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faltasse o adversário com quem pelejar. Portanto, se 

não houver adversário, não haverá coroa; pois não 

pode haver vencedor, onde não há vencido.” 
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Resumo 
 

A presença de elevadas concentrações de íons cobre(II) na aguardente a torna 

prejudicial à saúde humana e também é uma das causas que têm impedido o Brasil de atingir 

níveis maiores de exportação do produto. No Brasil, o limite máximo de cobre permitido em 

aguardente pelo MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento) é de 5,00 

mg.L-1, sendo que em países da União Européia e Estados Unidos esses limites são mais 

rigorosos, não permitindo mais que 1,00 e 2,00 mg.L-1, respectivamente. Assim, o presente 

trabalho propõe um novo método analítico simples, rápido, seguro, sensível, econômico, 

portátil, com baixo consumo de reagentes, geração de mínima quantidade de resíduos e 

ambientalmente mais amigável para determinação de íons cobre(II) em aguardente de cana-

de-açúcar.  Para processar a reação utilizou-se o agente cromogênico 1-(2-piridilazo)-2-naftol 

(PAN) e detecção por espectroscopia de reflectância difusa combinada com spot test. A 

reação de formação do complexo bis[1-(2-piridilazo)-2-naftalato]cobre(II) (Cu(PAN)2) foi 

realizada em papel de filtro, por meio da adição de 30 μL da solução do reagente 

cromogênico, com posterior secagem do papel e em seguida a adição de 30 μL da solução do 

analito. A máxima formação do produto ocorreu com concentração do agente cromogênico 

PAN de 0,12% m/v em etanol, concentração alcoólica de 40,0% v/v em pH 5,00 e 5 minutos 

de tempo de reação com detecção a 559 nm. Verificou-se que íons cádmio(II), cobalto(II), 

chumbo(II), ferro(III), manganês(II), níquel(II) e zinco(II) são interferentes na reação. Desta 

forma, empregou-se ácido malônico e tripolifosfato pentassódico (trifosfato de sódio) como 

agentes mascarantes a uma concentração de 0,25% m/v, reduzindo os efeitos de interferência 

para aproximadamente 2,0% e o deixando dentro dos limites toleráveis. Nas condições 

otimizadas de determinação de íons cobre(II), uma curva analítica foi construída e sua 

equação é descrita por ΔAbs = 0,0121 CCu(II) + 0,0038 (r2 = 0,9982), com faixa linear: 1,0 

mg.L-1 - 10,0 mg.L-1 de íons cobre(II). O método apresenta limite de detecção e de 

quantificação, calculados em relação ao desvio padrão do branco de reagentes, iguais a 0,12 

mg.L-1 e 0,47 mg.L-1 de íons cobre(II), respectivamente. O método apresentou bons valores de 

desvio padrão relativo (RSD) intradia e interdia iguais a 1,82% e 2,64% respectivamente. O 

método foi aplicado à amostras de aguardentes de cana-de-açúcar comerciais e os resultados 

foram comparados com os obtidos pela metodologia oficial, mostrando concordância 

estastística em relação à precisão e à exatidão. 

Palavras Chave: reflectância difusa, spot test, aguardente de cana–de–açúcar, cobre. 
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Abstract 
 

The presence of high concentrations of copper(II) 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-1, 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-1 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(II) 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(II) (Cu(PAN)2) was carried out 

on a filter paper through the addition of 30 μL solution of the chromogenic reagent with 

subsequent drying of the paper, and 30 μL 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(II) ions, cobalt(II), lead(II), iron(III), manganese(II), nickel(II) 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(II) ions, an analytical curve was 

constructed and its equation is described by ΔAbs = 0,0121 CCu(II) + 0,0038 (r2 = 0,9982), 

with a linear range of 1.0 mg.L-1 – 10.0 mg.L-1 of copper(II) ions. The method presents limit 

of detection and quantification calculated relative to blank standard deviation equal to 0.12 

mg.L-1 and 0.47 mg L-1 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. Introdução 
 

As bebidas alcoólicas fazem parte da alimentação, da cultura e da história de diversas 

sociedades há milhares de anos.  

Se considerado tal contexto, a aguardente de cana–de-açúcar é uma bebida jovem, com 

aproximadamente quinhentos anos de idade. No entanto é uma bebida cuja história se inicia 

com o nascimento do Brasil, onde o país e a bebida evoluíram juntos. 

A aguardente de cana-de-açúcar, um produto fermento-destilado, é obtido a partir da 

cana–de-açúcar. Originária da Ásia, provavelmente da Índia, a cana–de-açúcar chegou à 

Europa pelos mouros. Pelo Mar Mediterrâneo entrou na Itália e logo foi plantada em Portugal. 

Da Europa, os portugueses a levaram para a Ilha da Madeira e, em seguida, à nova colônia na 

América. (1) 

Embora conhecendo a técnica de destilação e tendo a cana-de-açúcar plantada em seu 

país, não há registros da produção de destilado de cana por portugueses em Portugal. A cana–

de-açúcar, o açúcar e a aguardente tinham seu destino traçado para terras mais distantes. (2) 

No Brasil, o açúcar e a aguardente de cana–de-açúcar surgiram nas capitânias 

hereditárias, e de lá passaram ao mundo, como produto brasileiro, criando uma identificação 

com o país e sua gente. O ciclo econômico oriundo da cana foi vital para o surgimento da 

nação brasileira e os produtos derivados da cana se destacam até hoje em nossa pauta de 

exportações. Porém, o passado imponente foi apagado para a aguardente de cana–de-açúcar. 

A bebida foi associada à escravidão 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 bagaço 

de uva), trazidos de Portugal. (3) 

Nessa época, o consumo de aguardente de cana–de-açúcar pela população cresceu 

consideravelmente, pois era mais abundante e de menor custo quando comparada às bebidas 

portuguesas. A alta demanda levou muitos engenhos a valorizar mais a produção de 

aguardente do que a do açúcar, fato que levou o conselho da coroa portuguesa em 13 de 

setembro de 1649 proibir a fabricação da bebida em toda a colônia. Esse ato da coroa 

portuguesa mostrou-se, no entanto, ineficaz, uma vez que uma produção oculta continuou se 

desenvolvendo, favorecendo a clandestinidade e o contrabando da bebida. Em face disso, e 

sob forte pressão da colônia, o Rei D. Afonso VI suprimiu a proibição em 1661. 
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Logo vieram as taxas e impostos sobre a produção e comercialização da aguardente. 

Em 1756, impostos contribuíram para a reconstrução de Lisboa, abatida por um grande 

terremoto. A bebida transformou-se em verdadeiro símbolo dos ideais de liberdade junto aos 

inconfidentes e outros movimentos revolucionários. No tempo da migração da côrte para o 

Rio de Janeiro, em 1808, a aguardente de cana–de-açúcar já era considerada um dos 

principais produtos da economia local e era moeda corrente para a compra de escravos na 

África. Além disso, era também usada como alimento complementar na trágica dieta das 

travessias do Atlântico. (4) 

Durante o século XIX, quando o produto nacional começou a ganhar força entre todas 

as classes sociais, momento em que surgia a economia cafeeira, abolição da escravatura e 

início da República, um largo preconceito se criou frente a tudo que fosse brasileiro, 

prevalecendo à 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 próxima da europeia. (3,5) 

Somente durante a Semana de Arte Moderna de 1922, quando se buscou as raízes 

brasileiras, é que a aguardente voltou timidamente a ser considerada um símbolo da cultura 

nacional. (3) 

Então com o tempo, a aguardente foi estigmatizada e sua importância histórica e 

econômica é pouco lembrada. Entretanto, nos últimos anos, o preconceito vem sendo posto de 

lado e a aguardente de cana–de-açúcar de qualidade passou a ser um produto valorizado no 

Brasil e no exterior. (6) 

De acordo com a Associação Brasileira de Bebidas (ABRABE), o mercado de bebidas 

alcoólicas destiladas no Brasil possui um faturamento de R$ 8 bilhões anuais (6). E segundo o 

Instituto Brasileiro de Cachaça (IBRAC), a produção de aguardente de cana e de cachaça no 

Brasil atinge 1,5 bilhão de litros anuais, representando 87,0% da produção nacional de 

bebidas alcoólicas 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 milhões 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 exportação em torno de 9,8 milhões de litros 

anuais, o que representa aproximadamente 1,0% do total produzido no país, e destacando 

como principais produtores os estados brasileiros de São Paulo, Pernambuco, Ceará, Minas 

Gerais e Paraíba (7). A aguardente de cana-de-açúcar é hoje a segunda bebida alcoólica mais 
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consumida no país perdendo para a cerveja e a terceira mais consumida no mundo, atrás 

apenas da vodca e do sochu (bebida asiática à base de sorgo). (6,7) 

A aguardente de cana–de–açúcar é chamada por diversos nomes, dentre eles: cachaça, 

aguardente, pinga, jeribita, caninha, etc. No entanto o nome cachaça “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 países produtores de rum. 

Técnicos norte-americanos do Bureau of Alcohol, Tobacco & Firearms, com base nas 

legislações norte-americanas e brasileiras, classificaram a cachaça como um tipo de rum, por 

não disporem de informações técnico-científicas sobre as diferenças relacionadas com a 

fabricação e, principalmente, com a caracterização sensorial dessas bebidas (8). Atualmente, a 

cachaça é um produto exclusivamente brasileiro e de acordo com a Instrução Normativa nº 13 

de 29 de junho de 2005, foi definida como sendo a denominação típica e exclusiva de um tipo 

de aguardente de cana–de–açúcar produzida no Brasil, com graduação alcoólica de 38 a 48% 

v/v à 20 °C, obtida pela destilação do mosto fermentado do caldo de cana-de-açúcar com 

características sensoriais peculiares, podendo ser adicionada de açúcares até 6,0 g.L-1, 

expressos em sacarose. (9) 

  A aguardente de cana, por sua vez, é a bebida com graduação alcoólica de 38 a 54% 

v/v à 20 °C, obtida do destilado alcoólico simples de cana-de-açúcar ou pela destilação do 

mosto fermentado do caldo de cana-de-açúcar, podendo ser adicionada de açúcares até 6,0 

g.L-1, expressos em sacarose. (9) 

Ainda assim, todo este processo de padronização e de valorização não foi capaz de 

reverter os efeitos do longo tempo em que a bebida esteve no limbo. Se comparada com o 

uísque, a aguardente de cana–de-açúcar está defasada em tecnologia, pesquisa e literatura. 

Um dos pontos cruciais na ampliação do mercado e na valorização do produto é a 

melhoria de qualidade. Apesar dos grandes investimentos do setor para melhorar a tecnologia 

e o produto, ainda persistem problemas básicos, como a presença de contaminantes na 

aguardente. Destacando assim, o desenvolvimento de métodos analíticos apropriados que 

permitam garantir a manutenção desses padrões para a designação de uma aguardente de boa 

qualidade nos aspectos físicos–químicos e sensoriais. (10) 

Na cadeia produtiva da aguardente de cana existem contaminantes residuais orgânicos 

como carbamato de etila, metanol, acroleína, entre outros e inorgânicos como o cobre, 

chumbo, arsênio, etc. (9) 
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Dos inorgânicos o cobre é o que mais se destaca, sendo que a contaminação por íons 

de cobre é considerado um dos entraves à exportação da bebida. A legislação brasileira limita 

o teor de cobre em bebidas destiladas em 5,00 mg.L-1 (9), entretanto, a legislação de outros 

países, como os Estados Unidos, não tolera mais que 2,00 mg.L-1(11), sendo que na União 

Européia o teor de cobre não pode ultrapassar 1,00 mg.L-1 nos destilados alcoólicos. (12)  

A aguardente de cana–de–açúcar artesanal é, geralmente, produzida em alambiques de 

cobre, o qual confere melhor qualidade sensorial, funcionando como uma espécie de 

catalizador durante o processo de destilação da aguardente, por reduzir a acidez e os níveis de 

aldeídos e de compostos sulfurosos. Tais compostos, conferem à bebida, sabor e odor 

desagradáveis, originando uma bebida de baixa qualidade organoléptica, quando comparada 

aos alambiques confeccionados com outros materiais, como aço inox, alumínio e porcelana; 

porém podem contaminar o produto com cobre, quando o manejo (principalmente a higiene) 

da produção é inadequada. (13) 

A contaminação por cobre na aguardente ocorre durante a etapa de destilação, uma vez 

que o metal constituinte do equipamento (destilador bem como as serpentinas do 

condensador), quando exposto ao ar úmido contendo gás carbônico lentamente se oxida, 

ficando coberto por uma camada esverdeada, chamada de “azinhavre”, composta por 

Diidróxicarbonato de cobre(II) [CuCO3Cu(OH)2]. Esta camada é então dissolvida pelos 

vapores alcoólicos ácidos, gerados durante o processo de destilação da aguardente, o que 

acaba contaminando o produto. A presença de cobre na aguardente em elevadas 

concentrações é indesejável pois é prejudicial à saúde humana. Portanto, é fundamental a sua 

quantificação (11,13-17). Além disto, há reconhecida associação entre a presença de cobre e a 

formação de carbamato de etila, sério contaminante na produção de aguardente. (18-20) 

Buscando formas de minimizar o problema, ao invés de atuar na causa, melhorando 

seu processo de produção e evitando a presença 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 água e efluentes industriais e escolhem dentre as inúmeras 

resinas de troca iônica existentes no mercado, as quais serão empregadas na filtração e na 

remoção de cobre. 

Sem recomendações e técnicas específicas para a aguardente, sem que haja 

regulamentação legal para este processo de filtração, a operação é julgada apenas pelo sucesso 

na remoção do cobre. Como as resinas, de fato, removem o cobre que contamina a 

aguardente, o processo é aprovado de modo empírico. Entretanto, não se conhecem os efeitos 
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das resinas usadas sobre a qualidade da bebida e, ainda, se os parâmetros físico-químicos e os 

atributos sensoriais são alterados. Por se tratar de produto sem padrões de qualidade ainda 

bem definidos, a aguardente filtrada é consumida sem que haja qualquer restrição pelo 

mercado. (21) 

O cobre é considerado um metal essencial ao organismo humano em níveis traços, 

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-β-hidroxilase, ceruplasmina e peroxidases (23-28). As manifestacões decorrentes 

da deficiência do metal incluem disfunção cardíaca, aumento de lipoproteínas de baixa 

densidade, elevação da fração de colesterol de alta densidade, diminuição de metionina, 

encefalinas leucínicas, cobrezinco superóxido dismutase eritrocitária e diminuição da 

depuração da glicose. (29,30) 

Distúrbios da concentração normal do cobre solúvel no organismo podem provocar 

hiper ou hipocupremia. O excesso de cobre solúvel pode ser tóxico devido à afinidade do 

cobre com grupos tiol (-SH) de muitas proteínas e enzimas causando doenças. A mais 

conhecida enfermidade decorrente desta descompensação é a doença de Wilson, uma 

degeneração hepato-lenticular, caracterizada pela precipitação do metal nas córneas, que leva 

a destruição do fígado e do tecido nervoso. Além disso, provoca perda de paladar, epilepsia, 

melanoma, esclerose, aceruloplasminemia, doença de Alzheimer, doença de Menkes e artrite 

reumatóide, que são patologias provavelmente relacionadas com o metabolismo do cobre, 

porém, ainda são motivos de controvérsias e discussões. (29-35)  

Portanto é de grande importância o desenvolvimento de metodologias analíticas para a 

determinação de íons cobre que sejam confiáveis e que gerem uma quantidade mínima de 

resíduos. 

No entanto, nos últimos anos, surgiu uma nova forma de pensar e tratar o problema de 

remediação dos resíduos químicos com o objetivo de buscar alternativas que evite ou 

miniminize sua produção. Este novo direcionamento na questão da redução do impacto da 

atividade química ao ambiente é chamado de "green chemistry" ou química verde, podendo 

ser também denominado de química limpa, química ambientalmente benigna, ou ainda, 

química auto-sustentável. (36) 

A Química verde é definida como o desenvolvimento e implementação de processos e 

produtos químicos para reduzir ou eliminar o uso ou geração de substâncias nocivas à saúde 
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humana e ao meio ambiente (36). Este conceito, cada vez mais está sendo incorporado em 

várias aplicações industriais, principalmente em países com indústria química bastante 

desenvolvida e que apresentam legislação rigorosa no controle de emissão de poluentes e vem 

sendo gradativamente incorporado ao meio acadêmico, no ensino e na pesquisa. (37) 
Na química analítica, o conceito de química verde está sendo aplicado na substituíção 

de métodos e processos químicos que geram problemas ambientais por alternativas menos 

poluentes ou não-poluentes. Esses novos processos são comumente denominados de métodos 

ou processos ambientalmente amigáveis e que fazem uso de fontes renováveis ou recicláveis 

de matéria-prima, utilizando menos energia para produção de igual ou maior quantidade de 

produto, evitando o uso de substâncias persistentes, bioacumulativas e tóxicas. (36,37) 

Visando aplicar cada vez mais tais características, nos últimos anos a combinação spot 

test e espectroscopia de reflectância difusa têm sido largamente aplicadas em análises clínicas, 

testes para o controle da qualidade do ar, análises de água, alimentos, prospecção geoquímica, 

além de outras áreas (38). A metodologia vem ganhando destaque na literatura devido a 

rapidez, simplicidade das análises, grande redução no consumo de reagentes (utilizando-se, 

em média, 10-30 µL de cada reagente), boa sensibilidade, possibilidade de medidas “in situ” 

(portabilidade), muito baixa geração de resíduos ao meio ambiente e baixo custo relativo dos 

equipamentos (mini-espectrofotômetros portáteis com acessórios para reflectância difusa de 

baixo custo e excelente performance estão atualmente disponíveis no mercado). (39) 

Os spots tests constituem uma técnica colorimétrica que pode ser utilizada para 

análises qualitativas, quando a detecção da substância de interesse se dá visualmente pela 

presença de cor. Para análises semi-quantitativas, nas quais as escalas de cores feitas com 

padrões analíticos de diferentes concentrações, são utilizadas para comparação com a 

intensidade de cor do teste. Nas análises quantitativas utilizam-se, por exemplo, instrumentos 

para medir a luz refletida, neste caso, a espectroscopia de reflectância difusa (40). A 

confecção de um spot test é muito simples, consistindo apenas da mistura de algumas gotas da 

solução de analito ou solução-teste com algumas gotas da solução de reagente, formando-se 

assim, um produto colorido. O meio para a reação pode ser uma superfície porosa, como 

papel de filtro (41), pastilhas de sílica gel, ou mesmo uma superfície lisa, como uma placa de 

porcelana. (42) 

Durante muito tempo, o uso da técnica de espectroscopia de reflectância difusa teve 

seu uso limitado somente nas áreas de pigmentos, tintas, têxtil, papel, cerâmica e metalurgia 

para avaliar algumas propriedades destes materiais, tais como coloração e brilho (40). Porém, 
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pouca atenção foi dada à reflectância difusa como uma técnica para análises quantitativas, 

porque os valores de precisão obtidos por medidas de reflectância difusa em spot tests 

convencionais eram muito baixos (entre 10 e 20%) (43). Entretanto, com o recente 

desenvolvimento de novos dispositivos, como fibras ópticas, esferas de reflectância e 

reflectômetros construídos em laboratório, resultados aceitáveis passaram a ser obtidos 

(38,44,45). Hoje, é possível desenvolver métodos reflectométricos quantitativos em suportes 

sólidos ou trabalhar em solução, medindo-se a reflectância difusa de sólidos suspensos, com 

bons resultados. (46) 

No melhor do nosso conhecimento, nenhum método analítico envolvendo a 

combinação spot test e reflectância difusa para a determinação de íons cobre(II) em 

aguardente de cana-de-açúcar é descrito na literatura científica indexada. Portanto, no 

presente trabalho pretende-se estudar as potencialidades da combinação spot test e 

reflectância difusa para o desenvolvimento de um método analítico simples, portátil, de baixo 

custo relativo e ambientalmente mais benigno para a determinação de íons cobre(II) em 

aguardente de cana–de–açúcar. 

 
2. Revisão bibliográfica 
 
2.1. Contexto histórico do surgimento das bebidas fermento-destiladas 
 

Embora, na antigüidade, os chineses (3000 A.C.) e os egípcios (2500 A.C.) 

conhecessem a destilação de certos líquidos fermentados, foi apenas no século X que 

Avicena, médico, astrônomo e filósofo árabe reintroduziu esse processo. Obtendo um líquido 

composto em sua maior parte por álcool etílico, nos quais eram produzidos e utilizados para a 

cura de doenças (47,48). A palavra árabe Al Kuhul, que significa fina poeira, refere-se ao 

sulfeto de antimônio, cosmético muito usado pelos egípcios, que passou a designar qualquer 

essência alcoólica (49). A posterior denominação álcool é atribuída a Paracelso, famoso 

alquimista. (50) 

Foram os árabes que projetaram os primeiros aparelhos de destilação semelhantes aos 

que conhecemos hoje, sua bebida mais popular, o Arac, é uma aguardente misturada com 

licores de anis (49). No século XI (D.C.), os árabes invadem Europa, difundindo a técnica de 

destilação, onde os alquimistas e os monges aperfeiçoaram a técnica e os equipamentos. Do 

grego Ambix, que os árabes transformaram em Al Ambic, originou a palavra alambique. (47) 
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A palavra aguardente tem origem na Grécia antiga, onde a história registra a obtenção 

da acqua ardens a partir do vapor da resina de cedro, recolhido num pedaço de lã, assim 

extraindo um líquido ardente: acqua ardens que traduzido para o português fica água ardente. 

Mais tarde, os alquimistas levaram a fórmula para a Europa, passando a prescrevê-la como 

elixir da longevidade por força da ação terapêutica do álcool, em que um cálice diário 

prolongaria a vida. (49,51) 

Na Europa, a maior parte das principais bebidas destiladas conhecidas, como o uísque 

e o conhaque, começaram a ser produzidas entre os séculos XV e XVI.  Na América do Norte, 

a produção dos bourbons e uísques, a partir de cerais, teve início em torno de 1750. (47) 

Não há documentos escritos e informações precisas sobre a origem da aguardente de 

cana–de-açúcar, mas sabe-se que na América do Sul, os índios brasileiros já utilizavam 

bebidas alcoólicas antes da chegada dos portugueses. Os ameríndios, espécie indígena em 

maior quantidade na época do descobrimento do Brasil, desconheciam o processo de 

destilação e as bebidas por eles usadas eram produzidas por fermentação de mostos de cajú, 

mandioca, banana da terra, milho, ananás, batata, jenipapo e mel de abelha. Tal processo foi 

utilizado na ativação ou iniciação do processo de fermentação, consistindo basicamente, na 

mastigação prévia dos frutos ou raízes usadas como matéria-prima. (52,53) 

 
2.2. Contexto histórico da Aguardente de cana–de-açúcar 
 

Datam de 1516 as primeiras iniciativas para o estabelecimento da indústria do açúcar 

no Brasil, na forma de "engenhos reais" (54). Nos anos de 1533 e 1534, o colonizador 

português Martin Afonso de Souza e mais quatro sócios construíram três engenhos em São 

Vicente: o Engenho de São Jorge dos Erasmos, o Engenho da Madre de Deus e o Engenho de 

São João (55), sendo o mais famoso deles o Engenho de São Jorge dos Erasmos, na Capitania 

de São Vicente, próximo a Santos – SP (56). Em um engenho dessa capitania, entre 1532 e 

1548, descobriu-se que o resíduo da borra do melaço 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 razoável. Relata-se que, quando essa mistura era fervida, aparecia 

um “pescoço” ou “cachaço” no tacho, daí a origem do nome cachaça (3). Contudo, muitos 

creditam a origem da palavra cachaça ao castelhano cachanza, nome dado, séculos atrás, a um 

tipo de vinho feito da borra de uva. Somente depois da metade do século XVI é que a cachaça 

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 e brancos pobres, enquanto que a elite brasileira da 

época preferia vinhos e a bagaceira (aguardente de bagaço 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 árduo dos canaviais. (3) 

Nos primeiros engenhos, o caldo de cana-de-açúcar era cozido em tachos de cobre 

para fabricação de melado, parte do qual era fermentado em cochos de madeira e destilado. A 

aguardente produzida era transferida para o nível mais baixo do engenho, para ser armazenada 

em tonéis de madeira. O alambique compunha-se da cucúrbita ou caldeira, um vaso bojudo de 

cobre com capacidade de 104 litros e uma boca com 70 cm de diâmetro, e do capitel ou 

capacete, feito em barro, de forma esférica inteiriça 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 lançada água para condensação da aguardente. (3) 

A cultura canavieira exigia cada vez mais mão de obra. A bebida, que já ganhava 

espaço na Europa e na África, foi usada como uma das principais moedas do tráfico de 

escravos, intensificando-se essa prática com a ocupação holandesa em Pernambuco por volta 

de 1630 (54). A popularização da aguardente de cana fazia concorrência com os vinhos e a 

bagaceira. Nessa época, o consumo de aguardente de cana pela população cresceu 

consideravelmente, pois era mais abundante e de menor custo quando comparada às bebidas 

portuguesas. A alta demanda levou muitos engenhos a valorizar mais a produção de 

aguardente do que do açúcar, fato que levou o conselho da coroa portuguesa em 13 de 

setembro de 1649 proibir a fabricação da bebida em toda a colônia. Esse ato da coroa 

portuguesa mostrou-se, no entanto, ineficaz, uma vez que uma produção oculta continuou se 

desenvolvendo, favorecendo a clandestinidade e o contrabando da bebida. Em face disso, e 

sob forte pressão da colônia, o Rei D. Afonso VI suprimiu a proibição em 1661. (4) 

Logo vieram as taxas e impostos sobre a produção e comercialização da aguardente de 

cana. Em 1756, impostos contribuíram para a reconstrução de Lisboa, abatida por um grande 

terremoto. A bebida transformou-se em verdadeiro símbolo dos ideais de liberdade junto aos 

inconfidentes e outros movimentos revolucionários. No tempo da migração da corte 

portuguesa para o Rio de Janeiro, em 1808, a aguardente já era considerada um dos principais 

produtos da economia e era moeda corrente para a compra de escravos na África. Além disso, 

era também usada como alimento complementar na trágica dieta das travessias do Atlântico. 

(4) 
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Durante o século XIX, quando o produto nacional começou a ganhar força entre todas 

as classes sociais, momento em que surgia a economia cafeeira, abolição da escravatura e 

início da república, um largo preconceito se criou frente a tudo que fosse brasileiro, 

prevalecendo à 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 próxima da europeia. (3-5) 

Somente durante a Semana de Arte Moderna de 1922, quando buscaram-se as raízes 

brasileiras, é que a aguardente de cana voltou a ser considerada um símbolo da cultura 

nacional. E, desde então, é considerada a mais brasileira das bebidas e famosa em todo o 

mundo. (3) 

No contexto histórico a aguardente de cana ganhou diversos nomes: cachaça, 

aguardente, pinga, jeribita, caninha, etc. (3) 

Quanto à identidade e tipicidade, até 1997, a legislação brasileira diferenciava a 

cachaça da aguardente de cana ou caninha pelo tipo de matéria-prima utilizada na 

fermentação (59). Assim, a cachaça ou aguardente de melaço era a bebida destilada obtida do 

destilado alcoólico simples do melaço ou da destilação do mosto fermentado de melaço 

originado da cana-de-açúcar (Saccharum oficinarum L.), sendo reservada à aguardente de 

cana ou caninha a cana-de-açúcar como matéria-prima. A partir de 1997, todas essas matérias-

primas passaram a contemplar, indiscriminadamente, a aguardente de cana, a cachaça e a 

caninha (60). 

Possivelmente, a postura oficial de valorizar a denominação cachaça, associando-a a 

um produto nobre, acompanhou sua progressiva aceitação popular ocorrida na última década, 

incrementada por expressivas estratégias de marketing, direcionadas a vários segmentos 

sociais. Apesar disso, os estigmas associados ao vocábulo cachaça perduram até hoje no 

linguajar corriqueiro. 

Com o propósito principal de proteger os direitos de propriedade intelectual 

relacionados ao comércio, o Decreto Nº 4.062 definiu as expressões "cachaça", "Brasil" e 

"cachaça do Brasil" como indicações geográficas exclusivamente brasileiras (61). Contudo, 

entre os problemas decorrentes de embates comerciais (retaliações, etc.), o maior entrave se 

constituiu no governo dos Estados Unidos, que passou a classificar a cachaça como rum para 

efeitos de taxação e comercialização. (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 agronegócio brasileiro. Embora detenha ainda uma pequena participação, vem 

adquirindo espaço crescente na pauta de exportação do país (8). O Brasil produz 

aproximadamente 1,5 bilhões de litros de aguardente de cana por ano, sendo que cerca de 

75% desse total é proveniente da fabricação industrial e 25% de forma artesanal. Mesmo com 

a produção de 1,5 bilhões de litros, somente 1% da aguardente de cana produzida anualmente 

é exportada. Essa baixa participação das exportações revela que a bebida detém significativo 

potencial de mercado. (7) 

Atualmente, são aproximadamente 180 empresas exportadoras de aguardente no país, 

sendo a bebida exportada para mais de 60 países. No Brasil há aproximadamente 40 mil 

produtores e 5 mil marcas de aguardentes de cana-de-açúcar devidamente registradas. (7) 

O setor de produção de aguardente de cana–de–açúcar é responsável pela geração de 

mais de 600 mil empregos diretos e outros 240 mil indiretos. (7)  

Devido à dinâmica do setor produtivo da aguardente, sua alta informalidade e a 

extensão territorial do país, torna-se complexa a atualização dos dados sobre a produção em 

cada Estado. Tendo uma economia mais dinâmica, o estado líder na produção de aguardente 

de cana é São Paulo, respondendo por cerca de 44%. Em seguida vêm Minas Gerais com 

15%, Pernambuco, Ceará e Rio de Janeiro com 12%, Goiás com 11%, Paraná com 4%, 

Paraíba com 2% e Bahia com 1,5%. (7) 

Deste volume, 1,3 bilhão de litros são produzidas em colunas de destilação, por 

processo contínuo, e 200 milhões de litros em alambiques, por processo em batelada (7). As 

colunas de destilação, geralmente, são capazes de produzir anualmente, em média, cerca de 30 

vezes ou mais que os alambiques, o que explica a menor produção em certos estados com 

grande dimensão territorial, como é o caso da Bahia, onde praticamente toda a aguardente é 

proveniente de alambiques. (63) 

O Estado de Minas Gerais possui tradição como produtor de excelente aguardente de 

cana. A crença de que a maior parte de sua produção é elaborada de forma artesanal também é 

geral, embora sejam usadas várias colunas de destilação em algumas regiões. De fato, a 

tradição de produzir aguardentes em uma grande diversidade de alambiques inteiramente em 

cobre, aliada a uma estrutura razoável de fornecimento de equipamentos e tecnologia, resulta 

num expressivo número de aguardentes de cana de boa qualidade. Entretanto, Minas Gerais 
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tem o problema de possuir áreas com bolsões de isolamento técnico-científico, econômico e 

cultural, que geram um grande número de produtos com baixa qualidade, fato comprovado 

pelo seu alto índice de não conformidades. Os estados de São Paulo, Pernambuco, Ceará e 

Rio de Janeiro produzem um considerável volume de aguardente usando colunas de 

destilação, que coexiste com uma produção bem inferior em alambiques. (63) 

Segundo a Associação Brasileira de Bebidas (ABRABE) em 2010, baseados nos 

levantamentos de mercado da International Wine and Spirit Record (IWSR), o mercado 

nacional de bebidas, em relação ao volume, está 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 ranking mundial do consumo de destilados publicado pelo Programa 

Brasileiro de Desenvolvimento da Cachaça (PBDAC). Tendo em vista este ranking, a 

aguardente de cana perde somente para: a vodca e o sochu (bebida obtida da destilação do 

mosto fermentado de arroz, adicionado ou não de tubérculo, raiz amilácea e cereal, em 

conjunto ou separadamente) e superando várias outras bebidas destiladas bastante tradicionais 

como o rum, gim, uísque e conhaque. (3,8,63) 

Criado desde 1997 para organizar e resgatar o valor histórico e cultural da aguardente 

de cana, o Programa Brasileiro de Desenvolvimento da Cachaça, tem concentrado esforços 

para criar condições de inserí-la no mercado internacional e disputar um espaço com 

destilados tradicionais consagrados mundialmente. (8) 

Um dos maiores entraves para o aumento da participação e sobrevivência da bebida e 

dos produtores no mercado é a alta carga tributária de impostos a qual o setor está sujeito. 

Essa alta carga tributária 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 níveis maiores de exportação, é a variação de 

qualidade dos produtos e a dificuldade de adequação aos limites máximos estabelecidos pelo 

MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento) para alguns componentes 

presentes na aguardente, como por exemplo, o cobre (5,00 mg.L-1) e o carbamato de etila 

(0,15 mg.L-1) (19,65,66). Em determinados países, como por exemplo o Estado Unidos, o teor 

máximo permitido para o cobre nos destilados alcoólicos é de 2,00 mg.L-1 (11) e de 1,00 

mg.L-1 na União Européia (12), o que dificulta ainda mais a exportação da bebida. Além 

disso, há problemáticas no âmbito ambiental, como a queima da cana e o destino do vinhoto, 



João Carlos de Souza                                             Mestrado em Química                  

                        

           37 

que podem ser apontados como pontos integrantes de uma pauta mínima para o crescimento 

do setor (6). 

Dentre os principais mercados de destino estão a Alemanha, Bolívia, Paraguai, 

Portugal, Estados Unidos, Itália, França, Espanha e Chile, dentre outros. A Alemanha 

consome cerca de 30% das exportações brasileiras, seguidos da Bolívia com 10%, Paraguai 

com 9%, Portugual com 8%, Estados Unidos com 6%, Itália, França 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 milhões de litros ou US$ 

17,3 milhões ao ano (21,23), valores pouco significativos se comparados aos US$ 250 

milhões da tequila e aos cerca de US$ 4 bilhões do Scotch Whisky. (6,7) 

A princípio os números não parecem animadores, mas representam um crescimento 

médio de 18,2% ao ano a partir dos US$ 7,3 milhões de 1999, quando o governo começou 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 relação ao uísque, a produção 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 comercialização da aguardente, empresas produtoras 

passaram a investir intensamente. Entre as áreas prioritárias se destacam o controle de 

qualidade e o marketing. (67) 

Os investimentos são importantes para o país, pois, apesar dos aspectos polêmicos 

associados à produção de bebidas alcoólicas, é importante lembrar a importância econômica e 

social do setor. (6,7)  

 
2.4. O processo de produção 
 

A Figura 1 mostra o fluxograma básico da produção da aguardente de cana-de-açúcar. 

O processo é um tanto quanto simples e pode ser resumido pelos seguintes estágios: preparo 

da matéria prima (corte da cana-de-açúcar, limpeza com separação das folhas; transporte e 

armazenamento dos colmos), extração do caldo da cana, fermentação do caldo, destilação do 

“vinho” fermentado e obtenção da aguardente. Este produto pode ser ainda armazenado em 

tonéis de aço inox ou envelhecido em tonéis de madeira. (14,15,68) 
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Figura 1. Fluxograma ilustrativo do processo de produção da aguardente de cana-de-açúcar. 

 

2.5. Matéria-prima 
 

A cana-de-açúcar (Saccharum spp) é cultivada em todo o mundo, visando diferentes 

aplicações. A cana é usada para a indústria, na produção de alimentos como o açúcar, o 

melado, o álcool e a aguardente de cana-de-açúcar, bem como na produção de combustível, 

caso do etanol. Além destas aplicações, a cana-de-açúcar é usada também na alimentação 

animal. O Brasil é o maior produtor de cana, com uma área plantada de aproximadamente 

9,13 milhões de hectares, no qual o estado de São Paulo se destaca como o maior produtor de 

cana no Brasil. (69) 

A relação entre matéria-prima e qualidade do produto é um ponto pouco estudado na 

produção de aguardente de cana. Porém, por analogia com bebidas como cerveja, vinho e 

uísque, é factível pensar na existência de uma forte relação entre a qualidade da cana-de-

açúcar e a aguardente de cana. Vários fatores são responsáveis pela melhoria da qualidade da 

matéria-prima, dentre eles: o planejamento agrícola, controle de pragas e doenças, maturação, 

colheita, carregamento e transporte. (16) 

Colheita da cana-de-açúcar e pré-limpeza 

Transporte 

Recepção e limpeza da cana-de-açúcar 

Moagem 

Bagaço Caldo bruto 

Aproveitamento para 
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Caldeira ou 
fornalha 

Filtração e decantação 

Diluíção – ajuste do °Brix 

Destilação 

Separação das frações 

Cauda Cabeça 

Vinhaça Coração 

Coluna de destilação 

Fertirrigação Cachaça 

Armazenamento ou 
envelhecimento 

Envase e comercialização 

Fermentação 
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Esta relação entre a qualidade da matéria-prima e do produto pode ainda incluir a 

componente “processo de produção”. Além da maior qualidade do produto final, a qualidade 

da matéria-prima está envolvida diretamente com o desempenho das operações de extração, 

fermentação e destilação. Deste modo, uma matéria-prima de maior qualidade permitiria 

maiores rendimentos industriais. (70) 

Em muitos sistemas de produção agrícola e industrial existe um conflito entre 

quantidade e qualidade, pois a produtividade tem precedência sobre a qualidade. Neste caso, 

destacam que a boa qualidade da matéria-prima favorece um processo rápido, com alto 

rendimento de produto. Porém, cabe lembrar que a situação inversa, quando do uso de 

matéria-prima de baixa qualidade, não só reduz a velocidade de processamento e a quantidade 

de produto, mas também afeta sensivelmente sua qualidade. (71) 

Assim, no processo de produção da cachaça é necessário lembrar que as características 

da cana afetam a qualidade da aguardente e é essencial ter informações detalhadas sobre o 

cultivo da matéria-prima. 

 
2.6. Preparo do caldo 
 

Após a colheita, a cana-de-açúcar é levada para a moagem, etapa onde se faz a 

extração do caldo, com o auxílio das moendas. Nas grandes unidades produtoras, a extração 

do caldo é feita por moenda de ternos múltiplos com embebição (lavagem com água) do 

bagaço para maior extração do açúcar. O rendimento na extração por essa técnica chega a 

96% ou mais. Em unidades pequenas, onde a extração é efetuada a partir de um único terno, 

um bom rendimento está em torno de 75%. (72) 

O caldo obtido, chamado por alguns de garapa, é constituído de água (65-75%), 

açúcares (11-18%), pequenas quantidades de substâncias nitrogenadas, ceras, lipídios, 

pectinas, materiais corantes e sais minerais. Seu pH é levemente ácido, variando de 4,8 - 6,0, 

o que favorece o desenvolvimento de microrganismos. (73) 

Os compostos orgânicos não-açúcares são constituídos de substâncias nitrogenadas 

(proteínas, aminoácidos, etc.), gorduras, ceras, pectinas, ácidos (málico, succínico, etc.), e de 

matérias corantes (clorofila, sacaretina e antocianina). Os compostos inorgânicos, 

representados pelas cinzas, têm como componentes principais: sílica, potássio, fósforo, cálcio, 

sódio, magnésio, enxofre, ferro, alumínio, cloro e outros. (74) 

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

sistemas de filtração e decantação. Posteriormente o caldo passa por tratamento térmico e 
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purificação, procedimentos que ajudam a melhorar a padronização da fermentação. Esse 

tratamento atua na eliminação de microorganismos contaminantes, como bactérias e 

leveduras, além da retirada de componentes indesejados, como resíduos de ceras da cana, que 

interferem no rendimento da fermentação. A concentração de açúcares pode ser ajustada, com 

valores entre 14 a 16 °Brix, para um maior rendimento e controle do processo de fermentação 

(68).  O caldo limpo e diluído passa a ser chamado de mosto, estando pronto para a adição do 

fermento. (75,76) 

 
2.7. Fermentação 
 

A fermentação é a segunda etapa do processo, sendo um processo relativamente rápido 

se comparado com outras bebidas, como o vinho e a cerveja, tendo uma duração média de 24 

horas. Nessa etapa, os açúcares presentes no mosto são transformados em etanol, gás 

carbônico e água por microrganismos, chamados de leveduras, principalmente do tipo 

Saccharomyces cerevisiae. Contudo, já foi observada a predominância da levedura 

Schizosaccharomyces pombe em algumas destilarias, embora outras espécies de leveduras 

tenham sido encontradas, em baixas concentrações. (77) 

Dentre os metabólitos secretados pelas leveduras, o etanol é o principal composto 

produzido (78,79). Além de álcool, é normal que uma parte dos açúcares seja convertida em 

outros produtos, em menor quantidade, que por isto são denominados componentes 

secundários que podem no entanto ser responsáveis também pela qualidade ou pelos defeitos 

do produto. Estes incluem glicerol, ácidos orgânicos (como succínico, acético, lático, butírico, 

etc.), álcoois superiores (amílico, isoamílico, butírico, isobutírico, propílico e isopropílico), 

aldeídos, ésteres, entre outros compostos voláteis. (16,80,81) 

Não só a presença de contaminantes, mas a própria condução do processo pode afetar 

a qualidade da aguardente e o rendimento do processo. No caso da temperatura de 

fermentação, a faixa ótima encontra-se entre 25 e 30 ºC (82,83). Temperaturas maiores 

afetariam o processo, pois a reprodução de células ocorre até 38 ºC e apartir de 40 ºC, na 

presença de 8 a 9% v/v de etanol pode ocorrer a inibição dessa reprodução (84). Entretanto, 

na produção de aguardente de cana, estes valores de temperatura não se aplicam às regiões 

tropicais, onde a temperatura no processo facilmente supera 40 ºC, porém temperaturas mais 

elevadas poderiam favorecer contaminações, alterando a qualidade do produto. (85) 

A composição química do mosto é outro aspecto importante na produção de 

aguardente, pois as células de leveduras apresentam necessidades nutricionais diferenciadas 



João Carlos de Souza                                             Mestrado em Química                  

                        

           41 

durante o processo de fermentação alcoólica. Assim, a disponibilidade de nutrientes 

influenciaria a multiplicação e o crescimento celular, bem como a eficiência da transformação 

de açúcar em álcool. (86) 

O nitrogênio, devido à sua importância para as leveduras, é considerado um elemento 

essencial para a multiplicação e crescimento do fermento. Este nutriente entra como 

constituinte de várias substâncias orgânicas encontradas nas leveduras, como os aminoácidos, 

proteínas, enzimas, pirimidinas, purinas, pigmentos respiratórios (citocromos), lecitina, 

vitaminas e cefalina. (87) 

A presença de nitrogênio no mosto pode ser associada à composição do caldo ou à 

suplementação do mosto com compostos nitrogenados, quando a uréia ou sulfato de amônio é 

adicionado diretamente ao mosto. As disponibilidades de nutrientes bem como sua 

assimilação pelo fermento são importantes, pois, podem favorecer a multiplicação de 

microrganismos contaminantes ou levar a ocorrência de reações indesejadas, com a formação 

de compostos prejudiciais à qualidade da aguardente. (88) 

 
2.8. Destilação 
 

Após a fermentação, o mosto de cana passa a ser chamado vinho, que é composto de 

água e etanol, em maiores proporções, e dos compostos denominados “secundários”, como 

ácidos, alcoóis, ésteres, compostos carbonilos, acetais, fenóis, hidrocarbonetos, compostos 

nitrogenados, compostos sulfurados e açúcar. Esses compostos secundários são os principais 

responsáveis pelo sabor e aroma das aguardentes (2). A destilação é realizada para concentrar 

o álcool e os compostos secundários, definindo em grande parte a composição química da 

aguardente, conferindo qualidade ao produto final. (89,90) 

A otimização das condições da operação de destilação é fundamental na obtenção de 

bebida de boa qualidade, pois a destilação além de separar, selecionar e concentrar pelo uso 

do calor os componentes do vinho, ainda promove algumas reações químicas induzidas pelo 

calor. Assim, a destilação pode aumentar ou diminuir a concentração dos componentes 

voláteis do vinho e ainda originar novos componentes no destilado. (91) 

A destilação é um processo termodinâmico de separação de frações voláteis de uma 

solução. Para tanto, tem como base a solubilidade e o ponto de ebulição, específicos dos 

componentes minoritários voláteis nas frações majoritárias de vapores de água e etanol. (91) 



João Carlos de Souza                                             Mestrado em Química                  

                        

           42 

A destilação na produção da aguardente emprega basicamente dois tipos de 

equipamento, de materiais diferentes, o alambique de cobre (processo artesanal) e a coluna de 

destilação (processo industrial). (92) 

Em estudos feitos sobre o material de constituição do destilador na qualidade da 

aguardente, mostraram que o material de composição do destilador alterou as características 

químicas e sensoriais do destilado, sendo que o aço inox, o material que apresentou alterações 

nas características químicas e sensoriais da bebida mais semelhantes ao alambique 

confeccionado de cobre (11). Porém, em outro estudo, comparando a destilação em destilador 

de aço inox com outro de cobre, diferenças significativas na concentração de compostos 

aromáticos foram detectadas, sendo que a destilação em alambique de cobre apresentou maior 

qualidade sensorial ao produto obtido. (11,13) 

Quanto ao tipo de equipamento, apesar de possuir limitações técnicas, o alambique de 

cobre é mais usado que a coluna de destilação. A coluna de destilação permite melhor 

separação de compostos como água, álcool, aldeídos, ésteres, álcoois superiores etc, além de 

maior rendimento do processo. Entretanto, seu alto custo faz com que seja usada apenas nas 

grandes indústrias, sendo responsável pela maior parte da aguardente de cana produzida no 

Brasil. Entretanto, o alambique de cobre gera produtos de maior qualidade, sendo mais usado 

na produção 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 confecção 

do equipamento em cobre pode gerar contaminação da bebida, por arraste de metal para a 

aguardente. (11,13,14,15,93) 

Além dos riscos à saúde, a contaminação por cobre pode gerar outros problemas na 

aguardente, pois o cobre atua como catalisador na geração do carbamato de etila (18-20). 

Entretanto, em outros estudos realizados, não foi verificado este mesmo comportamento. 

(94,95)  

Apesar de possuir menos recursos tecnológicos e do risco da contaminação, o 

alambique de cobre é o mais usado não apenas pelos citados efeitos sobre qualidade da 

aguardente, mas também pelo custo de aquisição e facilidade de operação. A forma de 

operação é um dos pontos vitais no uso do equipamento, pois o alambique pode ser operado 

de modo a gerar produtos de melhor qualidade, através da destilação 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 

fração coletada, associado à concentração de álcool e às propriedades sensoriais de cada 

fração. Estas frações são tradicionalmente denominadas de: cabeça, coração e cauda, 

possuindo graduação alcoólica (% v/v) aproximada de 78%, 57% e 27% de álcool, 

respectivamente. (13) 

A primeira etapa do fracionamento da destilação, denominada de “cabeça”, 

corresponde às primeiras frações recolhidas na saída do alambique que apresenta teor 

alcoólico elevado, acima de 60% v/v, e compostos mais voláteis como metanol, acetaldeído e 

acetato de etila. Está fração do destilado normalmente é descartada, por conter em sua 

composição vários compostos que apresentam impacto sensorial negativo, como o 

acetaldeído, alguns compostos sulfurosos e compostos de alta toxicidade como por exemplo, 

o metanol. 

A segunda etapa ou etapa intermediária, chamada de “coração”, é a fração que 

apresenta melhor qualidade por apresentar quantidade menores de substâncias indesejáveis. É 

a fração que corresponde a verdadeira aguardente. 

A terceira e última etapa do processo de destilação, mais conhecida como “cauda” ou 

“água fraca”, também não é aproveitada, sendo então descartada. É formada básicamente pela 

borra do processo e por compostos com ponto de ebulição acima de 100 ºC, como por 

exemplo, os ácidos capróico, caprílico, e cáprico que dão um aroma parecido com o de sabão 

à bebida. (97,98) 

Cabe lembrar que o fracionamento do destilado apresenta limitações, em virtude da 

complexidade da destilação, associada à composição química do vinho e às características do 

processo. O comportamento dos componentes secundários durante a destilação depende de 

suas propriedades termodinâmicas. Assim, os diversos compostos secundários no vinho 

podem ser agrupados em três categorias: 

 Compostos mais voláteis que o álcool, representados por ésteres e muitos aldeídos, são mais 

freqüentes na fração “cabeça”; 

 Compostos menos voláteis que o álcool, representados por compostos fenólicos e muitos 

ácidos orgânicos, são mais abundantes na fração “cauda”; 

 Compostos mais voláteis que o álcool nas soluções alcoólicas de baixa concentração e 

menos voláteis nas soluções alcoólicas concentradas. (16) 

Deste modo, tem-se uma operação influênciada por inúmeros fatores e variáveis 

operacionais. Isto confere particularidades a cada processo, unidade produtora e, 
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conseqüentemente, a cada produto. Esta diversidade é potencializada por inovações, fatores 

que vem sendo pesquisados. Este é o caso da bidestilação ou dupla destilação. 

A bidestilação é aplicada em algumas unidades produtoras de aguardente, as quais 

tomam o processo de produção do uísque como referência. Na produção de uísque esta prática 

é padrão para o processo, pois melhora a qualidade do produto. Processo que também foi 

avaliado na produção da aguardente de cana e que influência de forma significativa na 

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

 
2.9. Envelhecimento 
 

A aguardente de cana recém-destilada possui características sensoriais peculiares, 

sendo considerada uma bebida agressiva. Este período de armazenamento, tanto em 

recipientes de madeira quanto de aço inox é denominado também de envelhecimento e é uma 

das fases mais importantes na produção de destilados. Nesta etapa, a aguardente de cana 

adquire atributos de aroma e sabor, característicos de bebida de maior qualidade, permitindo 

assim uma melhora considerável na aceitação pelo consumidor. (90,101-105) 

A maturação convencional de bebidas destiladas em barris ou tonéis de madeira 

envolve um sistema complexo de transformações físicas, químicas e sensoriais do produto. 

São reações complexas, como a mistura e o equilíbrio das frações água e etanol com os 

compostos secundários da bebida, reações químicas e interações físico-químicas 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 maturação da bebida são formados congêneres responsáveis por tais 

mudanças, esses congêneres são originados de reações entre os constituintes do destilado, da 

interação entre o etanol e a madeira e da extração de componentes da madeira. As alterações 

químicas que ocorrem durante o envelhecimento consistem especialmente em reações de 

esterificação e de oxidação, onde alcoóis reagindo com oxigênio formam aldeídos, que em 

contato com oxigênio formam ácidos e que novamente em contato com oxigênio originam 

ésteres. (107) 

Dentre estes compostos, os ésteres são responsáveis pelo aroma agradável da bebida. 

O acetato de etila é o principal éster encontrado na bebida envelhecida, porém outros ésteres 

estão presentes em concentrações que variam em função da extensão das reações de 

transesterificação (108). 
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Em estudo realizado, as amostras de aguardente envelhecida tiveram melhor aceitação 

do que aquelas não envelhecidas (103). Além disso, com o decorrer do tempo de 

envelhecimento, novas características sensoriais foram desenvolvidas, como aroma e sabor de 

madeira, doçura, aroma de baunilha, coloração amarela e a diminuição significativa da 

agressividade e do aroma e sabor alcoólico (102). As reações de degradação da lignina por 

etanólise também geram produtos que são responsáveis por mudanças no aroma e sabor 

característico mais agradáveis (107,109). 

Durante o período de armazenamento não ocorrem somente reações favoráveis, há a 

formação de carbamato de etila na aguardente quando armazenada em tonéis de madeira (20). 

Esse processo também pode ocorrer quando o destilado é armazenado em garrafas de vidro, 

onde um processo fotoquímico está envolvido na formação de carbamato de etila. (110) 
 
2.10. Legislação e qualidade da aguardente de cana-de-açúcar 
 

Muitos são os termos utilizados para denominar a bebida brasileira, alguns dizem 

cachaça, outros falam aguardente ou pinga entre outros. No entanto, no dia 29 de junho de 

2005 foi regulamentada a Instrução Normativa nº13 do Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento, sendo então aprovado o “Regulamento Técnico para Fixação dos Padrões de 

Identidade e Qualidade para Aguardente de Cana e para Cachaça” (9). Este regulamento 

separa a bebida em duas categorias: aguardente e cachaça: 

 Aguardente: “É a bebida com graduação alcoólica de 38% vol. (trinta e oito por cento em 

volume) a 54% vol. (cinqüenta e quatro por cento em volume) a 20 °C (vinte graus Celsius), 

obtida do destilado alcoólico simples de cana-de-açúcar ou pela destilação do mosto 

fermentado de cana-de-açúcar, podendo ser adicionada de açúcares até 6g/L (seis gramas 

por litro), expressos em sacarose”. 

 Cachaça: “É a denominação típica e exclusiva da aguardente de cana produzida no Brasil, 

com graduação alcoólica 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 destilação 

do mosto fermentado de cana-de-açúcar com características sensoriais peculiares, podendo 

ser adicionada de açúcares até 6g/L (seis gramas por litro), expressos em sacarose”. 

No âmbito legal, a qualidade da aguardente de cana foi regulamentada pela Instrução 

Normativa nº13, de 29 de junho de 2005 (9) e pelo Decreto Federal nº. 2314, de 04 de 

setembro de 1997 (17), que dispõe sobre a padronização, a classificação, o registro, a 

inspeção, a produção e a fiscalização de bebidas. Na Tabela 1, são mostrados os padrões de 
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identidade e qualidade da aguardente de cana e cachaça, regulamentados pela mesma 

Instrução Normativa nº 13 de 29 de junho de 2005 (9). 

 
Tabela 1. Padrões de identidade e qualidade da aguardente de cana-de-açúcar e cachaça, 

regulamentada pela Instrução Normativa nº 13, de 29 de junho de 2005. 

Componentes Unidade 
Limite 

Mínimo Máximo 

Graduação alcoólica* ºGL 38,0 54,0 

Acidez volátil expressa em 
ácido acético mg.100 mL-1 de álcool anidro - 150,0 

Ésteres totais, expressa em 
acetato de etila mg.100 mL-1 de álcool anidro - 200,0 

Aldeídos, em acetaldeido mg.100 mL-1 de álcool anidro - 30,0 

Soma de furfural e 
hidroximetilfurfural mg.100 mL-1 de álcool anidro - 5,0 

Soma de alcoóis superiores** mg.100 mL-1 de álcool anidro - 360,0 

Coeficiente de congêneres*** mg.100 mL-1 de álcool anidro 200,0 650,0 

Contaminantes    

Álcool metílico (metanol) mg.100 mL-1 de álcool anidro - 20,0 

Carbamato de etila μg.L-1 - 150,0 

Acroleína (2-propenal) mg.100 mL-1 de álcool anidro - 5,0 

Álcool sec-butílico (2-
butanol) mg.100 mL-1 de álcool anidro - 10,0 

Álcool n-butílico (1-butanol) mg.100 mL-1 de álcool anidro - 3,0 

Cobre mg.L-1 - 5,0 

Chumbo μg.L-1 - 200,0 

Arsênio μg.L-1 - 200,0 

Fonte: MAPA. Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento. Instrução normativa n° 13 de 29 de junho de 
2005. (9) 
*Graduação alcoólica da aguardente de cana-de-açúcar. Lembrando que a cachaça é um tipo de aguardente de cana-de-
açúcar e tem graduação alcoólica entre 38-48% v/v. 
**Alcoóis superiores: soma dos alcoóis isobutílico (2-metil propanol), isoamílicos (2-metil -1-butanol + 3 metil-1-
butanol) e n-propílico (1-propanol), em mg /100 ml de álcool anidro. 
***Coeficiente de Congêneres: é a soma de acidez volátil (expressa em ácido acético), aldeídos (expressos em 
acetaldeído), ésteres totais (expressos em acetato de etila), alcoóis superiores (expressos pela soma do álcool n-
propílico, álcool isobutílico e álcoois isoamílicos) e furfural + hidroximetilfurfural. 
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Em relação ao citado Decreto nº. 2314 (17), a Instrução Normativa nº 13 introduziu 

novos compostos entre os padrões de identidade e qualidade da aguardente de cana. São 

componentes considerados contaminantes na aguardente de cana, como o carbamato de etila, 

o arsênio, a acroleína, o álcool sec-butílico e o álcool n-butílico. O prazo máximo para 

adequação e controle dos contaminantes da aguardente foi estipulado em três anos a partir da 

data de publicação da Instrução Normativa nº 13, com exceção do carbamato de etila, que foi 

de cinco anos. (9) 

No ano de 2006, o sistema de qualidade de produtos agrícolas, pecuários e 

agroindustriais do estado de São Paulo definiu a norma de padrões mínimos de qualidade 

mais exigentes para aguardente de cana-de-açúcar como base para a certificação do produto 

pelo selo paulista (Tabela 2). Por essa norma, a aguardente de cana paulista é o produto 

resultante da destilação do mosto fermentado de cana-de-açúcar, com características 

sensoriais peculiares. Podendo ainda agregar a denominação “envelhecida”, no qual a 

aguardente de cana deve ser envelhecida por no mínimo 18 meses em tonéis de madeira . 

(111) 

A ampliação dos parâmetros legais segue uma tendência de maior exigência quanto à 

qualidade, que é acompanhada e observada nos mercados interno e externo de bebidas. No 

ententanto, estudos sobre a qualidade da aguardente de cana-de-açúcar ainda são limitados, se 

comparados aos existentes para outras bebidas tradicionais. (102) 

Esta situação pode ser explicada pelo preconceito vigente em relação à bebida, visto 

que por ser uma bebida típica do Brasil, pelo caráter exclusivo da produção e pelo predomínio 

de pequenas empresas na produção, fato observado até pouco tempo atrás. O controle de 

qualidade e a própria qualidade da aguardente somente serão aprimorados se a indústria 

conhecer o processo e o produto, sem mitos e crendices, ou seja, produzir com tecnologia, 

sobretudo com uma consciência ampla de qualidade entre todos os membros do sistema de 

produção. 

Apesar de haver legislação sobre o tema, parâmetros de qualidade para aguardente 

ainda são escassos, uma vez que a legislação em vigor pouco rege sobre este atributo, 

impondo limites para garantia da saúde pública, e que pouco ou nada se referem à qualidade 

global do produto. (78) 
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Tabela 2. Concentração máxima de compostos orgânicos e inorgânicos presentes em 

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

Componentes Unidade 
Limite 

Mínimo Máximo 
Acidez volátil expressa em 

ácido acético mg.100 mL-1 de álcool anidro - 80,0 

Ésteres totais, expressa em 
acetato de etila mg.100 mL-1 de álcool anidro - 100,0 

Aldeídos totais, expresso em 
acetaldeido mg.100 mL-1 de álcool anidro - 30,0 

Soma de furfural e 
hidroximetilfurfural mg.100 mL-1 de álcool anidro - 2,0 

Soma de alcoóis superiores* mg.100 mL-1 de álcool anidro - 280,0 

Coeficiente de congêneres** mg.100 mL-1 de álcool anidro - 200,0 

Contaminantes    

Álcool metílico (metanol) mg.100 mL-1 de álcool anidro - 20,0 

Carbamato de etila μg.L-1 - 150,0 

Acroleína (2-propenal) mg.100 mL-1 de álcool anidro - 5,0 

Álcool sec-butílico (2-
butanol) mg.100 mL-1 de álcool anidro - 10,0 

Álcool n-butílico (1-butanol) mg.100 mL-1 de álcool anidro - 3,0 

Cobre mg.L-1 - 2,0 

Chumbo μg.L-1 - 200,0 

Ferro μg.L-1 - 250,0 

Arsênio μg.L-1 - 100,0 

Fonte: SÃO PAULO. Secretaria de Agricultura e Abastecimento. Resolução de 29 de novembro de 2006. (111) 
*Alcoóis superiores: soma dos alcoóis isobutílico (2-metil propanol), isoamílicos (2-metil -1-butanol + 3 metil-1-
butanol) e n-propílico (1-propanol), em mg /100 ml de álcool anidro. 
**Coeficiente de Congêneres: é a soma de acidez volátil (expressa em ácido acético), aldeídos (expressos em 
acetaldeído), ésteres totais (expressos em acetato de etila), alcoóis superiores (expressos pela soma do álcool n-
propílico, álcool isobutílico e álcoois isoamílicos) e furfural + hidroximetilfurfural. 

 

 

2.11. Cobre  
 

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

distribuído praticamente em todo organismo em diferentes concentrações. O cobre tem papel 
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fundamental, em níveis de traços, nos processos biológicos do organismo humano, atuando 

como cofator de diversas enzimas, em várias atividades celulares e também na captação 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).  

Distribuído em diferentes concentrações ao longo do organismo, variando de 100 a 

150 mg em um indivíduo adulto, sendo que a maior parte encontra-se no fígado, que junto 

com os músculos e ossos contém de 50 a 75% do total de cobre corpóreo. O cobre participa de 

algumas atividades proteicas como a tirosinase, catalase, citocromo oxidase, dopamina-β-

hidroxilase, peroxidases e a ceruloplasmina. Este micronutriente é necessário também para o 

crescimento, mecanismos imunológicos de defesa, resistência óssea, maturação das células 

vermelhas e brancas, transporte de ferro, metabolismo da glicose e colesterol, contratilidade 

miocárdia e desenvolvimento cerebral. (28) 

As manifestações decorrentes da deficiência do metal incluem disfunção cardíaca, 

aumento de lipoproteínas de baixa densidade e elevação da fração de colesterol de alta 

densidade, diminuição de metionina, encefalinas leucínicas, cobrezinco superóxido dismutase 

eritrocitária e diminuição da depuração da glicose. (29,30)  

Mesmo sendo um nutriente importante em diversos sistemas enzimáticos vitais ao 

metabolismo humano, a quantidade ingerida pode acarretar sérios problemas de saúde. Em 

altas concentrações, o cobre pode ser tóxico devido à afinidade do metal por grupos tiol (-SH) 

de muitas proteínas e enzimas presentes no organismo, sendo associado a várias doenças 

neurodegenarátivas como Doença de Wilson, Doença de Menkes, aceruplasminemia, 

esclerose, artrite reumatoide, Doença de Alzheimer e autismo. Porém, ainda são motivos de 

controvérsias e dicussões. O cobre em excesso também pode ser carcinogênico causando 

melanoma (tipo de câncer maligno caracterizado pelo aparecimento de manchas pretas na 

pele), cegueira e à morte (29-35). Além disso o cobre é também o catalisador responsável na 

formação do carbamato de etila, outro composto que pode estar presente na aguardente e que 

é bastante tóxico ao organismo humano e potencialmente carcinogênico (18-20,100). No 

entanto, existem trabalhos que questionem tal relação. (94,95) 

A aguardente de cana-de-açúcar é 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 

aço inox, porcelana e o vidro. Muitos pesquisadores atribuem ao cobre o papel de catalisador 

durante o processo de destilação da aguardente, contribuindo para a eliminação de 
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determinados odores desagradáveis, atribuídos a compostos sulfurados, observados em 

aguardentes destiladas em alambiques de outros materiais. Todavia, esta prática pode 

contaminar o produto com cobre quando o manejo na etapa de higienização e da produção é 

inadequado. (13) 

A presença do cobre na produção de aguardente está associada ao processo de 

destilação, 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 úmido contendo gás carbônico, lentamente se oxida ficando coberto por uma 

camada esverdeada de diidróxicarbonato de cobre(II) ([CuCO3Cu(OH)2]), comumente 

denominada de “azinhavre”. Este composto pode ser dissolvido pelos vapores alcoólicos 

ácidos e arrastados para o destilado durante a destilação. (11,13-17)  

A legislação brasileira considera o cobre um contaminante da aguardente de cana e 

definiu seu limite máximo em 5,0 mg.L-1 (Tabela 1) (9). Em outros países, como Estados 

Unidos por exemplo, a legislação não tolera mais que 2,0 mg.L-1 (11) de cobre nos destilados 

alcoólicos. Na União Européia, ainda mais rigorosa quanto ao teor de cobre, essa quantidade 

não pode ser maior que 1,0 mg.L-1. (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 formação 

de outras substâncias indesejáveis. O meio mais eficaz para evitar contaminação excessiva de 

cobre no destilado final é a higienização correta do alambique, evitando ou minimizando a 

formação do azinhavre. Para a higienização do alambique de cobre, recomenda-se que a 

primeira destilação deva ser feita adicionando-se suco de limão à água (ácido cítrico), à base 

de 5 litros do suco para cada 100 litros de água. Assim, essa solução removerá o azinhavre do 

alambique, principalmente aquele existente no interior da serpentina de condensação dos 

vapores hidroalcoólicos. (68) 

 
2.12. Métodos de determinação de cobre em aguardente de cana 
 

Uma vez apresentadas algumas considerações acerca da presença de íons cobre na 

aguardente de cana-de-açúcar, principalmente no que envolve seu papel na qualidade 

sensorial da aguardente artesanal, na rota química de formação do carbamato de etila e, 

principalmente nas questões relacionadas à saúde de quem consome a bebida, os limites 

máximos de concentração assegurados pela legislação brasileira para garantia de qualidade da 

bebida consumida no Brasil (5,0 mg. L-1) (9) e para exportação (de 1,0 a 2,0 mg. L-1) (11,12), 
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fica evidente que é fundamental o desenvolvimento de métodos simples e rápidos para a 

determinação dessa espécie na referida matriz. 

Vários métodos têm sido propostos, utilizando diferentes técnicas, para a determinação 

de íons cobre em amostras de aguardente de cana (112,113). Estão mencionados somente 

alguns métodos a título de exemplificar a diversidade utilizada. 

 As técnicas espectrométricas de absorção e emissão atômica são as mais utilizadas. O 

método sugerido pela AOAC (Association of Official Analytical Chemists) (112), por 

exemplo, utiliza a espectrometria de absorção atômica com chama (FAAS), com os padrões 

analíticos para construção da curva de calibração (0,00 a 0,96 mg.L-1) preparados em solução 

alcoólica a 50% v/v e leitura direta de amostras sem ajuste de graduação alcoólica. Entretanto, 

em um trabalho que também utiliza FAAS, foi realizado um estudo de que indicou um efeito 

de matriz considerável em análises de íons cobre em aguardente de cana utilizando o método 

da curva de calibração sem ajuste do teor alcoólico da matriz (114). Dessa maneira, os autores 

sugerem que esse tipo de análise seja realizada utilizando o método de adição de padrões, uma 

vez que no caso do método da curva de calibração, devido ao efeito de matriz, o grau 

alcoólico de cada amostra deve ser determinado antes da análise e os padrões analíticos 

preparados em soluções de mesmo grau alcoólico (114). O principal motivo pelo qual a 

graduação alcoólica interfere na medida está relacionado com tensão superficial da solução. 

Quanto maior for a graduação alcoólica, menor será a tensão superficial da solução e maior 

será a eficiência de nebulização, também contribuindo para o aumento da temperatura da 

chama. 

O Instituto Adolfo Lutz também propõe em seu guia de métodos físico-químicos para 

análise de alimentos, o método de adição de padrão para determinar cobre em aguardente de 

cana-de-açúcar (113). No procedimento proposto, adiciona-se 10 mL da amostra em quatro 

balões volumétricos de 50 mL. Em seguida, são adicionadas alíquotas de 2, 5, e 10 mL de 

uma solução padrão contendo 5,00 mg.L-1 de cobre em três dos balões, sendo que um dos 

balões é mantido somente com a alíquota da amostra. O branco deve ser determinado com a 

solução de álcool etílico a 8% v/v em água. A vantagem deste método é eliminar 

principalmente interferências provenientes da matriz. Entretanto, pode ser considerado um 

procedimento trabalhoso quando utilizado em análises de rotina em laboratórios com alta 

demanda de amostras. 

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

aguardente de cana-de-açúcar empregando a técnica de espectrometria de absorção atômica 
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sequencial rápida (FS-AAS). Para realizar o ensaio, diluíram a amostra em uma proporção de 

1:1 com ácido nítrico a 1,0 mol.L-1 e utilizaram padrões internos de prata, bismuto, cobalto ou 

níquel para minimizar as interferências causadas pelos diferentes teores alcoólicos das 

amostras, evitando assim o uso do método de adição de padrões empregado no método 

anterior. (114)   

A técnica de espectrometria de absorção atômica com forno de grafite (GFAAS) foi 

utilizada para determinação simultânea de arsênio, cobre e chumbo em aguardente de cana-

de-açúcar, sem prévia digestão da amostra (116). No procedimento utilizaram-se bismuto e 

antimônio como padrões internos para minimizar o efeito de matriz, corrigir erros 

sistemáticos e eliminar influências geradas por flutuações de ajustes do instrumento. 

  Outra metodologia que emprega a técnica de espectrofotometria de absorção 

molecular na região do UV-VIS foi proposta para determinação de cobre em aguardente de 

cana-de-açúcar. O composto biquinolina foi utilizado para formação de um complexo 

cromóforo com o cobre, o qual foi monitorado no comprimento de onda de 545 nm. As 

análises foram realizadas em um meio contendo solução alcoólica a 87% v/v, cloreto de 

amônio a 0,08% m/v, biquinolina em uma concentração de 6,40 x 10-4 mol.L-1, triton x-100 a 

0,08% m/v e solução tampão de acetato 1,00 mol.L-1 a pH 4,8. Foi observado que a formação 

do complexo é instantânea e apresenta alta seletividade em presença de outros metais e a 

metodologia não requer pré-concentração no preparo de amostra, permitindo uma direta 

quantificação de íons cobre. (117) 

Técnicas eletroanalíticas também já foram utilizadas para determinação de íons cobre 

em amostras de aguardente de cana-de-açúcar. Para tal, um método potenciométrico foi 

desenvolvido utilizando um eletrodo íon-seletivo para íons cobre, construído em laboratório 

utilizando membranas de sulfeto de cobre. (118)  

São inúmeras as metodologias para a determinação de íons cobre em aguardente de 

cana-de-açúcar, utilizando de várias técnicas análiticas, descritas na literatura. No entanto, a 

maioria são técnicas bastante onerosas que envolvem procedimentos laboriosos, que precisam 

de tratamento prévio de amostras com um custo de análise consideralmente alto e que no mais 

requerem o uso de grandes quantidades de solventes, reagentes e amostras gerando um 

volume grande de resíduos ao meio ambiente. Portanto são metodologias que na sua grande 

maioria contraria os preceitos da química verde (36). Esses preceitos cada dia mais estão 

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

tóxicos ao meio ambiente. 

 
2.13. Química verde: conceitos básicos 

 
Nos últimos anos, surgiu uma nova forma de pensar e tratar o problema de remediação 

dos resíduos químicos com o objetivo de buscar alternativas que evite ou miniminize sua 

produção. Este novo direcionamento na questão da redução do impacto da atividade química 

ao ambiente é chamado de green chemistry ou química verde, podendo ser também 

denominado de química limpa, química ambientalmente benigna, ou ainda, química auto-

sustentável. (36) 

A Química verde é definida como o desenvolvimento e implementação de processos e 

produtos químicos para reduzir ou eliminar o uso ou geração de substâncias nocivas à saúde 

humana e ao meio ambiente (36). Este conceito, cada vez mais está sendo incorporado em 

várias aplicações industriais, principalmente em países com indústria química bastante 

desenvolvida e que apresentam legislação rigorosa no controle de emissão de poluentes e que 

vem sendo gradativamente incorporado ao meio acadêmico, no ensino e na pesquisa. (37) 

É importante ressaltar que a química verde é diferente da química ambiental. Enquanto 

a química verde procura a redução e a prevenção da poluição, a ambiental é a química do 

meio-ambiente e dos poluentes químicos na natureza. 

A filosofia verde é baseada em 12 princípios, envolvendo a prevenção, síntese e 

utilização de produtos menos perigosos bem como a utilização de solventes menos tóxicos, 

uso racional de energia, utilização de matéria-prima renovável, dentre outros. Princípios que 

podem ser aplicados às diversas áreas da química como na química orgânica, inorgânica, 

bioquímica, físico-química e analítica, com ênfase em aplicações industriais e pesquisa 

(36,37): 

1. Prevenção: Evitar a produção do resíduo é melhor do que tratálo ou “limpá-lo” após sua 

geração; 

2. Economia de Átomos: Deve-se procurar desenhar metodologias sintéticas que possam 

maximizar a incorporação de todos os materiais de partida no produto final; 

3. Síntese de Produtos Menos Perigosos: Sempre que praticável, a síntese de um produto 

químico deve utilizar e gerar substâncias que possuam pouca ou nenhuma toxicidade à saúde 

humana e ao ambiente; 
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4. Desenho de Produtos Seguros: Os produtos químicos devem ser desenhados de tal modo 

que realizem a função desejada e ao mesmo tempo não sejam tóxicos; 

5. Solventes e Auxiliares mais Seguros: O uso de substâncias auxiliares (solventes, agentes de 

separação, secantes, etc.) precisa, sempre que possível, tornar-se desnecessário e, quando 

utilizadas, estas substâncias devem ser inócuas, 

6. Busca pela Eficiência de Energia: A utilização de energia pelos processos químicos 

precisa ser reconhecida pelos seus impactos ambientais e econômicos e deve ser minimizada. 

Se possível, os processos químicos devem ser conduzidos à temperatura e pressão ambientes; 

7. Uso de Fontes Renováveis de Matéria-Prima: Sempre que técnica e economicamente 

viável, a utilização de matérias-primas renováveis deve ser escolhida em detrimento de fontes 

não renováveis; 

8. Evitar a Formação de Derivados: A derivatização desnecessária (uso de grupos 

bloqueadores, proteção/desproteção, modificação temporária por processos físicos e 

químicos) deve ser minimizada ou, se possível, evitada, porque estas etapas requerem 

reagentes adicionais e podem gerar resíduos; 

9. Catálise: Reagentes catalíticos (tão seletivos quanto possível) são melhores que reagentes 

estequiométricos; 

10. Desenho para a Degradação: Os produtos químicos precisam ser desenhados de tal modo 

que, ao final de sua função, se fragmentem em produtos de degradação inócuos e não 

persistam no ambiente; 

11. Análise em Tempo Real para a Prevenção da Poluição: Será necessário o 

desenvolvimento futuro de metodologias analíticas que viabilizem um monitoramento e 

controle dentro do processo, em tempo real, antes da formação de substâncias nocivas; 

12. Química Intrinsecamente Segura para a Prevenção de Acidentes: As substâncias, bem 

como a maneira pela qual uma substância é utilizada em um processo químico, devem ser 

escolhidas a fim de minimizar o potencial para acidentes químicos, incluindo vazamentos, 

explosões e incêndios. (36,37) 

Na química analítica, o conceito de química verde está sendo aplicado na substituíção 

de métodos e processos químicos que geram problemas ambientais por alternativas menos 

poluentes ou não-poluentes. Esses novos processos são comumente denominados de métodos 

ou processos ambientalmente amigáveis e que fazem uso de fontes renováveis ou recicláveis 

de matéria-prima, utilizando menos energia para produção de igual ou maior quantidade de 

produto, evitando o uso de substâncias persistentes, bioacumulativas e tóxicas. 
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Visando aplicar cada vez mais tais características, nos últimos anos a combinação spot 

test e espectroscopia de reflectância difusa têm sido largamente aplicadas em análises clínicas, 

testes para o controle da qualidade do ar, análises de água e alimentos, prospecção 

geoquímica e ainda em outras áreas (38). A metodologia vem ganhando destaque na literatura 

devido a rapidez e simplicidade das análises, grande redução no consumo de reagentes 

(utiliza-se, em média, 10 a 30 µL de cada reagente), boa sensibilidade, possibilidade de 

medidas “in situ” (portabilidade), muito baixa geração de resíduos ao meio ambiente e baixo 

custo relativo dos equipamentos (mini-espectrofotômetros portáteis com acessórios para 

reflectância difusa, de baixo custo e de excelente performance estão atualmente disponíveis 

no mercado). (39) 

 
2.14. Espectroscopia de reflectância difusa – considerações gerais 
 

A percepção óptica das espécies químicas é baseada na sua interação com a luz. 

Absorção, emissão e reflexão são as três técnicas ópticas comumente empregadas em medidas 

quantitativas (44). Contrastando com as medidas de transmitância, amplamente utilizadas em 

análises quantitativas, a espectroscopia de reflectância difusa tem sido pouco estudada em 

química analítica. Durante muito tempo, a sua utilização foi limitada às áreas de pigmentos, 

tintas, têxtil, papel, cerâmica e metalurgia para avaliar algumas propriedades destes materiais, 

tais como coloração e brilho (40). Porém, pouca atenção foi dada à reflectância difusa como 

uma técnica para análises quantitativas, porque os valores de precisão obtidos por medidas de 

reflectância difusa em spot tests convencionais eram muito baixos (entre 10 e 20%) (43). 

Entretanto, com o recente desenvolvimento de novos dispositivos, como fibras ópticas, 

esferas de reflectância e reflectômetros construídos em laboratório, resultados aceitáveis 

passaram a ser obtidos (38,44,45). Hoje, é possível desenvolver métodos reflectométricos 

quantitativos em suportes sólidos ou trabalhar em solução, medindo-se a reflectância difusa de 

sólidos suspensos, com bons resultados. (46) 

 
2.15. Aspectos teóricos da espectrometria de reflectância difusa no UV/VIS 

e Lei de Beer - Lambert 
 
Quando um feixe paralelo de radiação monocromática com determinada potência (P0) 

incide perpendicularmente em um bloco de material absorvente com uma solução, apenas 

uma parte deste feixe, denominado de feixe emergente, sai pelo do outro lado do bloco, com 
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uma outra potência (P). Em outras palavras, após atravessar uma espessura (b) do material 

contendo (n) espécies absorventes, sua potência decresce como resultado da absorção. 

Este decréscimo está relacionado principalmente com perdas por reflexões na interface 

do bloco e por espalhamento na própria solução. 

O tratamento matemático desta potência ao se levar em consideração todos os fatores 

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

 
A = .b.c          

                                                     Equação 1 
 

Onde: 

A = absorvância 

 = absortividade molar da substância 

b = caminho óptico (cm) 

c = concentração  

 
Porém, alguns desvios podem ser encontrados entre a medida de absorvância e a 

concentração. Estes desvios são caracterizados por limites da própria lei ou por como são 

realizadas as medidas de absorvância (desvios instrumentais) ou por mudanças químicas 

associadas às variações de concentração (desvios químicos). 

Geralmente, a Lei de Beer-Lambert é ótima para descrever o comportamento da 

absorção de meios com baixas concentrações do analito, porém, quando a concentração 

aumenta a distância das moléculas diminui e cada uma delas afeta a distribuição de carga em 

sua vizinhança, alterando a capacidade das moléculas absorverem um determinado 

comprimento de onda da radiação. Tais desvios podem aparecer também devido à 

absortividade molar depender do índice de refração do meio. (119,120) 

Diferentemente da espectroscopia de absorção, a espectroscopia de reflectância tem 

sido pouco estudada por ser considerada inviável para análises quantitativas já que, a partir de 

spot tests convencionais, a precisão não era tão boa (43). Tal fato foi reconsiderado após 

haver o desenvolvimento de instrumentos analíticos (fibras ópticas e esferas de reflectância 

melhores), sendo possível então a análise quantitativa por reflectância acopladas a spot tests, 

apresentando resultados muito melhores. (121) 

A espectroscopia de reflectância é um processo relativamente complexo que ocorre 

quando um feixe de radiação atinge a superfície de uma amostra. A reflexão difusa acontece 
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após a penetração da radiação incidente no interior do sólido; uma parte desta radiação retorna 

à superfície da amostra depois de ter sofrido absorção e reflexões múltiplas nas superfícies de 

cada uma das partículas que a compõem. Desta maneira, a radiação é dispersa em uma faixa 

de vários ângulos. (40) 

Caso a amostra seja sólida, ocorrerá reflexão especular em cada superfície plana, 

porém, como há muitas destas superfícies orientadas aleatoriamente, a radiação é refletida em 

todas as direções. Geralmente, a intensidade da radiação refletida é independente do ângulo de 

observação. 

Diferentemente da reflexão especular, a reflexão difusa ocorre em superfícies foscas 

ou opacas devido às reflexões múltiplas a partir das superfícies das partículas que constituem 

o meio. Este tipo de reflexão compreende um processo que acontece devido à penetração da 

radiação em um substrato sólido (como um pó finamente dividido), sendo que parte desta 

radiação retorna para a superfície do substrato, ocorrendo também dispersão múltipla e 

absorção parcial da radiação pelas partículas ou fibras que constituem o substrato sólido 

(40,44,45,121). Como há muitas superfícies orientadas aleatoriamente, a radiação é refletida 

em todas as direções, sendo a intensidade independente do ângulo de observação. (120) 

Vários modelos foram desenvolvidos de modo a descrever a intensidade da radiação 

refletida difusamente de um modo quantitativo. Dentre estes, está o modelo de Kubelka e 

Munk (120), relacionando a concentração da amostra com a reflectância através da relação 

entre o coeficiente de absorção molar do analito (K), coeficiente de dispersão ou de 

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

 

                                                                                              

 

                                                                        Equação 2 

 

Onde 
´
R  é a razão entre a intensidade refletida pela amostra e a de um padrão não-

absorvente, como o cloreto de potássio finamente moído. 

 Para uma amostra diluída, (K) está relacionado à absortividade molar () e à 

concentração de analito (c) pela equação: 

 

 

s
k

R
RRf 







 ´

2´
´

2
)1()(



João Carlos de Souza                                             Mestrado em Química                  

                        

           58 

         K = 2,303 .c                                                  
                                 Equação 3 

  

A aplicação da Equação 2 fornece uma relação linear entre a concentração da amostra 

e a função )( ´
Rf para concentrações médias e altas, enquanto que para concentrações mais 

baixas pode haver um desvio da linearidade. (44) 

 
2.16. Instrumentação 
 

Medidas de reflectância difusa podem ser obtidas através da utilização de 

equipamentos portáteis ou de acessórios de reflectância acoplados a um espectrômetro. A 

Figura 2 apresenta um esquema de um acessório de reflectância difusa portátil composto de 

uma esfera integradora e uma fibra óptica acoplado a um espectrômetro. 

 

 
 

Figura 2. Esquemitazação do acessório de reflectância difusa portátil composto de uma esfera 

integradora e uma fibra óptica acoplado a um espectrômetro. 

 

 A esfera integradora de reflectância difusa é um sólido oco, cujas paredes são 

constituídas por um material que reflete a radiação, de qualquer comprimento de onda de 

interesse difusamente e com alto poder de reflexão (40). Antigamente, as esferas de 

integração eram fabricadas com material metálico revestido com tinta branca ou pó de óxido 

de magnésio ou de sulfato de bário prensado. Atualmente, são utilizados materiais brancos de 

politetrafluoroetileno (PTFE) ou outros termoplásticos, como o Spectralon e o 

Spectraflect®95. (40,42) 

Spectralon 

Esfera integradora de 
reflectância difusa 

Computador 

Espectrômetro 
Cabo de fibra 

óptica 
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A esfera de integração tem a função de coletar e integrar espacialmente o fluxo de 

radiação refletida por uma superfície. Assim, a intensidade da radiação refletida em qualquer 

parte da esfera é uma medida do fluxo total da radiação refletida pela mesma, 

independentemente da distribuição espacial e da posição da fonte de radiação. A radiação é 

então coletada por um cabo de fibra óptica e encaminhada até o espectrômetro ligado a um 

computador, no qual será medida e transformada em um sinal analítico que é finalmente 

interpretado por um software instalado no computador. Como referência e suporte dos spots 

tests é utilizado um disco de politetrafluoroetileno (PTFE) denominado de Spectralon. (40,42) 

 
2.17. Aplicações da espectroscopia de reflectância difusa 
 

Diversos métodos por espectroscopia de reflectância difusa, na região do visível, para 

análises quantitativas são descritos na literatura. (38,42,44,45,46,122-128) 

Pesquisadores desenvolveram método para a determinação de íons ferro(III), 

cromo(VI) e niquel(II), utilizando papel de filtro como suporte sólido para a reação (45). 

Outra metodologia desenvolvida foi para a determinação de íons amônio, hidrogenofosfato e 

cobre(II) (44). Métodos semelhantes aos descritos acima foram desenvolvidos para a 

determinação de cobre(II), cobalto(II), níquel(II) e ferro(III), em água, todos também 

utilizando papel de filtro. (38) 

Outros pesquisadores utilizaram como suporte sólido para as reações, membranas de 

extração em fase sólida (EFS) (124-128). Para determinação de íons chumbo(II) foi 

desenvolvido um método através da imobilização do complexo formado entre os íons 

chumbo(II) e o alaranjado de xilenol sobre uma superfície de sílica (125). Outro método para 

determinação de íons níquel(II), em análises da água, por espectroscopia de reflectância 

difusa foi produzido a partir da reação de precipitação entre os íons níquel(II) e 

dimetilglioxima. O precipitado foi coletado em membranas de extração de fase sólida (EFS) e 

as medidas de reflectância difusa foram tomadas por um reflectômetro portátil. (128) 

Em 2006, foi desenvolvido um método para a determinação de alumínio, utilizando 

membranas de sílica C18 para imobilização do complexo de alumínio formado (128). 

Métodos para análise de compostos não-metálicos também foram descritos (126,127). Um 

desses métodos desenvolvidos foi para determinação de iodo e iodeto (126) e outro para 

quantificação de amônio pela reação de Berthelot, utilizando membranas de EFS como 

suporte sólido para medidas de reflectância. (127).  
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A espectroscopia de reflectância difusa permite também a construção de 

reflectômetros home-made (38). Um método para determinação de diclofenaco em 

formulações farmacêuticas, através da sua complexação com íons cobre(II) foi desenvolvido 

em 2006. O complexo colorido produzido pela reação foi submetido à análise em um 

reflectômetro home-made, composto por um LED (light emitting diode) e um LDR (light 

dependent resistor) e medidas de resistência foram obtidas (46). Posteriormente, em 2008, 

uma cela de fluxo composta novamente por um LED e por um LDR foi construída para 

determinação de níquel através da sua reação com a dimetilglioxima, onde foi adaptado para 

análise por injeção em fluxo, e sua detecção através de medidas de resistência foi realizada 

com sucesso. (129) 

Métodos mais recentes para a determinação de princípios ativos de medicamentos, 

utilizando papel de filtro como suporte sólido para a reação, são descritos na literatura. Tanto 

o método para determinação de furosemida em formulações farmacêuticas, através da sua 

reação com p-dimetilaminocinamaldeído, quanto o método para determinação de propranolol, 

pela reação deste com 2,6-dicloroquinona-4-cloroimida, mostraram-se práticos e eficientes, 

com limites de detecção adequados para este tipo de análise e ótima precisão. (122,123) 

Outros trabalhos publicados recentemente mostram ainda a aplicação das medidas de 

reflectância na região do infravermelho próximo, para a determinação de metais em amostras 

de alimentos (130) e de medicamentos em formulações farmacêuticas. (131) 

Todos os estudos citados acima revelaram que o uso apropriado da espectroscopia de 

reflectância difusa, fornecendo resultados quantitativos confiáveis, demonstrando o potencial 

desta técnica para análises quantitativas. 

 
2.18. Spot test 
 

Nas últimas quatro décadas, as reações clássicas de spot tests têm sido largamente 

aplicadas em análises clínicas, testes para o controle da qualidade do ar, análises de água e 

alimentos, prospecção geoquímica e ainda em outras áreas da química analítica (42). A 

simplicidade extrema, rapidez, economia de tempo e reagentes e a baixa produção de resíduos 

tóxicos, possibilitam que os spots tests surjam como uma alternativa para o desenvolvimento 

de métodos analíticos mais limpos (39,122,123,132,133). A confecção de um spot test é muito 

simples, consistindo apenas da mistura de algumas gotas da solução de analito ou solução-

teste com algumas gotas da solução de reagente, formando-se assim, um produto colorido. O 
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meio para a reação pode ser uma superfície porosa, como papel de filtro (41), pastilhas de 

sílica gel, ou mesmo uma superfície lisa, como uma placa de porcelana (42). 

Em meados do século XIX, alguns testes químicos já eram realizados sobre a 

superfície de papéis de filtro. Runge, considerado o criador da técnica do spot test, 

desenvolveu, em 1822, um teste para detecção de cloreto em soluções alvejantes. Quando 

gotas da solução de alvejante eram adicionadas ao papel impregnado com amido e iodeto de 

potássio, um círculo azul era formado em conseqüência da liberação do iodeto e da reação 

entre o cloreto e o amido (123). Vinte e cinco anos mais tarde, Hugo Shiff desenvolveu um 

método para detecção de ácido úrico, impregnando papel de filtro com carbonato de prata 

(41,42). Posteriormente, Fritz Feigl se destacou como o cientista que estudou e desenvolveu 

diversas reações orgânicas e inorgânicas mais seletivas e sensíveis por spot tests. (41) 

Os spot tests constituem uma técnica colorimétrica, que pode ser usada para análises 

qualitativas, quando a detecção da substância de interesse se dá visualmente pela presença de 

cor; para análises semi-quantitativas – na quais escalas de cores, feitas com padrões analíticos 

de diferentes concentrações, são utilizadas para comparação com a intensidade de cor do teste 

e para análises quantitativas, nas quais utilizam-se, por exemplo, instrumentos para medir a 

luz refletida, neste caso, a espectroscopia de reflectância difusa. Em análises semi-

quantitativas ou quantitativas, o procedimento para a realização do spot test deve ser bem 

elaborado, de modo que haja uniformidade na cor da mancha formada e, conseqüentemente, 

uma boa precisão das medidas (40). Detalhes importantes da execução do spot test envolvem 

o controle do volume da solução a ser adicionada utilizando micropipetas ou microsseringas e 

da velocidade da adição das soluções, bem como a escolha da ordem de adição que resulte em 

maior uniformidade da mancha colorida formada. 

Métodos para análises quantitativas envolvendo spot tests com detecção por 

espectroscopia de reflectância difusa são interessantes do ponto de vista da química verde, 

que preconiza o desenvolvimento de novos métodos ambientalmente mais amigáveis (36,37). 

Os spots tests são simples, rápidos, econômicos e geram mínima quantidade de resíduos, 

sendo, portanto, métodos menos poluentes. Além dessas vantagens, estes métodos possuem 

também a característica da portabilidade, quando se faz uso de detectores operados à bateria, 

que podem ser levados para a realização de análises in situ. (123,124) 
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3. Objetivos 
 
3.1. Objetivos gerais 
 

Desenvolver um método analítico ambientalmente mais limpo, simples, rápido, 

sensível, portátil e de baixo custo relativo para a determinação do teor de íons cobre(II) em 

aguardente de cana–de–açúcar, utilizando espectroscopia de reflectância difusa combinada 

com spot test. 

 
3.2. Objetivos específicos 
 
 Avaliação de diversos agentes cromogênicos para processar a reação, tais como: 1,5-

difenilditiocarbazona (ditizona), 1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN), 2,2-bipiridina, 1,10-

fenantrolina; 

 Otimização dos parâmetros experimentais do novo método analítico desenvolvido via 

quimiometria, no sentido de se utilizar as mínimas quantidades possíveis de amostras, 

solventes e reagentes; 

 Aplicação do método analítico desenvolvido na análise de íons cobre(II) em amostras de 

aguardente de cana–de–açúcar, comparando os resultados obtidos pelo método proposto com 

aqueles citados na literatura e/ou metodologia padrão para análise de íons cobre(II) em 

aguardente de cana–de–açúcar; 

 Interagir com empresas e/ou produtores artesanais de aguardente de cana–de– açúcar. 

 
4. Parte experimental 
 
4.1. Materiais e reagentes 
 
4.1.1. Instrumental 
 

 Agitador magnético marca IKA®, modelo RH B-KT/C; 

 Balança analítica marca Mettler Toledo®, modelo AG 204, precisão de ± 0,0001 g; 

 Banho ultrassom marca Branson®, modelo 3210R-MTH; 
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 Equipamento portátil de reflectância difusa composto de uma esfera integradora e fibra 

óptica da marca Ocean Optics, acoplado a um espectrotômetro USB2000 com o software 

OOIBase32; 

 Espectrômetro de absorção atômica por chama marca Varian®, modelo SpectrAA 50; 

 Lâmpada de cátodo oco marca Varian®, número de série 0010710; 

 Micropipeta marca Eppendorf®, com variação de volume de 1 a 100 L; 

 pHmetro marca Micronal® modelo B474, acoplado com eletrodo combinado de Ag/AgCl. 

 
4.1.2. Materiais de vidro e diversos 
 
 Balões volumétricos de 10,00; 25,00; 50,00; 100,00 mL; 

 Barra de agitação magnética; 

 Béqueres de 30, 50, 100, e 250 mL; 

 Bureta de 25,00 mL 

 Conta gotas de vidro; 

 Espátula de vidro; 

 Erlenmeyer de 250 mL; 

 Funil de vidro; 

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

 Pipetas graduadas de 1,0; 2,0; 5,0; 10,0 mL; 

 Ponteiras de plástico para micropipetador; 

 Provetas de 10,0; 25,0 e 50,0 mL. 

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

 
4.1.3. Reagentes 

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

 1,10-fenantrolina, marca MERCK®, pureza de 99,5%; 

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

 2,2-bipiridina, marca MERCK®, pureza de 99,5%; 

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

 Acetato de cádmio P.A., marca MERCK®, pureza de 99,0%; 
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 Acetato de chumbo trihidratado, marca J.T. Baker®, pureza de 100,7%; 

 Acetato de cobalto tetrahidratado, marca MERCK®, pureza de 99,0%; 

 Acetato de mangnês tetrahidratado, marca MERCK®, pureza de 99,0%; 

 Acetato de sódio anidro, marca J.T. Baker®, pureza de 99,9%; 

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

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

 Ácido acético glacial, marca Tédia®, pureza de 99,7%; 

 Ácido clorídrico, marca Tédia®, pureza de 37,0%; 

 Ácido etilendinitrilotetracético dissódico dihidratado (EDTA – sal dissódico), marca 

MERCK®, pureza de 99,9%; 

 Ácido malônico, marca MERCK®, pureza de 99,0%; 

 Água deionizada do sistema Millipore® (resistividade de 18,2 MΩ.cm), 

 Amostras comerciais de aguardente de cana-de-açúcar. 

 Brometo de dodecil-trimetilamônio, marca Sigma®, pureza de 99,0%; 

 Cloreto de níquel hexaidratado, marca Mallinckrodt®, pureza de 98,0%; 

 Cloridrato de hidroxilamina, marca MERCK®, pureza de 99,0%; 

 Clorofórmio, marca Tédia®, pureza de 99,9%; 

 Dodecil-sulfato de sódio, marca Sigma®, pureza de 99,0%; 

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

 Hidróxido de sódio, marca Reagen®, pureza de 99,9%; 

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

 Nitrato de cobre (II) . 3 H2O P.A., marca Synth®, pureza de 98,0%; 

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

 Papel de filtro, marca Whatman® 1, utilizado para a confecção dos spots tests; 

 Tripolifosfato pentassódico P.A., marca Synth®, pureza de 85,0%. 

 
4.1.4. Soluções 
 

Para este trabalho foram utilizadas as seguintes soluções: 

 
 Solução estoque de cobre(II) 1000 mg.L-1: a solução estoque de íons cobre(II) foi 

preparada através da dissolução de 3,8796 g de nitrato de cobre (II) trihidratado em 1000 mL 
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de água deionizada e armazenada em geladeira. As demais soluções de íons cobre utilizadas 

neste trabalho foram preparadas através da devida diluição desta solução. 

 
 Solução tampão acetato de sódio/ácido acético pH 5,00: Primeiramente preparou-se uma 

solução de ácido acético a 2,00 mol.L-1, está solução foi preparanda pipetando-se 6,10 mL de 

ácido acético glacial e com conseguinte diluição com água deionizada em balão volumétrico 

até o volume de 50,00 mL. Posteriormente foi preparada uma solução de acetato de sódio a 

2,00 mol.L-1, pesando uma massa de 4,1020 g de acetato de sódio anidro, seguida da 

dissolução do sal com água deionizada e posterior diluição em um balão volumétrico de 25,00 

mL. Preparada ambas as soluções, misturou-se 21,50 mL da solução de acetato de sódio 2,00 

mol.L-1 com 28,50 mL da solução de ácido acético 2,00 mol.L-1, logo em seguida com a ajuda 

de um pHmetro, o pH da solução foi corrigido até pH igual a 5,00 com a solução de acetato de 

sódio 2,00 mol.L-1. (134)  

 
 Indicador PAN 0,05% m/v: a solução do indicador PAN foi preparada através da 

solubilização de 0,0250 g de PAN em 5,00 mL de etanol. 

 
 Solução EDTA 0,01 mol.L-1: a solução de EDTA foi preparada através da solubilização de 

0,3760 g de EDTA (sal dissódico) em 100,00 mL de água deionizada. 

 
  Padronização da solução estoque de cobre(II) 1000 mg.L-1: a padronização da solução 

estoque de íons cobre(II) foi realizada transferindo para um erlenmeyer de 250 mL uma 

aliquota de 10,00 mL da solução estoque de íons cobre(II) 1000 mg.L-1. Posteriormente 

adicionou-se 40 mL de água deionizada, 50 mL de etanol e 5 mL do tampão acetato de sódio 

e ácido 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-1. (135) 

 
 Solução de íons cobre(II) 5,00 mg.L-1 em solução alcoólica de 40% v/v a pH 5,00: a 

solução foi preparada através da solubilização de uma aliquota da solução estoque de íons 

cobre(II) 1000,00 mg.L-1, para que a concentração final de íons cobre fique em 5,00 mg.L-1, 

em uma solução alcoólica de 40% v/v (água – etanol). Logo em seguida, o pH era corrigido 

em pHmetro até pH 5,00, com solução de ácido cloridríco 0,01 mol.L-1 ou de hidróxido de 

sódio 0,01 mol.L-1. Posteriormente a solução era transferida para um balão volumétrico e 

acertado o menisco com solução alcoólica 40% v/v. As demais concentrações de soluções 
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alcoólicas a 40% v/v a pH 5,00 utilizadas no decorrer do trabralho foram preparadas do 

mesmo modo. 

 
 Solução do reagente cromogênico PAN 0,10% m/v: a solução foi preparada através da 

dissolução de 0,0253 g de PAN em 25,00 mL de etanol. Após o uso a solução era armazenada 

em frasco ambar na geladeira. As demais concentrações de soluções do agente cromogênico 

PAN foram preparadas, pesando a massa devida para as respectivas concentrações, de 

maneira semelhante.  

 
 Solução do reagente cromogênico PAN 0,12% m/v: a solução foi preparada através da 

dissolução de 0,0303 g de PAN em 25,00 mL de etanol. Após o uso a solução era armazenada 

em frasco ambar na geladeira.  

 
 Solução do reagente cromogênico 1,5-difenilcarbazona (ditizona) 0,10% m/v: a solução 

foi preparada através da dissolução de 0,0250 g de ditizona em 25,00 mL de etanol. Após o 

uso a solução era armazenada em frasco ambar na geladeira.  

 
 Solução do reagente cromogênico 1,10-fenantrolina 0,10% m/v: a solução foi preparada 

através da dissolução de 0,0250 g de 1,10-fenantrolina em 25,00 mL de etanol. Após o uso a 

solução era armazenada em frasco ambar na geladeira.  

 

 Solução do reagente cromogênico 2,2-bipiridina 0,10% m/v: a solução foi preparada 

através da dissolução de 0,0253 g de 2,2-bipiridina em 25,00 mL de etanol. Após o uso a 

solução era armazenada em frasco ambar na geladeira.  

 
 Solução do mascarante ácido malônico 5,00% m/v: a solução foi preparada através da 

dissolução de 2,5252 g de ácido malônico em 30 mL de água deionizada. Logo em seguida, o 

pH era corrigido em pHmetro até pH 5,00, com solução de hidróxido de sódio 1,00 mol.L-1. 

Posteriormente a solução foi transferida para um balão volumétrico e acertado o menisco até 

50,00 mL com água deionizada. As demais concentrações de soluções do mascarante ácido 

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

 
 Solução trifosfato de sódio 5,00% m/v: a solução foi preparada através da dissolução de 

2,9410 g de trifosfato de sódio em 30 mL de água deionizada. Logo em seguida, o pH era 

corrigido em pHmetro até pH 5,00, com solução de ácido cloridríco 1,00 mol.L-1. 
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Posteriormente a solução foi transferida para um balão volumétrico e acertado o menisco até 

50,00 mL com água deionizada. As demais concentrações de soluções do mascarante 

trifosfato de sódio utilizadas no decorrer do trabralho foram preparadas do mesmo modo. 

 
4.2. Testes preliminares 
 

Para a reação com íons cobre foram testados os seguintes reagentes cromogênicos:    

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 reações com íons cobre(II) e os 

reagentes 1,10-fenantrolina e 2,2-bipiridina utilizados para reações com íons cobre(I). 

A formação do complexo, produto de reação entre os íons cobre e os reagentes 

cromogênicos, se deu através da interação 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, e os mesmos foram dispostos horizontalmente na 

base do suporte. Assim, 30 μL da solução do reagente cromogênico a uma concentração de 

0,10% m/v diluida em etanol foi gotejada no centro do papel e, em seguida, 30 μL da solução 

alcoólica 40% v/v de íons cobre(II) com 5,00 mg.L-1 a pH 5,00 foram adicionados sobre o 

reagente cromogênico com auxílio de uma micropipeta encaixada em um suporte metálico, 

como mostrado na Figura 3 e 4, desenvolvido por Tubino, Rossi e Magalhães (45). Os testes 

foram feitos para todos os reagentes cromogênicos.  

Para os reagentes 1,10-fenantrolina e 2,2-bipiridina, uma massa correspondente de 

cloridrato de hidroxilamina foi adicionada à solução alcoólica de 40% v/v de íons cobre a 

5,00 mg.L-1, para que a mesma ficasse na concentração de 10,00% m/v em solução para a 

redução dos íons cobre(II) a íons cobre(I). 
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Figura 3. Procedimento para a realização da reação, confecção e leitura dos spots tests. 

 

 
 

Figura 4.  Suporte metálico utilizado para a confecção dos spots tests. 

 

Após a aplicação dos reagentes é esperado que os mesmos reajam e formem uma 

mancha colorida uniforme, evidenciando a formação do complexo entre o reagente 

cromogênico e os íons cobre, conforme exemplo da Figura 5. 
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Figura 5. Exemplo de spot test realizado em papel de filtro com obtenção de mancha colorida 

uniforme. 

 
4.3. Ordem de adição dos reagentes 
 

Após definido o reagente cromogênico para a reação com íons cobre, prosseguiu-se 

com os estudos, afim de avaliar a influência da ordem de adição dos reagentes no spot test 

para a formação de uma mancha uniforme. As ordens de adição dos reagentes estudadas 

foram as seguintes: 

 30 μL da solução de reagente cromogênico PAN a 0,10% m/v em etanol e 30 μL solução 

alcoólica 40% v/v de íons cobre(II) com 5,00 mg.L-1 a pH 5,00; 

 30 μL solução alcoólica 40% v/v de íons cobre(II) a 5,00 mg.L-1 com pH 5,00 e 30 μL 

solução de reagente cromogênico PAN a 0,10% m/v em etanol; 

 30 μL solução de reagente cromogênico PAN a 0,10% m/v em etanol esperando a secagem 

e 30 μL solução alcoólica 40% v/v de íons cobre(II) com 5,00 mg.L-1 a pH 5,00; 

 30 μL solução alcoólica 40% v/v de íons cobre(II) com 5,00 mg.L-1 a pH 5,00 esperando a 

secagem e 30 μL solução de reagente cromogênico PAN a 0,10% m/v em etanol. 

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

adição dos reagentes. 

 

4.4. Avaliação 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 μL de cada reagente e analisada 
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visualmente a formação da mancha do complexo. As soluções utilizadas no experimento 

foram: solução alcoólica de 40% v/v a pH 5,00 de íons cobre(II) com 5,00 mg.L-1 e solução 

de reagente cromogênico PAN a 0,10% m/v em etanol. Estas foram adicionadas da seguinte 

forma: solução de reagente cromogênico PAN a 0,10% m/v em etanol esperando a secagem e 

solução alcoólica de 40% v/v de íons cobre(II) com 5,00 mg.L-1 a pH 5,00.  

 
4.5. Espectro de absorção 
 

Definida a ordem de adição dos reagentes, o volume a ser adicionado dos mesmos e 

obtendo manchas uniformes nos spots tests, as medidas de reflectância foram analisadas para 

obtenção de um espectro de absorção do complexo formado e do reagente cromogênico, com 

auxílio de um equipamento portátil composto de uma esfera integradora e fibra óptica da 

marca Ocean Optics, acoplado a um espectrofotômetro USB2000 (Figuras 6 e 7) com o 

software OOIBase32. As soluções utilizadas no experimento foram: solução alcoólica de 40% 

v/v a pH 5,00 de íons cobre(II) com 5,00 mg.L-1 e solução de reagente cromogênico PAN a 

0,10% m/v em etanol. Estas foram adicionadas da seguinte forma: solução de reagente 

cromogênico PAN a 0,10% m/v em etanol esperando a secagem e solução alcoólica de 40% 

v/v de íons cobre (II) com 5,00 mg.L-1 a pH 5,00 para obtenção do espectro do complexo e 

solução de reagente cromogênico PAN a 0,10% m/v em etanol esperando a secagem e solução 

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

 

 

 
Figura 6. Espectrômetro portátil, esfera integradora e fibra óptica. 
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Figura 7. Sistema de medidas de reflectância difusa portátil montado. 

 
 

4.6. Avaliação do grau alcoólico da solução de cobre(II) 
 

A graduação alcoólica da solução de cobre(II) foi avaliada variando-se a concentração 

de etanol gradativamente na solução de 35 a 55% v/v, respeitando os limites de porcentagem 

alcoólica da aguardente de cana-de-açúcar que varia de 38 a 54% v/v. Portanto, as soluções 

utilizadas foram: solução alcoólica de concentração a ser avaliada a pH 5,00 de íons cobre (II) 

com 5,00 mg.L-1 e solução de reagente cromogênico PAN a 0,10% m/v em etanol, 

adicionadas da seguinte forma: 30 μL solução de reagente cromogênico PAN a 0,10% m/v em 

etanol esperando a secagem e 30 μL solução alcoólica de íons cobre(II) com 5,00 mg.L-1 a pH 

5,00. Para obtenção do branco foi adicionado 30 μL da solução de reagente cromogênico 

PAN a 0,10% m/v em etanol, secagem, 30 μL solução alcoólica com a porcentagem avaliada 

a pH 5,00 e medida da absorvância a 559 nm. 

 
4.7. Avaliação do uso de meio micelar 
 

Verificou-se a sensibilidade da reação entre os íons cobre(II) e o reagente 

cromogênico frente a utilização de um surfactante catiônico, Brometo de dodecil-

trimetilamônio (DTAB), e um aniônico, Dodecil-sulfato de sódio (SDS). Para tal, utilizaram-

se concentrações de surfactante em torno da concentração micelar crítica, 14,00 mmol.L-1 
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para o DTAB e 8,00 mmol.L-1 para o SDS. Uma massa específica de cada surfactantes foi 

pesada e adicionada separadamente à solução alcoólica de 40% v/v de íons cobre(II) com 5,00 

mg.L-1 a pH 5,00, afim de ficarem com concentração igual a concentração micelar crítica em 

solução. A outra solução utilizada foi a solução de reagente cromogênico PAN a 0,10% m/v 

em etanol, adicionadas da seguinte forma: 30 μL solução de reagente cromogênico PAN a 

0,10% m/v em etanol, secagem, e 30 μL solução alcoólica de íons cobre(II) com 5,00 mg.L-1 a 

pH 5,00 com o surfactante. As medidas de absorvância foram realizadas em 559 nm. 

 
4.8. Avaliação do solvente da solução do agente cromogênico 
 

Foram realizados testes para avaliar a influência de diferentes solventes na diluição do 

agente cromogênico e na sensibilidade. Os solventes estudados foram o etanol, metanol, 2-

propanol, acetona e clorofórmio. Portanto, para o estudo as soluções utilizadas foram solução 

alcoólica de 40% v/v a pH 5,00 de íons cobre(II) com 5,00 mg.L-1 e solução de reagente 

cromogênico PAN 0,10% m/v diluida nos solventes estudados, adicionadas da seguinte 

forma: 30 μL solução de reagente cromogênico PAN a 0,10% m/v,  esperando secagem e 30 

μL solução alcoólica de íons cobre(II) com 5,00 mg.L-1 a pH 5,00. Para obtenção do branco, 

solução de reagente cromogênico PAN a 0,10% m/v, esperando secagem e solução alcoólica a 

pH 5,00, foram adicionadas da seguinte forma: 30 μL solução de reagente cromogênico PAN 

a 0,10% m/v diluído nos diferentes solventes estudados, esperando secagem e 30 μL solução 

alcoólica de íons cobre(II) com 5,00 mg.L-1 a pH 5,00, e medida da absorvância em 559 nm. 

 
4.9. Concentração do agente cromogênico na formação do complexo 
 

A influência da concentração do agente cromogênico PAN para a formação do 

complexo foi avaliada variando-se a concentração do agente cromogênico, 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 soluções utilizadas foram solução alcoólica na concentração de 

40% v/v a pH 5,00 com concentração de íons cobre(II) a 5,00 mg.L-1 e solução de reagente 

cromogênico PAN na concentração estudada em etanol, adicionadas da seguinte forma: 30 μL 

solução de reagente cromogênico PAN a cada concentração estudada em etanol, esperando 

secagem, e 30 μL solução alcoólica de íons cobre(II) com 5,00 mg.L-1 a pH 5,00. Para 

obtenção do branco, solução de reagente cromogênico PAN na concentração estudada em 
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etanol, esperando secagem, e solução alcoólica a pH 5,00 e medida da absorvância em 559 

nm. 

 
4.10. Estudo quimiométrico do pH e tempo de reação 
  

Para avaliar a influência do pH da solução alcoólica do analito e do tempo na reação 

de formação do complexo no spot test e sua interação com o suporte sólido (papel de filtro), 

empregou-se um estudo quimiométrico de análise de superfície de resposta (136), utilizando o 

programa computacional (Statistica®, versão 8,0, USA), sendo a resposta do sistema a 

variação de absorvância (ΔAbs). Escolheram–se níveis baixo (-) e alto (+) do planejamento 

fatorial 22, tipo estrela com ponto central, os respectivos valores: 2,00 e 6,00 para o pH e 5 e 

20 minutos para o tempo de reação. Realizou-se também, um ponto intermediário nos 

intervalos do pH e do tempo. 

Para este estudo foi mantida a solução alcoólica de 40% v/v íons cobre(II) com 5,00 

mg.L-1 e a solução de PAN a 0,12% m/v em etanol. A forma de adição foi a mesma feita nos 

experimentos anteriores e as leituras realizadas em 559 nm, tendo um branco de reagentes 

adicionados da mesma forma como referência. 

 
4.11. Avaliação da estabilidade óptica 
 

Para avaliar a estabilidade óptica do agente cromogênico e do complexo na reação de 

spot test em relação ao tempo, realizou-se um acompanhamento cinético do valor de (ΔAbs), 

com leituras feitas a cada 5 minutos até se completar 120 minutos. 

Na avaliação do agente cromogênico, o acompanhamento das medidas foi avaliado, 

impregnando o spot test somente com a solução do agente cromogênico PAN a 0,12% m/v em 

etanol com as leituras de absorvância feitas em 480 nm, comprimento de onda de absorção 

máxima do PAN, durante 120 minutos e por uma semana afim de verificar a possibilidade de 

armazenamento dos spots tests impregnados com o agente cromogênico para posterior 

utilização.  

Para a avaliação do complexo formado foi mantida a solução alcoólica de 40% v/v 

íons cobre(II) com 5,00 mg.L-1 e a solução de PAN a 0,12% m/v em etanol. A forma de 

adição foi a mesma feita nos experimentos anteriores e as leituras realizadas em 559 nm.  
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4.12. Curva analítica de calibração para os íons cobre(II) 
  

A curva de calibração foi obtida, juntamente com todas as figuras de mérito, variando 

a concentração de íons cobre(II) dentro da solução alcoólica de 40% v/v a pH 5,00 de 1,00 a 

5,00 mg.L-1 e mantendo constante a concentração do agente cromogênico PAN em 0,12% m/v 

em etanol, adicionados da mesma forma que nos experimentos anteriores. Os valores de 

absorvância foram obtidos a 559 nm e utilizando como referência um branco de reagentes. 

 
4.13. Levantamento e estudo dos possíveis interferentes 
 
 Um levantamento dos possíveis íons metálicos que interferem na análise de íons 

cobre(II) em aguardente de cana foi realizado. Para classificar um íon metálico como provável 

interferente, o mesmo deve reagir com o agente cromogênico PAN e podendo ser encontrado 

em aguardente de cana–de-açúcar. Segundo Sandell et al. (137) os íons metálicos cádmio(II), 

cobalto(II), chumbo(II), ferro(III), manganês(II), níquel(II) e zinco(II) reagem com PAN 

formando complexos bastante estáveis. Tais íons além dos íons cobre(II) podem estar 

presentes em aguardentes de cana e tem suas quantidades controladas pela legislação vigente 

da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) (138).  As condições de formação de 

complexos dos íons cobre(II) e dos demais íons metálicos com o reagente cromogenico PAN 

e seus teores máximos permitidos estão dispostos na Tabela 3. 

 
Tabela 3. Íons que podem ser encontrados em aguardente de cana, suas condições de reação e 

limites máximos permitidos. 

Íons metálicos 
Faixa  pH de 
complexação  

(UpH)* 

Faixa comprimento de 
absorção máxima 

(nm)* 

Concentrações 
máximas permitidas  

(mg.L-1)** 
Cobre(II) 4,0 – 10,0 550 - 560 5,00 

Cádmio(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(III) 4,0 – 7,0 775 0,30 

Manganês(II) 7,0 – 10,0 550  0,10 
Níquel(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. Agência Nacional de Vigilância Sanitária. Decreto n° 55871, de 26 março de 1965. Brasília - DF: Diário Oficial 
1965. (138) 



João Carlos de Souza                                             Mestrado em Química                  

                        

           75 

Definido os prováveis íons interferentes, um estudo para se confirmar a hipótese de 

interferência foi realizado utilizando o fator de interferência (F.I.) para cada íon. 

O fator de interferência é calculado pela razão matemática da variação de absorvância 

do íon cobre(II) e o íon de interferência (ΔAbs (Cu(II) + íon interferente)) pela variação de 

absorvância do íon cobre(II) (ΔAbs (Cu(II))) (139) (Equação 4). 

 
 

F.I. = ΔAbs (Cu(II) + íon interferente) 

           ΔAbs (Cu(II)) 
          Equação 4 
 

Ao analisar o resultado da razão matemática, e este for igual a 1,00, considera-se que a 

interferência é nula, pois a variação de absorvância dos íons cobre(II) e o íon interferente pela 

variação de absorção do íon cobre(II) sozinho são iguais. Se a razão for menor que 1,00, 

adimite-se efeito de interferência negativo, onde o íon interferente estudado de fato causa 

interferência e está ocasionando perda de sinal analítico. Por fim, se a razão for maior que 

1,00, admite-se efeito de interferência positivo, em que o íon interferente estudado de fato 

também causa interferência e está ocasionando ganho de sinal de analítico. É considerado 

efeito de interferência os valores de fatores de interferência menores que 0,95 e maiores que 

1,05. (139) 

Portanto para esse estudo foi avalido dois níveis, mínimo e máximo, de concentração 

para todos os íons envolvidos e para o conjunto total dos íons nas mesmas condições 

experimentais fixadas anteriormente. Para os íons cobre(II) as concentrações estudadas foram 

de 0,50 e 5,00 mg.L-1, para cádmio(II) foram de 0,50 e 5,00 mg.L-1, cobalto(II) 0,50 e 5,00 

mg.L-1, chumbo(II) 0,20 e 2,00 mg.L-1, ferro(III) 0,30 e 3,00 mg.L-1, manganês(II) 0,10 e 1,00 

mg.L-1, níquel(II) 0,3 e 3,00 mg.L-1 e zinco(II) de 0,50 e 5,00 mg.L-1. A forma de adição dos 

reagentes no spot test foi a mesma feita nos experimentos anteriores, mantendo constante a 

concentração do agente cromogênico 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 referência. 

Com os resultados das medidas de reflectância foi realizado o cálculo do fator de 

interferência e assim determinado se o íon estudado é de fato ou não um interferente. 
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4.14. Estudo da redução e/ou eliminação do efeito de interferência 
 
 Uma proposta para anular ou diminuir os efeitos de interferência provocados pelos 

íons metálicos é o uso de substâncias químicas que reagem com esses íons e não que reajam 

com os íons cobre(II), tais substâncias são denominadas de mascarantes. Para os íons 

cádmio(II), cobalto(II), ferro(III) e níquel(II) é proposto o uso do ácido malônico, e para os 

íons chumbo(II), manganês(II) e zinco(II) propõe-se o uso do trifosfato de sódio 

(tripolifosfato pentassódico ou tripolifosfato de sódio) (140). Assim para avaliar o efeito 

desses mascarantes aplicados aos respectivos íons, fixou-se uma concentração de 0,20% m/v 

para ambos os mascarantes. Para os íons cobre(II) as concentrações estudadas foram de 0,50 e 

5,00 mg.L-1, para cádmio(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, manganês(II) 0,10 e 1,00, níquel(II) 0,3 e 3,00 e zinco(II) de 0,50 

e 5,00 mg.L-1. Foi avaliado também o uso em conjunto dos dois mascarantes propostos na 

combinação de concentrações de todos os íons juntos. Com os resultados das medidas de 

reflectância foi realizado o cálculo do fator de interferência e assim, determinado se o 

mascarante utilizado está diminuindo de fato o efeito de interferência causado pelo íon 

metálico. Todos os experimentos foram realizados nas condições de ótimo fixadas 

anteriormente. 

 

4.15. Otimização da concentração dos mascarantes 
 
 Sabendo-se que neste trabalho a adição dos mascarantes ácido malônico e trifosfato de 

sódio reduz o efeito de interferência, a concentração dos mascarantes foi otimizada no 

conjunto de íons específicos para cada um e para o conjunto total dos íons, variando apenas 

sua concentração e mantendo as demais condições constantes, visando reduzir ainda mais os 

efeitos de interferência e torná-los dentro dos limites toleráveis (< 5,00%). O intervalo de 

concentração estudada foi de 0,05 a 0,25% m/v em solução com as demais condições 

mantidas de acordo com o item anterior. Para o conjunto total dos íons interferêntes manteve-

se a concentração de cobre(II) constante em 0,50 mg.L-1 e dos íons cádmio(II) em 5,00, 

cobalto(II) em 5,00, chumbo(II) em 2,00, ferro(III) de 3,00, manganês(II) em 1,00, níquel(II) 

em 3,00 e zinco(II) em 5,00 mg.L-1. Com os resultados das medidas de reflectância foi 

realizado o cálculo do fator de interferência e assim determinado se o aumento da 

concentração dos mascarantes utilizado está diminuindo de fato o efeito de interferência 
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causado pelo íon metálico. Todos os experimentos foram realizados nas condições de ótimo 

fixadas anteriormente. 

 
4.16. Curva analítica de calibração com a presença dos mascarantes 

 
Para avaliar a influência na sensibilidade do uso dos mascarantes ácido malônico e 

trifosfato de sódio, obteve-se uma nova curva analitica de calibração e determinou-se suas 

respectivas figuras de mérito.  

A curva de calibração foi obtida variando a concentração de íons cobre(II) dentro da 

solução alcoólica de 40% v/v a pH 5,00 de 1,00 a 10,00 mg.L-1, com concentração dos 

mascarantes ácido malônico e trifosfato de sódio constantes em 0,25% m/v na solução e 

mantendo a concentração do agente cromogênico PAN em 0,12% m/v em etanol adicionados 

da mesma forma nos experimentos anteriores. Os valores de absorvância foram obtidos a 559 

nm e utilizando como referência 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 três 

experimentos repetindo três pontos dentro da linearidade da curva analítica, 1,00; 5,00, 10,00 

mg.L-1, sendo dois desses experimentos realizados em um mesmo dia e em períodos 

diferentes e o terceiro, no dia subseqüente a fim de se calcular o desvio padrão relativo 

(RSD). 

 

4.17. Precisão e exatidão do método 
 

A precisão e exatidão do método proposto foram avaliadas analisando 5 amostras de 

aguardentes de cana-de-açúcar sintéticas simuladas em laboratório. Tais aguardentes foram 

feitas com graduação alcoólica de 40% v/v e com concentrações conhecidas de 0,60; 1,00; 

3,00; 5,00; 7,00 mg.L-1 íons cobre(II). As amostras sintéticas foram analisadas pela 

metodologia proposta e comparada com metodologia de referência pela AOAC. (112)  

Para a metodologia proposta, uma alíquota de 20,00 mL de amostra foi pipetada para 

um balão volumétrico de 25 mL, posteriormente adicionou-se um volume de 1,25 mL dos 

mascarantes ácido malônico e tripolifosfato de sódio, ambos a 5,00% m/v, para que os dois 

mascarantes ficassem em uma concentração de 0,25% m/v em solução, e por fim adicionou-se 

2,00 mL de etanol absoluto e completou o restante do volume do balão volumétrico com água 
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deionizada. Posteriormente a solução era analisada nas condições otimizadas anteriormente e 

feito todos os cálculos de concentração. 

Pela metodologia de referência AOAC (112), as amostras das aguardentes sintéticas 

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

Varian® , modelo SpectrAA 50, lâmpada de cátodo 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 análises foram realizadas em quintuplicata e comparadas em curva analítica 

de concentração por ambas metodologias. 

 
4.18. Avaliação do efeito de matriz 
 

Após verificar a exatidão e precisão do método com amostras de aguardentes sintéticas 

simuladas em laboratório, foi verificado se as amostras reais de aguardentes apresentavam ou 

não interferência nas determinações. Para avaliar tal efeito, 3 amostras de aguardentes de 

cana-de-açúcar comerciais comumente comercializadas em supermercados locais foram 

contaminadas com concentrações de cobre conhecidas de 50, 100, 150 e 200% do limite 

máximo permitido pela legislação brasileira de 5,00 mg.L-1 de íons cobre(II). (9)  

Para a realização das análises, uma alíquota de 20 mL das amostras de aguardente de 

cana foi pipetada e tranferida para um balão volumético de 25 mL, posteriormente foi 

adicionada uma quantidade específica de um padrão de íons cobre(II) e 1,25 mL dos 

mascarantes ácido malônico e tripolifosfato de sódio, ambos na concentração de 5,00% m/v, 

no qual ficassem em uma concentração de 0,25% m/v em solução, e por fim adicionou-se 

2,00 mL de etanol absoluto e completou o restante do volume do balão volumétrico com água 

deionizada. Posteriormente as amostras foram analisadas pela metodologia proposta nas 

condições já otimizadas e determinadas anteriormente, em seguida foram realizados todos os 

cálculos de concentração e recuperação. Todas as análises foram realizadas em quintuplicata. 

 
4.19. Determinação de íons cobre(II) em amostras de aguardente de cana-

de-açúcar comerciais 
 

Foram analisadas dez amostras de aguardente de cana-de-açúcar de marcas 

comumente comercializadas em supermercados locais. A graduação alcoólica de cada 

aguardente foi determinada com densímetro específico para álcool (alcoômetro).  
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A determinação de íons cobre(II) foi realizado pelo método proposto neste trabalho e 

comparado com metodologia padronizada pela AOAC (112). Para as análise com a 

metodologia padrão, utilizou-se um equipamento da marca Varian® , modelo SpectrAA 50, 

lâmpada de cátodo 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 alíquota de 20,00 mL de aguardente de cana-de-

açúcar foi pipetada para um balão volumétrico de 25 mL, posteriormente adicionou-se um 

volume de 1,25 mL dos mascarantes ácido malônico e tripolifosfato de sódio, ambos a 5,00% 

m/v, para que os dois mascarantes ficassem em uma concentração de 0,25% m/v em solução, 

e por fim adicionou-se 2,00 mL de etanol absoluto e completou o restante do volume do balão 

volumétrico com água deionizada. As análises foram feitas conforme condições já otimizadas 

e determinadas anteriormente. Todas as análises foram realizadas em quintuplicata e 

comparadas em curva analítica de concentração por ambas as metodologias. 

 
5. Resultados e discussões 
 
5.1. Testes preliminares 
 

Foram realizados testes preliminares para a escolha de alguma substância que atuasse 

com um agente complexante (quelante) com os íons cobre e que formasse um complexo 

estável, funcionando assim, como um agente cromogênico. Dentre a grande quantidade de 

reagentes disponíveis escolheu-se os comumente mais utilizados para a reação com íons 

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 íons cobre(II) e os reagentes 1,10-fenantrolina e 2,2-bipiridina 

utilizados para íons cobre(I). 

Os reagentes utilizados para a reação com os íons cobre(I), 1,10-fenantrolina e 2,2-

bipiridina, não reagiram com os íons cobre no spot test, evidenciando a não formação de 

produto com coloração, ou seja, não formando complexo com íons cobre. Além disso, 

apresentaram desvantagens em termos metodológicos, pois houve a necessidade de usar um 

agente redutor (cloridrato de hidroxilamina), para a redução dos íons cobre(II) a íons cobre(I). 

Por estes motivos os mesmos foram descartados como alternativa de uso como agentes 

cromogênicos para íons cobre. 
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Os quelantes PAN e ditizona apresentaram reação com íons cobre(II) no spot test, mas 

a reação dos íons cobre com a ditizona não se mostrou estável. Com a adição da ditizona no 

spot test observou-se a formação de um complexo colorido, porém após alguns segundos a 

coloração desapareceu e o spot test voltou a sua coloração inicial, sendo assim, descartado 

como agente cromogênico. 

O quelante PAN apresentou reação com íons cobre(II), evidenciada pela formação de 

uma mancha uniforme de coloração violeta no spot test (Figura 8) e que se manteve estável ao 

longo do tempo. 

 

 
 
Figura 8. Complexo formado no spot test entre íons cobre(II) e o agente cromogênico PAN. 

 

Portanto, o quelante PAN por ser o único reagente avaliado estável com os íons cobre 

e com a vantagem metodologica de não ser necessário utilizar mais nenhum outro tipo de 

reagente para que a reação ocorra, foi escolhido como agente cromogênico. 

 

5.2. Ordem de adição dos reagentes 
 

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

e o aumento da sensibilidade. As manchas formadas nos spot tests são mostradas na Figura 9. 
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a) 30 μL da solução de reagente cromogênico PAN a  0,10% m/v em etanol e 30 μL solução 

alcoólica 40% v/v de íons cobre (II) com 5,00 mg.L-1 a pH 5,00. 

 

                                                 
 
 
b) 30 μL solução alcoólica 40% v/v de íons cobre (II) com 5,00 mg.L-1 a pH 5,00  e 30 μL 

solução de reagente cromogênico PAN a 0,10% m/v em etanol. 

 

                                                 
 
 
c) 30 μL solução de reagente cromogênico PAN a 0,10% m/v em etanol esperando a 

secagem e 30 μL solução alcoólica 40% v/v de íons cobre (II) com 5,00 mg.L-1 a pH 5,00. 

 

                                                  
 
 

Branco Complexo 

Complexo Branco 

Branco Complexo 
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d) 30 μL solução alcoólica 40% v/v de íons cobre (II) com 5,00 mg.L-1 a pH 5,00  esperando 

a secagem e 30 μL solução de reagente cromogênico PAN a 0,10% m/v em etanol. 

                                                    
 

Figura 9. Manchas no spot test de acordo com adição dos reagentes 

 
Analisando-se as manchas, foi possível observar que ao adicionar o PAN primeiro 

(Figura 9a), sem secagem, não obteve-se uma mancha uniforme intensa em relação as demais. 

Este fato, pode ser explicado pela a adição da solução alcoólica de cobre(II) que eluiu parte do 

PAN para as bordas do spot test, ficando assim pouco agente cromogênico para reagir com os 

íons cobre(II). 

Adicionando-se o reagente PAN após a solução de cobre (Figura 9b) o efeito de 

eluição é anulado, mas observa-se a não uniformidade da mancha. No centro da mancha é 

possível observar uma coloração alaranjada (refente ao agente cromogênico PAN) que não 

reagiu com os íons cobre(II), indicando uma reação incompleta do PAN com os íons cobre.  

Na adição do PAN após a solução de cobre, com secagem (Figura 9d), os mesmos 

problemas relacionados com a forma de adição anterior (Figura 9b) foram observados. 

Todavia, a intensidade da cor do complexo formado foi menor. 

Por último, para avaliar o efeito da secagem adicionou-se o PAN primeiro, esperou-se 

a secagem da mesma no spot test e posteriormente a solução de íons cobre (Figura 9c), a 

mancha ficou mais uniforme e intensa, mostrando ser a forma mais eficiênte de adição. 

Portanto, foi a forma escolhida de adição dos reagentes para se processar a reação. 

 
5.3. Avaliação do volume adicionado dos reagentes 
 

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

uniformidade da mancha, foi avaliada a quantidade de reagentes a ser adicionada no spot test.  

Branco Complexo 
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Analisando as manchas, não foi notada diferença entre os parâmetros avaliados. O diâmetro 

das manchas, em torno de 1,90 cm, foi o mesmo para todas as formas de adição como também 

o volume adicionado de reagentes não influenciou na uniformidade da mancha.  

Portanto, por ser um volume intermediário e razoável de se mensurar, o volume de 30 

μL de foi utilizado em ambas soluções para prosseguir os estudos. 

 
5.4. Espectro de absorção 
 

O composto de coordenação Cu(PAN)2 forma-se a partir da reação química entre os 

íons cobre(II) e o agente cromogênico PAN (Figura 10). 

 

 
 

Figura 10. Reação química entre o agente cromogênico PAN e os íons cobre(II). 

 
O espectro de absorção do composto de coordenação Cu(PAN)2, apresenta um 

máximo de absorção em 559 nm (Figura 11), contrapondo com a região de mínima absorção 

do agente cromogênico PAN, que tem seu máximo de absorção em 480 nm. Portanto, o 

comprimento de onda de 559 nm apresenta maior variação de absorção (ΔAbs), sendo então 

adotado para os demais estudos. 
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Figura 11. Espectro de absorção, na região de 400 a 700 nm, do agente cromogênico PAN e 

do composto de coordenação Cu(PAN)2 no spot test. 

 
5.5. Avaliação do grau alcoólico da solução de cobre(II) 
 

Sendo a aguardente de cana-de-açúcar praticamente uma mistura de água e etanol (38 

a 54% v/v), estudou-se a influência da graduação alcoólica da solução de cobre(II). Na   

Figura 12, no intervalo das concentrações alcoólicas de 35 a 40% v/v, observaram-se as 

maiores absorvâncias. A medida que o teor alcoólico aumenta há um descréscimo do sinal a 

partir de 45% v/v, ficando praticamente constante até a concentração alcoólica de 55% v/v. 

Essa diminuição da absorvância em relação ao aumento do teor alcoólico ocorre 

provavelmente por uma eluição maior do agente cromogênico PAN que estava previamente 

impregnado no spot test, assim uma quantidade menor de reagente PAN reagiu com os íons 

cobre ocasionando a ligeira queda de sinal analítico. 

 

Agente cromogênico PAN 
Composto de coordenação Cu(PAN)2 
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Figura 12. Variação da absorvância de Cu(PAN)2 em função da concentração alcoólica da 

solução (% v/v). 

 

Diante destes resultados adotou-se a concentração alcoólica de 40% v/v para 

prosseguir os estudos, pois esta concentração além de apresentar boa absorção e não 

apresentar diferença significativa da concentração de 35% v/v, é a concentração média de teor 

alcoólico da maioria das aguardentes de cana-de-açúcar encontradas no mercado. 

 
5.6. Avaliação do uso de meio micelar 
 

Tanto na adição do surfactante aniônico SDS quanto do surfactante catiônico DTAB, 

em suas respectivas concentrações micelares criticas, não houve ganho de sensibilidade 

(Figura 13).  
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Figura 13. Variação da absorvância de Cu(PAN)2, a 559 nm, em função da adição de 

surfactante. 

Δ   
Δ

  

0,206 ± 0,04 

0,105 ± 0,03 

0,196 ± 0,02 
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Para o surfactante SDS houve um descréscimo na absorvância, ou seja, perda de 

sensibilidade. Tal perda pode ser explicada pelo fato do SDS ser um surfactante aniônico, 

assim o grupamento hidrofílico da molécula do SDS (cadeia carbônica com 12 átomos de 

carbono) se aproximou dos íons cobre(II) formando assim uma micela. Logo a parte 

hidrofílica da molécula (grupamente sulfato) causou uma repulsão eletrônica com os átomos 

de oxigênio da molécula do agente cromogênico PAN, não os deixando aproximar dos íons 

cobre(II) para reagirem e formar o complexo Cu(PAN)2. Com a diminuição da formação do 

complexo, ocorreu a menor formação do produto e consequentemente queda do sinal 

analítico. 

Para o surfactante DTAB houve uma ligeira queda na absorvância, em média, mas não 

de forma significativa. Essa diminuição pode ter sido ocasionada pelo grau alcoólico da 

solução. Sabendo que o meio pode prejudicar a formação de micelas, a grande quantidade de 

etanol no meio pode ter prejudicado de forma branda a formação das micelas e logo 

ocasionando a ligeira queda de sinal analítico.   

Desta forma, conclui-se que a adição de surfactante, tanto aniônico como catiônico, 

não gera um aumento na absorvância e com isso não há ganho expressivo de sensibilidade, 

sendo então descartado o seu uso. 

 
5.7. Avaliação do solvente da solução do agente cromogênico 
 

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 

diluíção do agente cromogênico PAN. Os resultados experimentais estão apresentados na 

Figura 14. 
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Figura 14. Variação da absorvância de Cu(PAN)2, a 559 nm, em função do solvente utilizado 

na solução do agente cromogênico PAN. 
 

Analisando a Figura 14, os alcoóis estudados não mostraram diferença significativa de 

sinal analítico. Agora para os solventes acetona e clorofórmio a queda de sinal foi expressiva. 

A alta volatilidade da acetona e do clorofórmio prejudicou e muito a adição do agente 

cromogênico, pois logo se volatilizavam e impregnavam parte do agente cromogênico PAN 

na ponteira do pipetador automático, assim uma menor quantidade de agente cromogênico era 

adicionada causando a queda de sinal analítico.    

O etanol teve uma absorvância ligeiramente maior que os demais alcoóis e bastante 

superior a acetona e o clorofórmio, além de se enquadrar dentro do propósito da química 

verde, por ser um solvente menos tóxico que os demais estudados, relativamente barato e de 

fonte renovável. Sendo assim, o mesmo foi escolhido como solvente para a solubilização do 

agente cromogênico PAN. 

 
5.8. Concentração do agente cromogênico na formação do complexo 
 

Sabendo que a quantificação de cobre(II) é feita pelo produto da reação deste com o 

agente cromogênico PAN, otimizou-se a concentração do PAN, variando-a no solvente 

etanol. A Figura 15 mostra que a medida que a concentração do PAN aumenta, há uma 

variação positiva no valor da absorvância até aproximadamente 0,10% m/v de concentrações 

para a solução de PAN em etanol, a partir do qual observa-se uma estabilização no valor das 

absorvâncias, com ligeira queda em 0,20% m/v. A perda de sinal observada é devido ao 

excesso do agente cromogênico na mancha. 

Δ   
0,208 ± 0,03 0,202 ± 0,03 0,196 ± 0,02 

0,161 ± 0,05 
0,146 ± 0,03 
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Figura 15. Variação da absorvância de Cu(PAN)2, a 559 nm, em função da concentração    

(% m/v) de PAN em etanol. 

 
Diante destes resultados, conclui-se que a sensibilidade não aumenta 

significativamente para concentrações de PAN acima de 0,10% m/v. Assim, a concentração 

de PAN de 0,12% m/v em etanol foi escolhida para prosseguir os estudos, por apresentar 

valor absoluto de absorvância apropriado e considerável ganho de sensibilidade, além de estar 

no meio do intervalo da faixa de concentração. Desta forma, nesta concentração qualquer 

pequena variação, tanto para cima ou para baixo, não provocará diferença significativa na 

absorvância. 

 

5.9. Estudo quimiométrico do pH e tempo de reação 
  

Para verificar a influência das variáveis pH da solução alcoólica dos íons cobre(II) e 

tempo para a formação do complexo Cu(PAN)2, visando obter maior variação de absorvância, 

isto é, máxima sensibilidade para a determinação de íons cobre(II), realizou-se um estudo 

quimiométrico com planejamento fatorial 22, tipo estrela, com ponto central. A Tabela 4 

apresenta as condições estudadas e os resultados das absorvâncias medidas em 559 nm. 

Para a realização do experimento, selecionou-se dois níveis (alto e baixo) para cada 

variável. O nível baixo para o pH foi escolhido considerando um mínimo medido com 

segurança pelo eletrodo. Por outro lado, o nível alto para o pH foi escolhido levando em 

consideração que valores de pH maiores que 6,00 há uma desestabilização do complexo 

formado, provavelmente, devido a formação de hidróxido de cobre(II) (Cu(OH)2) na solução.  

Δ   
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Para a variável tempo o nível baixo foi escolhido considerando um tempo mínimo para 

a secagem do spot test e para a reação se processar. Para o nível alto, foi escolhido um tempo 

razoável para a reação se processar por completo, caso ela ocorra ao longo do tempo, e para se 

ter uma razoável frequência analítica. 

 

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

variáveis pH e tempo. 

Variáveis 
  Nivéis  
 (-)  (+) 

pH (UpH),  pHreal 2  6 
Tempo (min), treal 5  20 

Ordem de 
execução 

Variáveis escalonadas*  Absorvância  
     pH                t Cu(PAN)2 PAN ΔAbs 

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              +√ 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 equações de auto-escalonamento para temperatura e tempo são respectivamente: 

 

                        pH = (pHreal – 4)                           t = (treal – 12,5) 
                         
                                                        Equação 5              Equação 6 
 
 
Através da associação dos valores de ΔAbs e dos valores das variáveis escalonadas pH 

(pH, UpH) e tempo (t, min) na Tabela 4, obteve-se o modelo matemático que descreve o 

sistema (Equação 7). 

 

ΔAbs = - 0,0947 + 0,1302pH - 0,0035t - 0,0135pH2 + 0,0001t2 + 2,8485.10-5pHt 
          
                       Equação 7 

 
De posse do modelo matemático (Equação 7), construiu-se a superfície de resposta 

com auxílio de um programa computacional gráfico (Statistica®, versão 8,0, USA). 

2 7,5 
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Figura 16. Superfície de resposta referente as variáveis pH e tempo na formação do 

complexo. 

 
O modelo matemático (Equação 7), através do termo de interação entre as variáveis 

pH e tempo de reação (2,8485.10-5pHt) mostram que ambas são praticamente independentes. 

Nota-se também que no intervalo avaliado a variável tempo não interfere no sistema estudado 

(0,0035t). A superfície de resposta e suas linhas de contorno mostram que em pH próximo a 

5,00, maior será a formação do complexo, isto é, será máxima a variação de absorvância 

(Δabs). Os tempos de reação não interferem no aumento da sensibilidade. Desta forma, nas 

condições de pH de 5,00 e o tempo de 5 minutos, haverá um aumento na sensíbilidade na 

determinação dos íons cobre(II) e portanto tais valores foram fixados para continuidade dos 

estudos. 

 
5.10. Avaliação da estabilidade óptica 
 

Com o objetivo de avaliar a estabilidade óptica do agente cromogênico PAN e do 

complexo formado do PAN com os íons cobre no spot test, em relação ao tempo, realizou-se 

Δ 
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um acompanhamento cinético do valor de absorvância a cada 5 minutos até completar 120 

minutos. 

Os resultados demonstram que o agente cromogênico PAN não tem variação 

significativa de absorvância, mostrando estabilidade óptica por pelo menos 120 minutos 

(Figura 17), não perdendo suas características de intensidade de cor e não se degradando pelo 

período de tempo estudado.  
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Figura 17. Estabilidade óptica do agente cromogênico PAN (λ = 480 nm) em spot test entre 

0 e 120 minutos. 

 
Portanto o spot test impregnado com o agente cromogênico PAN pode ser utilizado 

por pelo menos 120 minutos após a adição. 

Para o acompanhamento da estabilidade óptica do agente cromogênico PAN durante o 

período de uma semana (Figura 18), nota-se um descrécimo gradativo da absorvância ao 

longo dos dias, perdendo suas características de intensidade de cor, se degradando. 

 

 

Δ   
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Figura 18. Estabilidade óptica do agente cromogênico PAN (λ = 480 nm) em spot test 

durante o período de uma semana. 

 
Diante dos resultados apresentados na Figura 18, conclui-se que não é viável o 

armazenamento, por um período prolongado, dos spots tests impregnados com o agente 

cromogênico PAN para posterior utilização para a reação com os íons cobre(II). 

Os resultados para o complexo formado demonstram que o produto atinge sua 

estabilidade óptica após 5 minutos depois de adicionada a solução de íons cobre(II), 

mostrando um valor de absorvância aproximadamente constante por pelo menos 120 minutos, 

de acordo com a Figura 19. Os cinco minutos iniciais são necessários para a secagem do papel 

ao ar livre. 
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Figura 19. Estabilidade óptica do complexo (λ = 559 nm) em spot test entre 0 e 120 minutos. 

 

Δ   
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Portanto a leitura do spot test impregnado com o produto da reação entre o agente 

cromogênico PAN e os íons cobre(II) pode ser feita até 120 minutos depois após a adição dos 

reagentes sem perda de sinal analítico e sem diferença significativa na absorvância. 

 
5.11. Curva analítica de calibração para os íons cobre(II) 
 

A curva analítica de calibração (Figura 20), apresenta-se linear até a concentração 

estudada de 5,00 mg.L-1 e é descrita pela equação ΔAbs = 0,0397 CCu(II) + 0,0153 (r2 = 

0,9992).  

O método apresenta um limite de detecção de 0,15 mg.L-1 e limite de quantificação de 

0,52 mg.L-1, calculados em relação ao desvio padrão de um branco de reagentes, tendo uma 

faixa linear de trabalho de 0,52 mg.L-1 a 5,00 mg.L-1. 
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Figura 20. Curva analítica de calibração para íons cobre(II). 

 
5.12. Levantamento e estudo dos possíveis interferentes 
 

Avaliou-se pelo cálculo do fator de interferência se os íons cádmio(II), cobalto(II), 

chumbo(II), ferro(III), manganês(II), níquel(II) e zinco(II) e a mistura de todos esses íons 

metálicos são de fato interferentes e se causam algum efeito na determinação de íons cobre(II) 

pela metodologia proposta. Os resultados individuais de cada íon e do conjunto de todos estão 

dispostos nas Tabelas 5 a 12. 

 

ΔAbs = 0,0397 CCu(II) + 0,0153 
R2 = 0,9992 

Δ   
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Tabela 5. Fatores de interferência nos níveis de concentração mínimo e máximo para os íons 

cádmio(II). 

 
 

   
 
 
 
 

 
 

 

 
 
Tabela 6. Fatores de interferência nos níveis de concentração mínimo e máximo para os íons 

cobalto(II). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 7. Fatores de interferência nos níveis de concentração mínimo e máximo para os íons 

chumbo(II). 
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Tabela 8. Fatores de interferência nos níveis de concentração mínimo e máximo para os íons      

ferro (III). 

 
 
 
 
 
 
 
  
 

 
 
 

Tabela 9. Fatores de interferência nos níveis de concentração mínimo e máximo para os íons 

manganês(II). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 10. Fatores de interferência nos níveis de concentração mínimo e máximo para os íons 

níquel(II). 
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Tabela 11. Fatores de interferência nos níveis de concentração mínimo e máximo para os íons 

zinco(II). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Tabela 12. Fatores de interferência nos níveis de concentração mínimo e máximo para o 

conjunto de todos os íons. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Pelos valores dos fatores de interferência calculados e apresentados nas tabelas para 

cada íon isolado e para o conjunto total desses íons, todos apresentaram valores de fator de 

interferência fora da faixa de 0,95 a 1,05, ou seja, com porcentagens acima do limite tolerável 

(5,0%). Assim é possível observar um efeito significativo de interferência, ou seja, todos os 

íons e a combinação deles são de fato interferentes. Este efeito de interferência é intensificado 

pelo aumento da concentração dos íons interferentes e também quando a concentração dos 

íons cobre(II) está no seu nível mais baixo.  

 

5.13. Estudo da redução e/ou eliminação do efeito de interferência 

 
Uma alternativa para reduzir e/ou eliminar os efeitos de interferência desses íons 

metálicos é o uso de mascarantes (140). Para mascarar os íons metálicos cádmio(II), 

cobalto(II), ferro(III) e níquel(II), Perrin (140) propõe o uso do ácido malônico e para os íons 
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chumbo(II), manganês(II) e zinco(II) propôs o uso do trifosfato de sódio. Os resultados dos 

efeitos de interferência de cada íon específico nos níveis de mínimo e máximo, assim como da 

mistura de todos os íons, estão dispostos nas Tabelas 13 a 20. 
 

Tabela 13. Fatores de interferência nos níveis de concentração mínimo e máximo para os íons 

cádmio(II) com o mascarante ácido malônico. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 14. Fatores de interferência nos níveis de concentração mínimo e máximo para os íons 

cobalto(II) com o mascarante ácido malônico. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 15. Fatores de interferência nos níveis de concentração mínimo e máximo para os íons 

ferro(III) com o mascarante ácido malônico. 
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Tabela 16. Fatores de interferência nos níveis de concentração mínimo e máximo para os íons 

níquel(II) com o mascarante ácido malônico. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 17. Fatores de interferência nos níveis de concentração mínimo e máximo para os íons 

chumbo(II) com o mascarante trifosfato de sódio. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 18. Fatores de interferência nos níveis de concentração mínimo e máximo para os íons 

manganês(II) com o mascarante trifosfato de sódio. 
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Tabela 19. Fatores de interferência nos níveis de concentração mínimo e máximo para os íons 

zinco(II) com o mascarante trifosfato de sódio. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabela 20. Fatores de interferência nos níveis de concentração mínimo e máximo para o 

conjunto de todos os íons com os mascarantes ácido malônico e trifosfato de sódio. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Para a concentração estudada, de 0,20% m/v, dos mascarantes ácido malônico e 

trifosfato de sódio há uma grande redução dos efeitos de interferência de todos os íons 

metálicos, sendo que alguns dos efeitos de interferência de alguns íons ficaram dentro dos 

limites toleráveis (entre 0,95 e 1,05). Observa-se também que alguns desses efeitos de 

interferência de alguns íons ainda estão acima do limite tolerável, porém verifica-se a 

potencialidade dos reagentes mascarantes utilizados em diminuir os níveis de interferência e 

atuar como verdadeiros mascarantes para a metodologia proposta, tendo em vista que o 

aumento da concentração desses mascarantes no meio reacional pode reduzir o níveis de 

interferência dos íons metálicos estudados como o conjunto de todos eles para dentro dos 

limites toleráveis, em torno de 5,00%. 
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5.14. Otimização da concentração dos mascarantes 
 

Visando reduzir ainda mais os efeitos de interferência dos íons métalicos analisados e 

deixá-los dentro dos limites toleráveis, foi avaliado a concentração dos mascarantes ácido 

malônico e trifosfato de sódio separadamente e juntos em solução. Os resultados estão 

dispostos nas Figuras 20 a 23. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 21. Variação do fator de interferência em função da concentração do 

mascarante ácido malônico. 

 
 
Para o mascarante ácido malônico, à medida que sua concentração aumenta, provoca 

uma variação positiva na diminuição do efeito de interferência (Figura 21). Nota-se que a 

concentração de 0,30% m/v foi suficente para reduzir o fator de interferência para 0,97, o que 

significa uma interferência de somente 3,0%, ficando dentro dos limiteis toleráveis de 

interferência.  

O mesmo comportamento do ácido malônico é observado para o trifosfato de sódio. 

Assim, a concentração de 0,25% m/v foi suficiente para reduzir o fator de interferência para 

0,98, o que significa uma interferência de somente 2,0% (Figura 22), ficando assim, dentro 

dos limites aceitáveis de interferência. 
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Figura 22. Variação do fator de interferência em função da concentração do 

mascarante trifosfato de sódio. 

 
 
Os mascarantes ácido malônico e trifosfato de sódio quando empregados juntos, 

também provocam uma variação positiva na diminuição do efeito de interferência a medida 

que a concentração deles aumenta. Porém, a concentração de 0,25% m/v para cada 

mascarante foi suficente para reduzir o fator de interferência para 0,98, representando uma 

interferência de somente 2,0% (Figura 22), ficando dentro dos parâmetros toleráveis de 

interferência.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 

 
Figura 23. Variação do fator de interferência em função da concentração dos 

mascarantes ácido malônico e trifosfato de sódio. 
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Adicionalmente o emprego dos dois mascarantes juntos ocasionou uma diminuição da 

concentração do mascarante ácido malônico que antes era de 0,30% m/v para 0,25% m/v, 

redução que provoca uma economia de reagentes, estando em acordo com os príncipios da 

química verde. 

 
5.15. Curva analítica de calibração com a presença dos mascarantes 
 

A curva analítica de calibração (Figura 24), apresenta-se linear até a concentração de 

10,00 mg.L-1 e é descrita pela equação ΔAbs = 0,0121 CCu(II) + 0,0038 (r2 = 0,9982).  

O método apresenta um limite de detecção de 0,12 mg.L-1 e um limite de quantificação 

de 0,47 mg.L-1, calculados em relação ao desvio padrão de um branco de reagentes, tendo 

uma faixa linear de trabalho de 0,47 mg.L-1 a 10,00 mg.L-1. 

O desvio padrão relativo da curva analítica de calibração intradia foi de 1,82% e de 

interdia de 2,64%. 
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Figura 24. Curva analítica de calibração para íons cobre(II) com a presença dos mascarantes. 

 
Observando a curva analítica de calibração (Figura 24) é possível concluir que a 

adição dos mascarantes ácido malônico e trifosfato de sódio provoca uma redução do sinal 

analítico, ocasionando perda de sensibilidade quando os coeficientes ângulares das curvas 

analíticas são comparados (Figuras 20 e 24). Mesmo com a perda de sensibilidade, os limites 

de detecção e quantificação mantiveram praticamente a mesma ordem, pois a presença dos 

mascarantes deixaram as medidas de absorvância mais precisas, diminuindo assim, o desvio 

padrão dessas medidas. 

Δ   

ΔAbs = 0,0121 CCu(II) + 0,0038 
(r2 = 0,9982) 
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Os resultados dos desvios padrões relativos obtidos foram relativamente baixos e 

satisfatórios, mostrando que as medidas foram precisas. 

  
5.16. Precisão e exatidão do método 
  

A precisão e a exatidão do método foram avaliadas através da dopagem de amostras 

sintéticas de aguardente de cana-de-açúcar sintetizadas em laboratório. Os resultados das 

recuperaçãos, do desvio padrão, do teste estatístico (teste “t”) aplicado e do erro relativo estão 

dispostos na Tabela 21. 

 

Tabela 21. Valores de recuperação, desvio padrão, teste estastitítico “t” e erro relativo de íons 

cobre(II) obtida nas amostras sintéticas de aguardente de cana-de-açúcar. 

Amostras 
sintéticas 

[Cu(II)] 
Método 

Referência 
(mg.L-1) 

[Cu(II)] 
Método 

Proposto 
(mg.L-1) 

Test “F”a Test “t”b 
Erro 

Relativo 
(%) 

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 

 

a : Test “F” realizado ao nível de 5% de probabilidade e n=5; 
Ftabelado = 5,050. 
b : Test “t” realizado ao nível de 95% de confiança e n=5; 
ttabelado = 2,776. 

 

Para as concentrações de íons cobre(II) avaliadas, nas amostras sintéticas de 

aguardente de cana-de-açúcar, todos resultados foram estatisticamente semelhantes ao nível 

de confiança de 95% e dentro do intervalo aceitável de erro (≤ 5,00%). Os valores de 

recuperação apresentaram boa exatidão, precisão, mostrando ser uma metodologia confiável. 

 
5.17. Avaliação do efeito de matriz 
 

Os testes para verificar se há algum efeito de matriz na determinação de íons cobre(II) 

foram feitos em três amostras de aguardente de cana-de-açúcar. Dentre essas amostras, uma 

amostra foi de aguardente de cana não adoçada e não envelhecida (Amostra 1), uma de 

aguardente adoçada (Amostra 2) e outra de aguardente de cana adoçada e envelhecida em 
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barril de carvalho (Amostra 3). Os resultados das recuperações destas amostras estão 

apresentados na Tabela 22. 

 
Tabela 22. Valores de recuperação obtidos de íons cobre(II) nas amostras de aguardente de 

cana-de-açúcar. 

Amostra 
[Cu(II)] 

adicionada 
(mg.L-1) 

[Cu(II)] 
encontrada 

(mg.L-1) 
Recuperação (%) 

Amostra 1 

2,50 2,48 99,2 

5,00 5,03 100,6 
7,50 7,41 98,8 
10,00 9,96 99,6 

Amostra 2 

 
2,50 2,46 98,5 

5,00 4,97 99,4 
7,50 7,65 102,0 

10,00 10,01 100,1 

Amostra 3 

 
2,50 2,47 99,0 

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 recuperação para os íons cobre(II) estão dentro 

do intervalo aceitável de 95 e 105%, mostrando que não há interferência significativa de 

nenhuma das matrizes avaliadas para a metodologia proposta.  

 
5.18. Determinação de íons cobre(II) em amostras de aguardente de cana-

de-açúcar comerciais 
 

Dez marcas industrializadas de aguardente de cana-de-açúcar e comercializadas em 

supermercados e lojas especializadas foram utilizadas para a aplicação do método proposto. 

Os resultados das concentrações obtidas estão apresentados na Tabela 23. 
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Tabela 23. Teor de íons cobre(II) nas amostras comerciais de aguardente de cana-de-açúcar. 

Amostra 
Teor 

alcoólico 
(% v/v) 

Região 
(cidade/estado) 

[Cu(II)] 
Método 

Referência 
(mg.L-1) 

[Cu(II)] 
Método 

Proposto 
(mg.L-1) 

Test 
“F”a 

Test 
“t”b 

Erro 
Relativo 

(%) 

1 45 Brotas/SP 2,90 ± 0,04 2,85 ± 0,06 2,9626 2,2469 -1,72 

2 39 Pirassununga/ 
SP 0,52 ± 0,03 0,54 ± 0,07 1,8746 0,9818 3,85 

3 40 Jaú/SP 4,30 ± 0,06 4,22 ± 0,04 0,6587 2,3983 -1,86 

4 49 Jaú/SP 4,39 ± 0,04 4,33 ± 0,03 0,8704 2,0591 -1,37 

5 39 Santa Rita Passa 
do Quatro/SP 0,99 ± 0,02 0,97 ± 0,02 1,1200 1,7143 -2,02 

6 39 Pirassununga/ 
SP 0,67 ± 0,04 0,68 ± 0,08 4,6908 0,3388 1,49 

7 39 Rio Claro/SP 1,15 ± 0,02 1,19 ± 0,01 2,6133 2,5762 3,48 

8 38 Pirassununga/ 
SP 0,46 ± 0,09 0,48 ± 0,09 3,4814 1,1749 4,35 

9 38 Patrocínio 
Paulista/SP n.d. n.d. - - - 

10 39 Jundiaí/SP n.d. n.d. - - - 

a : Test “F” realizado ao nível de 5% de probabilidade e n=5; 
Ftabelado = 5,050. 
 

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

Comparando as duas metodologias, é possível observar uma pequena diferença de 

resultados na concentração de íons cobre(II) nas amostras analisadas. Essa diferença encontra-

se dentro dos padrões de confiabilidade aceitáveis, mostrando que a metodologia proposta tem 

boa exatidão e precisão. De todas as amostras analisadas, nenhuma apresentou teores de íons 

cobre(II) acima do permitido pela legislação brasileira, evidenciando assim, um cuidado e 

limpeza adequados dos alambiques utilizados na produção da aguardente de cana–de-açúcar. 

Todavia, a amostras 1, 3, e 4 apresentaram teores de íons cobre(II) acima dos limites 

toleráveis estabelecidos pela legislação dos Estado Unidos (2,00 mg.L-1) e da União Europeía 

(1,00 mg.L-1), estando impróprias para exportação. No entanto, a amostra 7 apresentou teores 
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de íons cobre(II) acima dos limites toleráveis estabelecidos somente pela legislação da União 

Europeía. 

 
6. Conclusões 
 

Neste trabalho foi desenvolvido um novo método para determinação de íons cobre(II) 

em aguardente de cana-de-açúcar, utilizando a combinação da espectroscopia de reflectância 

difusa com spot tests. As vantagens da metodologia desenvolvida está na economia de 

reagentes, baixa geração de resíduos, uso de solventes de baixíssima toxidade tornando o 

método mais limpo, simples, rápido, econômico e portátil. 

Para otimização das condições experimentais, a fim de obter um valor máximo de 

absorvância, foram realizados vários experimentos pelo método univariado e planejamento 

fatorial com análise de superfície de resposta. De acordo com os resultados apresentados, as 

melhores condições de reação de formação do complexo Cu(PAN)2 empregando a 

combinação spot test-reflectância difusa e detecção espectrométrica em 559 nm são: 

 A forma e ordem de adição dos reagentes para se obter uma mancha melhor e mais 

uniforme, foi adicionando o agente cromogênico PAN primeiramente, secagem e adição da 

solução alcoólica de íons cobre (II); 

 O intervalo de concentração alcoólica da solução de íons cobre(II) que promoveu melhor 

ganho de sensibilidade foi de 35 a 40% v/v; 

 O uso de agentes tensoativos (surfactantes), tanto aniônico como catiônicos, não 

provocaram melhora na sensibilidade; 

 O melhor solvente para diluição do agente cromogênico PAN foi o etanol (enquadrando 

dentro do método de química verde);  

 A melhor concentração de PAN em etanol foi de 0,12% m/v, pois acima deste valor não 

houve aumento de sensibilidade; 

 O  melhor pH  para a solução alcoólica de íons cobre(II) foi o pH = 5,00; 

 O tempo de reação não contribui para o aumento da sensibilidade, assim o tempo de 5 

minutos foi utilizado; 

 O agente cromogênico PAN e o complexo Cu(PAN)2 formado foram estáveis por até 2 

horas; 

 Os efeitos dos íons interferentes podem ser minimizados a nível de 2,0% utilizando 

concentrações de mascarantes ácido malônico e trifosfato de sódio a 0,25% m/v. 
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Também foram observados baixos limites de detecção e quantificação em relação ao 

limite máximo de cobre permitido em aguardente pelo MAPA (5,00 mg.L-1), os quais foram 

de 0,12 e 0,47 mg.L-1, respectivamente. O método apresentou boa sensibilidade analítica, boa 

repetibilidade e de acordo com os testes estatísticos, boa precisão e exatidão. 

O método proposto apresenta vantagens como baixo custo relativo de equipamento e 

manutenção quando comparado com o equipamento exigido para a aplicação da metodologia 

de referência (oficial). Além disso, apresenta baixo custo de analise, pois não há o uso de gás 

como na metodologia de referência. Há também a possibilidade de medidas “in situ”, pois o 

aparato para as medidas de reflectância difusa pode ser carregado para qualquer lugar e 

conectado a computadores móveis e fontes de energia alternativas como baterias, o que é 

impossível para um equipamento de espectrofotometria atômica de chama, no qual o mesmo 

exige um local específico reservado para a realização das análises, apresenta grande volume e 

necessita estar ligado a uma fonte de gás para alimentação da chama. 

      As amostras comerciais de aguardente de cana-de-açúcar analisadas não apresentaram 

teores de íons cobre(II) acima do limite permitido pela legislação brasileira. Todavia, algumas 

amostras encontram-se com teores de íons cobre(II) acima do permitido pela legilação vigente 

na comunidade européia e Estados Unidos, sendo assim consideradas impróprias para 

exportação. 
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