acido acético 150 - mg por 100 mL de alcool anidro
Esteres totais, em acetato de etila 200 - mg por 100 mL de alcool anidro
Aldeidos totais, em acetaldeido 30 - mg por 100 mL de alcool anidro
Furfural e Hidroximetilfurfural 5 - mg por 100 mL de alcool anidro
Alcoois superiores? 360 - mg por 100 mL de alcool anidro
Congéneres? 650 250 mg por 100 mL de alcool anidro
Alcool metilico 20 - mg por 100 mL de alcool anidro

Carbamato de etila 150 - mg por L de bebida
Acroleina 5 - mg por 100 mL de alcool anidro
Alcool sec-butilico 10 - mg por 100 mL de alcool anidro
Alcool n-butilico 3 - mg por 100 mL de alcool anidro

Cobre (Cu) 5 - mg por L de bebida

Chumbo (Pb) 200 - ug por L de bebida

Arsénio (As) 100 - mg por L de bebida

Fonte: BRASIL (2005)

1 Soma dos alcoois isobutilico, isoamilicos (2-metil-1butanol e 3-metil-1 butanol) e n-propilico (1-propanol).

2 Soma da acidez volatil, aldeidos, ésteres totais, furfural e hidroximetilfurfural e dlcoois superiores.

Antes de sua comercializacdo, é possivel também realizar o processo de envelhecimento
para melhora de suas qualidades sensoriais, sendo uma etapa opcional. Atualmente,
considera-se cachaca envelhecida a bebida que contiver, no minimo, cinquenta por cento de
aguardente de cana envelhecida por periodo ndo inferior a um ano, sendo necessaria a
presenca de compostos fendlicos na mesma. Além disso, os Unicos aditivos permitidos
durante o processo sdo caramelo e agua, sendo vetada o uso de materiais como extratos ou
lascas de madeira (BRASIL, 2005). Na Figura 2.1, ilustra-se as etapas do processo produtivo
da cachaca, descritas previamente, sendo que as configuracdes operacionais de cada etapa
podem levar a alteragbes quimicas e sensoriais no produto final, o que resulta em grande
diversidade de cachacas dentro do mercado (FARIA, 2012).

Figura 2.1: Fluxograma do processo produtivo de cachaca

Preparo da
P . Repouso
cana-de-aglcar

Extragdo e Destilagdo e separagdo e

o " N Comercializagéo
purificagdo do caldo da fracdo coracdo
¥

Fermentacdo Envelhecimento

Fonte: Autoria Prépria
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O processo de envelhecimento e as especificacdes relacionadas a cachagca sao
considerados bastante rigidos, e discussdes sobre a modernizacdo das industrias e da
legislagdao tém sido levantadas nos ultimos anos, buscando impulsionar este mercado. Prevé-
se que a Normativa n2 13 de 2005 sofra alteracdes ainda durante o ano de 2021, refletindo a
consulta publica realizada sobre altera¢des dos termos, onde se sugere alteragdes nos limites
de carbamato de etila permitidos, nas especificagdes do rdtulo, no teor alcodlico de
aguardentes que podem ser envelhecidas e na permissdo do uso de chips de madeira (BRASIL,
2021). Com isso, o uso de novas rotas tecnoldgicas para a producdo de cachacas podem se
popularizar dentro da industria.

2.2 Envelhecimento

O envelhecimento, ou maturagdo, € um processo caracterizado por mudangas na cor,
aroma e sabor da bebida, podendo levar também a uma leve diminuicdo de seu volume e teor
alcodlico. O processo tradicional consiste no armazenamento do produto destilado em barris
de madeira por tempo determinado e em condi¢Ges adequadas (MILLER, 2019). As mudancas
na composicao da bebida ocorrem devido a diferentes efeitos, classificados em: extragao de
componentes da madeira, reagdes quimicas envolvendo substancias do destilado assim como
substancias da madeira, evaporacdo de componentes volateis e alteracdes de propriedades
da solucdo, como o pH, que afetam a liberacdo de compostos aromaticos (MOSEDALE; PUECH,
1998; PIGGOTT; CONNER, 2003).

Na Figura 2.2, ilustram-se as principais modificacdes ocorrendo com o sistema durante o
processo de envelhecimento. A superficie interna do barril, rica em carbono, é capaz de
absorver substancias sensorialmente desagraddveis, como sulfitos, permitindo também a
evaporacdo de alcoois volateis devido a sua porosidade. Ao mesmo tempo, multiplos
compostos organico de interesse sdo liberados a bebida. O furfural, por exemplo, esta
associado a coloracdo e sabor amadeirados; maltol e glicerol levam a sabores adocicados e a
bebidas mais encorpadas. Compostos acidos liberados, como taninos hidrolisaveis, sofrem
reacOes oxidativas com os alcoois ja presentes no meio e levam a formacao de ésteres, que
tém baixo limiar de odor e caracteristicas normalmente de agradaveis de sabor. Assim, cada
composto incorporado a bebida leva a um aumento na complexidade sensorial do produto
final (PALMER, 2016; SILVA et al., 2020).

No envelhecimento tradicional, consideracdes sobre a area de contato sao feitas em
conjunto com o volume total do barril: volumes maiores implicam em uma maior vida-util e
em maiores quantias de bebidas processadas, sendo, portanto, economicamente favoraveis;
volumes menores facilitam a movimentacdo e o armazenamento dos cascos, porém limita-se
a quantia de produto a ser processada no intervalo de tempo (PRIETO et al., 2002). Por outro
lado, quanto maior a area de contato do barril, mais intensos serdo os efeitos difusivos do
processo, levando a uma maior incorporacao de compostos organicos da madeira a bebida.
Isto pode ser explicado pela Lei de Fick, dada pela Equacdo (2.1), onde a quantidade de soluto
transportada por unidade de tempo (g) é igual ao coeficiente de difusdo (D) multiplicado pelo

. ~ N dac , . .
gradiente da concentracao na direcao do transporte (E) e pela area perpendicular 3 mesma

(A). Assim, cascos com uma maior razdo area/volume podem levar a uma maior concentracgdo
de componentes de interesse no produto final.

. dc
q =-DA & (2.1)
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Figura 2.2: Efeitos do processo de envelhecimento
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A madeira mais utilizada na construgdo de barris para envelhecimento de bebidas é o
Carvalho, se restringindo as espécies do género Quercus. De forma geral, essa madeira é
considerada atrativa para o envelhecimento devido a suas caracteristicas operacionais:
durabilidade, impermeabilidade, baixa umidade e quantidade desejavel de compostos
extraiveis (PETROZZIELLO et al., 2020). Por se tratar de uma madeira nobre, tipica do
Hemisfério Norte, o custo do Carvalho pode ser elevado no Brasil, tornando a substitui¢cdo por
madeiras nacionais atrativa (DIAS; MAIA; NELSON, 1998).

BORTOLETTO e ALCARDE (2013) relatam que o envelhecimento de cachaga em Amburana,
Grapia, Jequitiba Rosa e Cabrelva apresenta potencial para substituicdo do processo
tradicional em Carvalho, com agregacdao de uma variedade de compostos fendlicos aos
produtos estudados. CATAO et al. (2011), ao analisar os efeitos de diferentes madeiras na
composicao quimica de cachacas envelhecidas, constataram que o envelhecimento utilizando
Balsamo, em comparacdo com aquele realizado com Carvalho, pode levar a perdas menores
de etanol, reducdo na acidez e nas concentragdes finais de metanol e dlcoois superiores. Além
disso, o Balsamo e a Amburana levam a produtos avaliados positivamente em analises
sensoriais, incorporando as bebidas gosto, cor e sabor agradaveis.

Madeiras sdo constituidas essencialmente por hemicelulose, celulose e lignina.
Encontram-se também, em menor concentragao, compostos extrativos — como acidos graxos,
Oleos volateis e esteroides — e compostos ndo extrativos — material inorganico, proteinas e
substancias pécticas (AQUINO, 2004). Com isso, uma das influéncias mais significantes no
processo sera o tipo de madeira empregado, j& que que sua composi¢cdo quimica ira variar



DEQUI / UFRGS - Cinthia Lopes 7

conforme a espécie, os tratamentos realizados e o nimero de utilizacdes prévias (PIGGOTT;
CONNER, 2003)

Dentre os componentes de madeira, destaca-se a lignina, cuja degradacdo é a principal
origem de uma variedade de compostos de interesse. A lignina pode ser degradada durante o
envelhecimento ou na preparacdo do casco. Em contato com a bebida, a degradacdo ocorre
por hidrélise e por etandlise, enquanto tratamentos térmicos irdo promover sua degradacao
prévia na madeira (CERNISEV, 2017; CONNER; PATERSON; PIGGOTT, 1992). Os principais
indicadores quimicos do envelhecimento de diversas bebidas, como uisques, conhaques e
cachacas, serdo os compostos fendlicos obtidos a partir da degradacao da lignina, ilustrados
na Figura 2.3 (DE CASTRO et al., 2021).

Figura 2.3: Degradagdo da lignina e formagao de compostos fendlicos
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Fonte: PUESCH (1981)

A quantia de compostos disponiveis na madeira, para reacdo ou extracdo, diminui
conforme ela é utilizada sucessivamente. Com isso, tem-se uma vida-util limitada para cada
casco, que pode variar entre 5 e 7 anos. A reutilizacdo de cascos também ird impactar
negativamente o envelhecimento através de outros fatores: (i) o material pode ser
contaminado por microorganismos que prejudicam os atributos sensoriais da bebida e trazem
riscos biolégicos; (ii) sais minerais e pigmentos podem se depositar na madeira, o que reduz a
porosidade do casco e minimiza o fluxo mdassico por ele, reduzindo assim a evaporacdo de
componentes da bebida e leva a maiores niveis de ésteres e acidos volateis (PRIETO et al.,
2002).

O envelhecimento tradicional necessita de um alto investimento devido a diferentes
fatores, como: custo de compra e manutencdao do barril, vida util limitada do casco,
necessidade de amplo espaco fisico e manutengdo do produto. Com isso, tem-se ampliado o
uso de técnicas alternativas para obtencdo de produtos com qualidade sensorial semelhante.
Dentre estas alternativas, pode se destacar o uso de lascas de madeira combinado a cascos
metalicos — ndo pereciveis, ao contrario de cascos organicos —, representando uma via
economicamente mais acessivel (GARCIA-ALCARAZ et al., 2020; PETROZZIELLO et al., 2020).

No envelhecimento utilizando chips, um dos principais fatores a ser considerado é a area
de contato entre a madeira e a bebida, buscando aproximar-se ao maximo da operacao
tradicional, para obtengdo de produtos semelhantes. Porém, diferengas sao relatadas mesmo
com um bom ajuste deste parametro. ARAPITSAS et al. (2004) compararam dois processos
ndo convencionais, com chips, em que a area superficial total de madeira em contato com a
bebida era mantida constante mas o tamanho dos chips era modificado, relatando que a
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extracdo de certos compostos organicos, como o guaiacol, é dependente do tamanho dos
chips. Além disso, ao avaliarem o envelhecimento utilizando barril comparativamente ao
envelhecimento com chips de area superficial total semelhante, os autores relatam que os
produtos finais obtidos apresentam varia¢gdes na concentracdo de diversos componentes
fendlicos, como o acido siringaldeido, que teve uma concentracgao significantemente maior no
envelhecimento ndo convencional.

De acordo com ORTEGA-HERAS et al. (2010), a concentracdo de antocianinas é uma das
principais diferengas encontrada entre vinhos envelhecidos utilizando chips de madeira e
aqueles envelhecidos em barril de mesmo material. Os autores relatam que o método
alternativo pode levar a produtos de caracteristicas sensoriais préximas as de produtos
envelhecidos tradicionalmente por poucos meses. De forma semelhante, ORTIN et al. (2008)
constataram que a liberagcdo de compostos fendlicos por chips é inicialmente intensa,
estabilizando em sequéncia e decaindo apds 3 meses. Com isso, o uso desta técnica pode
fornecer produtos semelhantes aqueles obtidos com envelhecimento tradicional de curto
tempo, ainda que com diferengas na composicao de fendlicos. Porém, produtos envelhecidos
tradicionalmente por um longo periodo possuem caracteristicas que nao sao atingidas com o
uso do método alternativo.

2.3 Compostos Fendlicos

Compostos fendlicos sdo substancias antioxidantes que possuem um anel aromatico
ligado a uma ou mais hidroxilas, sendo divididos em dois grupos principais: flavonoides (como
flavonas e antocianinas) e nao-flavonoides (como acidos fendlicos). Sdo as substancias de
maior impacto sensorial em bebidas envelhecidas, junto com as lactonas, acidos graxos,
carotenoides e polissacarideos (GRANATO et al., 2016; HIC et al., 2021).

Os principais compostos fendlicos detectados em bebidas envelhecidas sdao o
coniferaldeido, sinapaldeido, siringaldeido, cumarina e vanilina, que podem posteriormente
ser convertidos em outros ésteres ou acidos na solucao (AQUINO, 2004). Na Figura 2.4, indica-
se estes principais componentes assim como alguns de seus derivados, obtidos no
envelhecimento realizado tradicionalmente utilizando Carvalho. E importante ressaltar que a
madeira empregada no processo ird implicar em um perfil distinto de fendlicos no produto
final (RODRIGUES, 2013).

2.3.1 Técnicas para identificacGo e quantificagdo de compostos fendlicos

A quantificacdo de compostos fendlicos é realizada principalmente através da
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid
Chromatography) e da Cromatografia Gasosa (GC, do inglés Gas Chromatography). Nessas
técnicas cromatograficas, a amostra é transportada por uma fase moével liquida e gasosa,
respectivamente, através de uma fase estacionaria imiscivel e fixa. A diferenca de mobilidade
dos componentes em cada uma das fases leva a formacado de bandas ou zonas discretas que
sdo analisadas de forma qualitativa ou quantitativa. Estas técnicas permitem identificar e
qguantificar compostos fendlicos de forma especifica, porém com um alto custo associado
(KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013; SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2009). Além disso, as
técnicas sdao consideradas invasivas, pois requerem a extracdo de amostras da matriz original,
e destrutivas, pois estas amostras sdo destruidas durante a analise.
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Figura 2.4: Principais compostos fendlicos extraidos do Carvalho no processo de
envelhecimento tradicional
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Fonte: RODRIGUES (2013)

Técnicas espectrofotométricas, como os métodos de Folin-Denis (F-D) e Folin-Ciocalteu (F-
C), sdo muito utilizadas para a quantificacdo de compostos fendlicos totais. Os reagentes de
Folin, que contém tungsténio e molibdénio, sdo reduzidos ao entrar em contato com
compostos fendlicos, formando complexos de cor azul que podem ser detectados em
absorbancias préximas a 760 nm. A Figura 2.5 ilustra essa reacdo para o reagente de Folin-
Ciocalteu, que se difere por sua maior proporcao de molibdénio, conferindo uma maior
sensibilidade a técnica de F-C quando comparada a de F-D (SANCHEZ-RANGEL et al., 2013).

Figura 2.5: Reagdo entre acido gdlico e reagende Folin- Ciocalteu em meio basico
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Fonte: OLIVEIRA et al. (2009)

Apesar de muito utilizadas, as técnicas de F-C e F-D requerem multiplas etapas de
preparagao e sao destrutivas a amostras, gerando residuos quimicos. Além disso, ambos os
métodos podem sofrer desvios devido a presenca de outros compostos redutores que
interagem com o reagente de Folin, como 4acido ascérbico e glicose, e ndo detectam todos
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compostos fendlicos existentes. Assim, pode-se ter diferencas significativas entre os
resultados obtidos por essas técnicas e aqueles obtidos por cromatografia (STALIKAS, 2007).

Diante disso, o estudo de alternativas ndo destrutivas para a quantificacdo de compostos
fendlicos totais tem crescido nos ultimos anos. CARVALHO et al. (2020) utilizaram
espectroscopia por fluorescéncia, em conjunto com ferramentas quimiométricas, para
desenvolver modelos preditivos de quantificacdo de compostos fenélicos totais em cachacgas
envelhecidas com Amburana, avaliando concentracbes entre 0,1 e 1561,75 mg EAG L. Para
melhorar a qualidade de previsdo, os autores separaram as amostras em subgrupos, conforme
a concentracdo, construindo modelos lineares distintos que utilizavam entre 2 e 5 variaveis.
As varidveis empregadas foram pares de Emissdo/Excitagdo selecionados através de métodos
de otimizagao estocastica, do tipo Otimizagdo de Col6nias de Formigas (Ant Colony
Optimization — ACO) (RANZAN, 2021).

O método por fluorescéncia ndo necessita da preparagdo prévia das amostras e nao é
destrutivo, tendo, portanto, potencial para ser aplicado diretamente no processo, com o uso
de sensores especificos que facam a medicao das varidveis de interesse de forma ndo invasiva,
ou seja, sem a necessidade da retirada de amostras da matriz original. Com isso, seria possivel
acompanhar a concentracdao de compostos fendlicos durante o envelhecimento da bebida
continuamente, sem a perda de produto.

2.3.2 Espectroscopia por fluorescéncia

A absorcao de radiacdo 6tica em determinados comprimentos de onda — conhecidos como
banda de excitacdo — e a emissdo de parte desta radiacdo em outros comprimentos — banda
de emissdao — da origem ao fendmeno geral da fotoluminescéncia. Este fen6meno pode ser
dividido em fosforescéncia e fluorescéncia, distinguindo-se entre eles de acordo com o tipo
de transicdo elétrica envolvida na emissao (ZWINKELS; DEROSE; LELAND, 2014).

O Diagrama de Jablonski, exibido na Figura 2.6, ilustra os niveis de energia de uma
molécula fotoluminescente tipica. Quando um de seus elétrons absorve energia e é excitado,
a molécula transiciona rapidamente — entre 1014 e 10'° segundos — de seu estado eletrénico
fundamental de energia (So) para um estado eletronico excitado singleto (S1 ou Sz). Em
sequéncia, a moléculaird retornar ao seu estado eletronico fundamental através de diferentes
mecanismos. Caso a molécula retorne a seu estado So diretamente a partir de um estado S1
ou Sz, emitindo um féton de radiacdo, tem-se o fenémeno da fluorescéncia. Em algumas
situagGes, porém, a molécula pode transicionar para um estado excitado tripleto (S3). Neste
caso, o retorno ao estado So serd associado ao fendmeno da fosforescéncia (SKOOG; HOLLER;
CROUCH, 2009).

A diferenca entre o tempo de emissdo e de excitacdo é chamada de vida util, estando
normalmente entre 101°-10% s para a fluorescéncia, e entre 103— 10 s para a fosforescéncia.
Antes de retornar a seu estado fundamental, moléculas excitadas dissipam energia através de
colisGes com outras moléculas do meio. Com isso, a emissdao passa a ter uma menor energia,
traduzida em menores frequéncias e maiores comprimento de onda, do que a excitagdo, em
um fendmeno chamado de deslocamento de Stokes (SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2009;
ZWINKELS; DEROSE; LELAND, 2014).
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Figura 2.6: Diagrama de Jablonski para um sistema fotoluminescente
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Em compostos fluorescentes, chamados fluoréfloros, a fluorescéncia pode ser classificada
em intrinseca, quando ocorre naturalmente, ou extrinseca, quando necessita de aditivos que
alterem as propriedades espectrais da amostra. Em alimentos e bebidas, tem-se uma
variedade de compostos fluorescentes, como: aminodcidos, polifendis, flavinas, derivados de
reacbes de Maillard, aditivos (como corantes e antioxidantes) e contaminantes (como
aflatoxinas). Cada composto possui um espectro de fluorescéncia caracteristico, que, em
associacao a técnicas quimiométricas, pode trazer informacdes sobre a composicdo da
amostra. Com isso, a fluorescéncia tem se tornado uma importante ferramenta analitica para
o controle de qualidade dentro da industria de alimentos (LAKOWICZ, 2006).

Os equipamentos utilizados para medicdao de fluorescéncia sdao os fluorimetros e os
espectrofluorimetros. Ambos sdo constituidos por transdutores, uma fonte de excitacao, um
sistema computacional para calculo dos valores obtidos, um seletor de emissdao e um seletor
de excitacdo. Distingue-se os fluorimetros dos espectrofluorimestros pelos seletores
utilizados: filtros no primeiro e monocromadores no segundo (SKOOG; HOLLER; CROUCH,
2009).

Na fluorescéncia, pode-se obter espectros de emissdo, de excitacdo e de emissdo-
excitacdo (EEM). O espectro de emissdo é obtido pela varredura dos comprimentos de onda
de emissdo, em um comprimento de onda de excitacao fixo. J& um espectro de excitacao é
obtido mantendo o comprimento de emissao fixo e alterando-se o comprimento de excitacao.
O espectro EEM é obtido pela coleta simultadnea de combinagdes entre comprimentos de onda
de excitacdo e de emissao, com resultados sendo representados na forma tridimensional ou
por graficos de contorno (PATRA; MISHRA, 2002).
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2.4 Ultrassom

Ultrassom refere-se a ondas sonoras com frequéncia acima de 16 kHz, ultrapassando o
limite auditivo humano. Em suas aplicagdes, o ultrassom é normalmente dividido em alta
frequéncia (2 —10 MHz), ondas de baixa energia empregadas usualmente na medicina, e baixa
frequéncia (20 — 1000 kHz), ondas de alta energia mais utilizadas na industria (SILLANPAA;
PHAM; SHRESTHA, 2011).

Em liquidos, os efeitos produzidos por ultrassom sao relacionados principalmente ao
fendmeno da cavitagdo, ilustrado na Figura 2.7. As ondas sonoras se propagam em séries de
compressoes e rarefagdes nas moléculas do meio e, ao atingir energia suficiente, o ciclo de
rarefacdo excede as forgas atrativas das moléculas, formando bolhas de cavitacdo a partir de
nucléolos de gas existentes no fluido. As bolhas formadas seguem crescendo ao longo dos
proximos ciclos até atingirem dimensdes instaveis e colapsarem de forma violenta, levando a
regioes de temperaturas e pressoes extremas (SORIA; VILLAMIEL, 2010).

Figura 2.7: Fen6meno de cavitacdo induzida por ultrassom
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Fonte: Adaptado de DE CASTRO e CAPOTE (2007)

LORIMER e MASON (1987) descrevem o comportamento da cavitacdo como inversamente
proporcional a frequéncia do ultrassom utilizado. Conforme a frequéncia aumenta, a
producdo de bolhas diminui e a cavitacdo é mais branda; conforme a frequéncia diminui, tem-
se mais bolhas e uma cavitacdo mais violenta. Além disso, a viscosidade e a temperatura irdo
influenciar no fenébmeno: liquidos viscosos dificultam a formacdo de bolhas e
consequentemente a cavitacdo; maiores temperaturas levardo a mais nucléolos de gas
formados em solucdo, favorecendo a formacao de bolhas. Porém, a temperatura tera um valor
6timo conforme o meio reacional, que se ultrapassado pode dificultar a cavitacdo devido ao
aumento da pressao de vapor.

A cavitacdo esta associada a ocorréncia de multiplos fendmenos fisicos e quimicos em
liguidos. As altas temperaturas derivadas do colapso de bolhas podem levar a degradacdo de
moléculas de agua, produzindo de radicais livres H* e OH", ambos altamente reativos e que
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levam a multiplas reacdes secundarias no meio. As altera¢des bruscas de volume em regides
do liquido durante a cavitacdo sdo vinculadas a elevadas forcas de cisalhamento, que podem
emulsificar liquidos originalmente imisciveis. Além disso, o colapso de bolhas pode alterar as
caracteristicas do meio e facilitar reacdes de liquidos com superficies sélida (SUSLICK, 1989).
Assim, o ultrassom tem amplo emprego na industria de alimentos, sendo utilizado em
processos como cozimento, filtracdo, emulsificacdo, oxidacao, cristalizacdo e extracao.

Diferentes estudos relatam o potencial do ultrassom para intensificar a extracdo de
componentes vegetais (CARRERA et al., 2012; OROIAN; URSACHI; DRANCA, 2020; PALMA et
al., 2021). A Figura 2.8 ilustra o mecanismo da cavitagdo nestes processos: uma bolha de
cavitacdo formada proxima a parede vegetal (a), ird formar micro jatos de alta velocidade ao
explodir (b, c), levando a uma ruptura na parede vegetal da matriz de extracdo, que sendo
simultaneamente exposta a altas temperaturas locais, leva a maior liberagao de compostos
de interesse (d). Além de aumentar a liberacdo de componentes e a seletividade, o uso de
ultrassom em processos extrativos também reduz o tempo de operagdo e o uso de solventes
quimicos, aumentando a qualidade do produto final e sendo uma alternativa ambientalmente
vantajosa, com menor numero de residuos (CHEMAT,; ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011).

Figura 2.8: Influéncia da cavitacao na liberacao de solutos de uma matriz vegetal ao meio
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Fonte: CHEMAT; ZILL-E-HUMA; KHAN (2011)

Tendo em vista que o envelhecimento se baseia principalmente na extracdo de
componentes vegetais aos produtos, o potencial do ultrassom para o envelhecimento nao
convencional de alimentos e bebidas tem se tornado foco de estudos (COCITO; GAETANO;
DELFINI, 1995; ELIZABETH ROGERSON, 2016; SORIA; VILLAMIEL, 2010). O ultrassom tem se
mostrado um facilitador do processo tanto em casos dependentes somente da reacdo de
compostos disponiveis previamente na bebida, como em processos dependentes da extracao
de componentes de madeira (CALDEIRA et al., 2004; CHANG, 2003).

CHANG e CHEN (2002) avaliaram os efeitos de sucessivos tratamentos com ultrassom
20 kHz para acelerar o envelhecimento de bebidas chinesas derivadas do arroz e do milho,
comparando-as com versdes que repousaram tradicionalmente por um ano. Cada tratamento
consistia na passagem do liquido por um canal onde placas vibracionais emitiam ultrassom e,
em seguida, na posterior armazenagem deste em um tanque distinto. A bebida de arroz
tratada 16 vezes com esse processo apresentou pH e teor alcodlico semelhantes aquela
envelhecida tradicionalmente, mas com uma redugao de aproximadamente 30% no teor
acetaldeido, resultando em melhores caracteristicas sensoriais. O vinho de milho submetido
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ao tratamento ultrassdnico, por outro lado, teve maiores niveis de dlcoois fuseis e menor
concentracdo de acetato de etila do que aquele envelhecido, compostos que trazem aromas
desagradaveis ao produto.

JIMENEZ-SANCHEZ et al. (2020) avaliaram os efeitos do envelhecimento de vinagre de
Jerez em barris de aco, utilizando 5 grama de lascas de madeira (Carvalho americano e
Carvalho espanhol) por litro de liquido e empregando ultrassom de 28 kHz com o uso de uma
sonda em cada barril. Paralelamente, realizou-se também o envelhecimento tradicional do
vinagre em barris de madeiras correspondentes, para fins comparativos. Constatou-se que
apos 4 dias realizando ciclos intercalados de ultrassom e descanso (5 e 25 minutos para cada,
respectivamente) ja havia se obtido produtos semelhantes aqueles que passaram por um ano
de envelhecimento tradicional, sendo que as caracteristicas organolépticas de cada produto
estavam associadas a madeira utilizada.

Utiliza-se principalmente dois tipos de dispositivos nas operagdes com ultrassom de baixa
frequéncia: banho ultrassoénico ou sondas, ilustrados respectivamente na Figura 2.9 (a) e (b).
0 banho ultrassonico é mais utilizado em escala laboratorial e tem um menor custo associado,
porém apresenta algumas desvantagens, como: baixa reprodutibilidade, dificil controle de
temperatura e perda de poténcia fornecida diretamente ao sistema analitico, dependendo do
tipo e grossura do recipiente utilizado assim como da posi¢ao dele no banho. Sondas sado
equipamentos que evitam as desvantagens listadas para banhos, tendo maior intensidade
ultrassénica — fornecida por uma superficie menor e diretamente ao meio analitico — maior
controle do operador, maior adaptabilidade e diversidade comercial.

Figura 2.9: Equipamentos utilizados em operag¢des com ultrassom

——Transdutor

tanque de aco

> h
Inoxidavel
Saida de ayua

Transdutores
ligados a base

Entrada de dgua

(a) (b)

Fonte: Adaptado de VERRUCK; PRUDENCIO (2018)
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3 Materiais e Métodos

Todos os ensaios descritos neste item foram realizados no Laboratério de Controle e
Integracdo de Processos (LACIP) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

3.1 Cachaga e Madeira

Neste estudo, foi utilizada a cachaga nao envelhecida comercial da marca 51®, com teor
alcodlico de 39% (v/v). Para realizagdo do envelhecimento foram utilizadas lascas (chips) de
Amburana (Amburana Cearenses) com tosta média e granulometria variada, exibidas na
Figura 3.1, adquiridas da tanoaria Mesacaza.

Figura 3.1: Lascas de Amburana de tosta média e granulometria variada

Fonte: Autoria Prépria

3.2 Envelhecimento nao convencional

No presente estudo, quatro configuracdes de envelhecimento ndao convencional foram
inicialmente avaliadas, visando investigar a influéncia do ultrassom de baixa frequéncia e da
temperatura. As configuracdes empregadas foram:

A. Envelhecimento a temperatura ambiente (19°C + 2°C ) e sem ultrassom;
B. Envelhecimento com ultrassom e a temperatura ambiente (20°C £ 2°C);
C. Envelhecimento com aquecimento (41 °C = 2°C) e sem ultrassom;

D. Envelhecimento com ultrassom e com aquecimento (41°C + 2°C).

Através de experimentos prévios estabeleceu-se que a concentracdo das lascas de
madeira a ser utilizada em cada amostra seria fixa e igual a 5 g L™*. Foram pesados, para cada
configuracdo citada anteriormente, 1,25 g de chips e em sequéncia combinou-se os mesmos
a 250 mL de cachaca em frascos tipo Erlenmeyer, a temperatura ambiente.

Para avaliar o efeito do ultrassom, os ensaios foram conduzidos em Banho Ultrassonico,
com capacidade de 6L e frequéncia igual 40kHz (SSbu, MyLabor), indicado na Figura 2-A. A
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temperatura do banho foi controlada manualmente, de forma a permanecer dentro de faixas
especificadas para as configuracbes (B) e (D). Para avaliar o efeito da temperatura
isoladamente, configuracdo (C), utilizou-se Banho Maria com Circulacdo (SL-154, Solab),
indicado na Figura 2-B. Para verificar o envelhecimento sem efeitos adicionais, configuracao
(A), as amostras permaneceram em repouso a temperatura ambiente, em frascos fechados e
sem protecao de luz. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Além disso, foram
coletadas amostras de cada Erlenmeyer em intervalos de 30 min, durante um periodo de 420
minutos.

Figura 3.2: Equipamentos utilizados: (A) Banho ultrassénico e (B) Banho Maria

Fonte: Autoria propria

3.3 Analise de compostos fendlicos totais

Durante cada ensaio de envelhecimento, foram retiradas aliquotas de 1,25 mL das
solugdes a cada 30 minutos, para acompanhar a concentracdao de compostos fendlicos. A
variagado total de volume das solugdes durante o experimento foi igual a 7%, considerando-se
a mesma desprezivel na dinamica de extracdao dos componentes vegetais. Considerando cada
triplicada realizada, ao todo 168 amostras foram coletadas e armazenadas a baixa
temperatura (4°C), protegidas de luz, para posterior andlise de compostos fendlicos totais.

A determinacdo dos compostos fendlicos totais foi realizada pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS,
1999). Para a analise, retirou-se de cada amostra uma aliquota de 200 pL que foi
homogeneizada com 850 uL de agua ultrapura e uma aliquota de 100 uL de reagente Folin-
Ciocalteu 2N. No periodo entre 30 segundos e 8 minutos apds a adicdao de Folin-Ciocalteu, 850
pL de Na2COs3 a 7% (m/v) foram adicionados. Cada solu¢do permaneceu em repouso por 1 hora
a temperatura ambiente e protegida da luz. Apds este periodo de descanso, a absorbancia foi
medida a 765 nm em Espectrofotémetro UV-VIS (16002, Pré-andlise).

A quantificacdo dos compostos fendlicos foi realizada utilizando uma curva padrdo de
acido galico com concentracdes variando de 0,5 a 8 mg L. Os resultados foram expressos em
miligrama de Equivalente de acido galico por litro de amostra (mg EAG L?). A concentracdo
zero, também conhecida como Branco, foi considerada igual a da cachaca original. Para isso,
realizou-se a medicdo da absorbancia de uma amostra de cachaca nao envelhecida, preparada
conforme as etapas previamente descritas, e o valor desta foi descontada das absorbancias
de cada ponto lido posteriormente.
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3.4 Meétodo alternativo para quantificagdo de fendlicos utilizando Espectroscopia
por Fluorescéncia

3.4.1 Preparagdo de amostras

Apds os experimentos em diferentes configuragdes, realizou-se um novo ensaio de
envelhecimento ndo convencional, também por um periodo de 420 minutos, a fim de avaliar
a quantificacdo de fendlicos utilizando os modelos preditivos baseados em fluorescéncia
apresentados em CARVALHO et al. (2020).

Prepararam-se inicialmente trés solu¢des de 400 mL e concentrac¢do de 5 g chips L%, que
foram imersas em sequéncia no banho ultrassonico. Em intervalos de 30 minutos, durante o
envelhecimento, aliquotas de 2 mL foram retiradas de cada solugdo. Estas aliquotas eram
homogeneizadas entre si para preparacao de uma amostra, de volume igual a 6 mL, que seguia
para aquisicao dos espectros de fluorescéncia.

3.4.2 Andlises

Os espectros de fluorescéncia foram medidos com o equipamento Horiba Fluoromax-4,
equipado com uma lampada de xendnio de 150 W. As medicOes foram feitas na faixa de
comprimentos de onda de excitacdo entre 260 e 600 nm e emissao entre 290 e 850 nm, com
incremento de 10 nm. Cada espectro de fluorescéncia foi obtido como uma matriz de tamanho
57 x 35, contendo intensidade de fluorescéncia de 1995 pares de excitacdo/emissdo. Cada um
dos espectros de fluorescéncia (referente a cada mistura) foi posteriormente desdobrado em
um vetor de dimensdo 1 x 1995, sendo a linha referente a amostra e as colunas contendo as
informacgdes referentes a intensidade de fluorescéncia dos pares de excitacdo/emissdo. Os
espectros de fluorescéncia foram medidos em triplicata.

A quantidade total de fendlicos de cada amostra também foi quantificada pelo método de
Folin-Ciocalteau, descrito na secdo 3.2. As concentracdes obtidas por este método foram
referéncia para os cdlculos tedricos, sendo consideradas como as concentragdes reais. Além
disso, com base na faixa de valores encontrados, se definiu qual dos modelos preditivos
desenvolvidos por CARVALHO et al. (2020) seria utilizado para quantificacdo baseada em
fluorescéncia. No Anexo A, pode-se encontrar as métricas relacionadas a cada modelo
preditivo desenvolvido pelos autores e as faixas de concentra¢do associadas aos mesmos.

As ferramentas quimiométricas utilizadas foram implementas em Python 3.8.2. Antes dos
dados serem aplicados ao modelo selecionado, as matrizes de fluorescéncia passaram por
uma fase de pré-processamento de dados, com Padronizacdo Normal de Sinal (SNV). As
métricas utilizadas para avaliar compatibilidade do modelo foram: raiz quadrada do erro
médio (RMSE), erro percentual absoluto médio (MAPE) e coeficiente de determinagdo (R?). O
RMSE, MAPE e R? sdo calculados conforme as equagdes (3.1), (3.2), (3.3), onde y é a variavel
predita pelo modelo; y a variavel observada (concentragdo obtida pelo método de Folin); ¥y o
valor médio de y; n o nUmero de amostras.

RMSE = /izi(yi - 9)? (3.1)
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MAPE = =22 51 |yyi| (3.2)
2 _ 4 IimpD?
R =150 3.3)

Apds a avaliagdo do modelo original, realizaram-se novas reparametrizacdes para o
mesmo conjunto de varidveis, utilizando regressao Ridge com diferentes bases de dado
(MCDONALD, 2009). Para evitar problemas de aleatoriedade, utilizou-se o método de
validagdo cruzada para separagao dos dados em cada caso. Este método separa os dados
originais em k subgrupos (dobras) com por¢des distintas de treino e teste, conforme ilustrado
na Figura 3.3, avaliando o modelo para cada dobra e retornando ao fim o resultado médio
entre elas . As métricas avaliadas foram, novamente, o MAPE, a RMSE e o R2.

Figura 3.3: Validagao cruzada em k dobras
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Fonte: Autoria prépria
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4 Resultados

4.1 Envelhecimento ndao convencional

Conforme mencionado na se¢do 3, a cachaca utilizada para a preparag¢do das amostras nao
foi submetida a nenhum envelhecimento prévio, sendo incolor e com concentragao inicial de
compostos fendlicos considerada igual a zero em todos os casos. Apds entrar em contato com
os chips de madeira, as amostras foram imediatamente submetidas aos ensaios de
envelhecimento. Verificou-se que a coloragdo de todas as amostras sofreu alteracdes ao
decorrer dos ensaios, indicando a incorporagao de componentes da madeira ao liquido. Na
Figura 4.1, ilustra-se o aspecto visual de uma amostra, ao longo da operagdao com banho
ultrassonico e aguecimento.

Figura 4.1: Amostra envelhecidas a 41°C em banho ultrassénico de 40 kHz

30 min 60 ﬂn “ n 15g min 1Wmn
¥ <q )
240 min 270 min 300 min @ min 4ﬂl’mn

&

Na Figura 4.2 apresentam-se os teores de compostos fendlicos totais encontrados para
cada amostra durante o processo de envelhecimento alternativo, assim como os desvios
associados. As siglas indicam a configuracdo do processo utilizada, sendo: envelhecimento a
temperatura ambiente e sem ultrassom (A); envelhecimento com ultrassom e a temperatura

ambiente (B); envelhecimento com aquecimento e sem ultrassom (C); envelhecimento com
ultrassom e com aquecimento (D).

Fonte: Autoria prépria

A operacdo realizada a temperatura ambiente e sem ultrassom (configuracdo A), levou as
menores concentracdes de compostos fendlicos, que variaram de 7,28 + 0,40 mg EAG L até
24,79 + 1,43 mg EAG L. Com o emprego do banho ultrassénico e mantendo-se a temperatura
ambiente (configuracdo B), a concentracdo de compostos fendlicos encontrada variou de
13,12 +0,83 mg EAG L até 43,28 + 4,36 mg EAG L'1. O emprego de aquecimento (configuracdo
C) e seu uso combinado ao ultrassom (configuracdo D) levaram a maiores concentracoes de
fendlicos em todo periodo de ensaio, variando de 24,92 + 5,75 mg EAG L até 59,37 + 3,82 mg
EAG L%, para configuracdo C, e entre 23,23 + 1,83 mg EAG L' e 66,92 + 3,44 mg EAG L}, para
configuracdo D. Nota-se que, para as configuracdes B, C e D, necessitou-se de um tempo
consideravelmente menor para atingir a concentracdo maxima obtida por A, sendo que apds
120 minutos destas operacdes, todas ja exibiam teor de fendlico superior ao do
envelhecimento sem efeitos adicionais.
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Na Figura 4.2, observou-se também que os desvios verticais, associados as diferencas de
concentracdo entre as configuracdes de envelhecimento, indicavam faixas de variacdo
consideraveis. Estes grandes desvios podem ser causados pela granulometria heterogénea
dos chips, que leva a uma razdo area/volume diferente em cada amostra, impactando no
transporte de massa. Para verificar estatisticamente se hda diferenca entre os métodos,
decidiu-se entdo realizar o teste de Tukey, com significancia de 0,05, avaliando em cada ponto
de tempo se estatisticamente ha diferenca entre as curvas (ABDI; WILLIAMS, 2010). De acordo
com o teste, o método A e B levam a resultados estatisticamente semelhantes somente aos
30 minutos de operacdo; apds esse ponto, os métodos permanentemente levam a
concentragdes distintas. Os métodos A e B também foram identificados como sempre
distintos dos métodos C e D. Porém, os dois ultimos levam a resultados estatisticamente iguais
entre si, ao longo de todo intervalo de operacgao, sugerindo que ndao ha diferenca entre o
emprego de cada um.

Figura 4.2: Concentragdo de fendlicos totais em cachacgas envelhecidas sob diferentes
configuracgdes: (A) a temperatura ambiente e sem ultrassom, (B) envelhecimento com
ultrassom e a temperatura ambiente, (C) envelhecimento com aquecimento e sem
ultrassom, (D) envelhecimento com ultrassom e com aquecimento
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Fonte: Autoria Prépria

CARDELLO; FARIA (2000) encontraram, para trés diferentes cachagcas comerciais
envelhecidas em Carvalho, concentragdes totais de fendlicos entre 40,04 e 54,05 mg de acido
tanico equivalente por litro; as amostras envelhecidas nas configuracdes C e D potencialmente
superam estes teores apos 7 horas de envelhecimento. SANTIAGO et al. (2014) encontraram,
avaliando com HPLC os principais fendlicos associados a madeira, uma concentracao total
igual a 20,049 mg EAG L, para cachaga comercial envelhecida por 12 meses em um barril de
Amburana de 130 L; valor inferior a todas as concentracdes finais obtidas nos ensaios aqui
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realizados. Por outro lado, SANTIAGO, CARDOSO e NELSON (2017), avaliando também por
HPLC, relatam concentracdo total de fendlicos igual a 88,66 mg L para cachaca envelhecida
pelo mesmo periodo, em um barril de Amburana de 20 L; valor superior a todas as
concentragdes encontradas no presente estudo. RANZAN (2021), ao utilizar o método de
Folin-Ciocalteu para avaliar o teor de fendlicos de trés cachacas comerciais envelhecidas por
um ano com Amburana, relata concentracdes iguais a 264,36 e 132,16 mg EAG L*! para
cachacas do mesmo produtor, e 78,56 mg EAG L para uma de produtor diferente, reforcando
a baixa padronizag¢ao nos produtos comerciais.

As diferencas entre valores de literatura podem ser associadas as condicGes operacionais,
sendo que parametros como drea de contato, condicdes ambientais, tempo de
envelhecimento, madeira utilizada e teor alcodlico da bebida influenciam no processo. No
presente estudo, além do emprego de ultrassom e aquecimento, o uso de chips pode ser a
causa da diferenca entre a concentracdo de fendlicos experimental e a de literatura; ainda
que arelagdo area/volume do envelhecimento com chips fosse igual a do envelhecimento com
barril, diferencas seriam encontradas, como mencionado previamente (ARAPITSAS et al.,
2004). Assim, ndo é possivel saber qual dos efeitos (uso de temperatura, ultrassom ou chips)
ocasiona a diferenga entre os teores aqui encontrados e os teores da literatura. Cabe ressaltar
também que, ndo foi realizada uma avaliacao individual de componentes fendlicos presentes
em cada solucgdo e, portanto, o perfil de cada amostra é desconhecido.

Avaliando a diferenca de concentracao média entre as configuracdes A, B e C, ao longo de
420 minutos, é possivel identificar qual dos parametros individuais (temperatura ou
ultrassom) exerce a maior influéncia na obtencao de compostos fenélicos dentro dos ensaios
realizados. Em comparacdo a operacdo a temperatura ambiente (19°C), a extracdo sem
ultrassom e a41°Clevou a um aumento de 139% no teor final de fendlicos, enquanto somente
o uso de ultrassom, com temperatura média aproximadamente idéntica (20°C), levou a um
aumento de 78%. Com isso, pode-se notar que a temperatura demonstra ser o parametro
individual de maior impacto. TAO, ZHANG e SUN (2014), ao avaliarem a cinética de liberacdo
de compostos fendlicos de chips de Carvalho sob a influéncia de ultrassom (25 kHz) e
diferentes temperaturas (10°C — 25°C), relatam de forma semelhante que, apesar da
densidade acustica influenciar na liberacdo de compostos fendlicos, a temperatura é o
parametro mais relevante para intensificacdo da transferéncia de massa.

Aumentos de temperatura irdo influenciar positivamente diferentes parametros cinéticos
e termodindamicos da extracdo, como coeficiente difusivo e solubilidade de analitos no meio
reacional, intensificando assim a eficiéncia do processo (AGU et al., 2021; BUCIC-KOJIC et al.,
2013). O ultrassom, por outro lado, ird influenciar processos extrativos através dos efeitos da
cavitacdo, conforme descrito previamente na se¢do 2.4, sendo que o aumento ou a diminuicdo
deste fendmeno ird impactar na obtencdo de produtos (CHEMAT,; ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011).
Assim, ainda que a temperatura influencie positivamente na cinética de reacdo da extracdo, a
contribuicdo especifica do ultrassom pode tanto ser intensificada quanto prejudicada por este
parametro, ja que a temperatura aumenta a cavitacdao dentro de uma determinada faixa e
prejudica o fendbmeno caso esses valores sejam excedidos (MASON; PANIWNYK; LORIMER,
1996).

A dualidade de efeitos associadas ao aquecimento pode explicar por que, neste estudo, a
incorporagdo do ultrassom levou a mudangas mais significativas quando realizada no processo
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de menor temperatura: a diferenca de concentracdo média final entre as operacdes A e B
(ambas a temperatura ambiente) foi de 78%, enquanto a diferenca entre as concentracdes
médias finais da operacdo C e D (ambas a 41°C) foi inferior a 13%, sendo inclusive consideradas
estatisticamente iguais pelo método de Tukey.

O aumento da temperatura, portanto, melhora de forma geral os resultados da extracao,
mas ao mesmo tempo pode prejudicar o fenébmeno da cavitacao, reduzindo a relevancia do
ultrassom o processo. Maiores estudos sdo necessarios para identificar a temperatura étima
de cavitacdo, ja que esta ird depender de fatores como frequéncia do ultrassom utilizado,
densidade acustica e solvente utilizado (ENTEZARI; KRUUS, 1996).

Como mencionado previamente, o perfil de fendlicos encontrado em cada amostra ndo é
conhecido e, portanto, ndo é possivel avaliar se as diferentes configuragdes levaram a
incorporacdo ou degradacdo preferencial de componentes especificos. Considerando que o
objetivo do envelhecimento é enriquecer o aspecto sensorial das bebidas, a presenca de
componentes especificos que sejam percebidos positiva ou negativamente pelo paladar é um
parametro crucial para a qualidade do processo. Neste estudo, ndo foram realizados testes
sensoriais, ndo sendo possivel identificar qual método seria mais benéfico ao produto final em
termos de preferéncia do consumidor.

4.2 Analise de compostos fendlicos por espectroscopia de fluorescéncia

A Tabela 4.1 exibe a concentracdo total de compostos fenélicos encontrados para cada
ponto da repeticdo realizada, que variou de 27,44 + 2,17 mg EAG L até 67,67 + 1,71 mg EAG
L'L. Estes valores s3o compativeis com os relatados na subsec3o 4.1.1, para o processo de
mesma configuragao, sendo que a diferenga mais significativa entre os valores encontrados
foi de 15%, aos 30 minutos, decaindo para aproximadamente 1% aos 420 minutos.

Tabela 4.1: Teor de compostos fendlicos de cachaca envelhecida a 41°C em banho
ultrassénico de 40 kHz

Tempo Compostos fendlicos totais
(minutos) (mg EAG L1)
30 27,44 +2,17
60 37,15 +1,23
90 44,56 +1,90
120 46,44 +0,64
150 50,09 +0,78
180 55,92 10,85
210 57,38 10,65
240 60,06 0,24
270 60,58 +1,65
300 63,56 *3,60
330 65,85 +1,99
360 67,96 0,70
390 65,66 +1,30
420 67,67 +1,71

Fonte: Autoria Prépria
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A Figura 4.3 mostra o espectro de fluorescéncia das amostras ao longo do processo de
envelhecimento ndo convencional. A cachaca original, que ndo passou por esse processo, é
apresentada no minuto 0, portanto, ndo apresenta fendlicos na sua composic3o. E possivel
observar mudancas significativas nas regidoes de fluorescéncia. A cachaca sem envelhecimento
apresenta a maior intensidade de emissdo entre as amostras, com duas regides de emissdo
de fluorescéncia definidas, entre 350 e 450 nm e entre 650 e 800 nm, ambas para excitacdes
entre 200 e 325 nm. Apds 30 minutos de envelhecimento, com o aumento da concentracdo
de fendlicos, nota-se uma reducdo na intensidade de emissdo e, também, que as bandas
iniciais foram suprimidas, com a amostra passando a apresentar somente uma regido de
emissdo entre 400 e 600 nm, para excitacdes entre aproximadamente 200 e 400 nm.

Figura 4.3: Espectros de Fluorescéncia de amostras envelhecidas a 41°C em banho
ultrassonico de 40 kHz
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Conforme a concentracdo de fendlicos cresce, a intensidade de emissdo continua a ser
reduzida, ocorrendo também um leve deslocamento da banda para regides de maior
excitacdo, entre 300 e 450 nm, como pode ser observado na Figura 4.3, com o aumento do
tempo de envelhecimento de cada amostra. A reducdo de intensidade de emissdao observada,
assim como a supressao das bandas encontradas para a cachaga nao envelhecida, podem
estar associadas ao aumento da concentragdo de componentes que absorvem energia sem
emitir radiacdo nos comprimentos de onda estudados, como sugerido por CARVALHO et al.
(2020).

4.2.1 Avaliagdo do Modelo Preditivo

Para o presente estudo, o modelo selecionado foi o modelo SG1, construido em uma faixa
de concentragdo compativel com a aqui encontrada, abaixo de 200 mg EAG L* (CARVALHO et
al., 2020). O modelo utiliza as intensidades de fluorescéncia de pares de Excitacdo/Emissdo:
Ex400/Em610, Ex450/Em670, Ex470/Em550, EX590/Em850.

O modelo escolhido foi utilizado para predizer o teor de fendlicos ao longo de todo
envelhecimento, de 0 a 420 minutos. As concentracdes previstas pelo modelo SG1 e as
concentracdes reais de fendlicos totais, consideradas como aquelas obtidas pelo método de
Folin-Ciocalteu, sdo exibidas na Figura 4.4 (A). Nota-se que, com excecao do ponto inicial, os
valores previstos foram significantemente maiores do que os reais, o que é traduzido em
elevados valores de RMSE e MAPE, calculados como 610,37 mg EAG L' e 1091,70%
respectivamente. Cabe ressaltar que, para o calculo do MAPE, o primeiro ponto foi descartado
devido a indefinicdo matematica que seria obtida pelo divisor nulo (y = 0).

Na Figura 4.4 (B), os dados previstos foram multiplicados por um fator de correcdo igual a
0,082, obtido através de um ajuste manual entre as curvas. Com isso, melhora-se
consideravelmente os resultados e indicando que, assim como as amostras utilizadas para
construcdao do modelo original, as amostras envelhecidas no presente estudo seguem uma
relagcdo de linearidade com a fluorescéncia dos pares selecionados.

Figura 4.4: Compostos fendlicos totais reais e previstos por: (A) modelo SG1 e (B) modelo
SG1 com fator de corregao
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Considerando que a concentracao de fendlicos demonstrou ter uma relacdo linear com as
variaveis selecionadas, decidiu-se realizar duas novas reparametrizagdes do modelo original
com grupos distintos: uma utilizando somente dados do envelhecimento com chips e
ultrassom, a fim de verificar se as varidveis selecionadas podem ser aplicadas para predicao
dos compostos deste estudo, e outra utilizando dados aglutinados do envelhecimento nao
convencional e das amostras, com concentracdes abaixo de 200 mg EAG L%, envelhecidas
tradicionalmente por CARVALHO et al. (2020), a fim de verificar a existéncia de parametros
gue possam atender simultaneamente os dois casos. Em ambas as regressdes, a amostra de
cachaca pura, com concentracdo nula de fendlicos, ndo foi utilizada, devido a indefinicdo
matematica associada ao cdlculo da métrica MAPE.

Na Tabela 4.2, exibem-se as métricas médias associadas aos modelos reparametrizados
com validagdo cruzada, com P1 sendo o modelo obtido na regressao realizada somente com
dados de envelhecimento alternativo e P2 o obtido na regressao com dados aglutinados. O
modelo P1 apresentou métricas consideravelmente melhores do que aquelas encontradas no
teste com o modelo original SG1, como esperado. Os valores de R? foram préximos a 1, tanto
na etapa de treino quanto na de teste, indicando que este modelo é um bom ajuste para os
dados estudados; nota-se também que os erros MAPE foram baixos, representando boa
precisdao. Considerando que a faixa de concentra¢des nas amostras avaliadas era entre 27,44
e 67,96 mg EAG L, o valor de RMSE também estd relativamente baixo.

Tabela 4.2: Métricas encontradas para modelo reparametrizados

Treino Teste
RMSE MAPE RMSE MAPE
Modelo R? R?
(mg EAG L?) (%) (mg EAG LY) (%)
P1 0,973 1,890 3,13 0,959 2,371 4,07
P2 0,448 37,633 2651,1 0 38,806 3060,5

Fonte: Autoria Prdpria

As métricas do modelo P2 indicam, assim como para o teste com o modelo SG1, pouca
compatibilidade dos parametros com o intervalo de dados. A baixa correlacdo desse modelo
com os dados da etapa de treino é observada pelo valor de R%, e mostrou-se ainda pior durante
a etapa de teste, onde nenhuma correlacdo foi identificada. O modelo P2 também possui baixa
precisdo, com valores significativos de MAPE. Além disso, os valores de RMSE mostram-se
inadequados, sendo maiores que a concentracdo de fendlicos em multiplos pontos.

A concentracdo real e a prevista pelos modelos reparametrizados, ao longo de todo
intervalo de envelhecimento ndo convencional, sdo exibidas na Figura 4.5, onde se nota a boa
aproximacdo entre as curvas com o uso do modelo P1, Figura 4.5 (A), e a baixa compatibilidade
entre valores com o uso do modelo P2, Figura 4.5 (B). Com isso, estima-se que os pares de
Emissdo/Excitagdo selecionados por CARVALHO et al. (2020) sdo varidveis validas para a
quantificacdo de compostos fendlicos deste estudo, desde que uma reparametriza¢do seja
realizada com os dados representativos. Isso sugere que, apesar das varidveis serem
compativeis com quantificacdo de fendlicos, o perfil especifico das amostras necessita de
parametros (modelos locais) compativeis.
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Figura 4.5: Compostos fendlicos totais reais e previstos pelos modelos: (A) P1 e (B) P2
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A baixa compatibilidade dos modelos, quando hd intersec¢dao de dados do envelhecimento
tradicional com os dados do envelhecimento ndao convencional, pode ser explicada por
diferentes perfis fendlicos em cada amostra. Nota-se que, para concentra¢des semelhantes
de compostos fendlicos totais, CARVALHO et al. (2020) encontraram espectros — exibidos no
Anexo A —significantemente diferentes dos obtidos neste estudo. Isto sugere que, apesar da
madeira utilizada ser igual nos dois envelhecimentos, o perfil de fendlicos obtido é distinto,
reforcando a hipotese de que os compostos extraidos com o envelhecimento ndo
convencional sdo diferentes daqueles extraidos no envelhecimento tradicional, levantada
previamente na secdo 4.1. Assim, é possivel que pares de Emissdo/Excitacdo diferentes
descrevam melhor o perfil de fendlicos do envelhecimento ndo convencional, sendo
necessario maiores estudos para averiguar esta possibilidade.
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5 Conclusodes e Trabalhos Futuros

O processo de envelhecimento é uma das principais técnicas empregadas na industria para
o enriquecimento sensorial de bebidas. Apesar de seus beneficios, ele muitas vezes nao é
utilizado devido ao custo, ao elevado tempo de operacdo e as dificuldades associadas no
acompanhamento dos pardmetros do processo. Assim, alternativas para acelerar o
envelhecimento e otimizar seu controle podem popularizar seu uso entre os produtores de
bebidas.

Com os resultados obtidos neste trabalho, para os envelhecimentos realizados com chips,
foi possivel identificar que o uso de ultrassom, assim como o uso de aguecimento, influenciam
ativamente na incorporacdo de compostos fendlicos a cachaga, tornando o processo
essencialmente mais rdpido do que aquele realizado a temperatura ambiente e sem efeitos
do ultrassom. A literatura relata concentragées distintas de fendlicos para cachagas comerciais
envelhecidas, encontrando-se valores tanto inferiores quanto superiores aos obtidos aqui.

Comparando as diferentes configura¢des de envelhecimento empregadas, a temperatura
mostrou-se como o parametro individual de maior influéncia na concentragao, levando a um
aumento de 139% no teor final de fendlicos — com relagdo a operagdo sem efeitos adicionais
—, enquanto o uso somente do ultrassom levou a um aumento de 78%. No entanto, a unido
de ultrassom e aquecimento nao resultou em diferencas significativas com os valores obtidos
somente com o emprego de aquecimento, sendo que as concentra¢des obtidas para cada
método foram estatisticamente iguais entre si ao longo de cada momento do intervalo de
estudo.

Na avaliacdo do método de espectroscopia por fluorescéncia proposto por CARVALHO et
al. (2020), o modelo preditivo SG1 e o modelo reparametrizado P2 ndo quantificaram
satisfatoriamente os compostos fendlicos de amostras envelhecidas com ultrassom e
aquecimento. O teste com modelo SG1 teve RMSE igual a 610,37 mg EAG L! e MAPE igual a
1091,70%, enquanto o teste com o modelo P2 teve RMSE igual a 38,806 mg EAG L' e MAPE
igual a 3060,5%.

Com o modelo reparametrizado P1, foi possivel quantificar de forma adequada o teor de
fendlicos nas amostras estudadas, com RZ, MAPE e RMSE iguais a 0,959, 4,07% e 2,371 mg
EAG L, respectivamente. Estes resultados demonstram que os pares de Emissdo/Excitacdo
utilizados sdo apropriados para a quantificacdo de fendlicos totais no envelhecimento ndo
convencional realizado, desde que uma reparametrizacdo seja aplicada.

Para trabalhos futuros, sugere-se a avaliar os resultados do envelhecimento em diferentes
configuracdes utilizando-se chips de granulometria homogénea, reduzindo entdo as variagoes
de razdo area/volume entre amostras. O uso de equipamentos que aumentem a poténcia do
ultrassom em contato com a bebida — como sondas —, também é proposto, buscando otimizar
os efeitos associados ao ultrassom. Recomenda-se a realizacdo de testes sensoriais com
amostras envelhecidas ndao convencionalmente, para verificar qual processo leva a produtos
preferidos pelo consumidor, assim como recomenda-se a analise do perfil de fendlicos destas
amostras, a fim de entender as diferengas quantitativas e qualitativas associadas a cada
processo. A avaliacao dos custos energéticos e econdmicos associados ao uso de ultrassom e
aquecimento é indicada para compreender a viabilidade pratica das operagdes. Por fim,
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sugere-se também o estudo de novos pares de Emissdo/Excitacdo para quantificacdo de
fendlicos por Fluorescéncia em amostras envelhecidas nao tradicionalmente, investigando a
possibilidade de uma adequacao ainda maior do método ao perfil obtido.
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ANEXO A

Tabela 1.A: Métricas para modelos preditivos baseados em Fluorescéncia

Calibragao Validagao Teste
R2 MAPE RMSE B MAPE RMSE R2 MAPE RMSE
(%) (mg EAG L) (%) (mg EAG L) (%) (mg EAG L)
SG1 0,998 177,9 2,23 0,957 32,1 11,47 0,995 10,4 3,93
1 Abaixo de 200 mg EAG L
2 Ex350/Em540 Ex410/Em760 Ex460/Em660 Ex460/Em700
SG2 0,999 1,8 2,53 0,987 6,9 13,44 0,98 6,1 11,6
1 Entre 50 e 450 mg EAG L
2 Ex370/Em510 Ex450/Em640 Ex480/Em570 Ex600/Em840
SG3 0,993 1,6 24,52 0,878 5,9 86,5 0,909 5,9 77,71

1 Entre 523 e 1560 mg EAG L™

2 Ex380/Em840 Ex390/Em560 Ex480/Em770 Ex490/Em740

Fonte: (CARVALHO et al., 2020)

L Faixa de concentragdo de fendlicos avaliada
2 pares de Emissdo/Excitacdo utilizados
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Figura 1.A: Espectros de Fluorescéncia: A) Cachaca sem envelhecimento, B)
Cachaca envelhecida com concentracdo de 1561 mg EAG L, C) 5 mg EAG L7,
D) 10 mg EAG L'}, E) 20 mg EAG L', F) 25 mg EAG L%, G) 50 mg EAG L%, H) 75

mg EAG L

Fonte: (CARVALHO et al., 2020)



