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Resumo

A presenca de elevadas concentragdes de ions cobre(Il) na aguardente a torna
prejudicial a saude humana e também ¢ uma das causas que tém impedido o Brasil de atingir
niveis maiores de exportagdo do produto. No Brasil, o limite maximo de cobre permitido em
aguardente pelo MAPA (Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento) ¢ de 5,00
mg.L!, sendo que em paises da Unido Européia e Estados Unidos esses limites s3o mais
rigorosos, ndo permitindo mais que 1,00 e 2,00 mg.L"!, respectivamente. Assim, o presente
trabalho propde um novo método analitico simples, rapido, seguro, sensivel, econdmico,
portatil, com baixo consumo de reagentes, geragdo de minima quantidade de residuos e
ambientalmente mais amigavel para determinacdo de ions cobre(Il) em aguardente de cana-
de-acucar. Para processar a reagdo utilizou-se o agente cromogénico 1-(2-piridilazo)-2-naftol
(PAN) e deteccao por espectroscopia de reflectancia difusa combinada com spot test. A
reacdo de formacdo do complexo bis|1-(2-piridilazo)-2-naftalato]cobre(Il) (Cu(PAN),) foi
realizada em papel de filtro, por meio da adicdo de 30 puL da solugdo do reagente
cromogénico, com posterior secagem do papel e em seguida a adi¢ao de 30 puL da solugdo do
analito. A maxima formacdo do produto ocorreu com concentracdo do agente cromogénico
PAN de 0,12% m/v em etanol, concentracao alcodlica de 40,0% v/v em pH 5,00 e 5 minutos
de tempo de reagdo com deteccdo a 559 nm. Verificou-se que ions cadmio(Il), cobalto(II),
chumbo(I), ferro(IIl), manganés(Il), niquel(Il) e zinco(Il) sdo interferentes na reagdo. Desta
forma, empregou-se adcido maldnico e tripolifosfato pentassodico (trifosfato de s6dio) como
agentes mascarantes a uma concentragao de 0,25% m/v, reduzindo os efeitos de interferéncia
para aproximadamente 2,0% e o deixando dentro dos limites tolerdveis. Nas condi¢des
otimizadas de determinagdo de ions cobre(Il), uma curva analitica foi construida e sua
equacdo ¢é descrita por AAbs = 0,0121 Ccyary + 0,0038 (r* = 0,9982), com faixa linear: 1,0
mg. L' - 10,0 mgL! de ions cobre(Il). O método apresenta limite de deteccio e de
quantificagdo, calculados em relagdo ao desvio padrao do branco de reagentes, iguais a 0,12
mg.L ' e 0,47 mg.L! de ions cobre(Il), respectivamente. O método apresentou bons valores de
desvio padrao relativo (RSD) intradia e interdia iguais a 1,82% e 2,64% respectivamente. O
método foi aplicado a amostras de aguardentes de cana-de-agtcar comerciais e os resultados
foram comparados com os obtidos pela metodologia oficial, mostrando concordancia
estastistica em relacdo a precisao e a exatidao.

Palavras Chave: reflectancia difusa, spot test, aguardente de cana—de—agtcar, cobre.
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Abstract

The presence of high concentrations of copper(Il) ions in sugarcane spirits become
harmful to human health and is also one of the causes that have prevented Brazil from
achieving higher levels of exports of the product. The maximum limit of copper in spirit
allowed by MAPA (Ministry of Agriculture, Livestock and Supply) is 5.00 mg.L!, and in
European Union countries and the United States these limits are more stringent, not allowing
more than 1.00 e 2.00 mg.L! respectively. In light of the above, this work proposes a new
analytical method that is simpler, fast, safe, sensitive, economical, portable, with low reagent
consumption, generating minimal waste and environmentally more friendly for the
determination of copper(Il) ions in Brazilian sugarcane spirits. To process the reaction, the
methodology used involved chromogenic agent 1-(2-pyridylazo)-2-naphthol (PAN) and
detection by diffuse reflectance spectroscopy combined with spot test. The reaction of
complex formation bis[ 1-(2-pyridylazo)-2-naphthalate]copper(Il) (Cu(PAN).) was carried out
on a filter paper through the addition of 30 pL solution of the chromogenic reagent with
subsequent drying of the paper, and 30 pL of analyte solution was added thereafter. The
maximum product formation occurred at 559 nm with PAN chromogenic agent concentration
of 0.12% m/v in ethanol, alcohol concentration of 40.0% v/v at pH 5.0 and 5 minute reaction
time. Cadmium(Il) ions, cobalt(Il), lead(Il), iron(III), manganese(Il), nickel(Il) and zinc(II)
were found to interfere in the reaction. By virtue of that, malonic acid and pentasodium
tripolyphosphate (sodium triphosphate) were used as masking agents at a concentration of
0.25% m/v, reducing the effects of interference at about 2.0% and leaving it within tolerable
limits. In order to optimize the determination of copper(Il) ions, an analytical curve was
constructed and its equation is described by AAbs = 0,0121 Ccuyay + 0,0038 (r* = 0,9982),
with a linear range of 1.0 mg.L™' — 10.0 mg.L! of copper(Il) ions. The method presents limit
of detection and quantification calculated relative to blank standard deviation equal to 0.12
mg.L! and 0.47 mg L' of copper (II) ions, respectively. The method showed good values of
intraday and interday precision, with RSD equal to 1.82% and 2.64% respectively. The
method was applied to the commercial samples of sugarcane spirits and the results were
compared with those obtained by the official methodology, showing agreement as to the

accuracy.

Keywords: diffuse reflectance, spot test, sugarcane spirit, copper.
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1. Introducao

As bebidas alcodlicas fazem parte da alimentacdo, da cultura e da historia de diversas
sociedades hd milhares de anos.

Se considerado tal contexto, a aguardente de cana—de-agticar ¢ uma bebida jovem, com
aproximadamente quinhentos anos de idade. No entanto ¢ uma bebida cuja historia se inicia
com o nascimento do Brasil, onde o pais e a bebida evoluiram juntos.

A aguardente de cana-de-agtcar, um produto fermento-destilado, ¢ obtido a partir da
cana—de-actcar. Originaria da Asia, provavelmente da India, a cana—de-agticar chegou a
Europa pelos mouros. Pelo Mar Mediterraneo entrou na Italia e logo foi plantada em Portugal.
Da Europa, os portugueses a levaram para a Ilha da Madeira e, em seguida, a nova colonia na
América. (1)

Embora conhecendo a técnica de destilagdo e tendo a cana-de-agucar plantada em seu
pais, ndo hé registros da producdo de destilado de cana por portugueses em Portugal. A cana—
de-agticar, o acucar e a aguardente tinham seu destino tragado para terras mais distantes. (2)

No Brasil, o actcar e a aguardente de cana—de-agiicar surgiram nas capitinias
hereditarias, e de 14 passaram ao mundo, como produto brasileiro, criando uma identifica¢ao
com o pais e sua gente. O ciclo econdomico oriundo da cana foi vital para o surgimento da
nacdo brasileira e os produtos derivados da cana se destacam até hoje em nossa pauta de
exportagdes. Porém, o passado imponente foi apagado para a aguardente de cana—de-acucar.
A bebida foi associada a escraviddao e a problemas sociais. Era considerada uma bebida de
baixo status perante a sociedade, pois era consumida apenas por escravos e brancos pobres,
enquanto que a elite brasileira da época preferia o vinho e a bagaceira (aguardente de bagaco
de uva), trazidos de Portugal. (3)

Nessa época, o consumo de aguardente de cana—de-aglicar pela populacdo cresceu
consideravelmente, pois era mais abundante e de menor custo quando comparada as bebidas
portuguesas. A alta demanda levou muitos engenhos a valorizar mais a produgdo de
aguardente do que a do agucar, fato que levou o conselho da coroa portuguesa em 13 de
setembro de 1649 proibir a fabricacdo da bebida em toda a coldnia. Esse ato da coroa
portuguesa mostrou-se, no entanto, ineficaz, uma vez que uma produgdo oculta continuou se
desenvolvendo, favorecendo a clandestinidade e o contrabando da bebida. Em face disso, e

sob forte pressdo da coldnia, o Rei D. Afonso VI suprimiu a proibi¢cdo em 1661.
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Logo vieram as taxas e impostos sobre a produgdo e comercializagdo da aguardente.
Em 1756, impostos contribuiram para a reconstru¢do de Lisboa, abatida por um grande
terremoto. A bebida transformou-se em verdadeiro simbolo dos ideais de liberdade junto aos
inconfidentes e outros movimentos revolucionarios. No tempo da migracdo da corte para o
Rio de Janeiro, em 1808, a aguardente de cana—de-aglicar ja era considerada um dos
principais produtos da economia local e era moeda corrente para a compra de escravos na
Africa. Além disso, era também usada como alimento complementar na tragica dieta das
travessias do Atlantico. (4)

Durante o século XIX, quando o produto nacional comegou a ganhar forga entre todas
as classes sociais, momento em que surgia a economia cafeeira, abolicdo da escravatura e
inicio da Republica, um largo preconceito se criou frente a tudo que fosse brasileiro,
prevalecendo a moda da Europa. Nesse momento, alguns setores da elite e da classe média
iniciaram um movimento de preconceito contra a aguardente, uma vez que eles buscavam
uma identidade mais proxima da europeia. (3,5)

Somente durante a Semana de Arte Moderna de 1922, quando se buscou as raizes
brasileiras, ¢ que a aguardente voltou timidamente a ser considerada um simbolo da cultura
nacional. (3)

Entdo com o tempo, a aguardente foi estigmatizada e sua importancia historica e
econdmica € pouco lembrada. Entretanto, nos ultimos anos, o preconceito vem sendo posto de
lado e a aguardente de cana—de-agucar de qualidade passou a ser um produto valorizado no
Brasil e no exterior. (6)

De acordo com a Associacao Brasileira de Bebidas (ABRABE), o mercado de bebidas
alcoolicas destiladas no Brasil possui um faturamento de R$ 8 bilhdes anuais (6). E segundo o
Instituto Brasileiro de Cachaga (IBRAC), a producdo de aguardente de cana e de cachaga no
Brasil atinge 1,5 bilhdo de litros anuais, representando 87,0% da producdo nacional de
bebidas alcodlicas destiladas. O setor responde por 600 mil empregos diretos e outros 240 mil
empregos indiretos tendo cerca de 40 mil produtores e 5 mil marcas registradas, com
investimentos de 16 milhdes de reais ao ano desde 2002 e crescimento anual entre 4,0% e
5,0% no Brasil e de 8,0% no exterior com uma exportagdo em torno de 9,8 milhdes de litros
anuais, o que representa aproximadamente 1,0% do total produzido no pais, e destacando
como principais produtores os estados brasileiros de Sao Paulo, Pernambuco, Ceard, Minas

Gerais e Paraiba (7). A aguardente de cana-de-acucar € hoje a segunda bebida alcoolica mais
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consumida no pais perdendo para a cerveja e a terceira mais consumida no mundo, atrés
apenas da vodca e do sochu (bebida asidtica a base de sorgo). (6,7)

A aguardente de cana—de—agucar ¢ chamada por diversos nomes, dentre eles: cachaca,
aguardente, pinga, jeribita, caninha, etc. No entanto o nome cachaga “produzida no Brasil”
ganhou maior destaque e foi definida em 2001 através de um decreto presidencial, devido a
problemas de ordem comercial, a fim de evitar conflitos com os paises produtores de rum.
Técnicos norte-americanos do Bureau of Alcohol, Tobacco & Firearms, com base nas
legislagdes norte-americanas e brasileiras, classificaram a cachaga como um tipo de rum, por
ndo disporem de informagdes técnico-cientificas sobre as diferengas relacionadas com a
fabricagdo e, principalmente, com a caracterizacao sensorial dessas bebidas (8). Atualmente, a
cachaca ¢ um produto exclusivamente brasileiro e de acordo com a Instrugao Normativa n® 13
de 29 de junho de 2005, foi definida como sendo a denominagao tipica e exclusiva de um tipo
de aguardente de cana—de—agucar produzida no Brasil, com graduagio alcoolica de 38 a 48%
v/v a 20 °C, obtida pela destilagdo do mosto fermentado do caldo de cana-de-agucar com
caracteristicas sensoriais peculiares, podendo ser adicionada de agucares até 6,0 gL,
expressos em sacarose. (9)

A aguardente de cana, por sua vez, ¢ a bebida com graduagao alcoolica de 38 a 54%
v/v a 20 °C, obtida do destilado alcodlico simples de cana-de-agucar ou pela destilagdo do
mosto fermentado do caldo de cana-de-agucar, podendo ser adicionada de agucares até 6,0
g.L!, expressos em sacarose. (9)

Ainda assim, todo este processo de padronizagdo e de valorizacdo ndo foi capaz de
reverter os efeitos do longo tempo em que a bebida esteve no limbo. Se comparada com o
uisque, a aguardente de cana—de-agucar estd defasada em tecnologia, pesquisa e literatura.

Um dos pontos cruciais na ampliacdo do mercado e na valorizagdo do produto ¢ a
melhoria de qualidade. Apesar dos grandes investimentos do setor para melhorar a tecnologia
e o produto, ainda persistem problemas basicos, como a presenga de contaminantes na
aguardente. Destacando assim, o desenvolvimento de métodos analiticos apropriados que
permitam garantir a manutenc¢do desses padrdes para a designagdo de uma aguardente de boa
qualidade nos aspectos fisicos—quimicos e sensoriais. (10)

Na cadeia produtiva da aguardente de cana existem contaminantes residuais organicos
como carbamato de etila, metanol, acroleina, entre outros e inorganicos como o cobre,

chumbo, arsénio, etc. (9)

27



Jodo Carlos de Souza Mestrado em Quimica

Dos inorganicos o cobre ¢ o que mais se destaca, sendo que a contaminagao por ions
de cobre ¢ considerado um dos entraves a exportagdo da bebida. A legislacdo brasileira limita
o teor de cobre em bebidas destiladas em 5,00 mg.L™!' (9), entretanto, a legislagdo de outros
paises, como os Estados Unidos, ndo tolera mais que 2,00 mg.L!(11), sendo que na Unido
Européia o teor de cobre nio pode ultrapassar 1,00 mg.L ! nos destilados alcoélicos. (12)

A aguardente de cana—de—agucar artesanal €, geralmente, produzida em alambiques de
cobre, o qual confere melhor qualidade sensorial, funcionando como uma espécie de
catalizador durante o processo de destilagao da aguardente, por reduzir a acidez e os niveis de
aldeidos e de compostos sulfurosos. Tais compostos, conferem a bebida, sabor e odor
desagradaveis, originando uma bebida de baixa qualidade organoléptica, quando comparada
aos alambiques confeccionados com outros materiais, como ago inox, aluminio e porcelana;
porém podem contaminar o produto com cobre, quando o manejo (principalmente a higiene)
da produgdo ¢ inadequada. (13)

A contaminagdo por cobre na aguardente ocorre durante a etapa de destilagcdo, uma vez
que o metal constituinte do equipamento (destilador bem como as serpentinas do
condensador), quando exposto ao ar umido contendo géas carbdnico lentamente se oxida,
ficando coberto por uma camada esverdeada, chamada de “azinhavre”, composta por
Diidroxicarbonato de cobre(Il) [CuCO3;Cu(OH):]. Esta camada é entdo dissolvida pelos
vapores alcoolicos acidos, gerados durante o processo de destilagdo da aguardente, o que
acaba contaminando o produto. A presenca de cobre na aguardente em elevadas
concentragdes ¢ indesejavel pois ¢ prejudicial a satde humana. Portanto, ¢ fundamental a sua
quantificagdo (11,13-17). Além disto, ha reconhecida associagao entre a presenca de cobre e a
formacgdo de carbamato de etila, sério contaminante na producao de aguardente. (18-20)

Buscando formas de minimizar o problema, ao invés de atuar na causa, melhorando
seu processo de producdo e evitando a presenca do cobre, muitas vezes os produtores
combatem o efeito, tentando remover o cobre da bebida. Para tanto, se valem, por exemplo,
em processos de tratamento de adgua e efluentes industriais e escolhem dentre as inumeras
resinas de troca ionica existentes no mercado, as quais serdo empregadas na filtracdo e na
remogao de cobre.

Sem recomendacdes e técnicas especificas para a aguardente, sem que haja
regulamentac¢do legal para este processo de filtragdo, a operagao ¢ julgada apenas pelo sucesso
na remoc¢do do cobre. Como as resinas, de fato, removem o cobre que contamina a

aguardente, o processo ¢ aprovado de modo empirico. Entretanto, ndo se conhecem os efeitos
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das resinas usadas sobre a qualidade da bebida e, ainda, se os parametros fisico-quimicos e os
atributos sensoriais sdo alterados. Por se tratar de produto sem padrdes de qualidade ainda
bem definidos, a aguardente filtrada ¢ consumida sem que haja qualquer restricdo pelo
mercado. (21)

O cobre ¢ considerado um metal essencial ao organismo humano em niveis tragos,
sendo que o Food Nutritional Board (FBN) estabeleceu para este metal o RDA
(Recommended Dietary Alowance) de 1,5 a 3,0 mg por dia para adultos (22). O metal atua
como cofator de diversas enzimas celulares, como a catalase, tirosinase, citocromoxidase,
dopamina-B-hidroxilase, ceruplasmina e peroxidases (23-28). As manifestacdes decorrentes
da deficiéncia do metal incluem disfun¢do cardiaca, aumento de lipoproteinas de baixa
densidade, elevagdo da fracao de colesterol de alta densidade, diminuicdo de metionina,
encefalinas leucinicas, cobrezinco superoxido dismutase eritrocitaria e diminui¢ao da
depuragao da glicose. (29,30)

Distarbios da concentragdo normal do cobre solivel no organismo podem provocar
hiper ou hipocupremia. O excesso de cobre soltivel pode ser toxico devido a afinidade do
cobre com grupos tiol (-SH) de muitas proteinas e enzimas causando doengas. A mais
conhecida enfermidade decorrente desta descompensacdo ¢ a doenga de Wilson, uma
degeneracdo hepato-lenticular, caracterizada pela precipitacdo do metal nas corneas, que leva
a destruicdo do figado e do tecido nervoso. Além disso, provoca perda de paladar, epilepsia,
melanoma, esclerose, aceruloplasminemia, doenca de Alzheimer, doenga de Menkes e artrite
reumatoide, que sdo patologias provavelmente relacionadas com o metabolismo do cobre,
porém, ainda sdo motivos de controvérsias e discussoes. (29-35)

Portanto ¢ de grande importancia o desenvolvimento de metodologias analiticas para a
determina¢do de ions cobre que sejam confidveis e que gerem uma quantidade minima de
residuos.

No entanto, nos ultimos anos, surgiu uma nova forma de pensar e tratar o problema de
remediacdo dos residuos quimicos com o objetivo de buscar alternativas que evite ou
miniminize sua produc¢do. Este novo direcionamento na questdo da reducdo do impacto da
atividade quimica ao ambiente ¢ chamado de "green chemistry" ou quimica verde, podendo
ser também denominado de quimica limpa, quimica ambientalmente benigna, ou ainda,
quimica auto-sustentavel. (36)

A Quimica verde ¢ definida como o desenvolvimento e implementacao de processos e

produtos quimicos para reduzir ou eliminar o uso ou gera¢do de substincias nocivas a saude
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humana e ao meio ambiente (36). Este conceito, cada vez mais esta sendo incorporado em
varias aplicacdes industriais, principalmente em paises com industria quimica bastante
desenvolvida e que apresentam legislagao rigorosa no controle de emissao de poluentes e vem
sendo gradativamente incorporado ao meio académico, no ensino e na pesquisa. (37)

Na quimica analitica, o conceito de quimica verde estd sendo aplicado na substituicdo
de métodos e processos quimicos que geram problemas ambientais por alternativas menos
poluentes ou ndo-poluentes. Esses novos processos sao comumente denominados de métodos
ou processos ambientalmente amigaveis e que fazem uso de fontes renovaveis ou reciclaveis
de matéria-prima, utilizando menos energia para produ¢do de igual ou maior quantidade de
produto, evitando o uso de substancias persistentes, bioacumulativas e toxicas. (36,37)

Visando aplicar cada vez mais tais caracteristicas, nos ultimos anos a combinagao spot
test e espectroscopia de reflectancia difusa tém sido largamente aplicadas em anélises clinicas,
testes para o controle da qualidade do ar, analises de agua, alimentos, prospec¢do geoquimica,
além de outras areas (38). A metodologia vem ganhando destaque na literatura devido a
rapidez, simplicidade das anélises, grande reducdo no consumo de reagentes (utilizando-se,
em média, 10-30 pL de cada reagente), boa sensibilidade, possibilidade de medidas “in situ”
(portabilidade), muito baixa geracao de residuos ao meio ambiente e baixo custo relativo dos
equipamentos (mini-espectrofotdmetros portateis com acessorios para reflectancia difusa de
baixo custo e excelente performance estao atualmente disponiveis no mercado). (39)

Os spots tests constituem uma técnica colorimétrica que pode ser utilizada para
andlises qualitativas, quando a deteccdo da substancia de interesse se da visualmente pela
presenca de cor. Para andlises semi-quantitativas, nas quais as escalas de cores feitas com
padrdes analiticos de diferentes concentragdes, sao utilizadas para comparagdo com a
intensidade de cor do teste. Nas andlises quantitativas utilizam-se, por exemplo, instrumentos
para medir a luz refletida, neste caso, a espectroscopia de reflectincia difusa (40). A
confec¢do de um spot test ¢ muito simples, consistindo apenas da mistura de algumas gotas da
solucdo de analito ou solugdo-teste com algumas gotas da solugcdo de reagente, formando-se
assim, um produto colorido. O meio para a reacdo pode ser uma superficie porosa, como
papel de filtro (41), pastilhas de silica gel, ou mesmo uma superficie lisa, como uma placa de
porcelana. (42)

Durante muito tempo, o uso da técnica de espectroscopia de reflectancia difusa teve
seu uso limitado somente nas areas de pigmentos, tintas, téxtil, papel, cerdmica e metalurgia

para avaliar algumas propriedades destes materiais, tais como coloracdo e brilho (40). Porém,
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pouca atencao foi dada a reflectancia difusa como uma técnica para analises quantitativas,
porque os valores de precisdo obtidos por medidas de reflectancia difusa em spot tests
convencionais eram muito baixos (entre 10 e 20%) (43). Entretanto, com o recente
desenvolvimento de novos dispositivos, como fibras Opticas, esferas de reflectancia e
reflectometros construidos em laboratério, resultados aceitdveis passaram a ser obtidos
(38,44,45). Hoje, ¢ possivel desenvolver métodos reflectométricos quantitativos em suportes
solidos ou trabalhar em solugdo, medindo-se a reflectancia difusa de s6lidos suspensos, com
bons resultados. (46)

No melhor do nosso conhecimento, nenhum método analitico envolvendo a
combinagdo spot test e reflectincia difusa para a determinacdo de ions cobre(Il) em
aguardente de cana-de-acicar ¢ descrito na literatura cientifica indexada. Portanto, no
presente trabalho pretende-se estudar as potencialidades da combinagdo spot test e
reflectancia difusa para o desenvolvimento de um método analitico simples, portatil, de baixo
custo relativo e ambientalmente mais benigno para a determinagdo de ions cobre(I) em

aguardente de cana—de—acucar.

2. Revisao bibliografica

2.1. Contexto historico do surgimento das bebidas fermento-destiladas

Embora, na antigiiidade, os chineses (3000 A.C.) e os egipcios (2500 A.C.)
conhecessem a destilacdo de certos liquidos fermentados, foi apenas no século X que
Avicena, médico, astronomo e filosofo arabe reintroduziu esse processo. Obtendo um liquido
composto em sua maior parte por alcool etilico, nos quais eram produzidos e utilizados para a
cura de doengas (47,48). A palavra arabe Al Kuhul, que significa fina poeira, refere-se ao
sulfeto de antimonio, cosmético muito usado pelos egipcios, que passou a designar qualquer
esséncia alcoodlica (49). A posterior denominagdo alcool € atribuida a Paracelso, famoso
alquimista. (50)

Foram os arabes que projetaram os primeiros aparelhos de destilagdo semelhantes aos
que conhecemos hoje, sua bebida mais popular, o Arac, ¢ uma aguardente misturada com
licores de anis (49). No século XI (D.C.), os arabes invadem Europa, difundindo a técnica de
destilacdao, onde os alquimistas e os monges aperfeicoaram a técnica € os equipamentos. Do

grego Ambix, que os arabes transformaram em A/ Ambic, originou a palavra alambique. (47)
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A palavra aguardente tem origem na Grécia antiga, onde a histdria registra a obtenc¢ao
da acqua ardens a partir do vapor da resina de cedro, recolhido num pedago de 13, assim
extraindo um liquido ardente: acqua ardens que traduzido para o portugués fica agua ardente.
Mais tarde, os alquimistas levaram a férmula para a Europa, passando a prescrevé-la como
elixir da longevidade por for¢a da agdo terapéutica do alcool, em que um calice diério
prolongaria a vida. (49,51)

Na Europa, a maior parte das principais bebidas destiladas conhecidas, como o uisque
e o conhaque, comecaram a ser produzidas entre os séculos XV ¢ XVI. Na América do Norte,
a producdo dos bourbons e uisques, a partir de cerais, teve inicio em torno de 1750. (47)

Nao ha documentos escritos e informagdes precisas sobre a origem da aguardente de
cana—de-aclicar, mas sabe-se que na América do Sul, os indios brasileiros j& utilizavam
bebidas alcoolicas antes da chegada dos portugueses. Os amerindios, espécie indigena em
maior quantidade na época do descobrimento do Brasil, desconheciam o processo de
destilacdo e as bebidas por eles usadas eram produzidas por fermentacdo de mostos de caju,
mandioca, banana da terra, milho, ananas, batata, jenipapo ¢ mel de abelha. Tal processo foi
utilizado na ativagdo ou iniciagao do processo de fermentacdo, consistindo basicamente, na

mastigacao prévia dos frutos ou raizes usadas como matéria-prima. (52,53)

2.2. Contexto historico da Aguardente de cana—de-ac¢ucar

Datam de 1516 as primeiras iniciativas para o estabelecimento da industria do agucar
no Brasil, na forma de "engenhos reais" (54). Nos anos de 1533 e 1534, o colonizador
portugués Martin Afonso de Souza e mais quatro socios construiram trés engenhos em Sao
Vicente: o Engenho de Sdo Jorge dos Erasmos, o Engenho da Madre de Deus e o Engenho de
Sdo Jodo (55), sendo o mais famoso deles o Engenho de Sdo Jorge dos Erasmos, na Capitania
de Sao Vicente, proximo a Santos — SP (56). Em um engenho dessa capitania, entre 1532 e
1548, descobriu-se que o residuo da borra do melago fermentada, que ficava ao relento em
cochos de madeiras para consumo dos escravos e animais, vinda dos tachos de rapadura, era
uma bebida de qualidade razoavel. Relata-se que, quando essa mistura era fervida, aparecia
um “pescoco” ou “cachaco” no tacho, dai a origem do nome cachaca (3). Contudo, muitos
creditam a origem da palavra cachaca ao castelhano cachanza, nome dado, séculos atras, a um
tipo de vinho feito da borra de uva. Somente depois da metade do século XVI ¢ que a cachaga
passou a ser produzida em alambique de barro, posteriormente em cobre, sob o nome de

aguardente. (57,58)
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A aguardente de cana, era considerada uma bebida de baixo status perante a sociedade,
pois era consumida apenas por escravos € brancos pobres, enquanto que a elite brasileira da
época preferia vinhos e a bagaceira (aguardente de bagago de uva), trazidos de Portugal. (3)

Nos engenhos do nordeste era costume dar aguardente aos escravos, a fim de que
pudessem suportar melhor o trabalho arduo dos canaviais. (3)

Nos primeiros engenhos, o caldo de cana-de-agucar era cozido em tachos de cobre
para fabricagdo de melado, parte do qual era fermentado em cochos de madeira e destilado. A
aguardente produzida era transferida para o nivel mais baixo do engenho, para ser armazenada
em tonéis de madeira. O alambique compunha-se da cucurbita ou caldeira, um vaso bojudo de
cobre com capacidade de 104 litros e uma boca com 70 cm de didmetro, ¢ do capitel ou
capacete, feito em barro, de forma esférica inteirica e ajustada na boca da caldeira. Na parte
lateral do capitel era instalada a serpentina, um grosso tubo de barro. Sobre a serpentina e o
capitel era langada 4gua para condensa¢ao da aguardente. (3)

A cultura canavieira exigia cada vez mais mao de obra. A bebida, que ja ganhava
espaco na Europa e na Africa, foi usada como uma das principais moedas do trafico de
escravos, intensificando-se essa pratica com a ocupagao holandesa em Pernambuco por volta
de 1630 (54). A popularizagdo da aguardente de cana fazia concorréncia com os vinhos e a
bagaceira. Nessa época, o consumo de aguardente de cana pela populacdo cresceu
consideravelmente, pois era mais abundante ¢ de menor custo quando comparada as bebidas
portuguesas. A alta demanda levou muitos engenhos a valorizar mais a produgdo de
aguardente do que do actcar, fato que levou o conselho da coroa portuguesa em 13 de
setembro de 1649 proibir a fabricacdo da bebida em toda a colonia. Esse ato da coroa
portuguesa mostrou-se, no entanto, ineficaz, uma vez que uma produgdo oculta continuou se
desenvolvendo, favorecendo a clandestinidade e o contrabando da bebida. Em face disso, e
sob forte pressdo da coldnia, o Rei D. Afonso VI suprimiu a proibicao em 1661. (4)

Logo vieram as taxas e impostos sobre a produgdo e comercializacao da aguardente de
cana. Em 1756, impostos contribuiram para a reconstru¢ao de Lisboa, abatida por um grande
terremoto. A bebida transformou-se em verdadeiro simbolo dos ideais de liberdade junto aos
inconfidentes e outros movimentos revoluciondrios. No tempo da migracdo da corte
portuguesa para o Rio de Janeiro, em 1808, a aguardente ja era considerada um dos principais
produtos da economia e era moeda corrente para a compra de escravos na Africa. Além disso,

era também usada como alimento complementar na tragica dieta das travessias do Atlantico.

(4)
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Durante o século XIX, quando o produto nacional comegou a ganhar forga entre todas
as classes sociais, momento em que surgia a economia cafeeira, abolicdo da escravatura e
inicio da republica, um largo preconceito se criou frente a tudo que fosse brasileiro,
prevalecendo a moda da Europa. Nesse momento, alguns setores da elite e da classe média
iniciaram um movimento de preconceito contra a aguardente de cana, uma vez que eles
buscavam uma identidade mais proxima da europeia. (3-5)

Somente durante a Semana de Arte Moderna de 1922, quando buscaram-se as raizes
brasileiras, ¢ que a aguardente de cana voltou a ser considerada um simbolo da cultura
nacional. E, desde entdo, é considerada a mais brasileira das bebidas ¢ famosa em todo o
mundo. (3)

No contexto histérico a aguardente de cana ganhou diversos nomes: cachaca,
aguardente, pinga, jeribita, caninha, etc. (3)

Quanto a identidade e tipicidade, até 1997, a legislacdo brasileira diferenciava a
cachaga da aguardente de cana ou caninha pelo tipo de matéria-prima utilizada na
fermentagdo (59). Assim, a cachaca ou aguardente de melago era a bebida destilada obtida do
destilado alcoolico simples do melago ou da destilagio do mosto fermentado de melago
originado da cana-de-acgtcar (Saccharum oficinarum L.), sendo reservada a aguardente de
cana ou caninha a cana-de-agiicar como matéria-prima. A partir de 1997, todas essas matérias-
primas passaram a contemplar, indiscriminadamente, a aguardente de cana, a cachaca e a
caninha (60).

Possivelmente, a postura oficial de valorizar a denomina¢do cachaga, associando-a a
um produto nobre, acompanhou sua progressiva aceitagao popular ocorrida na ultima década,
incrementada por expressivas estratégias de marketing, direcionadas a vdarios segmentos
sociais. Apesar disso, os estigmas associados ao vocabulo cachaca perduram até hoje no
linguajar corriqueiro.

Com o proposito principal de proteger os direitos de propriedade intelectual
relacionados ao comércio, o Decreto N° 4.062 definiu as expressdes "cachaca", "Brasil" e
"cachaca do Brasil" como indicagdes geograficas exclusivamente brasileiras (61). Contudo,
entre os problemas decorrentes de embates comerciais (retaliacdes, etc.), 0 maior entrave se
constituiu no governo dos Estados Unidos, que passou a classificar a cachaca como rum para

efeitos de taxacdo e comercializacdo. (8,62)
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2.3. Contexto Atual

A cadeia produtiva da aguardente de cana vem se firmando como um importante
produto do agronegodcio brasileiro. Embora detenha ainda uma pequena participagdo, vem
adquirindo espago crescente na pauta de exportacdo do pais (8). O Brasil produz
aproximadamente 1,5 bilhdes de litros de aguardente de cana por ano, sendo que cerca de
75% desse total € proveniente da fabricacdo industrial e 25% de forma artesanal. Mesmo com
a producdo de 1,5 bilhdes de litros, somente 1% da aguardente de cana produzida anualmente
¢ exportada. Essa baixa participagdo das exportagdes revela que a bebida detém significativo
potencial de mercado. (7)

Atualmente, sdo aproximadamente 180 empresas exportadoras de aguardente no pais,
sendo a bebida exportada para mais de 60 paises. No Brasil ha aproximadamente 40 mil
produtores e 5 mil marcas de aguardentes de cana-de-agticar devidamente registradas. (7)

O setor de producdo de aguardente de cana—de—acucar ¢ responsavel pela geracdo de
mais de 600 mil empregos diretos e outros 240 mil indiretos. (7)

Devido a dindmica do setor produtivo da aguardente, sua alta informalidade ¢ a
extensdo territorial do pais, torna-se complexa a atualizacao dos dados sobre a producao em
cada Estado. Tendo uma economia mais dindmica, o estado lider na produgdo de aguardente
de cana ¢ Sao Paulo, respondendo por cerca de 44%. Em seguida vém Minas Gerais com
15%, Pernambuco, Ceara ¢ Rio de Janeiro com 12%, Goias com 11%, Parana com 4%,
Paraiba com 2% e Bahia com 1,5%. (7)

Deste volume, 1,3 bilhdo de litros sdo produzidas em colunas de destilagdo, por
processo continuo, € 200 milhdes de litros em alambiques, por processo em batelada (7). As
colunas de destilagdo, geralmente, sdo capazes de produzir anualmente, em média, cerca de 30
vezes ou mais que os alambiques, o que explica a menor producdo em certos estados com
grande dimensao territorial, como € o caso da Bahia, onde praticamente toda a aguardente ¢
proveniente de alambiques. (63)

O Estado de Minas Gerais possui tradicdo como produtor de excelente aguardente de
cana. A crenca de que a maior parte de sua produgdo ¢ elaborada de forma artesanal também ¢
geral, embora sejam usadas varias colunas de destilagdo em algumas regides. De fato, a
tradicdo de produzir aguardentes em uma grande diversidade de alambiques inteiramente em
cobre, aliada a uma estrutura razoavel de fornecimento de equipamentos e tecnologia, resulta

num expressivo nimero de aguardentes de cana de boa qualidade. Entretanto, Minas Gerais
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tem o problema de possuir areas com bolsdes de isolamento técnico-cientifico, econdmico e
cultural, que geram um grande numero de produtos com baixa qualidade, fato comprovado
pelo seu alto indice de ndo conformidades. Os estados de Sao Paulo, Pernambuco, Ceara e
Rio de Janeiro produzem um consideravel volume de aguardente usando colunas de
destilagdo, que coexiste com uma producao bem inferior em alambiques. (63)

Segundo a Associacdo Brasileira de Bebidas (ABRABE) em 2010, baseados nos
levantamentos de mercado da International Wine and Spirit Record (IWSR), o mercado
nacional de bebidas, em relacdo ao volume, estd proporcionalmente dividido entre cerveja e
aguardente de cana representando 88,8 % e 6,6 %, respectivamente, sendo o restante, 4,6%,
para as demais bebidas. (6)

A aguardente de cana constitui a terceira bebida destilada mais consumida no planeta
de acordo com o ramking mundial do consumo de destilados publicado pelo Programa
Brasileiro de Desenvolvimento da Cachaga (PBDAC). Tendo em vista este ranking, a
aguardente de cana perde somente para: a vodca e o sochu (bebida obtida da destilagdo do
mosto fermentado de arroz, adicionado ou ndo de tubérculo, raiz amilidcea e cereal, em
conjunto ou separadamente) e superando varias outras bebidas destiladas bastante tradicionais
como o rum, gim, uisque e conhaque. (3,8,63)

Criado desde 1997 para organizar e resgatar o valor historico e cultural da aguardente
de cana, o Programa Brasileiro de Desenvolvimento da Cachaga, tem concentrado esforgos
para criar condi¢des de inseri-la no mercado internacional e disputar um espago com
destilados tradicionais consagrados mundialmente. (8)

Um dos maiores entraves para o aumento da participagdo e sobrevivéncia da bebida e
dos produtores no mercado ¢ a alta carga tributaria de impostos a qual o setor esta sujeito.
Essa alta carga tributaria tem um impacto devastador para o setor, principalmente para as
micro e pequenos produtores e contribui para o aumento da informalidade (64). Outra causa
que também tem impedido o Brasil de atingir niveis maiores de exportacdo, ¢ a variacao de
qualidade dos produtos e a dificuldade de adequagao aos limites maximos estabelecidos pelo
MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento) para alguns componentes
presentes na aguardente, como por exemplo, o cobre (5,00 mg.L™!) e o carbamato de etila
(0,15 mg.L") (19,65,66). Em determinados paises, como por exemplo o Estado Unidos, o teor
méximo permitido para o cobre nos destilados alcoolicos é de 2,00 mg.L! (11) e de 1,00
mg.L! na Unido Européia (12), o que dificulta ainda mais a exportacio da bebida. Além

disso, ha problematicas no ambito ambiental, como a queima da cana e o destino do vinhoto,
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que podem ser apontados como pontos integrantes de uma pauta minima para o crescimento
do setor (6).

Dentre os principais mercados de destino estdo a Alemanha, Bolivia, Paraguali,
Portugal, Estados Unidos, Italia, Franca, Espanha e Chile, dentre outros. A Alemanha
consome cerca de 30% das exportagdes brasileiras, seguidos da Bolivia com 10%, Paraguai
com 9%, Portugual com 8%, Estados Unidos com 6%, Italia, Franca e Espanha com 4% e
Uruguai, Argentina e Chile com 3%. (6,7)

Esta pequena fatia do mercado equivale a pouco mais de 9,8 milhdes de litros ou US$
17,3 milhdes ao ano (21,23), valores pouco significativos se comparados aos US$ 250
milhdes da tequila e aos cerca de US$ 4 bilhdes do Scotch Whisky. (6,7)

A principio os numeros nao parecem animadores, mas representam um crescimento
médio de 18,2% ao ano a partir dos US$ 7,3 milhdes de 1999, quando o governo comegou a
promover a aguardente de cana nos mercados estrangeiros. (6)

A partir da segunda metade do século XX, com uma defasagem de quase um século
em relagdo ao uisque, a producdo de aguardente de cana passa a viver um novo momento,
com um aumento na demanda e um crescente interesse pelo produto. Buscando consolidar
esta fase de crescimento, ampliando a comercializagdo da aguardente, empresas produtoras
passaram a investir intensamente. Entre as areas prioritarias se destacam o controle de
qualidade e o marketing. (67)

Os investimentos sdo importantes para o pais, pois, apesar dos aspectos polémicos
associados a producdo de bebidas alcoolicas, ¢ importante lembrar a importancia econdmica e

social do setor. (6,7)
2.4. O processo de producao

A Figura 1 mostra o fluxograma bdasico da producao da aguardente de cana-de-agucar.
O processo € um tanto quanto simples e pode ser resumido pelos seguintes estagios: preparo
da matéria prima (corte da cana-de-acucar, limpeza com separacdo das folhas; transporte e
armazenamento dos colmos), extracao do caldo da cana, fermentagdo do caldo, destilagao do
“vinho” fermentado e obtencao da aguardente. Este produto pode ser ainda armazenado em

tonéis de aco inox ou envelhecido em tonéis de madeira. (14,15,68)

37



Jodo Carlos de Souza Mestrado em Quimica
T ——

e

Figura 1. Fluxograma ilustrativo do processo de produgdo da aguardente de cana-de-agucar.

2.5. Matéria-prima

A cana-de-agucar (Saccharum spp) € cultivada em todo o mundo, visando diferentes
aplicagdes. A cana ¢ usada para a industria, na producdo de alimentos como o agucar, o
melado, o alcool e a aguardente de cana-de-agucar, bem como na produ¢do de combustivel,
caso do etanol. Além destas aplicagdes, a cana-de-agucar ¢ usada também na alimentagdo
animal. O Brasil é o maior produtor de cana, com uma area plantada de aproximadamente
9,13 milhdes de hectares, no qual o estado de Sao Paulo se destaca como o maior produtor de
cana no Brasil. (69)

A relacdo entre matéria-prima e qualidade do produto ¢ um ponto pouco estudado na
produgdo de aguardente de cana. Porém, por analogia com bebidas como cerveja, vinho e
uisque, ¢ factivel pensar na existéncia de uma forte relacdo entre a qualidade da cana-de-
acucar e a aguardente de cana. Varios fatores sdo responsaveis pela melhoria da qualidade da
matéria-prima, dentre eles: o planejamento agricola, controle de pragas e doengas, maturacao,

colheita, carregamento e transporte. (16)
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Esta relacdo entre a qualidade da matéria-prima e do produto pode ainda incluir a
componente “processo de producao”. Além da maior qualidade do produto final, a qualidade
da matéria-prima estd envolvida diretamente com o desempenho das operagdes de extragao,
fermentagdo e destilagdo. Deste modo, uma matéria-prima de maior qualidade permitiria
maiores rendimentos industriais. (70)

Em muitos sistemas de produgdo agricola e industrial existe um conflito entre
quantidade e qualidade, pois a produtividade tem precedéncia sobre a qualidade. Neste caso,
destacam que a boa qualidade da matéria-prima favorece um processo rapido, com alto
rendimento de produto. Porém, cabe lembrar que a situagdo inversa, quando do uso de
matéria-prima de baixa qualidade, ndo s6 reduz a velocidade de processamento e a quantidade
de produto, mas também afeta sensivelmente sua qualidade. (71)

Assim, no processo de producao da cachacga ¢ necessario lembrar que as caracteristicas
da cana afetam a qualidade da aguardente e ¢ essencial ter informagdes detalhadas sobre o

cultivo da matéria-prima.

2.6. Preparo do caldo

Apbs a colheita, a cana-de-agucar ¢ levada para a moagem, etapa onde se faz a
extragcdo do caldo, com o auxilio das moendas. Nas grandes unidades produtoras, a extracao
do caldo ¢ feita por moenda de ternos multiplos com embebicdo (lavagem com agua) do
bagaco para maior extracdo do acucar. O rendimento na extracdo por essa técnica chega a
96% ou mais. Em unidades pequenas, onde a extragdo ¢ efetuada a partir de um tUnico terno,
um bom rendimento esta em torno de 75%. (72)

O caldo obtido, chamado por alguns de garapa, ¢ constituido de agua (65-75%),
acucares (11-18%), pequenas quantidades de substincias nitrogenadas, ceras, lipidios,
pectinas, materiais corantes e sais minerais. Seu pH ¢ levemente 4cido, variando de 4,8 - 6,0,
o que favorece o desenvolvimento de microrganismos. (73)

Os compostos organicos nao-agucares sao constituidos de substancias nitrogenadas
(proteinas, aminoacidos, etc.), gorduras, ceras, pectinas, acidos (malico, succinico, etc.), e de
matérias corantes (clorofila, sacaretina e antocianina). Os compostos inorganicos,
representados pelas cinzas, tém como componentes principais: silica, potassio, fésforo, célcio,
sodio, magnésio, enxofre, ferro, aluminio, cloro e outros. (74)

Ap6s a moagem da cana, o caldo passa por um processo de limpeza, com o uso de

sistemas de filtragdo e decantacdo. Posteriormente o caldo passa por tratamento térmico e
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purificagdo, procedimentos que ajudam a melhorar a padronizacdo da fermentacdo. Esse
tratamento atua na eliminacdo de microorganismos contaminantes, como bactérias e
leveduras, além da retirada de componentes indesejados, como residuos de ceras da cana, que
interferem no rendimento da fermentagdo. A concentracao de agucares pode ser ajustada, com
valores entre 14 a 16 °Brix, para um maior rendimento e controle do processo de fermentagao
(68). O caldo limpo e diluido passa a ser chamado de mosto, estando pronto para a adi¢cdo do

fermento. (75,76)
2.7. Fermentacao

A fermentagdo € a segunda etapa do processo, sendo um processo relativamente rapido
se comparado com outras bebidas, como o vinho e a cerveja, tendo uma duracdo média de 24
horas. Nessa etapa, os aclcares presentes no mosto sdo transformados em etanol, gas
carbonico e agua por microrganismos, chamados de leveduras, principalmente do tipo
Saccharomyces cerevisiae. Contudo, ja foi observada a predominancia da levedura
Schizosaccharomyces pombe em algumas destilarias, embora outras espécies de leveduras
tenham sido encontradas, em baixas concentragdes. (77)

Dentre os metabolitos secretados pelas leveduras, o etanol ¢ o principal composto
produzido (78,79). Além de alcool, é normal que uma parte dos agticares seja convertida em
outros produtos, em menor quantidade, que por isto sd3o denominados componentes
secundarios que podem no entanto ser responsaveis também pela qualidade ou pelos defeitos
do produto. Estes incluem glicerol, dcidos organicos (como succinico, acético, latico, butirico,
etc.), alcoois superiores (amilico, isoamilico, butirico, isobutirico, propilico e isopropilico),
aldeidos, ésteres, entre outros compostos volateis. (16,80,81)

Nao s6 a presenga de contaminantes, mas a propria conducao do processo pode afetar
a qualidade da aguardente e o rendimento do processo. No caso da temperatura de
fermentagdo, a faixa Otima encontra-se entre 25 e 30 °C (82,83). Temperaturas maiores
afetariam o processo, pois a reproducao de células ocorre até 38 °C e apartir de 40 °C, na
presenca de 8 a 9% v/v de etanol pode ocorrer a inibicdo dessa reproducdo (84). Entretanto,
na produgdo de aguardente de cana, estes valores de temperatura nao se aplicam as regides
tropicais, onde a temperatura no processo facilmente supera 40 °C, porém temperaturas mais
elevadas poderiam favorecer contaminagdes, alterando a qualidade do produto. (85)

A composicdo quimica do mosto € outro aspecto importante na produgdo de

aguardente, pois as cé¢lulas de leveduras apresentam necessidades nutricionais diferenciadas

40



Jodo Carlos de Souza Mestrado em Quimica

durante o processo de fermentacdo alcodlica. Assim, a disponibilidade de nutrientes
influenciaria a multiplica¢do e o crescimento celular, bem como a eficiéncia da transformacao
de agucar em alcool. (86)

O nitrogénio, devido a sua importancia para as leveduras, ¢ considerado um elemento
essencial para a multiplicagdo e crescimento do fermento. Este nutriente entra como
constituinte de varias substancias organicas encontradas nas leveduras, como os aminoacidos,
proteinas, enzimas, pirimidinas, purinas, pigmentos respiratdrios (citocromos), lecitina,
vitaminas e cefalina. (87)

A presenga de nitrogénio no mosto pode ser associada a composi¢ao do caldo ou a
suplementagdo do mosto com compostos nitrogenados, quando a uréia ou sulfato de amonio ¢
adicionado diretamente ao mosto. As disponibilidades de nutrientes bem como sua
assimilagdo pelo fermento sdo importantes, pois, podem favorecer a multiplicagdo de
microrganismos contaminantes ou levar a ocorréncia de reagdes indesejadas, com a formagao

de compostos prejudiciais a qualidade da aguardente. (88)
2.8. Destilacao

Apos a fermentacdo, o mosto de cana passa a ser chamado vinho, que é composto de
agua e etanol, em maiores propor¢des, ¢ dos compostos denominados “secundarios”, como
acidos, alcodis, ésteres, compostos carbonilos, acetais, fenois, hidrocarbonetos, compostos
nitrogenados, compostos sulfurados e agucar. Esses compostos secunddrios sdo os principais
responsaveis pelo sabor e aroma das aguardentes (2). A destilacdo € realizada para concentrar
o0 alcool e os compostos secundarios, definindo em grande parte a composicdo quimica da
aguardente, conferindo qualidade ao produto final. (89,90)

A otimizagdo das condi¢des da operagdo de destilacdo ¢ fundamental na obtencdo de
bebida de boa qualidade, pois a destilagdo além de separar, selecionar e concentrar pelo uso
do calor os componentes do vinho, ainda promove algumas reagdes quimicas induzidas pelo
calor. Assim, a destilagdo pode aumentar ou diminuir a concentracdo dos componentes
volateis do vinho e ainda originar novos componentes no destilado. (91)

A destilagdo ¢ um processo termodindmico de separagdo de fragdes volateis de uma
solucdo. Para tanto, tem como base a solubilidade e o ponto de ebuli¢do, especificos dos

componentes minoritarios volateis nas fragdes majoritarias de vapores de dgua e etanol. (91)
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A destilagdo na producdo da aguardente emprega basicamente dois tipos de
equipamento, de materiais diferentes, o alambique de cobre (processo artesanal) e a coluna de
destilacao (processo industrial). (92)

Em estudos feitos sobre o material de constituigdo do destilador na qualidade da
aguardente, mostraram que o material de composicao do destilador alterou as caracteristicas
quimicas e sensoriais do destilado, sendo que o aco inox, o material que apresentou alteragdes
nas caracteristicas quimicas e sensoriais da bebida mais semelhantes ao alambique
confeccionado de cobre (11). Porém, em outro estudo, comparando a destilagao em destilador
de aco inox com outro de cobre, diferencas significativas na concentragdo de compostos
aromaticos foram detectadas, sendo que a destilagdo em alambique de cobre apresentou maior
qualidade sensorial ao produto obtido. (11,13)

Quanto ao tipo de equipamento, apesar de possuir limitagdes técnicas, o alambique de
cobre ¢ mais usado que a coluna de destilacdo. A coluna de destilagdo permite melhor
separagdo de compostos como agua, alcool, aldeidos, ésteres, alcoois superiores etc, além de
maior rendimento do processo. Entretanto, seu alto custo faz com que seja usada apenas nas
grandes industrias, sendo responsavel pela maior parte da aguardente de cana produzida no
Brasil. Entretanto, o alambique de cobre gera produtos de maior qualidade, sendo mais usado
na produgdo artesanal. (92)

Apesar de estar presente na maior parte das unidades produtoras e de gerar aguardente
de qualidade superior, o alambique de cobre exige cuidados para seu uso. Pois, a confec¢ao
do equipamento em cobre pode gerar contaminagdo da bebida, por arraste de metal para a
aguardente. (11,13,14,15,93)

Além dos riscos a saude, a contaminagdo por cobre pode gerar outros problemas na
aguardente, pois o cobre atua como catalisador na geracdo do carbamato de etila (18-20).
Entretanto, em outros estudos realizados, ndo foi verificado este mesmo comportamento.
(94,95)

Apesar de possuir menos recursos tecnologicos e do risco da contaminagdo, o
alambique de cobre ¢ o mais usado ndo apenas pelos citados efeitos sobre qualidade da
aguardente, mas também pelo custo de aquisicdo e facilidade de operacdo. A forma de
operacdo ¢ um dos pontos vitais no uso do equipamento, pois o alambique pode ser operado
de modo a gerar produtos de melhor qualidade, através da destilagao lenta e do fracionamento

ou corte do destilado. (96)
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O fracionamento pode ser feito com base em diversos fatores, como volume total da
fragdo coletada, associado a concentragdo de alcool e as propriedades sensoriais de cada
fracdo. Estas fracOes sdo tradicionalmente denominadas de: cabega, coracdo ¢ cauda,
possuindo graduacdo alcodlica (% v/v) aproximada de 78%, 57% e 27% de éalcool,
respectivamente. (13)

A primeira etapa do fracionamento da destilagdo, denominada de “cabeca”,
corresponde as primeiras fracdes recolhidas na saida do alambique que apresenta teor
alcoolico elevado, acima de 60% v/v, e compostos mais volateis como metanol, acetaldeido e
acetato de etila. Estd fracdo do destilado normalmente ¢ descartada, por conter em sua
composicdo varios compostos que apresentam impacto sensorial negativo, como o
acetaldeido, alguns compostos sulfurosos e compostos de alta toxicidade como por exemplo,
0 metanol.

A segunda etapa ou etapa intermediaria, chamada de “coragdo”, ¢ a fragdo que
apresenta melhor qualidade por apresentar quantidade menores de substancias indesejaveis. E
a fracdo que corresponde a verdadeira aguardente.

A terceira e ultima etapa do processo de destilagdao, mais conhecida como “cauda” ou
“4gua fraca”, também nao ¢ aproveitada, sendo entdio descartada. E formada basicamente pela
borra do processo e por compostos com ponto de ebulicio acima de 100 °C, como por
exemplo, os acidos caproico, caprilico, e caprico que ddo um aroma parecido com o de sabao
a bebida. (97,98)

Cabe lembrar que o fracionamento do destilado apresenta limitagdes, em virtude da
complexidade da destilagdo, associada a composi¢do quimica do vinho e as caracteristicas do
processo. O comportamento dos componentes secundarios durante a destilagdo depende de
suas propriedades termodinamicas. Assim, os diversos compostos secundarios no vinho
podem ser agrupados em trés categorias:
e Compostos mais volateis que o alcool, representados por ésteres e muitos aldeidos, sdo mais
freqiientes na fragdo “cabeca”;
e Compostos menos volateis que o alcool, representados por compostos fendlicos e muitos
acidos organicos, sdo mais abundantes na fragdo “cauda”;
e Compostos mais volateis que o alcool nas solucdes alcoolicas de baixa concentragdo e
menos volateis nas solugdes alcoolicas concentradas. (16)

Deste modo, tem-se uma operagdo influénciada por inumeros fatores e varidveis

operacionais. Isto confere particularidades a cada processo, unidade produtora e,
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conseqiientemente, a cada produto. Esta diversidade ¢ potencializada por inovagdes, fatores
que vem sendo pesquisados. Este ¢ o caso da bidestilagdo ou dupla destilacao.

A bidestilagdo ¢ aplicada em algumas unidades produtoras de aguardente, as quais
tomam o processo de producao do uisque como referéncia. Na produgdo de uisque esta pratica
¢ padrdo para o processo, pois melhora a qualidade do produto. Processo que também foi
avaliado na producdo da aguardente de cana e que influéncia de forma significativa na

redugdo nos teores de acidez total e de cobre na bebida. (99,100)

2.9. Envelhecimento

A aguardente de cana recém-destilada possui caracteristicas sensoriais peculiares,
sendo considerada uma bebida agressiva. Este periodo de armazenamento, tanto em
recipientes de madeira quanto de ago inox ¢ denominado também de envelhecimento e ¢ uma
das fases mais importantes na produ¢do de destilados. Nesta etapa, a aguardente de cana
adquire atributos de aroma e sabor, caracteristicos de bebida de maior qualidade, permitindo
assim uma melhora consideravel na aceitacao pelo consumidor. (90,101-105)

A maturacao convencional de bebidas destiladas em barris ou tonéis de madeira
envolve um sistema complexo de transformagdes fisicas, quimicas e sensoriais do produto.
Sao reagdes complexas, como a mistura e o equilibrio das fracdes agua e etanol com os
compostos secundarios da bebida, reagdes quimicas e interagdes fisico-quimicas entre os
componentes da bebida e aqueles provenientes da madeira e trocas gasosas entre a bebida e o
ambiente externo aos recipientes de acondicionamento. (106)

Durante a maturacdo da bebida sdo formados congéneres responsaveis por tais
mudangas, esses congéneres sdo originados de reacdes entre os constituintes do destilado, da
interagdo entre o etanol e a madeira e da extracdo de componentes da madeira. As alteragdes
quimicas que ocorrem durante o envelhecimento consistem especialmente em reagdes de
esterificacdo e de oxidagdo, onde alcoois reagindo com oxigénio formam aldeidos, que em
contato com oxigénio formam &4cidos e que novamente em contato com oxigénio originam
ésteres. (107)

Dentre estes compostos, os ésteres sao responsaveis pelo aroma agradavel da bebida.
O acetato de etila ¢ o principal éster encontrado na bebida envelhecida, porém outros ésteres
estdo presentes em concentragdes que variam em funcdo da extensdo das reacdes de

transesterificacao (108).
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Em estudo realizado, as amostras de aguardente envelhecida tiveram melhor aceitacao
do que aquelas nao envelhecidas (103). Além disso, com o decorrer do tempo de
envelhecimento, novas caracteristicas sensoriais foram desenvolvidas, como aroma e sabor de
madeira, docura, aroma de baunilha, coloracdo amarela e a diminuicdo significativa da
agressividade e do aroma e sabor alcodlico (102). As reagdes de degradagdo da lignina por
etandlise também geram produtos que sdo responsaveis por mudancas no aroma e sabor
caracteristico mais agradaveis (107,109).

Durante o periodo de armazenamento nao ocorrem somente reagdes favoraveis, ha a
formacgao de carbamato de etila na aguardente quando armazenada em tonéis de madeira (20).
Esse processo também pode ocorrer quando o destilado ¢ armazenado em garrafas de vidro,

onde um processo fotoquimico esta envolvido na formagao de carbamato de etila. (110)
2.10. Legislacido e qualidade da aguardente de cana-de-a¢ucar

Muitos sdo os termos utilizados para denominar a bebida brasileira, alguns dizem
cachaga, outros falam aguardente ou pinga entre outros. No entanto, no dia 29 de junho de
2005 foi regulamentada a Instrugdo Normativa n°13 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, sendo entdo aprovado o “Regulamento Técnico para Fixagdo dos Padrdes de
Identidade e Qualidade para Aguardente de Cana e para Cachaga” (9). Este regulamento
separa a bebida em duas categorias: aguardente e cachaga:

e Aguardente: “E a bebida com graduacéo alcodlica de 38% vol. (trinta e oito por cento em
volume) a 54% vol. (cingiienta e quatro por cento em volume) a 20 °C (vinte graus Celsius),
obtida do destilado alcodlico simples de cana-de-agucar ou pela destilagdo do mosto
fermentado de cana-de-agucar, podendo ser adicionada de agucares até 6g/L (seis gramas
por litro), expressos em sacarose”.

e Cachaga: “E a denominacdo tipica e exclusiva da aguardente de cana produzida no Brasil,
com graduagdo alcodlica de 38% vol. (trinta e oito por cento em volume) a 48% vol.
(quarenta e oito por cento em volume) a 20 °C (vinte graus Celsius), obtida pela destilagdo
do mosto fermentado de cana-de-agucar com caracteristicas sensoriais peculiares, podendo
ser adicionada de agucares até 6g/L (seis gramas por litro), expressos em sacarose”.

No ambito legal, a qualidade da aguardente de cana foi regulamentada pela Instrugao
Normativa n°13, de 29 de junho de 2005 (9) e pelo Decreto Federal n°. 2314, de 04 de
setembro de 1997 (17), que dispde sobre a padronizagdo, a classificacdo, o registro, a

inspecao, a produgdo e a fiscalizagdo de bebidas. Na Tabela 1, sdo mostrados os padrdes de
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identidade e qualidade da aguardente de cana e cachaca, regulamentados pela mesma

Instrugdo Normativa n° 13 de 29 de junho de 2005 (9).

Tabela 1. Padrdes de identidade e qualidade da aguardente de cana-de-acucar e cachaga,

regulamentada pela Instru¢do Normativa n° 13, de 29 de junho de 2005.

Componentes Unidade Minim(I)JimilzZéximo
Graduagao alcodlica* °GL 38,0 54,0
Acidezé\é(i)(liitgceé)g;rsssa em mg.100 mL"! de 4lcool anidro - 150,0
Estere;c‘gtaa}[? dzxg[rﬁ:sa em mg.100 mL" de 4lcool anidro - 200,0
Aldeidos, em acetaldeido mg.100 mL"! de 4lcool anidro - 30,0
hsigigii(rlr?eflillrfiurpfﬁr; mg.100 mL"! de 4lcool anidro - 5,0
Soma de alcodis superiores**  mg.100 mL"! de lcool anidro - 360,0
Coeficiente de congéneres***  mg.100 mL™! de alcool anidro 200,0 650,0
Contaminantes
Alcool metilico (metanol) mg.100 mL! de 4lcool anidro - 20,0
Carbamato de etila pg.L! - 150,0
Acroleina (2-propenal) mg.100 mL"" de 4lcool anidro - 5,0
AICOOIEEEEEEHCO (2- mg.100 mL! de 4lcool anidro - 10,0
Alcool n-butilico (1-butanol)  mg.100 mL"' de alcool anidro - 3,0
Cobre mg.L! - 5,0
Chumbo pg.L! - 200,0
Arsénio pg.L! - 200,0

Fonte: MAPA. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Instrugdo normativa n° 13 de 29 de junho de
2005. (9)

*Graduag@o alcoolica da aguardente de cana-de-agticar. Lembrando que a cachaga ¢ um tipo de aguardente de cana-de-
acucar e tem graduagdo alcodlica entre 38-48% v/v.

**Alcoois superiores: soma dos alcodis isobutilico (2-metil propanol), isoamilicos (2-metil -1-butanol + 3 metil-1-
butanol) e n-propilico (1-propanol), em mg /100 ml de alcool anidro.

***Coeficiente de Congéneres: ¢ a soma de acidez volatil (expressa em acido acético), aldeidos (expressos em
acetaldeido), ésteres totais (expressos em acetato de etila), alcoois superiores (expressos pela soma do alcool n-
propilico, alcool isobutilico e alcoois isoamilicos) e furfural + hidroximetilfurfural.
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Em relagdo ao citado Decreto n°. 2314 (17), a Instru¢do Normativa n° 13 introduziu
novos compostos entre os padrdoes de identidade e qualidade da aguardente de cana. Sao
componentes considerados contaminantes na aguardente de cana, como o carbamato de etila,
o arsénio, a acroleina, o alcool sec-butilico e o alcool n-butilico. O prazo maximo para
adequacdo e controle dos contaminantes da aguardente foi estipulado em trés anos a partir da
data de publicagao da Instru¢do Normativa n° 13, com exce¢do do carbamato de etila, que foi
de cinco anos. (9)

No ano de 2006, o sistema de qualidade de produtos agricolas, pecudrios e
agroindustriais do estado de Sao Paulo definiu a norma de padrdes minimos de qualidade
mais exigentes para aguardente de cana-de-agticar como base para a certificacdo do produto
pelo selo paulista (Tabela 2). Por essa norma, a aguardente de cana paulista ¢ o produto
resultante da destilacgdo do mosto fermentado de cana-de-aguicar, com caracteristicas
sensoriais peculiares. Podendo ainda agregar a denominag¢do ‘“envelhecida”, no qual a
aguardente de cana deve ser envelhecida por no minimo 18 meses em tonéis de madeira .
(111)

A ampliacdo dos parametros legais segue uma tendéncia de maior exigéncia quanto a
qualidade, que ¢ acompanhada e observada nos mercados interno e externo de bebidas. No
ententanto, estudos sobre a qualidade da aguardente de cana-de-agucar ainda sao limitados, se
comparados aos existentes para outras bebidas tradicionais. (102)

Esta situacdo pode ser explicada pelo preconceito vigente em relacdo a bebida, visto
que por ser uma bebida tipica do Brasil, pelo carater exclusivo da produg¢ao e pelo predominio
de pequenas empresas na producdo, fato observado até pouco tempo atrds. O controle de
qualidade e a propria qualidade da aguardente somente serdo aprimorados se a industria
conhecer o processo e o produto, sem mitos e crendices, ou seja, produzir com tecnologia,
sobretudo com uma consciéncia ampla de qualidade entre todos os membros do sistema de
producao.

Apesar de haver legislacdo sobre o tema, parametros de qualidade para aguardente
ainda sdo escassos, uma vez que a legislagdo em vigor pouco rege sobre este atributo,
impondo limites para garantia da saude publica, e que pouco ou nada se referem a qualidade

global do produto. (78)
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Tabela 2. Concentragdo maxima de compostos organicos € inorganicos presentes em

aguardente de cana-de-actcar para o sistema de qualidade selo paulista.

Componentes Unidade Minim(I)JimilzZéximo
Acidezé\;(i)(llitgceé);irsssa em mg.100 mL™! de 4lcool anidro - 80,0
Esteresct;;a}[i;, de;xg[riit;sa em mg.100 mL™! de 4lcool anidro - 100,0
Aldeidosatccgg lscie?((llz) Fesso em mg.100 mL™! de 4lcool anidro - 30,0

hsigigiicrtei‘:lillrfiurnfﬁr; mg.100 mL™! de 4lcool anidro - 2,0
Soma de alcoois superiores*  mg.100 mL™! de 4lcool anidro - 280,0
Coeficiente de congéneres**  mg.100 mL™"! de 4lcool anidro - 200,0

Contaminantes

Alcool metilico (metanol) mg.100 mL"! de 4lcool anidro - 20,0

Carbamato de etila pg.L! - 150,0
Acroleina (2-propenal) mg.100 mL"! de 4lcool anidro - 5,0
AICOOIEz;EggliCO (2- mg.100 mL" de 4lcool anidro - 10,0
Alcool n-butilico (1-butanol)  mg.100 mL"' de alcool anidro - 3,0
Cobre mg.L! - 2,0

Chumbo pg.L! - 200,0

Ferro ng. L - 250,0

Arsénio pg.L! - 100,0

Fonte: SAO PAULO. Secretaria de Agricultura e Abastecimento. Resolugdo de 29 de novembro de 2006. (111)

*Alcodis superiores: soma dos alcoois isobutilico (2-metil propanol), isoamilicos (2-metil -1-butanol + 3 metil-1-
butanol) e n-propilico (1-propanol), em mg /100 ml de alcool anidro.
**Coeficiente de Congéneres: ¢ a soma de acidez volatil (expressa em acido acético), aldeidos (expressos em
acetaldeido), ésteres totais (expressos em acetato de etila), alcodis superiores (expressos pela soma do alcool n-
propilico, alcool isobutilico e dlcoois isoamilicos) e furfural + hidroximetilfurfural.

2.11. Cobre

O cobre ¢ um metal essencial para plantas e animais. Nos seres humanos, encontra-se

distribuido praticamente em todo organismo em diferentes concentragdes. O cobre tem papel
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fundamental, em niveis de tracos, nos processos bioldgicos do organismo humano, atuando
como cofator de diversas enzimas, em varias atividades celulares e também na captacio de
ferro (23-27). O Food Nutritional Board (FBN) estabeleceu para este metal o RDA
(Recommended Dietary Alowance) de 1,5 a 3,0 mg por dia para adultos (22).

Distribuido em diferentes concentragdes ao longo do organismo, variando de 100 a
150 mg em um individuo adulto, sendo que a maior parte encontra-se no figado, que junto
com os musculos e ossos contém de 50 a 75% do total de cobre corporeo. O cobre participa de
algumas atividades proteicas como a tirosinase, catalase, citocromo oxidase, dopamina-f3-
hidroxilase, peroxidases e a ceruloplasmina. Este micronutriente é necessario também para o
crescimento, mecanismos imunologicos de defesa, resisténcia 6ssea, matura¢do das células
vermelhas e brancas, transporte de ferro, metabolismo da glicose e colesterol, contratilidade
miocardia e desenvolvimento cerebral. (28)

As manifestacdes decorrentes da deficiéncia do metal incluem disfuncdo cardiaca,
aumento de lipoproteinas de baixa densidade e elevacdo da fragdo de colesterol de alta
densidade, diminui¢ao de metionina, encefalinas leucinicas, cobrezinco superdxido dismutase
eritrocitaria e diminuicao da depuragdo da glicose. (29,30)

Mesmo sendo um nutriente importante em diversos sistemas enzimaticos vitais ao
metabolismo humano, a quantidade ingerida pode acarretar sérios problemas de saide. Em
altas concentragdes, o cobre pode ser toxico devido a afinidade do metal por grupos tiol (-SH)
de muitas proteinas e enzimas presentes no organismo, sendo associado a varias doencas
neurodegenarativas como Doenca de Wilson, Doenca de Menkes, aceruplasminemia,
esclerose, artrite reumatoide, Doenca de Alzheimer e autismo. Porém, ainda sdo motivos de
controvérsias € dicussdes. O cobre em excesso também pode ser carcinogénico causando
melanoma (tipo de cancer maligno caracterizado pelo aparecimento de manchas pretas na
pele), cegueira e a morte (29-35). Além disso o cobre ¢ também o catalisador responsavel na
formagdo do carbamato de etila, outro composto que pode estar presente na aguardente e que
¢ bastante toxico ao organismo humano e potencialmente carcinogénico (18-20,100). No
entanto, existem trabalhos que questionem tal relagdo. (94,95)

A aguardente de cana-de-agucar ¢ geralmente produzida em alambiques de cobre, o
que confere melhor qualidade do produto, contribuindo para a melhoria do sabor e do aroma,
quando comparada aos alambiques confeccionados de outros materiais como, por exemplo, o
aco inox, porcelana e o vidro. Muitos pesquisadores atribuem ao cobre o papel de catalisador

durante o processo de destilagdo da aguardente, contribuindo para a eliminacdo de
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determinados odores desagradaveis, atribuidos a compostos sulfurados, observados em
aguardentes destiladas em alambiques de outros materiais. Todavia, esta pratica pode
contaminar o produto com cobre quando o manejo na etapa de higienizacdo e da produgado ¢
inadequado. (13)

A presenca do cobre na producdo de aguardente estd associada ao processo de
destilagdo, visto que muitos alambiques podem ser total ou parcialmente confeccionados com
esse metal. Quando o metal constituinte das paredes internas do alambique (cobre) fica
exposto ao ar imido contendo gas carbonico, lentamente se oxida ficando coberto por uma
camada esverdeada de diidroxicarbonato de cobre(Il) (JCuCO3Cu(OH):]), comumente
denominada de ‘“azinhavre”. Este composto pode ser dissolvido pelos vapores alcodlicos
acidos e arrastados para o destilado durante a destilagao. (11,13-17)

A legislagdo brasileira considera o cobre um contaminante da aguardente de cana e
definiu seu limite maximo em 5,0 mg.L™! (Tabela 1) (9). Em outros paises, como Estados
Unidos por exemplo, a legislacdo ndo tolera mais que 2,0 mg.L!' (11) de cobre nos destilados
alcodlicos. Na Unido Européia, ainda mais rigorosa quanto ao teor de cobre, essa quantidade
nio pode ser maior que 1,0 mg.L!. (12)

De todo modo, considerando o exposto, os teores de cobre devem ser minimizados na
aguardente para garantir qualidade ao produto, proteger o consumidor e prevenir a formagao
de outras substancias indesejaveis. O meio mais eficaz para evitar contaminagdo excessiva de
cobre no destilado final ¢ a higienizagdo correta do alambique, evitando ou minimizando a
formacdo do azinhavre. Para a higienizacdo do alambique de cobre, recomenda-se que a
primeira destilacao deva ser feita adicionando-se suco de limao a agua (acido citrico), a base
de 5 litros do suco para cada 100 litros de dgua. Assim, essa solugdo removera o azinhavre do
alambique, principalmente aquele existente no interior da serpentina de condensacdo dos

vapores hidroalcodlicos. (68)
2.12. Métodos de determinacio de cobre em aguardente de cana

Uma vez apresentadas algumas consideragdes acerca da presenca de ions cobre na
aguardente de cana-de-agucar, principalmente no que envolve seu papel na qualidade
sensorial da aguardente artesanal, na rota quimica de formagdo do carbamato de etila e,
principalmente nas questdes relacionadas a saide de quem consome a bebida, os limites
maximos de concentracdo assegurados pela legislagao brasileira para garantia de qualidade da

bebida consumida no Brasil (5,0 mg. L) (9) e para exportagio (de 1,0 a 2,0 mg. L") (11,12),
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fica evidente que ¢ fundamental o desenvolvimento de métodos simples e rapidos para a
determinagdo dessa espécie na referida matriz.

Varios métodos tém sido propostos, utilizando diferentes técnicas, para a determinagao
de ions cobre em amostras de aguardente de cana (112,113). Estdo mencionados somente
alguns métodos a titulo de exemplificar a diversidade utilizada.

As técnicas espectrométricas de absor¢ao e emissao atdmica sao as mais utilizadas. O
método sugerido pela AOAC (A4ssociation of Official Analytical Chemists) (112), por
exemplo, utiliza a espectrometria de absor¢ao atdmica com chama (FAAS), com os padrdes
analiticos para construgio da curva de calibragdo (0,00 a 0,96 mg.L!) preparados em solugio
alcodlica a 50% v/v e leitura direta de amostras sem ajuste de graduacdo alcodlica. Entretanto,
em um trabalho que também utiliza FAAS, foi realizado um estudo de que indicou um efeito
de matriz considerdvel em andlises de ions cobre em aguardente de cana utilizando o método
da curva de calibragdo sem ajuste do teor alcodlico da matriz (114). Dessa maneira, os autores
sugerem que esse tipo de andlise seja realizada utilizando o método de adicao de padrdes, uma
vez que no caso do método da curva de calibragcdo, devido ao efeito de matriz, o grau
alcodlico de cada amostra deve ser determinado antes da analise e os padrdes analiticos
preparados em solu¢des de mesmo grau alcodlico (114). O principal motivo pelo qual a
graduacdo alcoolica interfere na medida estd relacionado com tensdo superficial da solugao.
Quanto maior for a graduacdo alcodlica, menor sera a tensdo superficial da solugcdo e maior
sera a eficiéncia de nebulizacdo, também contribuindo para o aumento da temperatura da
chama.

O Instituto Adolfo Lutz também propde em seu guia de métodos fisico-quimicos para
analise de alimentos, o método de adi¢do de padrdo para determinar cobre em aguardente de
cana-de-agucar (113). No procedimento proposto, adiciona-se 10 mL da amostra em quatro
baldes volumétricos de 50 mL. Em seguida, sdo adicionadas aliquotas de 2, 5, e 10 mL de
uma solugio padrio contendo 5,00 mg.L! de cobre em trés dos baldes, sendo que um dos
baldes ¢ mantido somente com a aliquota da amostra. O branco deve ser determinado com a
solucdo de alcool etilico a 8% v/v em dgua. A vantagem deste método ¢ eliminar
principalmente interferéncias provenientes da matriz. Entretanto, pode ser considerado um
procedimento trabalhoso quando utilizado em andlises de rotina em laboratorios com alta
demanda de amostras.

Outros autores (115) propuseram um método para determinacdo de cobre em

aguardente de cana-de-acucar empregando a técnica de espectrometria de absor¢do atdmica
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sequencial rapida (FS-AAS). Para realizar o ensaio, diluiram a amostra em uma proporcao de
1:1 com 4cido nitrico a 1,0 mol.L! e utilizaram padrdes internos de prata, bismuto, cobalto ou
niquel para minimizar as interferéncias causadas pelos diferentes teores alcodlicos das
amostras, evitando assim o uso do método de adicdo de padrdes empregado no método
anterior. (114)

A técnica de espectrometria de absor¢ao atomica com forno de grafite (GFAAS) foi
utilizada para determinagdo simultanea de arsénio, cobre e chumbo em aguardente de cana-
de-agucar, sem prévia digestdo da amostra (116). No procedimento utilizaram-se bismuto e
antiménio como padrdes internos para minimizar o efeito de matriz, corrigir erros
sistematicos e eliminar influéncias geradas por flutuagdes de ajustes do instrumento.

Outra metodologia que emprega a técnica de espectrofotometria de absorcao
molecular na regido do UV-VIS foi proposta para determinacdo de cobre em aguardente de
cana-de-agiicar. O composto biquinolina foi utilizado para formacdo de um complexo
croméforo com o cobre, o qual foi monitorado no comprimento de onda de 545 nm. As
analises foram realizadas em um meio contendo solugdo alcoolica a 87% v/v, cloreto de
amonio a 0,08% m/v, biquinolina em uma concentracdo de 6,40 x 10 mol.L™!, triton x-100 a
0,08% m/v e solugio tampdo de acetato 1,00 mol.L! a pH 4,8. Foi observado que a formacio
do complexo ¢ instantdnea e apresenta alta seletividade em presenca de outros metais ¢ a
metodologia ndo requer pré-concentracdo no preparo de amostra, permitindo uma direta
quantificagdo de ions cobre. (117)

Técnicas eletroanaliticas também ja foram utilizadas para determinagdo de ions cobre
em amostras de aguardente de cana-de-actcar. Para tal, um método potenciométrico foi
desenvolvido utilizando um eletrodo ion-seletivo para ions cobre, construido em laboratdrio
utilizando membranas de sulfeto de cobre. (118)

Sdo intmeras as metodologias para a determinacdo de ions cobre em aguardente de
cana-de-acucar, utilizando de varias técnicas andliticas, descritas na literatura. No entanto, a
maioria sao técnicas bastante onerosas que envolvem procedimentos laboriosos, que precisam
de tratamento prévio de amostras com um custo de analise consideralmente alto e que no mais
requerem o uso de grandes quantidades de solventes, reagentes e amostras gerando um
volume grande de residuos ao meio ambiente. Portanto sdao metodologias que na sua grande
maioria contraria os preceitos da quimica verde (36). Esses preceitos cada dia mais estdo

sendo levados em conta quando se vai desenvolver um novo método analitico com mais
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responsabilidade ambiental, que sejam mais limpos e que gerem cada vez menos residuos

toxicos a0 meio ambiente.
2.13. Quimica verde: conceitos basicos

Nos ultimos anos, surgiu uma nova forma de pensar e tratar o problema de remediacao
dos residuos quimicos com o objetivo de buscar alternativas que evite ou miniminize sua
producao. Este novo direcionamento na questao da redu¢ao do impacto da atividade quimica
ao ambiente ¢ chamado de green chemistry ou quimica verde, podendo ser também
denominado de quimica limpa, quimica ambientalmente benigna, ou ainda, quimica auto-
sustentavel. (36)

A Quimica verde ¢ definida como o desenvolvimento e implementagdao de processos e
produtos quimicos para reduzir ou eliminar o uso ou gera¢do de substancias nocivas a satde
humana e ao meio ambiente (36). Este conceito, cada vez mais esta sendo incorporado em
varias aplicacdes industriais, principalmente em paises com industria quimica bastante
desenvolvida e que apresentam legislacdo rigorosa no controle de emissdo de poluentes e que
vem sendo gradativamente incorporado ao meio académico, no ensino e na pesquisa. (37)

E importante ressaltar que a quimica verde é diferente da quimica ambiental. Enquanto
a quimica verde procura a redugdo e a prevengdo da polui¢do, a ambiental ¢ a quimica do
meio-ambiente e dos poluentes quimicos na natureza.

A filosofia verde ¢ baseada em 12 principios, envolvendo a prevencdo, sintese e
utilizacao de produtos menos perigosos bem como a utilizagdo de solventes menos toxicos,
uso racional de energia, utilizacdo de matéria-prima renovavel, dentre outros. Principios que
podem ser aplicados as diversas areas da quimica como na quimica organica, inorgénica,
bioquimica, fisico-quimica e analitica, com énfase em aplicacdes industriais e pesquisa
(36,37):

1. Prevencgdo: Evitar a produgdo do residuo é melhor do que tratdalo ou “limpad-lo” apos sua
geragdo,

2. Economia de Atomos: Deve-se procurar desenhar metodologias sintéticas que possam
maximizar a incorporagado de todos os materiais de partida no produto final;

3. Sintese de Produtos Menos Perigosos: Sempre que praticavel, a sintese de um produto
quimico deve utilizar e gerar substancias que possuam pouca ou nenhuma toxicidade a saude

humana e ao ambiente;
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4. Desenho de Produtos Seguros: Os produtos quimicos devem ser desenhados de tal modo
que realizem a fun¢do desejada e ao mesmo tempo ndo sejam toxicos;

5. Solventes e Auxiliares mais Seguros: O uso de substancias auxiliares (solventes, agentes de
separagdo, secantes, etc.) precisa, sempre que possivel, tornar-se desnecessario e, quando
utilizadas, estas substdncias devem ser inocuas,

6. Busca pela Eficiéncia de Energia: A utiliza¢do de energia pelos processos quimicos
precisa ser reconhecida pelos seus impactos ambientais e economicos e deve ser minimizada.
Se possivel, os processos quimicos devem ser conduzidos a temperatura e pressao ambientes;
7. Uso de Fontes Renovaveis de Matéria-Prima: Sempre que técnica e economicamente
viavel, a utilizag¢do de matérias-primas renovaveis deve ser escolhida em detrimento de fontes
ndo renovaveis,

8. Evitar a Formagdo de Derivados: A derivatizacdo desnecessaria (uso de grupos
bloqueadores, prote¢do/desprotecdo, modificagdo temporaria por processos fisicos e
quimicos) deve ser minimizada ou, se possivel, evitada, porque estas etapas requerem
reagentes adicionais e podem gerar residuos;

9. Catalise: Reagentes cataliticos (tdo seletivos quanto possivel) sdo melhores que reagentes
estequiométricos,

10. Desenho para a Degradagdo: Os produtos quimicos precisam ser desenhados de tal modo
que, ao final de sua fungdo, se fragmentem em produtos de degrada¢do inocuos e ndo
persistam no ambiente;

11. Andlise em Tempo Real para a Prevengdo da Poluig¢do: Sera necessdrio o
desenvolvimento futuro de metodologias analiticas que viabilizem um monitoramento e
controle dentro do processo, em tempo real, antes da formagdo de substancias nocivas;

12. Quimica Intrinsecamente Segura para a Prevengdo de Acidentes: As substdancias, bem
como a maneira pela qual uma substancia é utilizada em um processo quimico, devem ser
escolhidas a fim de minimizar o potencial para acidentes quimicos, incluindo vazamentos,
explosoes e incéndios. (36,37)

Na quimica analitica, o conceito de quimica verde esta sendo aplicado na substituicao
de métodos e processos quimicos que geram problemas ambientais por alternativas menos
poluentes ou ndo-poluentes. Esses novos processos sao comumente denominados de métodos
ou processos ambientalmente amigaveis e que fazem uso de fontes renovaveis ou reciclaveis
de matéria-prima, utilizando menos energia para producdo de igual ou maior quantidade de

produto, evitando o uso de substancias persistentes, bioacumulativas e toxicas.
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Visando aplicar cada vez mais tais caracteristicas, nos ultimos anos a combinacdo spot
test e espectroscopia de reflectancia difusa tém sido largamente aplicadas em analises clinicas,
testes para o controle da qualidade do ar, analises de agua e alimentos, prospecc¢ao
geoquimica e ainda em outras areas (38). A metodologia vem ganhando destaque na literatura
devido a rapidez e simplicidade das andlises, grande redugdo no consumo de reagentes
(utiliza-se, em média, 10 a 30 pL de cada reagente), boa sensibilidade, possibilidade de
medidas “in situ” (portabilidade), muito baixa gera¢ao de residuos ao meio ambiente e baixo
custo relativo dos equipamentos (mini-espectrofotometros portateis com acessorios para
reflectancia difusa, de baixo custo e de excelente performance estdo atualmente disponiveis

no mercado). (39)
2.14. Espectroscopia de reflectancia difusa — consideracdes gerais

A percepcdo Optica das espécies quimicas ¢ baseada na sua interagdo com a luz.
Absorg¢do, emissao e reflexao sdo as trés técnicas Opticas comumente empregadas em medidas
quantitativas (44). Contrastando com as medidas de transmitancia, amplamente utilizadas em
analises quantitativas, a espectroscopia de reflectancia difusa tem sido pouco estudada em
quimica analitica. Durante muito tempo, a sua utilizacdo foi limitada as areas de pigmentos,
tintas, té€xtil, papel, ceramica e metalurgia para avaliar algumas propriedades destes materiais,
tais como coloragdo e brilho (40). Porém, pouca aten¢do foi dada a reflectancia difusa como
uma técnica para analises quantitativas, porque os valores de precisdo obtidos por medidas de
reflectancia difusa em spot tests convencionais eram muito baixos (entre 10 e 20%) (43).
Entretanto, com o recente desenvolvimento de novos dispositivos, como fibras Opticas,
esferas de reflectincia e reflectdmetros construidos em laboratério, resultados aceitaveis
passaram a ser obtidos (38,44,45). Hoje, ¢ possivel desenvolver métodos reflectométricos
quantitativos em suportes solidos ou trabalhar em solu¢do, medindo-se a reflectancia difusa de

solidos suspensos, com bons resultados. (46)

2.15. Aspectos teoricos da espectrometria de reflectincia difusa no UV/VIS

e Lei de Beer - Lambert

Quando um feixe paralelo de radiacdo monocromatica com determinada poténcia (Po)
incide perpendicularmente em um bloco de material absorvente com uma solucdo, apenas

uma parte deste feixe, denominado de feixe emergente, sai pelo do outro lado do bloco, com
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uma outra poténcia (P). Em outras palavras, apds atravessar uma espessura (b) do material
contendo (n) espécies absorventes, sua poténcia decresce como resultado da absor¢ao.

Este decréscimo esté relacionado principalmente com perdas por reflexdes na interface
do bloco e por espalhamento na propria solugao.

O tratamento matematico desta poténcia ao se levar em consideragdo todos os fatores

externos e internos nos leva a Lei de Beer-Lambert:

A=¢b.c
Equacio 1

Onde:
A = absorvancia
€ = absortividade molar da substancia
b = caminho 6ptico (cm)

¢ = concentracao

Porém, alguns desvios podem ser encontrados entre a medida de absorvancia e a
concentragdo. Estes desvios s3o caracterizados por limites da propria lei ou por como sao
realizadas as medidas de absorvancia (desvios instrumentais) ou por mudangas quimicas
associadas as variacdes de concentracao (desvios quimicos).

Geralmente, a Lei de Beer-Lambert ¢ 6tima para descrever o comportamento da
absor¢do de meios com baixas concentracdes do analito, porém, quando a concentragdo
aumenta a distancia das moléculas diminui e cada uma delas afeta a distribuicao de carga em
sua vizinhanga, alterando a capacidade das moléculas absorverem um determinado
comprimento de onda da radia¢do. Tais desvios podem aparecer também devido a
absortividade molar depender do indice de refracdo do meio. (119,120)

Diferentemente da espectroscopia de absor¢do, a espectroscopia de reflectancia tem
sido pouco estudada por ser considerada inviavel para analises quantitativas ja que, a partir de
spot tests convencionais, a precisdo ndo era tdo boa (43). Tal fato foi reconsiderado apds
haver o desenvolvimento de instrumentos analiticos (fibras Opticas e esferas de reflectancia
melhores), sendo possivel entdo a analise quantitativa por reflectancia acopladas a spot tests,
apresentando resultados muito melhores. (121)

A espectroscopia de reflectancia ¢ um processo relativamente complexo que ocorre

quando um feixe de radiacdo atinge a superficie de uma amostra. A reflexdo difusa acontece
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apos a penetragdo da radiagdo incidente no interior do s6lido; uma parte desta radiagdo retorna
a superficie da amostra depois de ter sofrido absorcao e reflexdes multiplas nas superficies de
cada uma das particulas que a compdem. Desta maneira, a radiagdo ¢ dispersa em uma faixa
de varios angulos. (40)

Caso a amostra seja solida, ocorrerd reflexdo especular em cada superficie plana,
porém, como hé4 muitas destas superficies orientadas aleatoriamente, a radiacdo ¢ refletida em
todas as direcdes. Geralmente, a intensidade da radiagao refletida ¢ independente do angulo de
observacao.

Diferentemente da reflexdo especular, a reflexdo difusa ocorre em superficies foscas
ou opacas devido as reflexdes multiplas a partir das superficies das particulas que constituem
o meio. Este tipo de reflexdo compreende um processo que acontece devido a penetragao da
radiacdo em um substrato sélido (como um po6 finamente dividido), sendo que parte desta
radiacdo retorna para a superficie do substrato, ocorrendo também dispersao multipla e
absor¢do parcial da radiacdo pelas particulas ou fibras que constituem o substrato solido
(40,44,45,121). Como ha muitas superficies orientadas aleatoriamente, a radiagdo ¢ refletida
em todas as direc¢des, sendo a intensidade independente do angulo de observagado. (120)

Varios modelos foram desenvolvidos de modo a descrever a intensidade da radiagao
refletida difusamente de um modo quantitativo. Dentre estes, estd o modelo de Kubelka e
Munk (120), relacionando a concentracdo da amostra com a reflectancia através da relagao
entre o coeficiente de absor¢do molar do analito (K), coeficiente de dispersdo ou de

espalhamento (S) e poder de reflectincia em um meio semi-infinito (infinitamente fino):

(I-R) _k

f(R,)= R .

Equacio 2

Onde ROO ¢ a razao entre a intensidade refletida pela amostra e a de um padrao nao-
absorvente, como o cloreto de potassio finamente moido.
Para uma amostra diluida, (K) estd relacionado a absortividade molar (€) e a

concentracdo de analito (¢) pela equacao:

57



Jodo Carlos de Souza Mestrado em Quimica

K=2,303¢.c
Equacio 3

A aplicag¢ao da Equacao 2 fornece uma relagdo linear entre a concentragao da amostra
e a funcio f(R,)para concentracdes médias e altas, enquanto que para concentragdes mais

baixas pode haver um desvio da linearidade. (44)

2.16. Instrumentacao

Medidas de reflectancia difusa podem ser obtidas através da utilizagdo de
equipamentos portateis ou de acessorios de reflectancia acoplados a um espectrometro. A
Figura 2 apresenta um esquema de um acessorio de reflectancia difusa portatil composto de

uma esfera integradora e uma fibra optica acoplado a um espectrometro.

Esfera integradora de
reflectincia difusa
5cm
— N

y
[

I =) Spectralon
'*1 — —
Computador 8cm
100 cm
. I “Cabo de fibra

Espectrometro optica

Figura 2. Esquemitazacdo do acessorio de reflectancia difusa portatil composto de uma esfera

integradora e uma fibra dptica acoplado a um espectrometro.

A esfera integradora de reflectancia difusa é um so6lido oco, cujas paredes sdo
constituidas por um material que reflete a radiacdo, de qualquer comprimento de onda de
interesse difusamente e com alto poder de reflexdo (40). Antigamente, as esferas de
integragdo eram fabricadas com material metélico revestido com tinta branca ou p6 de o6xido
de magnésio ou de sulfato de bario prensado. Atualmente, sdo utilizados materiais brancos de
politetrafluoroetileno (PTFE) ou outros termoplasticos, como o Spectralon e o

Spectraflect®5. (40,42)
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A esfera de integracdo tem a funcdo de coletar e integrar espacialmente o fluxo de
radiagdo refletida por uma superficie. Assim, a intensidade da radiagdo refletida em qualquer
parte da esfera ¢ uma medida do fluxo total da radiagdo refletida pela mesma,
independentemente da distribui¢do espacial e da posicdo da fonte de radiacao. A radiagdo ¢
entdo coletada por um cabo de fibra dptica e encaminhada até o espectrometro ligado a um
computador, no qual serd medida e transformada em um sinal analitico que ¢ finalmente
interpretado por um software instalado no computador. Como referéncia e suporte dos spots

tests € utilizado um disco de politetrafluoroetileno (PTFE) denominado de Spectralon. (40,42)
2.17. Aplicacdes da espectroscopia de reflectancia difusa

Diversos métodos por espectroscopia de reflectancia difusa, na regido do visivel, para
analises quantitativas sao descritos na literatura. (38,42,44,45,46,122-128)

Pesquisadores desenvolveram método para a determinagdo de ions ferro(Ill),
cromo(VI) e niquel(Il), utilizando papel de filtro como suporte sélido para a reagdo (45).
Outra metodologia desenvolvida foi para a determinacdo de ions amonio, hidrogenofosfato e
cobre(Il) (44). Métodos semelhantes aos descritos acima foram desenvolvidos para a
determinagdo de cobre(Il), cobalto(Il), niquel(Il) e ferro(Ill), em 4agua, todos também
utilizando papel de filtro. (38)

Outros pesquisadores utilizaram como suporte solido para as reagdes, membranas de
extracdo em fase solida (EFS) (124-128). Para determinacdo de ions chumbo(Il) foi
desenvolvido um método através da imobilizagdo do complexo formado entre os ions
chumbo(Il) e o alaranjado de xilenol sobre uma superficie de silica (125). Outro método para
determinag¢do de ions niquel(II), em andlises da 4gua, por espectroscopia de reflectancia
difusa foi produzido a partir da reacdo de precipitagdo entre os ions niquel(Il) e
dimetilglioxima. O precipitado foi coletado em membranas de extragcdo de fase solida (EFS) e
as medidas de reflectincia difusa foram tomadas por um reflectometro portatil. (128)

Em 2006, foi desenvolvido um método para a determinacdo de aluminio, utilizando
membranas de silica C18 para imobilizagdo do complexo de aluminio formado (128).
Métodos para analise de compostos ndo-metalicos também foram descritos (126,127). Um
desses métodos desenvolvidos foi para determinacdo de iodo e iodeto (126) e outro para
quantificagdo de amoénio pela reacdo de Berthelot, utilizando membranas de EFS como

suporte solido para medidas de reflectancia. (127).
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A espectroscopia de reflectancia difusa permite também a construgdo de
reflectometros home-made (38). Um método para determinacdo de diclofenaco em
formulacdes farmacéuticas, através da sua complexagdo com ions cobre(Il) foi desenvolvido
em 2006. O complexo colorido produzido pela reagdo foi submetido a analise em um
reflectometro home-made, composto por um LED (light emitting diode) ¢ um LDR (light
dependent resistor) e medidas de resisténcia foram obtidas (46). Posteriormente, em 2008,
uma cela de fluxo composta novamente por um LED e por um LDR foi construida para
determinagdo de niquel através da sua reacdo com a dimetilglioxima, onde foi adaptado para
andlise por injecao em fluxo, e sua deteccdo através de medidas de resisténcia foi realizada
com sucesso. (129)

M¢étodos mais recentes para a determinagdao de principios ativos de medicamentos,
utilizando papel de filtro como suporte sélido para a reagdo, sdo descritos na literatura. Tanto
o método para determinagdo de furosemida em formulagdes farmacéuticas, através da sua
reacdo com p-dimetilaminocinamaldeido, quanto o método para determinagdo de propranolol,
pela reagao deste com 2,6-dicloroquinona-4-cloroimida, mostraram-se praticos e eficientes,
com limites de detec¢ao adequados para este tipo de analise e 6tima precisao. (122,123)

Outros trabalhos publicados recentemente mostram ainda a aplicagdo das medidas de
reflectancia na regido do infravermelho proximo, para a determinagdo de metais em amostras
de alimentos (130) e de medicamentos em formulagdes farmacéuticas. (131)

Todos os estudos citados acima revelaram que o uso apropriado da espectroscopia de
reflectancia difusa, fornecendo resultados quantitativos confidveis, demonstrando o potencial

desta técnica para analises quantitativas.
2.18. Spot test

Nas ultimas quatro décadas, as reagdes classicas de spot tests t€m sido largamente
aplicadas em analises clinicas, testes para o controle da qualidade do ar, andlises de agua e
alimentos, prospec¢do geoquimica e ainda em outras areas da quimica analitica (42). A
simplicidade extrema, rapidez, economia de tempo e reagentes e a baixa producao de residuos
toxicos, possibilitam que os spots tests surjam como uma alternativa para o desenvolvimento
de métodos analiticos mais limpos (39,122,123,132,133). A confec¢do de um spot test ¢ muito
simples, consistindo apenas da mistura de algumas gotas da solucdo de analito ou solugdo-

teste com algumas gotas da solugdo de reagente, formando-se assim, um produto colorido. O
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meio para a reagao pode ser uma superficie porosa, como papel de filtro (41), pastilhas de
silica gel, ou mesmo uma superficie lisa, como uma placa de porcelana (42).

Em meados do século XIX, alguns testes quimicos ja eram realizados sobre a
superficie de papéis de filtro. Runge, considerado o criador da técnica do spot test,
desenvolveu, em 1822, um teste para detec¢do de cloreto em solugdes alvejantes. Quando
gotas da solugdo de alvejante eram adicionadas ao papel impregnado com amido e iodeto de
potassio, um circulo azul era formado em conseqiiéncia da liberagdo do iodeto e da reagdo
entre o cloreto e o amido (123). Vinte e cinco anos mais tarde, Hugo Shiff desenvolveu um
método para deteccdo de acido urico, impregnando papel de filtro com carbonato de prata
(41,42). Posteriormente, Fritz Feigl se destacou como o cientista que estudou e desenvolveu
diversas reacdes organicas e inorganicas mais seletivas e sensiveis por spof fests. (41)

Os spot tests constituem uma técnica colorimétrica, que pode ser usada para analises
qualitativas, quando a deteccdo da substancia de interesse se d4 visualmente pela presenga de
cor; para analises semi-quantitativas — na quais escalas de cores, feitas com padrdes analiticos
de diferentes concentragdes, sao utilizadas para comparagao com a intensidade de cor do teste
e para analises quantitativas, nas quais utilizam-se, por exemplo, instrumentos para medir a
luz refletida, neste caso, a espectroscopia de reflectancia difusa. Em andlises semi-
quantitativas ou quantitativas, o procedimento para a realizagdo do spot test deve ser bem
elaborado, de modo que haja uniformidade na cor da mancha formada e, conseqiientemente,
uma boa precisdo das medidas (40). Detalhes importantes da execucao do spot fest envolvem
o controle do volume da solugdo a ser adicionada utilizando micropipetas ou microsseringas e
da velocidade da adigdo das solucdes, bem como a escolha da ordem de adicao que resulte em
maior uniformidade da mancha colorida formada.

Métodos para andlises quantitativas envolvendo spot fests com detecgdo por
espectroscopia de reflectancia difusa sdo interessantes do ponto de vista da quimica verde,
que preconiza o desenvolvimento de novos métodos ambientalmente mais amigaveis (36,37).
Os spots tests sao simples, rapidos, econdOmicos € geram minima quantidade de residuos,
sendo, portanto, métodos menos poluentes. Além dessas vantagens, estes métodos possuem
também a caracteristica da portabilidade, quando se faz uso de detectores operados a bateria,

que podem ser levados para a realizacao de analises in situ. (123,124)
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3. Objetivos

3.1. Objetivos gerais

Desenvolver um método analitico ambientalmente mais limpo, simples, rapido,
sensivel, portatil e de baixo custo relativo para a determinacao do teor de ions cobre(Il) em
aguardente de cana—de—acgucar, utilizando espectroscopia de reflectancia difusa combinada

com spot test.
3.2. Objetivos especificos

e Avaliacdo de diversos agentes cromogénicos para processar a reacgdo, tais como: 1,5-
difenilditiocarbazona (ditizona), 1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN), 2,2-bipiridina, 1,10-
fenantrolina;

e Otimizacdo dos parametros experimentais do novo método analitico desenvolvido via
quimiometria, no sentido de se utilizar as minimas quantidades possiveis de amostras,
solventes e reagentes;

e Aplicacdo do método analitico desenvolvido na analise de ions cobre(Il) em amostras de
aguardente de cana—de—acucar, comparando os resultados obtidos pelo método proposto com
aqueles citados na literatura e/ou metodologia padrdo para analise de ions cobre(Il) em
aguardente de cana—de—acucar;

e Interagir com empresas e/ou produtores artesanais de aguardente de cana—de— agticar.
4. Parte experimental

4.1. Materiais e reagentes

4.1.1. Instrumental

e Agitador magnético marca IKA®, modelo RH B-KT/C;
e Balanga analitica marca Mettler Toledo®, modelo AG 204, precisdo de + 0,0001 g;

e Banho ultrassom marca Branson®, modelo 3210R-MTH;
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e Equipamento portatil de reflectdncia difusa composto de uma esfera integradora e fibra
optica da marca Ocean Optics, acoplado a um espectrotdometro USB2000 com o software
OOIBase32;

e Espectrometro de absor¢io atdmica por chama marca Varian®, modelo SpectrAA 50;

e Lampada de catodo oco marca Varian®, niimero de série 0010710;

e Micropipeta marca Eppendorf®, com variagio de volume de 1 a 100 pL;

e pHmetro marca Micronal® modelo B474, acoplado com eletrodo combinado de Ag/AgCl.
4.1.2. Materiais de vidro e diversos

e Baloes volumétricos de 10,00; 25,00; 50,00; 100,00 mL;
¢ Barra de agitagdo magnética;

e Béqueres de 30, 50, 100, e 250 mL;

e Bureta de 25,00 mL

¢ Conta gotas de vidro;

¢ Espatula de vidro;

¢ Erlenmeyer de 250 mL;

e Funil de vidro;

¢ Pipeta volumétrica de 10,00; 20,00 mL;

¢ Pipetas graduadas de 1,0; 2,0; 5,0; 10,0 mL;
e Ponteiras de plastico para micropipetador;

e Provetas de 10,0; 25,0 € 50,0 mL.

Todas as vidrarias reservadas para este trabalho foram devidamente limpas e calibradas.
4.1.3. Reagentes

e 1-(2-piridilazo)-2-naftol, P.A., marca MERCK®, pureza de 99,0%;
e 1,10-fenantrolina, marca MERCK®, pureza de 99,5%;

e 1,5-Difeniltiocarbazona, marca MERCK®, pureza de 99,0%;

e 2.2-bipiridina, marca MERCK®, pureza de 99,5%;

e 2-propanol, marca J.T. Baker®, pureza de 99,9%;

e Acetato de cadmio P.A., marca MERCK®, pureza de 99,0%;
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e Acetato de chumbo trihidratado, marca J.T. Baker®, pureza de 100,7%;
e Acetato de cobalto tetrahidratado, marca MERCK®, pureza de 99,0%;
e Acetato de mangnés tetrahidratado, marca MERCK®, pureza de 99,0%;
e Acetato de sodio anidro, marca J.T. Baker®, pureza de 99,9%;

e Acetato de zinco dihidratado, marca Mallinckrodt®, pureza de 99,5%;

e Acetona, marca Tédia®, pureza de 99,5%;

e Acido acético glacial, marca Tédia®, pureza de 99,7%;

e Acido cloridrico, marca Tédia®, pureza de 37,0%;

e Acido etilendinitrilotetracético dissodico dihidratado (EDTA — sal
MERCKY®, pureza de 99,9%;

e Acido maldnico, marca MERCK®, pureza de 99,0%;

e Agua deionizada do sistema Millipore® (resistividade de 18,2 MQ.cm),
e Amostras comerciais de aguardente de cana-de-agucar.

e Brometo de dodecil-trimetilaménio, marca Sigma®, pureza de 99,0%;

e Cloreto de niquel hexaidratado, marca Mallinckrodt®, pureza de 98,0%;
e Cloridrato de hidroxilamina, marca MERCK®, pureza de 99,0%;

e Cloroférmio, marca Tédia®, pureza de 99,9%;

e Dodecil-sulfato de s6dio, marca Sigma®, pureza de 99,0%;

e Etanol, marca J.T. Baker®, pureza de 99,9%;

e Hidroxido de sodio, marca Reagen®, pureza de 99,9%;

e Metanol, marca Tédia®, pureza de 99,9%;

e Nitrato de cobre (II) . 3 H,O P.A., marca Synth®, pureza de 98,0%;

e Nitrato de ferro (III) P.A., J.T. Baker®, pureza de 99,0%;

dissodico), marca

e Papel de filtro, marca Whatman® 1, utilizado para a confeccio dos spots tests;

e Tripolifosfato pentassodico P.A., marca Synth®, pureza de 85,0%.
4.1.4. Solucoes

Para este trabalho foram utilizadas as seguintes solugdes:

e Soluciio estoque de cobre(Il) 1000 mg.L-': a solu¢io estoque de ions cobre(Il) foi

preparada através da dissolucdo de 3,8796 g de nitrato de cobre (II) trihidratado em 1000 mL
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de 4gua deionizada e armazenada em geladeira. As demais solu¢des de ions cobre utilizadas

neste trabalho foram preparadas através da devida dilui¢do desta solucao.

¢ Solucio tampao acetato de sodio/acido acético pH 5,00: Primeiramente preparou-se uma
solugdo de acido acético a 2,00 mol.L"!, esta solucdo foi preparanda pipetando-se 6,10 mL de
acido acético glacial e com conseguinte diluicdo com agua deionizada em baldo volumétrico
até o volume de 50,00 mL. Posteriormente foi preparada uma solugdo de acetato de sdédio a
2,00 mol.L!, pesando uma massa de 4,1020 g de acetato de sodio anidro, seguida da
dissolucgdo do sal com agua deionizada e posterior diluicdo em um baldo volumétrico de 25,00
mL. Preparada ambas as soluc¢des, misturou-se 21,50 mL da solugdo de acetato de sédio 2,00
mol.L! com 28,50 mL da solu¢do de 4cido acético 2,00 mol.L™!, logo em seguida com a ajuda
de um pHmetro, o pH da solucao foi corrigido até pH igual a 5,00 com a solucdo de acetato de

s6dio 2,00 mol.L™!. (134)

e Indicador PAN 0,05% m/v: a solu¢do do indicador PAN foi preparada através da
solubilizagao de 0,0250 g de PAN em 5,00 mL de etanol.

e Soluciao EDTA 0,01 mol.L': a solugdo de EDTA foi preparada através da solubilizagio de
0,3760 g de EDTA (sal dissodico) em 100,00 mL de agua deionizada.

e Padroniza¢io da solucio estoque de cobre(I) 1000 mg.L-': a padronizacdo da solugdo
estoque de ions cobre(Il) foi realizada transferindo para um erlenmeyer de 250 mL uma
aliquota de 10,00 mL da solucdo estoque de fons cobre(II) 1000 mg.L'. Posteriormente
adicionou-se 40 mL de 4agua deionizada, 50 mL de etanol e 5 mL do tampao acetato de sodio
e acido acético (pH 5,00) no mesmo erlenmeyer. Logo em seguida foi adicionado 5 gotas do
indicador PAN a 0,05% m/v em etanol e por final titulou-se em quintuplicata com EDTA a

0,01 mol.L"!. (135)

e Solucio de ions cobre(Il) 5,00 mg.L-! em solucio alcodlica de 40% v/v a pH 5,00: a
solucdo foi preparada através da solubilizagdo de uma aliquota da solug¢do estoque de ions
cobre(II) 1000,00 mg.L™!, para que a concentragio final de ions cobre fique em 5,00 mg.L™",
em uma solugdo alcoodlica de 40% v/v (dgua — etanol). Logo em seguida, o pH era corrigido
em pHmetro até pH 5,00, com solugdo de 4cido cloridrico 0,01 mol.L! ou de hidréxido de
s6dio 0,01 mol.L!. Posteriormente a solucdo era transferida para um baldo volumétrico e

acertado o menisco com solucdo alcoodlica 40% v/v. As demais concentracdes de solucdes
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alcodlicas a 40% v/v a pH 5,00 utilizadas no decorrer do trabralho foram preparadas do

mesmo modo.

¢ Solugdo do reagente cromogénico PAN 0,10% m/v: a solucdo foi preparada através da
dissolugdo de 0,0253 g de PAN em 25,00 mL de etanol. Apods o uso a solugdo era armazenada
em frasco ambar na geladeira. As demais concentragdes de solugdes do agente cromogénico
PAN foram preparadas, pesando a massa devida para as respectivas concentracdes, de

maneira semelhante.

¢ Solugdo do reagente cromogénico PAN 0,12% m/v: a solucdo foi preparada através da
dissolu¢do de 0,0303 g de PAN em 25,00 mL de etanol. Apos o uso a solugdo era armazenada

em frasco ambar na geladeira.

¢ Soluc¢ido do reagente cromogénico 1,5-difenilcarbazona (ditizona) 0,10% m/v: a solucao
foi preparada através da dissolugdo de 0,0250 g de ditizona em 25,00 mL de etanol. Apds o

uso a solucdo era armazenada em frasco ambar na geladeira.

¢ Solucio do reagente cromogénico 1,10-fenantrolina 0,10% m/v: a solugdo foi preparada
através da dissolucao de 0,0250 g de 1,10-fenantrolina em 25,00 mL de etanol. Apods o uso a

solucdo era armazenada em frasco ambar na geladeira.

¢ Solugao do reagente cromogénico 2,2-bipiridina 0,10% m/v: a solugdo foi preparada
através da dissolucao de 0,0253 g de 2,2-bipiridina em 25,00 mL de etanol. Apds o uso a

solucdo era armazenada em frasco ambar na geladeira.

¢ Solucio do mascarante dcido malonico 5,00% m/v: a solugdo foi preparada através da
dissolucgdo de 2,5252 g de 4cido malonico em 30 mL de dgua deionizada. Logo em seguida, o
pH era corrigido em pHmetro até pH 5,00, com solugdo de hidroxido de sodio 1,00 mol. L.
Posteriormente a solucdo foi transferida para um baldo volumétrico e acertado o menisco até
50,00 mL com &gua deionizada. As demais concentragdes de solu¢des do mascarante acido

malonico utilizadas no decorrer do trabralho foram preparadas do mesmo modo.

¢ Solucio trifosfato de sddio 5,00% m/v: a solucdo foi preparada através da dissolugdo de
2,9410 g de trifosfato de sddio em 30 mL de dgua deionizada. Logo em seguida, o pH era

corrigido em pHmetro at¢é pH 5,00, com solu¢do de 4cido cloridrico 1,00 mol.L™.
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Posteriormente a solucdo foi transferida para um baldo volumétrico e acertado o menisco até
50,00 mL com 4gua deionizada. As demais concentracdes de solu¢des do mascarante

trifosfato de sodio utilizadas no decorrer do trabralho foram preparadas do mesmo modo.
4.2. Testes preliminares

Para a reagdo com ions cobre foram testados os seguintes reagentes cromogénicos:
1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN), 1,5-difeniltiocarbazona (ditizona), 1,10-fenantrolina e 2,2-
bipiridina. Sendo os reagentes PAN e ditizona utilizados para reagdes com ions cobre(Il) e os
reagentes 1,10-fenantrolina e 2,2-bipiridina utilizados para reagdes com ions cobre(I).

A formagdo do complexo, produto de reagdo entre os ions cobre e os reagentes
cromogénicos, se deu através da interacdo entre os dois em papel de filtro qualitativo cortado
em formato de quadrado de 3 cm x 3 cm aproximadamente (spot test). Para facilitar o
manuseio nos spots tests foram feitas hastes, € os mesmos foram dispostos horizontalmente na
base do suporte. Assim, 30 pL da solu¢dao do reagente cromogénico a uma concentracdo de
0,10% m/v diluida em etanol foi gotejada no centro do papel e, em seguida, 30 uL da solucdo
alcodlica 40% v/v de ions cobre(Il) com 5,00 mg.L! a pH 5,00 foram adicionados sobre o
reagente cromogénico com auxilio de uma micropipeta encaixada em um suporte metalico,
como mostrado na Figura 3 e 4, desenvolvido por Tubino, Rossi e Magalhaes (45). Os testes
foram feitos para todos os reagentes cromogénicos.

Para os reagentes 1,10-fenantrolina e 2,2-bipiridina, uma massa correspondente de
cloridrato de hidroxilamina foi adicionada a solucao alcodlica de 40% v/v de ions cobre a
5,00 mg.L!, para que a mesma ficasse na concentragio de 10,00% m/v em solugdo para a

redugdo dos ions cobre(II) a ions cobre(1).
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Adaptado de:
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Figura 3. Procedimento para a realizacdo da reacdo, confecgao e leitura dos spots tests.

Figura 4. Suporte metalico utilizado para a confec¢ao dos spots tests.

Apoés a aplicacdo dos reagentes ¢ esperado que os mesmos reajam e formem uma
mancha colorida uniforme, evidenciando a formagdo do complexo entre o reagente

cromogénico e os ions cobre, conforme exemplo da Figura 5.
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Figura 5. Exemplo de spot test realizado em papel de filtro com obten¢do de mancha colorida

uniforme.
4.3. Ordem de adicao dos reagentes

Ap6s definido o reagente cromogénico para a reagdo com ions cobre, prosseguiu-se
com os estudos, afim de avaliar a influéncia da ordem de adigcdo dos reagentes no spot test
para a formacdo de uma mancha uniforme. As ordens de adi¢do dos reagentes estudadas
foram as seguintes:
¢ 30 uL da solugdo de reagente cromogénico PAN a 0,10% m/v em etanol ¢ 30 puL solugdo
alcodlica 40% v/v de ions cobre(II) com 5,00 mg.L™! a pH 5,00;

e 30 uL solucdo alcodlica 40% v/v de ions cobre(Il) a 5,00 mg.L' com pH 5,00 e 30 uL
solugdo de reagente cromogénico PAN a 0,10% m/v em etanol;
¢ 30 pL solucao de reagente cromogénico PAN a 0,10% m/v em etanol esperando a secagem
e 30 uL solucdo alcodlica 40% v/v de ions cobre(Il) com 5,00 mg.L™! a pH 5,00;
e 30 pL solugdo alcodlica 40% v/v de ions cobre(II) com 5,00 mg.L! a pH 5,00 esperando a
secagem e 30 pL solugdo de reagente cromogénico PAN a 0,10% m/v em etanol.

As manchas foram entdo comparadas visualmente para ser definida a melhor ordem de

adi¢ao dos reagentes.

4.4. Avaliacao do volume adicionado dos reagentes

Neste experimento foi avaliado a quantidade de volume adicionado de cada reagente

no spot test. Foram avaliados os volumes de 20, 30 e 40 uL de cada reagente e analisada
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visualmente a formac¢do da mancha do complexo. As solugdes utilizadas no experimento
foram: solugdo alcodlica de 40% v/v a pH 5,00 de ions cobre(I) com 5,00 mg.L™! e solucdo
de reagente cromogénico PAN a 0,10% m/v em etanol. Estas foram adicionadas da seguinte
forma: solugao de reagente cromogénico PAN a 0,10% m/v em etanol esperando a secagem e

solucdo alcoolica de 40% v/v de ions cobre(II) com 5,00 mg.L™! a pH 5,00.
4.5. Espectro de absorc¢ao

Definida a ordem de adi¢do dos reagentes, o volume a ser adicionado dos mesmos e
obtendo manchas uniformes nos spots tests, as medidas de reflectancia foram analisadas para
obtencdo de um espectro de absor¢do do complexo formado e do reagente cromogénico, com
auxilio de um equipamento portatil composto de uma esfera integradora e fibra optica da
marca Ocean Optics, acoplado a um espectrofotometro USB2000 (Figuras 6 e 7) com o
software OOIBase32. As solucdes utilizadas no experimento foram: solucdo alcodlica de 40%
v/v a pH 5,00 de ions cobre(I) com 5,00 mg.L! e solu¢io de reagente cromogénico PAN a
0,10% m/v em etanol. Estas foram adicionadas da seguinte forma: solucdo de reagente
cromogénico PAN a 0,10% m/v em etanol esperando a secagem e solucdo alcodlica de 40%
v/v de fons cobre (II) com 5,00 mg.L' a pH 5,00 para obtencdo do espectro do complexo e
solugdo de reagente cromogénico PAN a 0,10% m/v em etanol esperando a secagem e solugdo

alcoolica 40% v/v a pH 5,00 para obtencao do espectro do PAN.

Figura 6. Espectrometro portatil, esfera integradora e fibra dptica.
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/,u/ '

Figura 7. Sistema de medidas de reflectancia difusa portatil montado.

4.6. Avaliacao do grau alcodlico da solucio de cobre(Il)

A graduacdo alcodlica da solucdo de cobre(Il) foi avaliada variando-se a concentragdo
de etanol gradativamente na solucdo de 35 a 55% v/v, respeitando os limites de porcentagem
alcodlica da aguardente de cana-de-agticar que varia de 38 a 54% v/v. Portanto, as solugdes
utilizadas foram: solucdo alcoolica de concentragdo a ser avaliada a pH 5,00 de ions cobre (II)
com 5,00 mg.L! e solugio de reagente cromogénico PAN a 0,10% m/v em etanol,
adicionadas da seguinte forma: 30 pL solu¢do de reagente cromogénico PAN a 0,10% m/v em
etanol esperando a secagem e 30 pL solugio alcodlica de ions cobre(II) com 5,00 mg.L! a pH
5,00. Para obtencdo do branco foi adicionado 30 puL da solugdo de reagente cromogénico
PAN a 0,10% m/v em etanol, secagem, 30 puL solucdo alcodlica com a porcentagem avaliada

a pH 5,00 e medida da absorvancia a 559 nm.
4.7. Avaliacao do uso de meio micelar

Verificou-se a sensibilidade da reacdo entre os ions cobre(Il) e o reagente
cromogénico frente a utilizacdo de um surfactante catidnico, Brometo de dodecil-
trimetilamonio (DTAB), e um anidnico, Dodecil-sulfato de s6dio (SDS). Para tal, utilizaram-

se concentracdes de surfactante em torno da concentracdo micelar critica, 14,00 mmol.L™!
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para o DTAB e 8,00 mmol.L™! para o SDS. Uma massa especifica de cada surfactantes foi
pesada e adicionada separadamente a solugdo alcoodlica de 40% v/v de ions cobre(Il) com 5,00
mg.L! a pH 5,00, afim de ficarem com concentragio igual a concentragio micelar critica em
solucdo. A outra solugdo utilizada foi a solugdo de reagente cromogénico PAN a 0,10% m/v
em etanol, adicionadas da seguinte forma: 30 pL solugdo de reagente cromogénico PAN a
0,10% m/v em etanol, secagem, e 30 pL solucdo alcodlica de ions cobre(I) com 5,00 mg.L! a

pH 5,00 com o surfactante. As medidas de absorvancia foram realizadas em 559 nm.
4.8. Avaliacao do solvente da solucio do agente cromogénico

Foram realizados testes para avaliar a influéncia de diferentes solventes na dilui¢do do
agente cromogénico e na sensibilidade. Os solventes estudados foram o etanol, metanol, 2-
propanol, acetona e cloroférmio. Portanto, para o estudo as solugdes utilizadas foram solugao
alcoolica de 40% v/v a pH 5,00 de ions cobre(Il) com 5,00 mg.L! e solugdo de reagente
cromogénico PAN 0,10% m/v diluida nos solventes estudados, adicionadas da seguinte
forma: 30 pL solucdo de reagente cromogénico PAN a 0,10% m/v, esperando secagem e 30
uL solucdo alcodlica de ions cobre(Il) com 5,00 mg.L! a pH 5,00. Para obtengio do branco,
solugdo de reagente cromogénico PAN a 0,10% m/v, esperando secagem e solugao alcodlica a
pH 5,00, foram adicionadas da seguinte forma: 30 puL solucdo de reagente cromogénico PAN
a 0,10% m/v diluido nos diferentes solventes estudados, esperando secagem e 30 pL solugdo

alcodlica de ions cobre(Il) com 5,00 mg.L™! a pH 5,00, e medida da absorvancia em 559 nm.
4.9. Concentracao do agente cromogénico na formacao do complexo

A influéncia da concentragdo do agente cromogénico PAN para a formacdo do
complexo foi avaliada variando-se a concentracdo do agente cromogénico, em experimentos
separados, de 0,01; 0,02; 0,04, 0,06; 0,08; 0,10; 0,12, 0,14; 0,16; 0,18 e 0,20% m/v em etanol.
Portanto, para o estudo as solugdes utilizadas foram solucdo alcodlica na concentragcdo de
40% v/v a pH 5,00 com concentracdo de ions cobre(Il) a 5,00 mg.L™! e solucdo de reagente
cromogénico PAN na concentragdo estudada em etanol, adicionadas da seguinte forma: 30 pL
solucdao de reagente cromogénico PAN a cada concentracdo estudada em etanol, esperando
secagem, e 30 uL solucdo alcoolica de ions cobre(Il) com 5,00 mg.L' a pH 5,00. Para

obtencdo do branco, solucdo de reagente cromogénico PAN na concentragdo estudada em

72



Jodo Carlos de Souza Mestrado em Quimica

etanol, esperando secagem, e solugdo alcodlica a pH 5,00 e medida da absorvancia em 559

nm.
4.10. Estudo quimiométrico do pH e tempo de reacio

Para avaliar a influéncia do pH da solugdo alcodlica do analito e do tempo na reagao
de formagdo do complexo no spot fest e sua interacdo com o suporte sélido (papel de filtro),
empregou-se um estudo quimiométrico de analise de superficie de resposta (136), utilizando o
programa computacional (Statistica®, versio 8,0, USA), sendo a resposta do sistema a
variagdo de absorvancia (AAbs). Escolheram—se niveis baixo (-) e alto (+) do planejamento
fatorial 22, tipo estrela com ponto central, os respectivos valores: 2,00 e 6,00 parao pHe 5 e
20 minutos para o tempo de reacdo. Realizou-se também, um ponto intermediario nos
intervalos do pH e do tempo.

Para este estudo foi mantida a solugdo alcoodlica de 40% v/v ions cobre(Il) com 5,00
mg.L! e a solugdo de PAN a 0,12% m/v em etanol. A forma de adigdo foi a mesma feita nos
experimentos anteriores e as leituras realizadas em 559 nm, tendo um branco de reagentes

adicionados da mesma forma como referéncia.
4.11. Avaliacao da estabilidade optica

Para avaliar a estabilidade optica do agente cromogénico e do complexo na reagdo de
spot test em relagdo ao tempo, realizou-se um acompanhamento cinético do valor de (AAbs),
com leituras feitas a cada 5 minutos até se completar 120 minutos.

Na avaliagdo do agente cromogénico, o acompanhamento das medidas foi avaliado,
impregnando o spot test somente com a solu¢do do agente cromogénico PAN a 0,12% m/v em
etanol com as leituras de absorvancia feitas em 480 nm, comprimento de onda de absorc¢ao
maxima do PAN, durante 120 minutos e por uma semana afim de verificar a possibilidade de
armazenamento dos spots tests impregnados com o agente cromogénico para posterior
utilizacao.

Para a avaliacdo do complexo formado foi mantida a solucdo alcoolica de 40% v/v
ions cobre(Il) com 5,00 mg.L! e a solugdo de PAN a 0,12% m/v em etanol. A forma de

adicao foi a mesma feita nos experimentos anteriores e as leituras realizadas em 559 nm.
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4.12. Curva analitica de calibracio para os ions cobre(II)

A curva de calibragdo foi obtida, juntamente com todas as figuras de mérito, variando
a concentragdo de ions cobre(Il) dentro da solucdo alcoolica de 40% v/v a pH 5,00 de 1,00 a
5,00 mg.L!' e mantendo constante a concentragdo do agente cromogénico PAN em 0,12% m/v
em etanol, adicionados da mesma forma que nos experimentos anteriores. Os valores de

absorvancia foram obtidos a 559 nm e utilizando como referéncia um branco de reagentes.
4.13. Levantamento e estudo dos possiveis interferentes

Um levantamento dos possiveis ions metalicos que interferem na andlise de ions
cobre(Il) em aguardente de cana foi realizado. Para classificar um ion metalico como provavel
interferente, 0 mesmo deve reagir com o agente cromogénico PAN e podendo ser encontrado
em aguardente de cana—de-agucar. Segundo Sandell et al. (137) os fons metalicos cadmio(II),
cobalto(IT), chumbo(Il), ferro(Ill), manganés(Il), niquel(Il) e zinco(Il) reagem com PAN
formando complexos bastante estaveis. Tais ions além dos ions cobre(Il) podem estar
presentes em aguardentes de cana e tem suas quantidades controladas pela legislagdao vigente
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (138). As condicdes de formacao de
complexos dos ions cobre(Il) e dos demais ions metalicos com o reagente cromogenico PAN

e seus teores maximos permitidos estdo dispostos na Tabela 3.

Tabela 3. Ions que podem ser encontrados em aguardente de cana, suas condi¢des de reagdo e

limites maximos permitidos.

] Faixa pH de Faixa comprimento de Concentracoes
Ions metalicos complexacio absorcio maxima maximas permitidas
(UpH)* (nm)* (mg.LT)**
Cobre(I) 4,0-10,0 550 - 560 5,00
Céadmio(II) 7,0—-10,0 550 - 560 0,50
Cobalto(II) 4,0-7,0 590 - 640 0,50
Chumbo(II) 4,0-7,0 550 - 560 0,20
Ferro(I1I) 4,0-7,0 775 0,30
Manganés(II) 7,0 -10,0 550 0,10
Niquel(II) 4,0-10,0 575 3,00
Zinco(II) 4,5-8,0 550 - 560 5,00

*Fonte: SANDELL, E.B., ONISH, H., Photometric determination of traces of metals. Part I, John Wiley & Sons, New York,
1978. (137)
** ANVISA. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Decreto n°® 55871, de 26 margo de 1965. Brasilia - DF: Diario Oficial
1965. (138)
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Definido os provaveis ions interferentes, um estudo para se confirmar a hipétese de
interferéncia foi realizado utilizando o fator de interferéncia (F.I.) para cada ion.

O fator de interferéncia ¢ calculado pela razao matematica da variagao de absorvancia
do ion cobre(Il) e o ion de interferéncia (AAbs (Cu(Il) + ion interferente)) pela variagdo de

absorvancia do ion cobre(Il) (AAbs (Cu(Il))) (139) (Equagao 4).

F.I. = AAbs (Cu(Il) + ion interferente)
AAbs (Cu(Il))

Equaciao 4

Ao analisar o resultado da razao matematica, e este for igual a 1,00, considera-se que a
interferéncia € nula, pois a variagdo de absorvancia dos ions cobre(Il) e o ion interferente pela
variagdo de absor¢do do ion cobre(Il) sozinho sdo iguais. Se a razdo for menor que 1,00,
adimite-se efeito de interferéncia negativo, onde o ion interferente estudado de fato causa
interferéncia e estd ocasionando perda de sinal analitico. Por fim, se a razdo for maior que
1,00, admite-se efeito de interferéncia positivo, em que o ion interferente estudado de fato
também causa interferéncia e estd ocasionando ganho de sinal de analitico. E considerado
efeito de interferéncia os valores de fatores de interferéncia menores que 0,95 e maiores que
1,05. (139)

Portanto para esse estudo foi avalido dois niveis, minimo ¢ méximo, de concentragao
para todos os ions envolvidos e para o conjunto total dos ions nas mesmas condigdes
experimentais fixadas anteriormente. Para os ions cobre(Il) as concentragdes estudadas foram
de 0,50 e 5,00 mg.L"!, para cadmio(Il) foram de 0,50 e 5,00 mg.L"!, cobalto(I) 0,50 e 5,00
mg.L!, chumbo(II) 0,20 e 2,00 mg.L™!, ferro(1II) 0,30 e 3,00 mg.L!, manganés(II) 0,10 e 1,00
mg.L!, niquel(IT) 0,3 e 3,00 mg.L"! e zinco(II) de 0,50 e 5,00 mg.L™!. A forma de adigdo dos
reagentes no spot ftest foi a mesma feita nos experimentos anteriores, mantendo constante a
concentragdo do agente cromogénico PAN em 0,12% m/v em etanol e as leituras realizadas
em 559 nm, tendo um branco de reagentes adicionados da mesma forma como referéncia.

Com os resultados das medidas de reflectancia foi realizado o céalculo do fator de

interferéncia e assim determinado se o ion estudado € de fato ou ndo um interferente.
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4.14. Estudo da reducao e/ou eliminac¢ao do efeito de interferéncia

Uma proposta para anular ou diminuir os efeitos de interferéncia provocados pelos
ions metalicos € o uso de substancias quimicas que reagem com esses ions € ndo que reajam
com os ions cobre(Il), tais substdncias sdo denominadas de mascarantes. Para os ions
cadmio(II), cobalto(II), ferro(Ill) e niquel(Il) é proposto o uso do acido maldnico, e para os
ions chumbo(Il), manganés(Il) e =zinco(Il) propde-se o uso do trifosfato de sddio
(tripolifosfato pentassddico ou tripolifosfato de sodio) (140). Assim para avaliar o efeito
desses mascarantes aplicados aos respectivos ions, fixou-se uma concentracdo de 0,20% m/v
para ambos os mascarantes. Para os ions cobre(Il) as concentragdes estudadas foram de 0,50 e
5,00 mg.L"!, para cddmio(II) foram de 0,50 e 5,00, cobalto(II) 0,50 e 5,00, chumbo(II) 0,20 e
2,00, ferro(III) 0,30 e 3,00, manganés(II) 0,10 e 1,00, niquel(II) 0,3 e 3,00 e zinco(II) de 0,50
e 5,00 mg.L!. Foi avaliado também o uso em conjunto dos dois mascarantes propostos na
combina¢do de concentracdes de todos os ions juntos. Com os resultados das medidas de
reflectancia foi realizado o calculo do fator de interferéncia e assim, determinado se o
mascarante utilizado esta diminuindo de fato o efeito de interferéncia causado pelo ion
metalico. Todos os experimentos foram realizados nas condigdes de Otimo fixadas

anteriormente.

4.15. Otimizacao da concentracio dos mascarantes

Sabendo-se que neste trabalho a adigdo dos mascarantes dcido maldnico e trifosfato de
sodio reduz o efeito de interferéncia, a concentragdo dos mascarantes foi otimizada no
conjunto de ions especificos para cada um e para o conjunto total dos ions, variando apenas
sua concentracao ¢ mantendo as demais condi¢des constantes, visando reduzir ainda mais os
efeitos de interferéncia e torna-los dentro dos limites toleraveis (< 5,00%). O intervalo de
concentracdo estudada foi de 0,05 a 0,25% m/v em solucdo com as demais condi¢Oes
mantidas de acordo com o item anterior. Para o conjunto total dos ions interferéntes manteve-
se a concentracdo de cobre(Il) constante em 0,50 mg.L™! e dos ions cadmio(I) em 5,00,
cobalto(Il) em 5,00, chumbo(Il) em 2,00, ferro(Il) de 3,00, manganés(I) em 1,00, niquel(II)
em 3,00 e zinco(Il) em 5,00 mg.L'. Com os resultados das medidas de reflectincia foi
realizado o calculo do fator de interferéncia e assim determinado se o aumento da

concentracdo dos mascarantes utilizado esta diminuindo de fato o efeito de interferéncia
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causado pelo ion metalico. Todos os experimentos foram realizados nas condigdes de 6timo

fixadas anteriormente.
4.16. Curva analitica de calibracio com a presenca dos mascarantes

Para avaliar a influéncia na sensibilidade do uso dos mascarantes acido malonico e
trifosfato de sédio, obteve-se uma nova curva analitica de calibracdo ¢ determinou-se suas
respectivas figuras de mérito.

A curva de calibragdo foi obtida variando a concentragdo de ions cobre(Il) dentro da
solugdo alcodlica de 40% v/v a pH 5,00 de 1,00 a 10,00 mg.L"!, com concentracio dos
mascarantes acido malonico e trifosfato de sodio constantes em 0,25% m/v na solugdo e
mantendo a concentracdo do agente cromogénico PAN em 0,12% m/v em etanol adicionados
da mesma forma nos experimentos anteriores. Os valores de absorvancia foram obtidos a 559
nm e utilizando como referéncia um branco de reagentes.

Em seguida, foram feitos ensaios a fim de verificar a repetibilidade do método dentro
de um mesmo dia (intradia) e entre dias diferentes (interdia). Para tal, foram feitos trés
experimentos repetindo trés pontos dentro da linearidade da curva analitica, 1,00; 5,00, 10,00
mg.L!, sendo dois desses experimentos realizados em um mesmo dia e em periodos
diferentes e o terceiro, no dia subseqiiente a fim de se calcular o desvio padrdo relativo

(RSD).

4.17. Precisao e exatidao do método

A precisdo e exatidao do método proposto foram avaliadas analisando 5 amostras de
aguardentes de cana-de-agucar sintéticas simuladas em laboratorio. Tais aguardentes foram
feitas com graduacdo alcodlica de 40% v/v e com concentragdes conhecidas de 0,60; 1,00;
3,00; 5,00; 7,00 mg.L"' ions cobre(Il). As amostras sintéticas foram analisadas pela
metodologia proposta e comparada com metodologia de referéncia pela AOAC. (112)

Para a metodologia proposta, uma aliquota de 20,00 mL de amostra foi pipetada para
um baldo volumétrico de 25 mL, posteriormente adicionou-se um volume de 1,25 mL dos
mascarantes acido maldnico e tripolifosfato de sédio, ambos a 5,00% m/v, para que os dois
mascarantes ficassem em uma concentragao de 0,25% m/v em solugao, e por fim adicionou-se

2,00 mL de etanol absoluto e completou o restante do volume do baldo volumétrico com agua
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deionizada. Posteriormente a solucdo era analisada nas condi¢des otimizadas anteriormente e
feito todos os calculos de concentragao.
Pela metodologia de referéncia AOAC (112), as amostras das aguardentes sintéticas

foram analisadas conforme as orientagdes descritas, utilizando um equipamento da marca

® ®

Varian® , modelo SpectrAA 50, lampada de catodo oco para cobre da marca Varian™, n° série
0010710, operando a 4 mA, comprimento de onda de 324,8 nm, chama ar-acetileno.
Todas as andlises foram realizadas em quintuplicata e comparadas em curva analitica

de concentragao por ambas metodologias.
4.18. Avaliacao do efeito de matriz

Ap6s verificar a exatiddo e precisdo do método com amostras de aguardentes sintéticas
simuladas em laboratorio, foi verificado se as amostras reais de aguardentes apresentavam ou
ndo interferéncia nas determinacdes. Para avaliar tal efeito, 3 amostras de aguardentes de
cana-de-agiicar comerciais comumente comercializadas em supermercados locais foram
contaminadas com concentragdes de cobre conhecidas de 50, 100, 150 e 200% do limite
méximo permitido pela legislacio brasileira de 5,00 mg.L! de ions cobre(Il). (9)

Para a realizagdo das andlises, uma aliquota de 20 mL das amostras de aguardente de
cana foi pipetada e tranferida para um baldo volumético de 25 mL, posteriormente foi
adicionada uma quantidade especifica de um padrdo de ions cobre(Il) e 1,25 mL dos
mascarantes adcido malonico e tripolifosfato de sédio, ambos na concentracdo de 5,00% m/v,
no qual ficassem em uma concentragdo de 0,25% m/v em solugdo, e por fim adicionou-se
2,00 mL de etanol absoluto e completou o restante do volume do baldo volumétrico com agua
deionizada. Posteriormente as amostras foram analisadas pela metodologia proposta nas
condig¢des ja otimizadas e determinadas anteriormente, em seguida foram realizados todos os

calculos de concentragdo e recuperacao. Todas as analises foram realizadas em quintuplicata.

4.19. Determinacio de ions cobre(Il) em amostras de aguardente de cana-

de-acucar comerciais

Foram analisadas dez amostras de aguardente de cana-de-agicar de marcas
comumente comercializadas em supermercados locais. A graduacdo alcodlica de cada

aguardente foi determinada com densimetro especifico para dlcool (alcoometro).
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A determinagdo de ions cobre(Il) foi realizado pelo método proposto neste trabalho e
comparado com metodologia padronizada pela AOAC (112). Para as andlise com a
metodologia padrio, utilizou-se um equipamento da marca Varian® , modelo SpectrAA 50,
lampada de catodo oco para cobre da marca Varian®, n° série 0010710, operando a 4 mA,
comprimento de onda de 324,8 nm, chama ar-acetileno.

Para a metodologia proposta, uma aliquota de 20,00 mL de aguardente de cana-de-
acgucar foi pipetada para um baldo volumétrico de 25 mL, posteriormente adicionou-se um
volume de 1,25 mL dos mascarantes acido malonico e tripolifosfato de s6dio, ambos a 5,00%
m/v, para que os dois mascarantes ficassem em uma concentra¢ao de 0,25% m/v em solugdo,
e por fim adicionou-se 2,00 mL de etanol absoluto e completou o restante do volume do balao
volumétrico com 4gua deionizada. As andlises foram feitas conforme condi¢des ja otimizadas
e determinadas anteriormente. Todas as analises foram realizadas em quintuplicata e

comparadas em curva analitica de concentragdo por ambas as metodologias.

5. Resultados e discussoes

5.1. Testes preliminares

Foram realizados testes preliminares para a escolha de alguma substancia que atuasse
com um agente complexante (quelante) com os ions cobre e que formasse um complexo
estavel, funcionando assim, como um agente cromogénico. Dentre a grande quantidade de
reagentes disponiveis escolheu-se os comumente mais utilizados para a reacdo com ions
cobre, dentre eles, os reagentes testados foram: 1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN), 1,5-
difenilditiocarbazona (ditizona), 1,10- fenantrolina e 2,2-bipiridina. Sendo os reagentes PAN
e ditizona utilizados para ions cobre(Il) e os reagentes 1,10-fenantrolina e 2,2-bipiridina
utilizados para ions cobre().

Os reagentes utilizados para a reagdo com os ions cobre(I), 1,10-fenantrolina e 2,2-
bipiridina, ndo reagiram com os ions cobre no spot fest, evidenciando a nao formacdo de
produto com coloragdo, ou seja, ndo formando complexo com ions cobre. Além disso,
apresentaram desvantagens em termos metodologicos, pois houve a necessidade de usar um
agente redutor (cloridrato de hidroxilamina), para a redu¢ao dos ions cobre(Il) a ions cobre(]).
Por estes motivos os mesmos foram descartados como alternativa de uso como agentes

cromogénicos para ions cobre.
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Os quelantes PAN e ditizona apresentaram rea¢do com ions cobre(Il) no spot fest, mas
a reacdo dos ions cobre com a ditizona ndo se mostrou estavel. Com a adi¢ao da ditizona no
spot test observou-se a formacdo de um complexo colorido, porém apos alguns segundos a
coloragdo desapareceu e o spot test voltou a sua coloragdo inicial, sendo assim, descartado
como agente cromogénico.

O quelante PAN apresentou reagdo com ions cobre(Il), evidenciada pela formagao de
uma mancha uniforme de coloragdo violeta no spot fest (Figura 8) e que se manteve estavel ao

longo do tempo.

Figura 8. Complexo formado no spot fest entre ions cobre(Il) e o agente cromogénico PAN.

Portanto, o quelante PAN por ser o tnico reagente avaliado estavel com os ions cobre
e com a vantagem metodologica de ndo ser necessario utilizar mais nenhum outro tipo de

reagente para que a reacdo ocorra, foi escolhido como agente cromogénico.

5.2. Ordem de adicio dos reagentes

A ordem de adigdo dos reagentes foi estudada para verificar a uniformidade da mancha

e o aumento da sensibilidade. As manchas formadas nos spot tests sao mostradas na Figura 9.
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a) 30 pL da solugdo de reagente cromogénico PAN a 0,10% m/v em etanol e 30 uL solugdo
alcodlica 40% v/v de ions cobre (II) com 5,00 mg.L ™! a pH 5,00.

b) 30 uL solugdo alcodlica 40% v/v de ions cobre (II) com 5,00 mg.L™! a pH 5,00 e 30 uL

solucdo de reagente cromogénico PAN a 0,10% m/v em etanol.

c) 30 pL solugdo de reagente cromogénico PAN a 0,10% m/v em etanol esperando a

secagem e 30 pL solugio alcodlica 40% v/v de ions cobre (II) com 5,00 mg.L! a pH 5,00.
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d) 30 pL solugdo alcodlica 40% v/v de ions cobre (II) com 5,00 mg.L™! a pH 5,00 esperando

a secagem e 30 pL solugdo de reagente cromogénico PAN a 0,10% m/v em etanol.

Branco Complexo
:

Figura 9. Manchas no spot test de acordo com adi¢@o dos reagentes

Analisando-se as manchas, foi possivel observar que ao adicionar o PAN primeiro
(Figura 9a), sem secagem, ndo obteve-se uma mancha uniforme intensa em relagdo as demais.
Este fato, pode ser explicado pela a adi¢do da solugdo alcoolica de cobre(Il) que eluiu parte do
PAN para as bordas do spot fest, ficando assim pouco agente cromogénico para reagir com 0s
ions cobre(II).

Adicionando-se o reagente PAN apos a solugcdo de cobre (Figura 9b) o efeito de
eluicdo ¢ anulado, mas observa-se a nao uniformidade da mancha. No centro da mancha ¢
possivel observar uma coloracdo alaranjada (refente ao agente cromogénico PAN) que ndo
reagiu com os fons cobre(Il), indicando uma reag¢do incompleta do PAN com os ions cobre.

Na adicdo do PAN apos a solugdo de cobre, com secagem (Figura 9d), os mesmos
problemas relacionados com a forma de adi¢do anterior (Figura 9b) foram observados.
Todavia, a intensidade da cor do complexo formado foi menor.

Por ultimo, para avaliar o efeito da secagem adicionou-se o PAN primeiro, esperou-se
a secagem da mesma no spot fest e posteriormente a solu¢do de ions cobre (Figura 9c), a
mancha ficou mais uniforme e intensa, mostrando ser a forma mais eficiénte de adigdo.

Portanto, foi a forma escolhida de adigdao dos reagentes para se processar a reagao.
5.3. Avaliacdo do volume adicionado dos reagentes

A fim de observar se a quantidade de reagentes interfere na formag¢do do tamanho e na

uniformidade da mancha, foi avaliada a quantidade de reagentes a ser adicionada no spot test.
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Analisando as manchas, ndo foi notada diferenca entre os pardmetros avaliados. O didmetro
das manchas, em torno de 1,90 cm, foi 0 mesmo para todas as formas de adi¢do como também
o volume adicionado de reagentes nao influenciou na uniformidade da mancha.

Portanto, por ser um volume intermediario e razoavel de se mensurar, o volume de 30

pL de foi utilizado em ambas solugdes para prosseguir os estudos.

5.4. Espectro de absorcio

O composto de coordenagao Cu(PAN), forma-se a partir da reagao quimica entre os

ions cobre(Il) e o agente cromogénico PAN (Figura 10).

2+ / \
corer| (=X oA Y| —

OH

Figura 10. Reacdo quimica entre o agente cromogénico PAN e os ions cobre(Il).

O espectro de absor¢do do composto de coordenagdo Cu(PAN);, apresenta um
maximo de absor¢do em 559 nm (Figura 11), contrapondo com a regido de minima absor¢ao
do agente cromogénico PAN, que tem seu méaximo de absor¢io em 480 nm. Portanto, o
comprimento de onda de 559 nm apresenta maior variagdo de absor¢do (AAbs), sendo entdo

adotado para os demais estudos.

&3



Jodo Carlos de Souza Mestrado em Quimica

o
S
)

——— Agente cromogénico PAN

Composto de coordenagao Cu(PAN)»

Absorbancia
o Rd
N w

L
-
L

400 450 500 550 600 650 700

Comprimento de onda (nm)

Figura 11. Espectro de absor¢ao, na regido de 400 a 700 nm, do agente cromogénico PAN e

do composto de coordenagao Cu(PAN)2 no spot test.
5.5. Avaliacio do grau alcoolico da solucio de cobre(Il)

Sendo a aguardente de cana-de-aglicar praticamente uma mistura de dgua e etanol (38
a 54% v/v), estudou-se a influéncia da graduacdo alcodlica da solugdo de cobre(Il). Na
Figura 12, no intervalo das concentracdes alcoolicas de 35 a 40% v/v, observaram-se as
maiores absorvancias. A medida que o teor alcodlico aumenta hd um descréscimo do sinal a
partir de 45% v/v, ficando praticamente constante até a concentragdo alcoolica de 55% v/v.
Essa diminuicdo da absorvancia em relacdo ao aumento do teor alcodlico ocorre
provavelmente por uma elui¢do maior do agente cromogénico PAN que estava previamente
impregnado no spot test, assim uma quantidade menor de reagente PAN reagiu com os ions

cobre ocasionando a ligeira queda de sinal analitico.
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Figura 12. Variagdo da absorvéancia de Cu(PAN)> em fun¢do da concentracao alcodlica da

solucdo (% v/v).

Diante destes resultados adotou-se a concentragdo alcodlica de 40% v/v para

prosseguir

os estudos, pois esta concentragdo além de apresentar boa absor¢ao e nao

apresentar diferencga significativa da concentragdo de 35% v/v, € a concentracao média de teor

alcoolico d

a maioria das aguardentes de cana-de-agticar encontradas no mercado.

5.6. Avaliacao do uso de meio micelar

Tanto na adi¢do do surfactante anidénico SDS quanto do surfactante cationico DTAB,

em suas respectivas concentracdes micelares criticas, ndo houve ganho de sensibilidade

(Figura 13).

AAbs

0,250 -

0,200 - 0,206 + 0,04 0,196 + 0,02
0,150

0,105 = 0,03
0,100 -

0,050 -

0,000 -

Cu () SDS DTAB

Figura 13. Variagdo da absorvancia de Cu(PAN), a 559 nm, em funcdo da adicao de

surfactante.
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Para o surfactante SDS houve um descréscimo na absorvancia, ou seja, perda de
sensibilidade. Tal perda pode ser explicada pelo fato do SDS ser um surfactante anidnico,
assim o grupamento hidrofilico da molécula do SDS (cadeia carbonica com 12 atomos de
carbono) se aproximou dos ions cobre(Il) formando assim uma micela. Logo a parte
hidrofilica da molécula (grupamente sulfato) causou uma repulsdo eletronica com os atomos
de oxigénio da molécula do agente cromogénico PAN, ndo os deixando aproximar dos ions
cobre(Il) para reagirem e formar o complexo Cu(PAN),. Com a diminui¢do da formacao do
complexo, ocorreu a menor formacdo do produto e consequentemente queda do sinal
analitico.

Para o surfactante DTAB houve uma ligeira queda na absorvancia, em média, mas nio
de forma significativa. Essa diminuicdo pode ter sido ocasionada pelo grau alcodlico da
solugdo. Sabendo que o meio pode prejudicar a formacao de micelas, a grande quantidade de
etanol no meio pode ter prejudicado de forma branda a formagdo das micelas e logo
ocasionando a ligeira queda de sinal analitico.

Desta forma, conclui-se que a adi¢cdo de surfactante, tanto anidénico como catidnico,
ndo gera um aumento na absorvancia e com isso ndo hé ganho expressivo de sensibilidade,

sendo entdo descartado o seu uso.
5.7. Avaliac¢io do solvente da solucio do agente cromogénico

Sabendo que a sensibilidade pode variar de acordo com uso de diferentes solventes, foi
verificada a possibilidade de melhorar a sensibilidade fazendo o uso de diferentes solventes na
diluicdo do agente cromogénico PAN. Os resultados experimentais estdo apresentados na

Figura 14.
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Figura 14. Variagdo da absorvancia de Cu(PAN), a 559 nm, em funcao do solvente utilizado

na solucdo do agente cromogénico PAN.

Analisando a Figura 14, os alcoois estudados ndo mostraram diferenca significativa de
sinal analitico. Agora para os solventes acetona e cloroféormio a queda de sinal foi expressiva.
A alta volatilidade da acetona e do cloroféormio prejudicou e muito a adi¢do do agente
cromogénico, pois logo se volatilizavam e impregnavam parte do agente cromogénico PAN
na ponteira do pipetador automatico, assim uma menor quantidade de agente cromogénico era
adicionada causando a queda de sinal analitico.

O etanol teve uma absorvancia ligeiramente maior que os demais alcodis e bastante
superior a acetona e o cloroformio, além de se enquadrar dentro do proposito da quimica
verde, por ser um solvente menos toxico que os demais estudados, relativamente barato e de
fonte renovavel. Sendo assim, o0 mesmo foi escolhido como solvente para a solubilizagdo do

agente cromogénico PAN.

5.8. Concentracio do agente cromogénico na formaciao do complexo

Sabendo que a quantificagdo de cobre(Il) ¢ feita pelo produto da reagdo deste com o
agente cromogénico PAN, otimizou-se a concentracdo do PAN, variando-a no solvente
etanol. A Figura 15 mostra que a medida que a concentragdo do PAN aumenta, hd uma
variacdo positiva no valor da absorvancia até aproximadamente 0,10% m/v de concentragdes
para a solu¢do de PAN em etanol, a partir do qual observa-se uma estabilizacdo no valor das
absorvancias, com ligeira queda em 0,20% m/v. A perda de sinal observada ¢ devido ao

excesso do agente cromogénico na mancha.
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Figura 15. Variago da absorvancia de Cu(PAN), a 559 nm, em funcdo da concentragdo

(% m/v) de PAN em etanol.

Diante destes resultados, conclui-se que a sensibilidade n3o aumenta
significativamente para concentracdes de PAN acima de 0,10% m/v. Assim, a concentracao
de PAN de 0,12% m/v em etanol foi escolhida para prosseguir os estudos, por apresentar
valor absoluto de absorvancia apropriado e consideravel ganho de sensibilidade, além de estar
no meio do intervalo da faixa de concentragdo. Desta forma, nesta concentracdo qualquer
pequena variagdo, tanto para cima ou para baixo, ndo provocara diferenca significativa na

absorvancia.
5.9. Estudo quimiométrico do pH e tempo de reacio

Para verificar a influéncia das variaveis pH da solu¢do alcoolica dos ions cobre(Il) e
tempo para a formagdo do complexo Cu(PAN);, visando obter maior variagdao de absorvancia,
isto ¢, méxima sensibilidade para a determinag¢do de ions cobre(Il), realizou-se um estudo
quimiométrico com planejamento fatorial 27 tipo estrela, com ponto central. A Tabela 4
apresenta as condi¢Oes estudadas e os resultados das absorvancias medidas em 559 nm.

Para a realizagdo do experimento, selecionou-se dois niveis (alto e baixo) para cada
variavel. O nivel baixo para o pH foi escolhido considerando um minimo medido com
seguranca pelo eletrodo. Por outro lado, o nivel alto para o pH foi escolhido levando em
consideracdo que valores de pH maiores que 6,00 hd uma desestabilizacdo do complexo

formado, provavelmente, devido a formacao de hidroxido de cobre(Il) (Cu(OH)2) na solugao.
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Para a variavel tempo o nivel baixo foi escolhido considerando um tempo minimo para
a secagem do spot test e para a reagdo se processar. Para o nivel alto, foi escolhido um tempo
razoavel para a reagdo se processar por completo, caso ela ocorra ao longo do tempo, e para se

ter uma razoavel frequéncia analitica.

Tabela 4. Planejamento fatorial 22, tipo estrela com ponto central, para otimizacio das

variaveis pH e tempo.

Variaveis Nivéis
) (6]
pH (UpH), pHreal 2 6
Tempo (min), treal 5 20
Ordem de Variaveis escalonadas* Absorvancia
execucio pH t Cu(PAN): PAN AAbs
2 +1 -1 0,197 0,011 0,186
9 0 0 0,200 0,007 0,193
3 -1 +1 0,107 0,008 0,099
6 2 0 0,042 0,006 0,036
7 0 +V 2 0,203 0,007 0,196
8 0 2 0,214 0,008 0,206
1 -1 -1 0,099 0,009 0,090
4 1 1 0,201 0,012 0,189
5 + 2 0 0,220 0,007 0,213

* As equacdes de auto-escalonamento para temperatura e tempo sdo respectivamente:

pH = (pHreal — 4) t = (treal — 12,5)

2 7,5

Equaciao 5 Equacio 6

Através da associagdo dos valores de AAbs e dos valores das variaveis escalonadas pH
(pH, UpH) e tempo (t, min) na Tabela 4, obteve-se o modelo matematico que descreve o
sistema (Equacgao 7).

AAbs = -0,0947 + 0,1302pH - 0,0035t - 0,0135pH? + 0,0001t> +2,8485.10pHt
Equacao 7

De posse do modelo matematico (Equagdo 7), construiu-se a superficie de resposta

com auxilio de um programa computacional grafico (Statistica®, versdo 8,0, USA).
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Figura 16. Superficie de resposta referente as variaveis pH e tempo na formacao do

complexo.

O modelo matematico (Equacdo 7), através do termo de interacdo entre as variaveis
pH e tempo de reagdo (2,8485.10°pHt) mostram que ambas sdo praticamente independentes.
Nota-se também que no intervalo avaliado a varidvel tempo ndo interfere no sistema estudado
(0,0035t). A superficie de resposta e suas linhas de contorno mostram que em pH proximo a
5,00, maior serd a formagdo do complexo, isto €, serd maxima a variagdo de absorvancia
(Aabs). Os tempos de reacdo ndo interferem no aumento da sensibilidade. Desta forma, nas
condi¢gdes de pH de 5,00 e o tempo de 5 minutos, haverd um aumento na sensibilidade na
determinagdo dos ions cobre(Il) e portanto tais valores foram fixados para continuidade dos

estudos.
5.10. Avaliacao da estabilidade optica

Com o objetivo de avaliar a estabilidade optica do agente cromogénico PAN e do

complexo formado do PAN com os ions cobre no spot fest, em relacdo ao tempo, realizou-se
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um acompanhamento cinético do valor de absorvancia a cada 5 minutos até completar 120

minutos.
Os resultados demonstram que o agente cromogénico PAN ndo tem variagao
significativa de absorvancia, mostrando estabilidade Optica por pelo menos 120 minutos

(Figura 17), ndo perdendo suas caracteristicas de intensidade de cor e ndo se degradando pelo

periodo de tempo estudado.
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Figura 17. Estabilidade optica do agente cromogénico PAN (A = 480 nm) em spot test entre

0 e 120 minutos.

Portanto o spot test impregnado com o agente cromogénico PAN pode ser utilizado
por pelo menos 120 minutos apos a adigao.

Para o acompanhamento da estabilidade optica do agente cromogénico PAN durante o
periodo de uma semana (Figura 18), nota-se um descrécimo gradativo da absorvancia ao

longo dos dias, perdendo suas caracteristicas de intensidade de cor, se degradando.
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Figura 18. Estabilidade optica do agente cromogénico PAN (A = 480 nm) em spot test

durante o periodo de uma semana.

Diante dos resultados apresentados na Figura 18, conclui-se que ndo ¢ vidvel o
armazenamento, por um periodo prolongado, dos spots fests impregnados com o agente
cromogénico PAN para posterior utilizagdo para a reagdo com os ions cobre(Il).

Os resultados para o complexo formado demonstram que o produto atinge sua
estabilidade optica apo6s 5 minutos depois de adicionada a solugdo de ions cobre(Il),
mostrando um valor de absorvancia aproximadamente constante por pelo menos 120 minutos,
de acordo com a Figura 19. Os cinco minutos iniciais sdo necessarios para a secagem do papel

ao ar livre.

0,400 1

0,300 1

020] €€ 0000006006000 006000000900

AAbs

0,100 1

0,000 v v v r r r r r r r r r v
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

Tempo (min)

Figura 19. Estabilidade optica do complexo (A = 559 nm) em spot test entre 0 ¢ 120 minutos.
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Portanto a leitura do spot test impregnado com o produto da reacdo entre o agente
cromogénico PAN e os ions cobre(Il) pode ser feita até 120 minutos depois apos a adi¢do dos

reagentes sem perda de sinal analitico e sem diferenga significativa na absorvancia.
5.11. Curva analitica de calibraciao para os ions cobre(Il)

A curva analitica de calibracao (Figura 20), apresenta-se linear até a concentragio
estudada de 5,00 mg.L! e é descrita pela equagdo AAbs = 0,0397 Ccuar + 0,0153 (? =
0,9992).

O método apresenta um limite de deteccdo de 0,15 mg.L! e limite de quantificacdo de
0,52 mg.L!, calculados em relagiio ao desvio padrido de um branco de reagentes, tendo uma

faixa linear de trabalho de 0,52 mg.L'a 5,00 mg.L™!.

0,250 -
0,200 -
o 0,150 -
<
g 0,100 4
AAbs = 0,0397 Ccuar + 0,0153
0,050 - R? =0,9992
0,000 T T T T T 1
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00

Concentragéo de ions cobre (Il) (mg.L™")

Figura 20. Curva analitica de calibracdo para ions cobre(II).
5.12. Levantamento e estudo dos possiveis interferentes

Avaliou-se pelo calculo do fator de interferéncia se os ions cadmio(Il), cobalto(Il),
chumbo(Il), ferro(Ill), manganés(Il), niquel(Il) e zinco(Il) e a mistura de todos esses ions
metalicos sdo de fato interferentes e se causam algum efeito na determinagdo de ions cobre(Il)
pela metodologia proposta. Os resultados individuais de cada ion e do conjunto de todos estao

dispostos nas Tabelas 5 a 12.
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Tabela 5. Fatores de interferéncia nos niveis de concentragdo minimo € maximo para os ions

cadmio(ID).

cati Cu(ll) | 0,50 mg.L! 5,00 mg.L"!
0,50 mg.L! 2,79 1,14
5,00 mg.L! 3,91 1,66

Tabela 6. Fatores de interferéncia nos niveis de concentragdo minimo € maximo para os ions

cobalto(II).
Cu(ll) | 0,50 mg.L' 5,00 mg.L!
Co(ll)
0,50 mg.L! 2,08 1,02
5,00 mg.L-! 2,87 1,73

Tabela 7. Fatores de interferéncia nos niveis de concentragdo minimo € maximo para os ions

chumbo(II).
Cu(ll) | 0,50 mg.L' 5,00 mg.L-!
Pb(ll)
0,20 mg.L! 1,43 1,49
2,00 mg.L! 2,52 1,64
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Tabela 8. Fatores de interferéncia nos niveis de concentragdo minimo € maximo para os ions

ferro (III).

Cu(ll) | 0,50 mg.L' 5,00 mg.L!
Fe(lll)
0,30 mg.L™! 0,44 0,63
3,00 mg.L! 0,33 0,58

Tabela 9. Fatores de interferéncia nos niveis de concentragdo minimo € maximo para os ions

manganés(II).
Cu(ll) | 0,50 mg. L1 5,00 mg.L1
Mn(ll)
0,10 mg.L! 2,13 1,49
1,00 mg.L"! 2,33 1,96

Tabela 10. Fatores de interferéncia nos niveis de concentracdo minimo e maximo para os ions

niquel(Il).
Cu(ll) | 0,50 mg.L' 5,00 mg.L-!
Ni(ll)
0,10 mg.L! 2,57 1,01
1,00 mg.L! 2,71 2,33
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Tabela 11. Fatores de interferéncia nos niveis de concentragdo minimo € maximo para os ions

zinco(II).
Cu(ll) | 0,50 mg.L' 5,00 mg.L!
Zn(ll)
0,50 mg.L! 3,41 1,47
5,00 mg.L-! 4,23 2,12

Tabela 12. Fatores de interferéncia nos niveis de concentracdo minimo € maximo para o

conjunto de todos os ions.

~Ccu(ll) | 0,50 mg.L! 5,00 mg.L!
Conj. lons
Conc. Min. (mg.L) 1,14 1,10
Conc. Max. (mg.L1) 2,20 1,18

Pelos valores dos fatores de interferéncia calculados e apresentados nas tabelas para
cada ion isolado e para o conjunto total desses ions, todos apresentaram valores de fator de
interferéncia fora da faixa de 0,95 a 1,05, ou seja, com porcentagens acima do limite toleravel
(5,0%). Assim ¢ possivel observar um efeito significativo de interferéncia, ou seja, todos os
ions e a combinacgao deles sao de fato interferentes. Este efeito de interferéncia é intensificado
pelo aumento da concentracdo dos ions interferentes e também quando a concentracdo dos

ions cobre(II) esta no seu nivel mais baixo.

5.13. Estudo da reducao e/ou eliminacao do efeito de interferéncia

Uma alternativa para reduzir e/ou eliminar os efeitos de interferéncia desses ions
metalicos ¢ o uso de mascarantes (140). Para mascarar os ions metalicos cadmio(Il),

cobalto(II), ferro(IIT) e niquel(II), Perrin (140) propde o uso do acido maldnico e para os ions
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chumbo(II), manganés(Il) e zinco(Il) propds o uso do trifosfato de sodio. Os resultados dos
efeitos de interferéncia de cada ion especifico nos niveis de minimo e maximo, assim como da

mistura de todos os ions, estdo dispostos nas Tabelas 13 a 20.

Tabela 13. Fatores de interferéncia nos niveis de concentracdo minimo e maximo para os ions

cadmio(II) com o mascarante acido malonico.

Cu(l) | 0,50 mg.L'! 5,00 mg.L-!
cd(ll)
0,50 mg.L! 1,02 0,99
5,00 mg.L! 1,03 1,00

Tabela 14. Fatores de interferéncia nos niveis de concentragao minimo € maximo para os ions

cobalto(I) com o mascarante acido malonico.

Cu(l) | 0,50 mg.L' 5,00 mg.L!
Co(ll)
0,50 mg.L" 1,01 1,04
5,00 mg.L-! 1,03 1,01

Tabela 15. Fatores de interferéncia nos niveis de concentracdo minimo e maximo para os ions

ferro(IIl) com o mascarante 4cido malonico.

Cu(l) | 0,50 mg.L"! 5,00 mg.L!
Fe(lll)
0,30 mg.L"! 1,06 1,04
3,00 mg.L! 1,07 1,04
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Tabela 16. Fatores de interferéncia nos niveis de concentracdo minimo e maximo para os ions

niquel(IT) com o mascarante 4cido maldnico.

Cu() | 0,50 mg.L' 5,00 mg.L!
Ni(ll)
0,10 mg.L! 1,02
1,00 mg.L! 1,00

Tabela 17. Fatores de interferéncia nos niveis de concentragdo minimo € maximo para os ions

chumbo(II) com o mascarante trifosfato de sodio.

Cu() | 0,50 mg.L! 5,00 mg.L!
Pb(ll)
0,20 mg.L! 1,06
2,00 mg.L! 1,08

Tabela 18. Fatores de interferéncia nos niveis de concentracdo minimo e maximo para os ions

manganés(I) com o mascarante trifosfato de sodio.

cu() | 0,50 mg.L'! 5,00 mg.L"
Mn(ll)
0,10 mg.L! 0,94
1,00 mg.L! 0,92
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Tabela 19. Fatores de interferéncia nos niveis de concentracdo minimo e maximo para os ions

zinco(Il) com o mascarante trifosfato de sédio.

Cu(ll) | 0,50 mg. L' 5,00 mg.L!
Zn(ll)
0,10 mg.L"! 1,09 1,05
1,00 mg.L'1 1,06 1,04

Tabela 20. Fatores de interferéncia nos niveis de concentragado minimo € maximo para o

conjunto de todos os ions com os mascarantes acido malonico e trifosfato de sodio.

~cu(ll) | 0,50 mg.L!' 5,00 mg.L-!
Conj. lons
Conc. Min. (mg.L1) 1,10 1,04
Conc. Max. (mg.L1) 1, 17 1,07

Para a concentragao estudada, de 0,20% m/v, dos mascarantes acido maldnico e
trifosfato de sédio ha uma grande reducdo dos efeitos de interferéncia de todos os ions
metalicos, sendo que alguns dos efeitos de interferéncia de alguns ions ficaram dentro dos
limites toleraveis (entre 0,95 e 1,05). Observa-se também que alguns desses efeitos de
interferéncia de alguns ions ainda estdo acima do limite toleravel, porém verifica-se a
potencialidade dos reagentes mascarantes utilizados em diminuir os niveis de interferéncia e
atuar como verdadeiros mascarantes para a metodologia proposta, tendo em vista que o
aumento da concentracdo desses mascarantes no meio reacional pode reduzir o niveis de
interferéncia dos ions metalicos estudados como o conjunto de todos eles para dentro dos

limites toleraveis, em torno de 5,00%.
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5.14. Otimizaciao da concentracao dos mascarantes

Visando reduzir ainda mais os efeitos de interferéncia dos ions métalicos analisados e
deixa-los dentro dos limites toleraveis, foi avaliado a concentragdo dos mascarantes acido
malonico e trifosfato de sddio separadamente e juntos em solucdo. Os resultados estdo

dispostos nas Figuras 20 a 23.

2,40 ;
2,20 3 _

2,00 “o.

1,80 e

1,60 .

1,40 -

Fator interferéncia

1,20 - “-eo.
1,00 e

0,80 T T T T T T ]
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35

Concentragao acido malénico (% miv)

Figura 21. Variagdo do fator de interferéncia em fun¢do da concentracao do

mascarante acido malonico.

Para o mascarante acido malonico, a medida que sua concentracdo aumenta, provoca
uma variagdo positiva na diminui¢do do efeito de interferéncia (Figura 21). Nota-se que a
concentragdo de 0,30% m/v foi suficente para reduzir o fator de interferéncia para 0,97, o que
significa uma interferéncia de somente 3,0%, ficando dentro dos limiteis tolerdveis de
interferéncia.

O mesmo comportamento do acido maldnico € observado para o trifosfato de sodio.
Assim, a concentragao de 0,25% m/v foi suficiente para reduzir o fator de interferéncia para
0,98, o que significa uma interferéncia de somente 2,0% (Figura 22), ficando assim, dentro

dos limites aceitaveis de interferéncia.
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Figura 22. Variagdo do fator de interferéncia em fungao da concentracao do

mascarante trifosfato de sodio.

Os mascarantes acido maldnico e trifosfato de sodio quando empregados juntos,
também provocam uma variagdo positiva na diminui¢do do efeito de interferéncia a medida
que a concentragdo deles aumenta. Porém, a concentracdo de 0,25% m/v para cada
mascarante foi suficente para reduzir o fator de interferéncia para 0,98, representando uma
interferéncia de somente 2,0% (Figura 22), ficando dentro dos pardmetros toleraveis de

interferéncia.
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Figura 23. Variagao do fator de interferéncia em fun¢do da concentragao dos

mascarantes acido malonico e trifosfato de sodio.
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Adicionalmente o emprego dos dois mascarantes juntos ocasionou uma diminui¢do da
concentragdo do mascarante adcido malonico que antes era de 0,30% m/v para 0,25% m/v,
redug¢do que provoca uma economia de reagentes, estando em acordo com os principios da

quimica verde.
5.15. Curva analitica de calibracio com a presenca dos mascarantes

A curva analitica de calibracao (Figura 24), apresenta-se linear até a concentragao de
10,00 mg.L! e ¢ descrita pela equagio AAbs = 0,0121 Ccyar + 0,0038 (1> = 0,9982).

O método apresenta um limite de detec¢io de 0,12 mg.L! e um limite de quantificacio
de 0,47 mg.L!, calculados em relacio ao desvio padrio de um branco de reagentes, tendo
uma faixa linear de trabalho de 0,47 mg.L"'a 10,00 mg.L"".

O desvio padrao relativo da curva analitica de calibracdo intradia foi de 1,82% e de

interdia de 2,64%.

0,140 -
0,120 -
0,100 -
0,080 -
0,060 -
0,040 -
0,020 -
0,000 . . . . . . . . . . .

0,00 1,00 200 300 4,00 500 600 7,00 800 9,00 10,00 11,00

Concentragdo de ions cobre(ll) (mg.L")

AAbs

AAbs =0,0121 Ccymy + 0,0038
(r? = 0,9982)

Figura 24. Curva analitica de calibragdo para ions cobre(II) com a presenga dos mascarantes.

Observando a curva analitica de calibragdo (Figura 24) ¢ possivel concluir que a
adi¢do dos mascarantes acido malonico e trifosfato de sddio provoca uma redugdo do sinal
analitico, ocasionando perda de sensibilidade quando os coeficientes angulares das curvas
analiticas sdo comparados (Figuras 20 e 24). Mesmo com a perda de sensibilidade, os limites
de detecgdo e quantificagdo mantiveram praticamente a mesma ordem, pois a presenga dos
mascarantes deixaram as medidas de absorvancia mais precisas, diminuindo assim, o desvio

padrao dessas medidas.
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Os resultados dos desvios padrdes relativos obtidos foram relativamente baixos e

satisfatorios, mostrando que as medidas foram precisas.

5.16. Precisao e exatidao do método

A precisdo e a exatiddo do método foram avaliadas através da dopagem de amostras
sintéticas de aguardente de cana-de-acucar sintetizadas em laboratdrio. Os resultados das
recuperagaos, do desvio padrdo, do teste estatistico (teste “t”) aplicado e do erro relativo estao

dispostos na Tabela 21.

Tabela 21. Valores de recuperagdo, desvio padrao, teste estastititico “t” e erro relativo de ions

cobre(Il) obtida nas amostras sintéticas de aguardente de cana-de-agucar.

[Cu(D)] [Cu(ID)] Erro
Amostras Método Método s cesb .
.« iage A Test “F”*  Test “t Relativo
sintéticas Referéncia Proposto (%)
(mg.L-)) (mg.L) °
0,60 0,57+ 0,03 0,55+ 0,05 0,3538 1,2591 -3,51
1,00 0,96 + 0,04 0,98 £ 0,07 1,8158 0,8231 2,08
3,00 2,95+ 0,07 2,98 £0,08 0,7433 0,1010 1,02
5,00 5,01 +£0,04 5,04+ 0,12 0,2779 0,3754 0,60
7,00 7,04 + 0,10 6,99 + 0,03 0,7176 1,8898 -0,71

2 : Test “F” realizado ao nivel de 5% de probabilidade e n=5;
Frabelado = 5,050

b: Test “t” realizado ao nivel de 95% de confianga e n=5;
ttabelado = 2,776

Para as concentragdes de ions cobre(Il) avaliadas, nas amostras sintéticas de
aguardente de cana-de-acucar, todos resultados foram estatisticamente semelhantes ao nivel
de confianga de 95% e dentro do intervalo aceitavel de erro (< 5,00%). Os valores de

recuperagdo apresentaram boa exatidao, precisdo, mostrando ser uma metodologia confiavel.
5.17. Avaliacao do efeito de matriz

Os testes para verificar se hd algum efeito de matriz na determinagao de ions cobre(II)
foram feitos em trés amostras de aguardente de cana-de-agucar. Dentre essas amostras, uma
amostra foi de aguardente de cana ndo adocada e ndo envelhecida (Amostra 1), uma de

aguardente adogada (Amostra 2) e outra de aguardente de cana adogada e envelhecida em
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barril de carvalho (Amostra 3). Os resultados das recuperacdes destas amostras estdo

apresentados na Tabela 22.

Tabela 22. Valores de recuperagio obtidos de ions cobre(Il) nas amostras de aguardente de

cana-de-acucar.

[CudD)] [Cu(ID)]
Amostra adicionada encontrada Recuperacao (%)
(mg.L") (mg.L")
2,50 2,48 99,2
Amostra 1 5,00 5,03 100,6
7,50 7,41 98,8
10,00 9,96 99,6
2,50 2,46 98,5
Amostra 2 5,00 4,97 99,4
7,50 7,65 102,0
10,00 10,01 100,1
2,50 2,47 99,0
Amostra 3 5,00 5,15 103,0
7,50 7,52 100,2
10,00 9,99 99,9

Analisando a Tabela 22, os valores de recuperacao para os ions cobre(Il) estao dentro
do intervalo aceitavel de 95 e 105%, mostrando que ndo hé interferéncia significativa de

nenhuma das matrizes avaliadas para a metodologia proposta.

5.18. Determinac¢ao de ions cobre(Il) em amostras de aguardente de cana-

de-acucar comerciais

Dez marcas industrializadas de aguardente de cana-de-agucar e comercializadas em
supermercados e lojas especializadas foram utilizadas para a aplicacdo do método proposto.

Os resultados das concentragdes obtidas estdo apresentados na Tabela 23.

104



Jodo Carlos de Souza Mestrado em Quimica

Tabela 23. Teor de ions cobre(Il) nas amostras comerciais de aguardente de cana-de-acucar.

[Cu(D)] [Cu(ID)]

Te’0 y Regido Método Método Test Test Errf)
Amostra alcodlico . A s cmosa ccessh Relativo
(% viIv) (cidade/estado)  Referéncia  Proposto F t (%)
(mg.L-) (mg.Lh)
1 45 Brotas/SP 2,00+0,04 2,85+0,06 29626 22469 1,72
2 39 P“assggunga/ 0,52+003 0,54+0,07 1,8746 0,9818 3,85
3 40 Jat/SP 430+0,06 422+004 0,6587 2,3983 -1,86
4 49 Jat/SP 439+0,04 433+003 0,8704 2,0591 1,37
Santa Rita Passa
5 39 do Quatro/gp 099002 097002 11200 17143 2,02
6 39 P 1rass§§unga/ 0,67+004 0,68+0,08 4,6908 03388 1,49
7 39 Rio Claro/SP 1,15+0,02 1,19+0,01 2,6133 25762 3,48
8 38 P“assggunga/ 046+0,09 0,48+009 34814 1,1749 435
Patrocinio
9 38 Paulista/SP n.d. n.d. } ) )
10 39 Jundiai/SP n.d. n.d. - - -

2 : Test “F” realizado ao nivel de 5% de probabilidade e n=5;
Ftabclado = 5,050

b Test “t” realizado ao nivel de 95% de confianga e n=5;
ttabelado = 2,776

Comparando as duas metodologias, ¢ possivel observar uma pequena diferenca de
resultados na concentrag¢do de ions cobre(Il) nas amostras analisadas. Essa diferenga encontra-
se dentro dos padrdes de confiabilidade aceitaveis, mostrando que a metodologia proposta tem
boa exatidao e precisdo. De todas as amostras analisadas, nenhuma apresentou teores de ions
cobre(Il) acima do permitido pela legislagdao brasileira, evidenciando assim, um cuidado e
limpeza adequados dos alambiques utilizados na producao da aguardente de cana—de-agucar.
Todavia, a amostras 1, 3, e 4 apresentaram teores de ions cobre(Il) acima dos limites
toleraveis estabelecidos pela legislagio dos Estado Unidos (2,00 mg.L™") e da Unido Europeia

(1,00 mg.L"), estando improprias para exportagdo. No entanto, a amostra 7 apresentou teores
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de ions cobre(Il) acima dos limites toleraveis estabelecidos somente pela legislagdo da Unido

Europeia.

6. Conclusoes

Neste trabalho foi desenvolvido um novo método para determinagdo de ions cobre(Il)
em aguardente de cana-de-agucar, utilizando a combinacao da espectroscopia de reflectancia
difusa com spot tests. As vantagens da metodologia desenvolvida estd na economia de
reagentes, baixa geracdo de residuos, uso de solventes de baixissima toxidade tornando o
método mais limpo, simples, rapido, econdmico e portatil.

Para otimizagdo das condi¢des experimentais, a fim de obter um valor maximo de
absorvancia, foram realizados varios experimentos pelo método univariado e planejamento
fatorial com andlise de superficie de resposta. De acordo com os resultados apresentados, as
melhores condi¢cdes de reacdo de formacdo do complexo Cu(PAN), empregando a
combinagdo spot test-reflectancia difusa e detec¢ao espectrométrica em 559 nm sao:

e A forma e ordem de adigdo dos reagentes para se obter uma mancha melhor e mais
uniforme, foi adicionando o agente cromogénico PAN primeiramente, secagem e adicdo da
solucdo alcoolica de ions cobre (II);

¢ O intervalo de concentragdo alcodlica da solugdo de ions cobre(Il) que promoveu melhor
ganho de sensibilidade foi de 35 a 40% v/v;

¢ O uso de agentes tensoativos (surfactantes), tanto anidnico como catidnicos, nao
provocaram melhora na sensibilidade;

e O melhor solvente para diluicdo do agente cromogénico PAN foi o etanol (enquadrando
dentro do método de quimica verde);

e A melhor concentracio de PAN em etanol foi de 0,12% m/v, pois acima deste valor nao
houve aumento de sensibilidade;

e O melhor pH para a solu¢do alcoodlica de ions cobre(Il) foi o pH = 5,00;

e O tempo de reacdo nao contribui para o aumento da sensibilidade, assim o tempo de 5
minutos foi utilizado;

e O agente cromogénico PAN e o complexo Cu(PAN), formado foram estaveis por até 2
horas;

e Os efeitos dos ions interferentes podem ser minimizados a nivel de 2,0% utilizando

concentragdes de mascarantes acido malonico e trifosfato de sodio a 0,25% m/v.
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Também foram observados baixos limites de deteccdo e quantificagdo em relagdo ao
limite maximo de cobre permitido em aguardente pelo MAPA (5,00 mg.L "), os quais foram
de 0,12 e 0,47 mg.L"!, respectivamente. O método apresentou boa sensibilidade analitica, boa
repetibilidade e de acordo com os testes estatisticos, boa precisdo e exatidao.

O método proposto apresenta vantagens como baixo custo relativo de equipamento e
manuten¢do quando comparado com o equipamento exigido para a aplicacdo da metodologia
de referéncia (oficial). Além disso, apresenta baixo custo de analise, pois ndo ha o uso de gas
como na metodologia de referéncia. Ha também a possibilidade de medidas “in situ”, pois o
aparato para as medidas de reflectancia difusa pode ser carregado para qualquer lugar e
conectado a computadores méveis e fontes de energia alternativas como baterias, o que ¢
impossivel para um equipamento de espectrofotometria atdbmica de chama, no qual o mesmo
exige um local especifico reservado para a realizacdo das andlises, apresenta grande volume e
necessita estar ligado a uma fonte de gés para alimentagdo da chama.

As amostras comerciais de aguardente de cana-de-agucar analisadas ndo apresentaram
teores de ions cobre(Il) acima do limite permitido pela legisla¢do brasileira. Todavia, algumas
amostras encontram-se com teores de ions cobre(Il) acima do permitido pela legilacdo vigente
na comunidade européia e Estados Unidos, sendo assim consideradas imprdprias para

exportacao.
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