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RESUMO

A producdo de cachaga constitui-se como um dos setores agroindustriais com maior
crescimento, atualmente existe mais de 30 mil produtores de cachaga por todo o pais. Define-
se como cachaga a aguardente de cana-de-acUcar produzida no Brasil, com graduacao
alcodlica de 38-48% em volume, a 20 °C. A Instru¢cdo Normativa n° 13/2005 estabelece 0s
padrdes de identidade e qualidade de cachaca e um desses padrdes estd relacionado com a
presenca de cobre, que estabelece o limite maximo de 5 mg/L. Neste contexto, o presente
trabalho teve por objetivo avaliar o teor de cobre presente nas cachagas comercializadas na
regido oeste de Santa Catarina. Foram coletadas 08 amostras de diferentes marcas, e
posteriormente realizadas analises quanto aos parametros de % de etanol, acidez media (mg
acido acetico/100 mL alcool anidro), pH, residuo de evaporacdo, condutividade e a
determinacdo do cobre na cachaca. Das cachacas analisadas, somente uma apresentou a
graduacdo alcodlica acima do que estabelece a legislacdo, podendo ser considerada como
aguardente e ndo cachaca. Todas as amostras apresentaram acidez média em conformidade
com a legislacdo, quanto a condutividade e residuo de evaporacdo houve uma variacdo nos
resultados, somente uma amostra diferiu de todas as outras. A determinacdo do cobre foi
realizada pelo método instrumental de espectrofotdmetro UV-vis, utilizando-se o corante
indigo carmim nas amostras. Entre as amostras analisadas apenas uma apresentou resultado
acima do limite estabelecido pela legislacdo vigente, representando cerca de 25% das

amostras analisadas.

Palavras chaves: Teor de Cu (lI), Oeste Santa Catarina, Espectrofotometria UV-vis.



ABSTRACT
Production of cachaca is one of the fastest growing agro-industrial sectors, currently there are
more than 30,000 cachaga producers throughout the country. Cachaca is defined as sugarcane
brandy produced in Brazil, with an alcohol content of 38-48% by volume at 20 ° C.
Normative Instruction No. 13/2005 establishes the standards of identity and quality of cachaca
and one of these standards is related to the presence of copper(ll), which establishes the
maximum limit 5 mg/L. In this context, this work aimed to evaluate the copper content
present in the cachaga produced and marketed in the west region of Santa Catarina. Were 08
samples of different brands were collected, and then performing analysis of the % ethanol
parameters, average acidity (mg acetic acid / 100 mL anhydrous alcohol), pH, evaporation
residue, conductivity and the copper determination in the cachaga. Of the cachaca analyzed,
only one presented the alcoholic degree above the established by the law, and can be
considered as brandy and not cachaca. All samples presented average acidity according with
the law, as for conductivity and evaporation residue there was a variation in the results,
sample one differed from all others. Copper determination was performed by the instrumental
method of UV-vis spectrophotometer, using the indigo carmine dye in the samples, where
only one of the samples presented results above the limit established by the current law,

representing some 25% of the samples analyzed.

Keywords: Presence of cooper(ll), West of Santa Catarina, UV-vis Spectrophotometry.
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1 INTRODUCAO

Cachaca é um destilado nacional de denominacdo exclusiva da aguardente de cana
produzida no Brasil, definida pelo Decreto Federal n° 6.871 de 4 de junho de 2009. Possui
graduacdo alcodlica de 38 a 48% a 20 °C, obtida por meio do destilado do mosto fermentado
de cana-de-acglcar (BRASIL, 2009).

A producéo de cachaga constitui-se como um dos setores agroindustriais com maior
crescimento no pais, considerada uma bebida simbolo de nacionalidade brasileira, apreciada
devido seus processos de fermentacdo, destilacdo e envelhecimento, que destacam ainda mais
as caracteristicas sensoriais como aroma e sabor (ROBRIGUES, 2013).

No Brasil atualmente existem mais de 30 mil produtores de cachaga, sendo a cachaca
a terceira bebida de maior consumo no mundo ficando apenas atras do consumo de cerveja
que é uma bebida fermentada. Portanto o estado com maior producdo da cachaca industrial é
S&o Paulo e Minas Gerais 0 estado de maior producgédo de cachaca artesanal. (ALAMBIQUE
DA CACHACA, 2009).

As etapas bésicas do processamento da cachaca incluem a moagem da cana, a
fermentacao e a destilagdo. Um dos materiais mais utilizados na construcao dos destiladores, é
0 cobre metéalico. Entretanto, quando o metal do equipamento for exposto a presenca de dgua
mais oxigénio e gas carbbnico, ocorre a formacdo de uma camada esverdeada chamada de
“azinhavre”. Essa camada se desprende do equipamento no momento da destilacdo entrando
em contato com o produto, ocorrendo assim a possivel contaminagédo pelo cobre (GARBIN;
BOGUSZ JUNIOR; MONTANO, 2005).

Uma alternativa ja estudada foi a utilizacdo do aco inox como substituto do cobre
como material construtivo dos destiladores. Entretanto, o destilado apresentou odores
caracteristicos de sulfetos, destacando-se também que as carateristicas sensoriais da cachaca
sdo melhores quando utilizado destiladores de cobre em comparacdo aos de aco inox
(NASCIMENTO et al., 1998).

Apesar de ser considerado um metal essencial de niveis tragos, quando absorvido em
excesso pode gerar grandes problemas, pois pode interferir nas atividades cataliticas de
algumas enzimas, ou ainda desenvolver alguns tipos de doencas como epilepsia, melanomas,
artrite reumatoides e doencgas psiquiatricas (GERAIS et al., 2003).

A legislacdo brasileira estabelece como limite maximo de cobre na cachaga, 5 mg/L™

e na literatura, encontram-se descritos alguns métodos para determinacdo de cobre em
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cachaca. A metodologia oficial recomendada pela Association of Official Analytical Chemists
(AOAC) e pelo Instituto Adolfo Lutz é o de absor¢do atdmica, entre tanto, alternativamente é
possivel adaptar ou adotar-se 0s métodos potenciométricos ou de espectrofotometria
ultravioleta visivel. A metodologia de UV-vis é considerada uma analise mais barata, por isso
realizou-se esta metodologia para o desenvolvimento do presente trabalho.

Dessa forma, o objetivo central do trabalho foi determinar os teores de cobre em
diferentes amostras de cachaca comercializadas no oeste catarinense, pelo método analitico de
espectrofotometria UV-vis, comparando os resultados com os padrdes estabelecidos pela
Instrucdo Normativa n°13 de 2005.



2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o teor de Cobre(ll) e analises fisico-quimicas em diferentes marcas de

cachaca produzidas e comercializadas na regido oeste de Santa Catarina.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICOS

- Analisar o percentual de alcool presente em amostras comerciais de cachaca;

- Analisar residuo de evaporacao versus a condutividade das amostras;

- Verificar teste de estabilidade indigo carmim;

- Determinacéo dos comprimentos de maximos de absorcéo do indigo carmim e do complexo;
- Analisar os niveis de Cu?* obtido pelo método espectrofotométrico;

- Verificar se 0s niveis de cobre e etanol encontrados estdo conforme a legislacao vigente;
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3 REVISAO DE LITERATURA

A revisdo bibliografica do presente trabalho foi dividida em trés secGes, as quais
abordam: a definicdo e processamento da cachaca, o fundamento das técnicas para

determinacéo de Cu?* e toxicologia do cobre.

3.1 Cachaca

De acordo com o Decreto n° 6.871, de 4 de junho de 2009, que dispde sobre a
padronizacdo, a classificacdo, o registro, a inspecédo, a producéo e a fiscalizacdo de bebidas
(BRASIL, 2009):

Art. 53. Cachaca é a denominacdo tipica e exclusiva da aguardente de cana
produzida no Brasil, com graduacéo alcodlica de trinta e oito a quarenta e oito por
cento em volume, a vinte graus Celsius, obtida pela destilacdo do mosto fermentado
do caldo de cana-de-aclcar com caracteristicas sensoriais peculiares, podendo ser
adicionada de agUcares até seis gramas por litro.

De acordo com Filho (2010), cachaga é denominada exclusiva aguardente produzida
no Brasil, sendo que a diferenca de cachaca e aguardente sdo devidos aos percentuais de
alcool encontrados em ambas, pois cachaca possui de 38 a 48% e a aguardente de 38 a 54%.

A cachaca pode ainda ser definida como uma bebida envelhecida de acordo com
percentual minimo de 50% de cachaca envelhecida em recipiente de madeira, sendo
envelhecidas em madeiras apropriadas, por um periodo ndo inferior a um ano (BRASIL,
2009).

A Instrucdo Normativa N° 13, de 29 de junho de 2005, do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), estabelece alguns padrdes necessarios para a qualidade da

cachaca, conforme apresenta a tabela a seguir (BRASIL, 2009).
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Tabela 1 - Padrdes de identidade e qualidade de cachaca, regulamentadas pela legislagcéo

brasileira
COMPONENTE UNIDADE DE MEDIDA LIMITE
Maximo Minimo
Graduacdo Alcodlica cachaca °GL 48 38
Graduacdo Alcodlica aguardente °GL 54 38
Acidez volatil, expressa emacido ~ mg /100 mL de alcool anidro 150 -
acético;
Esteres totais, expressos em acetato  mg /100 mL de alcool anidro 200 -
de etila;
Aldeidos totais, em acetaldeido; mg /100 mL de alcool anidro 30 -
Soma de alcoois superiores mg/100 mL de alcool anidro 360 -
Cobre mg/L 5 -
Furfural mg/100 mL de alcool anidro 5 -
Alcool metilico mg/100 mL de alcool anidro 20 -

Fonte: Adaptado de BRASIL (2009).

Portanto para que ocorra a producdo de um produto de qualidade é necessario que se
tenha controle das etapas de producéo tanto industrial quanto artesanal, garantindo que a
bebida chegue até o consumidor conforme as exigéncias estabelecidas pelas legislacdes, e
seguindo um fluxo de producéo adequado (VOLPE, 2013).

De acordo com Brasil (2009) a cachaca deve ser classificada como:

a) Cachaca: adicdo de acucares até 6 g/L expresso em sacarose.

b) Cachaca Adocada: quantidades de acucares superior a 6 g/L e inferior a 30 g/L.

c) Cachaca Envelhecida: contém 50% de cachaca, devendo ser envelhecida em
recipientes de madeira apropriados, com capacidade maxima de 700 L por um periodo nédo
inferior a um ano.

d) Cachaca Premium: contém 100% de cachaca, devendo ser envelhecida em
recipientes de madeira apropriados, com capacidade maxima de 700 L por um periodo nédo
inferior a um ano.

e) Cachaca Extra Premium: contém 100% de cachaca, devendo ser envelhecida em
recipientes de madeira apropriados, com capacidade maxima de 700 L por um periodo nédo
inferior a trés anos.

Tanto o tipo de cachaga, quanto os padrdes de qualidade sdo dependentes do rigor no

processamento do produto bem como as etapas que compde tal processo, conforme mostrados
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a sequir.

3.2 Processamento da Cachaca

Para o processo de fabricacdo da cachaca € necessario o desenvolvimento de algumas
etapas basicas como: recepcéo, limpeza da matéria-prima, moagem, fermentagdo, destilag&o,
envase e armazenamento, de acordo com a figura 1.

Figura 1 - Fluxograma do processo de producao da cachaca
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Fonte: as autoras (2019).

O local de recepcdo da cana-de-agucar deve ter capacidade de recebimento suficiente
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para a producdo diaria, livre de sujidades que possam provocar alguma contaminagao por
meio de microrganismos. O tempo de espera da matéria-prima entre o corte e o inicio da
fermentacdo ndo deve ultrapassar 24 horas, pois apds o corte a cana pode sofrer
contaminacgdes microbianas, ocasionando perdas de rendimento e afetando a qualidade do
produto (SILVA, et al, 2011).

Deve-se proceder a limpeza da cana-de-agUcar antes da moagem para evitar possiveis
contaminacgdes durante o processamento. O processo de moagem € de grande importancia,
pois € a partir dele que se obtém o rendimento. Seu objetivo é extrair o aglcar que se encontra
dissolvido no caldo, utilizando-se moendas que sd&o compostas por cilindros que iréo
favorecer o esmagamento da cana-de-agUcar (FILHO, 2010).

O acucar do caldo deve ser corrigido/padronizado entre 14° e 16° Brix, utilizando
agua desmineralizada, pois 0 excesso de sacarose compromete o momento da fermentacéo,
formando maior quantidade de alcool, e impedindo que as leveduras continuem o processo de
fermentacgdo (OLIVEIRA, et al, 2005)

De acordo com Silva, et al (2011), na fermentacdo ocorre a transformacdo dos
acucares fermentesciveis presentes no caldo em alcoois, por meio da acdo de leveduras
Saccharomyces cerevisiae.

O mosto fermentado de cana-de-agUcar produzido é transferido para um alambique
onde € realizado o processo de concentracdo dos compostos presentes no mesmo, utilizando-
se destilacdo. Neste processo separa-se 0 produto da destilagdo em trés fracdes designadas de
cabeca, coracdo e cauda. Utiliza-se apenas a fracdo coracdo, as demais ndo sdo utilizadas por
possuirem uma grande quantidade de compostos toxicos (SILVA, et al, 2011).

Depois da destilacdo é realizada a etapa de filtracdo com o objetivo de eliminar
impurezas ainda remanescentes, conferindo mais limpidez, transparéncia e brilho ao produto.
Para este processo normalmente sdo utilizados filtros de algodao e resinas neutras, entre
outras, que ndo influenciem nas caracteristicas sensoriais do produto (FILHO, 2010).

O envelhecimento da cachaca ocorre logo apds a destilagdo com a funcdo de
melhorar a qualidade do produto e conferir aromas e sabor. O envelhecimento tem objetivo de
contribuir para 0s aspectos sensoriais pela incorporacdo de compostos da madeira (SILVA, et
al, 2011).

Segundo Rodrigues (2013), os recipientes utilizados para o envelhecimento da
cachaca séo os barris e tonéis de madeira, que atuam como uma membrana semipermeavel,

permitindo a passagem de vapores de alcool e &gua, que ocorre em funcdo das condigdes de
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umidade relativa e da temperatura do local de armazenamento.

O envelhecimento em barris de diferentes tipos de madeira vem sendo adotado como
um diferencial no produto, tornando-o mais competitivo pelo mercado fornecedor e mais
apreciado pelo consumidor final (SILVA, et al, 2011).

Conforme Rodrigues (2013) também ocorre a extracdo da madeira de substancias
tanicas, acgucares, glicerol e acidos organicos ndo volateis que alteram aroma, sabor e

coloragéo da cachaca que ao decorrer do envelhecimento essas alteracdes séo estabilizadas.

3.2.1 Destilacao

A destilagdo é a etapa na qual ocorre a volatilizagdo do liquido por meio de
aquecimento. Neste processo pode ocorrer a formagdo de alguns componentes, pois 0S
alambiques de cobre atuam como verdadeiros reatores (FILHO, 2010).

A etapa de destilagdo tem como principio a diferenca entre os pontos de ebulicdo da
agua (100 °C) e do alcool (78,4 °C). Quando ocorre uma mistura entre agua e alcool o ponto
de ebulicdo tende a mudar, pois ocorre a formagdo de uma solucdo hidroalcodlica, com um
ponto de ebulicdo intermediario entre os compostos envolvidos (agua e alcool) (EMBRAPA,
2008).

A Instrucdo Normativa n° 13, de 29 de junho de 2005, que dispde sobre a Aprovagéo
do Regulamento Técnico para Fixacdo dos Padrdes de Identidade e Qualidade para
Aguardente de Cana e para Cachaca (BRASIL, 2009), define que:

A destilacdo deve ser efetuada de forma que o produto obtido preserve o aroma e o
sabor dos principais componentes contidos na matéria-prima e daqueles formados
durante a fermentacdo. E vedada a adigdo de qualquer substancia ou ingrediente
apo6s a fermentacdo ou introduzido no equipamento de destilacdo que altere as
caracteristicas sensoriais naturais do produto.

De acordo com Oliveira, et al. (2005), o processo de destilacdo é separado em trés
fracOes:

a) Cabeca: € a primeira fracdo, de cerca de 5% a 10% do destilado total, que contém
a maior parte do metanol e parte dos aldeidos.

b) Coracdo: a segunda fracdo, com cerca de 80% do destilado total. E a Cachaga.

¢) Cauda ou Agua Fraca: a terceira fracio. Corresponde aos cerca de 10% a 15%
finais do destilado total. Contém acidos volateis e parte dos alcoois superiores, entre outros.

Os alambiques de cobre sdo amplamente utilizados, especialmente por produtores

que trabalham em microescala. Muitos pesquisadores atribuem ao cobre o papel de catalisador
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durante o processo de destilagdo da cachaca. (LIMA NETO & FRANCO,1994 apud
AZEVEDO et al., 2003).

A cachaca produzida em alambiques de cobre confere melhor qualidade ao produto
quando comparado aos alambiques confeccionados com outros materiais, como 0 ago inox;
porém podem contaminar ao produto quando o manejo (pincipalmente a higiene) da producéo
é inadequado (NASCIMENTO et al., 1998 apud AZEVEDO et al., 2003).

Portanto quando ocorrer o contado entre o cobre, agua, oxigénio e gas carbonico,
ocorre a formacdo do composto azinhavre, sendo indesejavel ao produto pois € um composto
toxico quando presente em quantidades superiores a 5 ml/L. Podendo ser verificado a seguir a
reacao.

2Cus) + O2(g) + H20(g) + CO2(g)— Cu2(OH)2CO3s

A limpeza prévia do alambique serve para prevenir a contaminacdo por cobre na
cachaga. Para eliminar o “azinhavre” indica-se a pré-destilagdo com solucgdes de acido acético
e/ou suco de lim&o. Por ser acido, o limdo facilita a remo¢éo do azinhavre, que por ser uma
solucéo basica, é facilmente arrastado por vapores acidos. A retirada destes residuos acidos é

obtida atraves da realizacdo da destilacdo com agua (OSTI, 2014).

3.4 Fundamentos da Espectroscopia

Espectroscopia € o processo de medida que, basicamente, emprega as propriedades
de absorcdo e/ou emissdo energia eletromagnética dos atomos e moléculas em uma das
regides do espectro eletromagnético (CIENFUEGOS, et al, 2000).

Os equipamentos espectroscépicos geralmente possuem os mesmos médulos basicos,
fonte de luz, monocromador, prisma, cubeta, detector e leitor (CECCHI, 2003). A luz reincide
no prisma, que divide a luz em diferentes comprimentos de ondas gerando diferentes cores,
ap0s passar pelo prisma o comprimento de onda € selecionado no equipamento e passa pelo
monocromador que transforma esta luz em um Unico comprimento de onda especifico, esta
luz monocromética passa pela cubeta que contém a solucdo que estd sendo analisada,
chegando assim ao detector que passara as observagdes de absorbancia e transmitancia para o

leitor. Conforme mostra a figura 2.
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Figura 2 - Elementos que comp&em o espectrofotdmetro.

—
—

Fonte: kasvi.com.br

Onde: a) fonte de luz; b) colimador; c) prisma ou rede de difracdo; d) fenda seletora;

e) cubeta contendo solucdo; f) detector; g) leitor.

A faixa de comprimento de onda na regido ultravioleta do espectro é considerada
entre faixa de 100 a 400 nm, ja na regido visivel, é de 400 a 780 nm (CECCHI, 2003).
Conforme mostra a figura 3.

Figura 3 - Faixa comprimento de onda.
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Fonte: Guedes (2018).
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A amplitude de comprimento de onda absorvida e/ou transmitida por determinado
composto quimico € o principio basico da espectrometria. O comprimento de onda depende
da frequéncia, da velocidade da luz e do indice de refracdo do meio (CECCHI, 2003):

A=c/mv
Onde: A = comprimento de onda; ¢ = velocidade da luz; n = indice de refracdo do

meio; v = velocidade da luz.
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Um dos métodos analiticos mais utilizados nas determinagdes analiticas em diversas
areas é a espectrofotometria visivel e ultravioleta. Utiliza-se este método na identificacdo dos
grupos organicos cromdforos e ions de metais de transicdo, pois, estes compostos absorvem a
radiagio no comprimento de onda UV — vis (VINADE, et al, 2005).

Utiliza-se solucdes incolores e/ou coloridas para analisar a radiagdo absorvida, sendo
assim, na espectrofotometria de absorcéo visivel a base é a analise quantitativa de qualquer
material colorido. J& a absorcdo ultravioleta tem como base, a andlise de substancias
incolores (CECCHI, 2003).

3.4.1 Lei de Lambert - Beer

A Lei de Lambert — Beer pode ser definida como uma observacdo Optica, que
relaciona a absorcéo de luz com as propriedades do material atravessado por esta. A variacao
de intensidade da absorcéo da radiacdo por meio da interacdo das moléculas da matéria sera
medida por meio da radiacdo transmitida. O encontro da molécula com a radiacdo pode ser
refratada, refletida e/ou difundida ou dar fluorescéncia (CECCHI, 2003).

Para calcular a concentracdo utilizando o valor da absortividade (a) da amostra
conhecido, utiliza-se a seguinte formula (CECCHI, 2003):

A=EbC
Onde: A = absorbancia; E = coeficiente de absortividade molar; b = caminho 0Optico;

C = concentragéo.

Pode-se expressar a intensidade de uma banda de absorcdo em um espectro no
ultravioleta e no visivel pela absortividade molar no maximo de absor¢do Emax ou l0g Emax.
Quando o material absorvido ndo é conhecido, pode-se exprimir a intensidade de absorcao
como (CIENFUEGQOS, et al, 2000):

E¥%=Alcb
Onde: E ¥ = energia absorvida; A = absorbincia; ¢ = concentragdo em grama por

100 mL; b = caminho éptico através da amostra, em centimetro.

Cecchi (2003) define que “transmitancia ¢ a razdo entre o poder radiante transmitido
pela amostra e o poder radiante incidente na amostra. E absorbancia é o log do inverso da

transmitancia”. A passagem de um feixe de radiagdo com um unico comprimento de onda em
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um numero de moléculas absorventes idénticos, terd como resultado a absorcdo de fracdes
idénticas de energia radiante que as atravessa (CECCHI, 2003).

A lei de Beer estabelece relacdo entre transmitancia, espessura da amostra e
concentracdo das espécies que absorvem, tendo a seguinte relacdo (CIENFUEGOQOS, et al,
2000):

Logio (I, /) =kecb=A

Onde: I= intensidade da luz transmitida; I.= intensidade da luz incidente; k=

constante caracteristica do soluto; c= concentragdo do soluto; b= comprimento do caminho

Optico através da amostra; A= absorbéancia;

3.4.2 Desvios da Lei de Lambert-Beer

Para a Lei de Beer ser confiavel a radiacdo incidente deve ser monocromaética,
precisa atuar independente dos centros absorventes no processo de absor¢éo e a ocorréncia da
absorcdo numa se¢édo universal uniforme (CECCHI, 2003).

Desvios quimicos: Mudancas na concentragdo da solucdo por interagdo das
moléculas do soluto entre si e com solvente, através dos efeitos de associagdo ou dissociacéo.
Para evitar este desvio, as solu¢bes devem ser diluidas abaixo de 0,01M (CECCHI, 2003).

Desvios instrumentais: lluminacdo ndo monocromatica, isto é, de um Unico
comprimento de onda. Sinal do detector ndo linear e ndo proporcional a concentracdo da
solucdo (CECCHI, 2003).

3.5 Indigo Carmim e a Complexacéo do Cobre

O indigo carmim (IC) é um corante anidnico, sal sédico do é&cido 5,5-
indigodisulfonico, é quimicamente estavel, pois possui uma complexa estrutura molecular. E
utilizado em inddstrias téxteis, farmacéuticas, papel e celulose e também nas alimenticias.
(VENDRUSCOLO, 2017 apud PAVANELLI, 2010).

Sua absorbancia maxima esta no comprimento de onda de 610 nm. Antes (2017) diz
gue o sistema responsavel pela cor € o arranjo transversal de dois elétrons doadores (N) e dois
elétrons receptores (C=0) na dupla ligagdo C=C ocorrem devido o grupo cromoforo (ANTES,
2010 apud MEIRA,2014). Conforme mostra a figura 4.
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Figura 4 - Estrutura quimica do corante indigo carmim.
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Fonte: Quintero e Cardona (2010).

Zanoni (2010) determinou a estequiometria do processo do complexo, que evidencia
uma razéo 2:1, pH de 10 e temperatura ambiente, mostrando que o complexo manteve-se
estavel por 30 minutos. A interacdo entre os ions de Cu(ll) e o indigo carmim em meio
alcalino resulta na formacao do complexo Cu2(IC) (ZANONI, 2010), conforme se observa na

figura 5.

Figura 5 - Complexacdo do Cobre (Cu2(1C)).
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Fonte: alterado pelas autoras (2019).

A reacdo quimica formada entre o cobre e 0 indigo carmin é 2Cu*(aq + IC «

Cu2(IC)(aq.Onde o hidrogénio presente na reacdo € substituido pelo ion de cobre.

3.6 Toxicologia do Cobre

Considera-se o cobre como um metal essencial para o ser humano, quando presente
em quantidades tracos, a FBN (Food Nutritional Board) estabeleceu como recomendacéo
diaria deste metal a ingestdo de 1,5 a 3,0 mg por dia para adultos (GARBIN et al., 2005 apud
RDA,1998). Em pequenas quantidades o cobre € de grande importancia para o organismo,

sendo distribuido em diferentes concentragdes por todo nosso corpo. (ROSAet al., 2018).
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O cobre € um metal que atua no organismo como um cofator de diversas enzimas
celulares, sendo que sua deficiéncia causa a disfuncdo cardiaca, aumento de lipoproteinas de
baixa densidade, diminuicdo da metionina, entre outras consequéncias no organismo humano
(GARBIN; BOGUSZ JUNIOR; MONTANO, 2005).

Em excesso no organismo se torna tdxico, pois possui afinidade com o grupo SH
(tiois) presentes em algumas enzimas e proteinas, causando doencas graves, tais como
epilepsia, melanomas, artrite reumatoide e doencas psiquiatricas (ROSA et al., 2018). Por ser
catalisador de oxidagéo, alguns estudos apresentam que 0s excessos de cobre podem degradar
0s neurbnios dopaminérgicos, podendo causar danos ao DNA (&cido desoxirribonucleico)
(ZENDRON, 2015).

Desta forma a Legislacdo Brasileira por meio do Decreto n° 2314 de 04/09/1997
estabeleceu em 5 mg/L* como limite maximo de teores de cobre, que pode estar presente na
aguardente. No mercado internacional este limite cai para 2,0 mg/L de teor de cobre nos
destilados alcoolicos, o que dificulta para o Brasil a exportacdo da bebida (GABIN et al.,
2005 apud AZEVEDO et al., 2003).

Em um estudo realizado no ano de 2004 no Estado do Rio Grande do Sul, foram
coletadas 25 amostras de cachaca artesanal provenientes de 4 microrregides do estado, as
andlises foram realizadas pelo método espectrofotométrico de absorcdo atdmica, sendo que
destas amostras cerca de 60% apresentaram niveis de cobre acima do estabelecido pela
legislacdo (5 mg/L), (GABIN et al., 2005 apud AZEVEDO et al., 2003).

No mesmo estudo houve comparagdes entre outros estados como Rio de Janeiro, Sdo
Paulo, Pernambuco e Ceara, que apresentaram um percentual de 12% das amostras com niveis
acima da legislacdo. Outro estado analisado foi de Minas Gerais que apresentou 6,7% das
amostras contaminadas por cobre. Por tanto esses dados apontam que o estado do Sul do
Brasil apresenta maiores contaminagdes referente as amostras de cachaca analisadas em

relacdo aos niveis de cobre presentes.
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4 METODOLOGIA

4.1 Amostragem

Foram realizadas coletas de oito diferentes amostras, das quais quatro séo produzidas
na regido oeste de Santa Catarina, e 0 restante de outros estados. As amostras foram
adquiridas no comércio local e diretamente dos produtores, sendo que das amostras
adquiridas da regido oeste, duas séo artesanais (CA) e duas industriais (CI). Ap6s adquiridas,
as amostras foram levadas para o laboratorio de analises de alimentos do IFSC (Sdo Miguel
do Oeste, SC), onde foram armazenadas sob refrigeragdo a 10 °C para conservacdo do
produto até o momento de realizar as analises. Destaca-se que todas as amostras utilizadas
foram destiladas em alambiques de cobre, confirmadas por meio de consulta aos fabricantes.

Foram também analisadas outras quatro amostras provenientes de outros estados, as
quais foram utilizadas como comparativos para os resultados da regido Oeste de Santa
Catarina.

Para o desenvolvimento das analises, foram elencados cddigos as amostras mantendo

assim o sigilo das empresas envolvidas no trabalho.

Tabela 2 - Dados dos Ro6tulos das Amostras Utilizadas

Codificacdo  Estados de Data de Embalagem Graduacéao
Fabricacao Fabricacao alcodlica

CAO01 Oeste de SC Maio 2019 Plastico — 500 mL -

CA02 Oeste de SC Agosto 2019 Plastico — 500 mL -

Cl03 Oeste de SC Agosto 2019 Vidro - 700 mL 40 %
Cl04 Oeste de SC Janeiro 2019 Vidro - 700 mL 39 %
CI05 Minas Gerais  N&o identificado Plastico - 470 mL 38 %
Cl06 Ceara Né&o identificado Vidro - 965 mL 38 %
Clo7 Sé&o Paulo Julho 2019 Vidro - 965 mL 39 %
Cl08 Pernambuco Apenas validade Aluminio - 350 mL 40%

Fonte: dados da pesquisa (2019).

As analises desenvolvidas no presente trabalho podem ser visualizadas através do

fluxograma da figura 6.
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Figura 6 - Fluxograma da metodologia para analises da cachaga.
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Fonte: as autoras (2019).

4.3 Determinacéo do Teor de Etanol

A determinacdo do % de etanol, foi realizado pelo método de densidade onde foi
utilizado o densimetro alco6metro (Gay-Lussac, escala de 0 a 100 °GL e 10 a 45 CARTIER)
para medir o percentual de etanol presente nas cachacas. As andlises foram em duplicata
para cada amostra, realizando leituras diretas (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). A
temperatura foi medida com termémetro de mercdrio, e os valores corrigidos a 20 °C para
comparacao.

Os resultados obtidos do percentual de etanol serdo confrontados com as analises do
teor de cobre, e plotados de gréaficos %etanol versus ppm Cu?" conforme realizado por
Nascimento (NASCIMENTO et al., 1998).
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4.4 Determinacéo do pH

Para realizar a andlise, calibrou-se o equipamento (MS Tecnopone, mPA-210), com
dois pontos de tampéo pH 7 e 4, ap6s foi adicionado a amostra de cachaga em um béquer e
realizado a leitura direta ap0s a estabilizacdo das variacGes do equipamento.

4.5 Determinacdo do Alcool Anidro em mg/100 mL (Acidez Titulavel)

Preparou-se a solugdo de KOH 0,01 mol L com 0,0416 g de reagente, em 50 mL de

agua destilada na amostra. A solucdo foi padronizada com biftalato de potassio P.A
(ALPHATEC) em triplicata obtendo-se o fator de correcéo de 0,90889 e pureza de 85%.

Para a determinacdo de acidez, foi adicionado em um erlenmeyer 50 mL de cachaca

e 3 gotas do indicador fenolftaleina, a titulacdo foi realizada com a solugdo de KOH. O

procedimento foi realizado em duplicata e calculado pela média + coeficiente de variacao.

4.6 Determinacéo de Residuo de Evaporacéo

Foram pesados os cadinhos vazios e entdo pipetado 10 mL de amostra, em seguida
colocados na estufa (FANEM®) a 105 °C por 6 horas, depois foi realizado novamente uma
pesagem dos cadinhos para verificar qual a quantidade de residuo remanescente. Em seguida
realizou-se os calculos utilizando a massa residual dividido pela quantidade de amostra x 100,
obtendo entdo o resultado de residuo em percentual, sendo que ao final transformamos em

mg/100 mL de alcool anidro.

4.7 Determinacdo de Condutividade

Realizou-se a calibracdo do equipamento (MS Tecnopon®, LUCA-150) com solucao
tampao 146,9 uS/cm. Apoés foi colocado em um béquer a amostra da cachaca e realizado a
leitura no equipamento, no momento onde ocorreu a estabilidade das varia¢bes, para cada
amostra utilizou-se agua ultrapura com condutividade de 0,17 uS/cm, a qual foi obtida pelo
equipamento GEHAKA Master System, o valor da calibracdo do equipamento (constante da
célula) foi de 1,007.

4.8 Teste de Estabilidade Indigo Carmim

Realizou-se teste qualitativo preliminar seguido da analise quantitativa. Para ambos
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0s métodos foram realizados 3 ensaios: meio acido, meio basico e meio neutro.

Iniciou-se pelo teste qualitativo, foi realizado os célculos para a pesagem do corante
e em seguida adicionado em 3 balGes volumétricos.
- ACIDO: No balo 01 foi adicionado o corante (0,0250 g) + 1 mL de H2SO4 com 0,05 mol, e
entdo completado com 4gua destilada.
- NEUTRO: No baldo 02 foi adicionado o corante (0,0245 g) e completado apenas com agua
destilada.
- BASICO: No baldo 03 foi adicionado o corante (0,0248 g) + 10 mL de tamp&o pH 10.
Apos foi colocado 4 tubos de ensaio e em cada estante representando a solucao acida, basica e

neutra, conforme representado na tabela 3.

Tabela 3 - Preparo de amostras diluidas do indigo Carmim em Diferentes Meios.
Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4

Acido 2mLdobalio0l 2mLdobalio0l+ 2mLdobaldio01 2 mL do baldo 01
+ 2 gotas de 2 gotas de NaOH + 1 mL de H20 +2 mL de H20
Sulfato de Cobre

Neutro 2 mL do baldo 02 2mL do baldo 02 + 2 mL do baldo 02 2 mL do baldo 02
+ 2 gotas de 2 gotas de NaOH + 1 mL de H20 +2 mL de H20
Sulfato de Cobre

Base 2 mL do baldo 03 2 mL do baldo 03+ 2 mL do baldo 03 2 mL do baldo 03
+ 2 gotas de 2 gotas de NaOH + 1 mL de H20 + 2 mL de H20
Sulfato de Cobre

Fonte: dados da pesquisa (2019).

A estabilidade das solucdes foi verificada em diferentes tempos: 2 horas, 8 horas, e
32 horas. Apds este teste cada solucdo foi armazenada em 02 baldes volumétricos, sendo um
dos balBes envolto com papel aluminio, para comparar a estabilidade do corante nos
diferentes balGes.

O teste qualitativo foi realizado com o auxilio do espectrofotdmetro. Para este
método realizou-se a pesagem do indigo carmim (0,2399 g), o corante foi transferido para um
baldo volumétrico de 50 mL e diluido com &gua ultrapura. Pipetou-se 1 mL desta solucéo (IC
+ agua ultrapura), transferindo para baldo de 100 mL e completou o baldo com agua ultrapura.
Esta solucdo foi identificada como amostra neutra.

A amostra 4cida foi preparada da seguinte maneira: foi transferido para o baldo de

100 mL (1 mL da solucéo inicial + 1 mL de HCI) e completou-se o baldo com agua ultrapura.



25

J& para a amostra bésica foi transferido para o baldo de 100 mL (1 mL da solugdo inicial + 10
mL de solugdo tamp&o) completando o baldo com agua ultrapura.

Apds foram avaliados os tubos para verificar as estabilidades do corante em
diferentes solucbes durante 2 horas, 8 horas e 32 horas.

Foi deixado o restante das solucdes de &cido, base e neutro em dois balbes para
armazenamento, sendo que para um dos balGes foi colocado papel aluminio para verificar as
estabilidades do corante. Apds foi entdo realizado o teste quantitativo, qual foi realizado com
auxilio do espectrofotémetro.

Realizou-se a pesagem de indigo carmim (0,2399 @), sendo transferido para um
baldo volumétrico de 50 mL onde realizou a diluicdo com &gua ultrapura. Apos este processo,
foi realizada outra diluicdo da amostra de corante, foi pego 1 ml desta solucdo (IC + &gua
ultrapura) e colocado em um baldo de 100 mL, completando o baldo com &gua ultrapura,
sendo esta a amostra neutra. Para a amostra &cida, foi pego 1 mL da solucdo inicial,
transferida para outro baldo de 100 mL, adicionando mais 1 mL de HCI e entdo completado
até o menisco com agua ultrapura. J& para a amostra basica, foi pego 1 mL da solucgéo inicial,
transferida para outro baldo de 100 mL, adicionado 10 mL de solucdo tampéo e completado o

baldo com agua ultrapura.

Figura 7 - Amostra concentrada e amostras diluidas do indigo Carmim.
. —a)

Fonte: dados da pesquisa (2019).

Ap0s este processo foi entdo realizado uma varredura do comprimento de onda, onde

se leu primeiro a amostra branca e entdo iniciado a leitura uma por uma das amostras.
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4.9 Quantificagdo do Cobre

A quantificagdo do cobre foi realizada por meio de medidas espectrofotométricas,
utilizando o espectrofotdmetro UV-VIS mono-feixe.

4.9.1 Preparo das amostras

UV-VIS: Para o desenvolvimento da analise de dosagem de cobre foi utilizado como
corante indicador o indigo carmim (CisHsN2Na20sS>), sendo este um corante amplamente
utilizado em determinagdo de cobre em formulagdes farmacéuticas, e ainda empregado
como aditivo em alimentos, pois pode atuar como agente complexante em alguns ions
metalicos como o caso do cobre.

4.9.3 Método de Espectrofotometria

O método analitico utilizado para a determinacdo do cobre foi 0 espectrofotométrico,
com o equipamento Espectrofotometro UV-visivel Quimise Microprocessado - Q898U2Mb5,
disponivel no Laboratdrio de Analise Instrumental do IFSC, Campus Sdo Miguel do Oeste.

Foi realizada a varredura dos comprimentos de onda de absorcdo do complexo
formado entre o indigo e o cobre, em cubetas de vidro, entre as faixas de 300 a 900 nm e
resolucdo de 1 nm, para confirmacdo do comprimento de onda de méxima absorcdo a ser
utilizado nas leituras posteriores.

Apos confirmacdo do comprimento de onda de leitura, foi efetuada a calibracdo do
equipamento em 6 pontos: branco: com a amostra de cachaca 50%, 2,5, 5, 10, 15 e 20 ppm
de Cu?*, preparadas a partir de sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4.5H,0) e solucéo
alcolica 20%.

Com os valores de absorbancia em cada concentragdo, foi entdo construida a curva
de calibracéo e deduzindo-se a equacéo da reta para os calculos de concentragdo de Cu?* nas

amostras de cachaca. As analises foram realizadas em duplicata, com teste interdias.
4.10 Determinagdo Méxima do Comprimento de Onda do Complexo

Foram desenvolvidos dois métodos para determinar qual o comprimento de maxima

absorgdo. Para a determinagdo do comprimento de onda do complexo do primeiro método foi
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realizado a pesagem de corante indigo carmim (0,1168 g), sendo este diluido com auxilio de
agua ultrapura, a mistura foi colocada em um baldo volumétrico de 100 mL, foi adicionado 10
mL de solucdo tampdo pH 10,11 e completou-se o baldo até o menisco com &gua ultrapura.
Para 0 segundo método foi realizado o mesmo processo, porém foi completado o baldo com
solucdo tampdo ao invés da agua ultrapura.

Pegou-se 7 balbes volumétricos de 25 mL, sendo que o primeiro baldo foi adicionado
apenas 10 mL de etanol, sendo este representado como o branco das amostras. O segundo foi
adicionado 10 mL de etanol e 1 mL de indigo carmim. O terceiro foi adicionado 1 ppm de Cu
2+ 25 ppm de solucéo padrdo de cobre 1000 ppm, 10 mL de etanol e 1 ml de indigo carmim.
Para o quarto baldo foi adicionado 2 ppm de Cu 2*, 50 ppm de solu¢do padrdo de cobre 1000
ppm, 10 mL de etanol e 1 mL de indigo carmim. O quinto baldo foi adicionado 5 ppm de Cu
2* 125 ppm de solucéo padrdo de cobre 1000 ppm, 10 ml de etanol e 1 mL de indigo carmim.
No sexto baldo foi adicionado 10 ppm de Cu 2*, 250 ppm de solu¢io padrdo de cobre 1000
ppm, 10 mL de etanol e 1 mL de indigo carmim. No sétimo baldo foi adicionado 20 ppm de
Cu 2*, 500 ppm de solucdo padrio de cobre 1000 ppm, 10 mL de etanol e 1 mL de indigo
carmim.

Em seguida as amostras foram adicionadas em cubetas de vidro e realizado a
varredura de ambas as amostras no espectrofotémetro (Quimis® - Modelo Q898U2M5) para
a obtencdo dos picos maximos de absorcéo das diferentes concentracdes. A imagens abaixo
representam as concentracdes utilizadas. Para realizar as pipetagens do cobre foi utilizado
pipetador LABMATEpro e para 0 Cu?* um pipetador DIGIPET de volume variavel de: 2-20,
20 a200 e 100 a 1000 pL.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Determinacgdo da Temperatura e Teor Alcodlico

De acordo com a legislacédo vigente a IN n° 13 de 29 de junho de 2005, a graduacgao
alcodlica para cachaca a 20 °C é de 38 a 48 % v/v. Baseado nos resultados obtidos constatou-
se que entre as oito amostras de cachacas analisadas, a amostra CI-08 ndo esta em
conformidade com a legislacdo, pois apresentou resultado acima do permitido. Em relagéo ao
teor alcodlico descrito na embalagem e o valor encontrado nas analises realizadas, também
mostraram ndo conformidade, pois a maioria das amostras possui graduacéo alcodlica maior
do que consta na embalagem original do produto, somente uma amostra teve o resultado
aproximado ao que consta na rotulagem. Os resultados séo apresentados na tabela 4.

Os dados obtidos, foram semelhantes aos reportados por Pellenz et al (2017) e
Fernandes et al (2013). O teor alcoolico da maioria das amostras estava em conformidade com
a legislacdo vigente, o que difere os resultados deste trabalho dos artigos analisados é que, ao
invés de ter amostras com o teor alcodlico abaixo do que preconiza a lei, encontrou-se
amostras com o teor acima do valor permitido. Com base na legislacdo e nos resultados
encontrados, a amostra Cl — 08 pode ser classificada como aguardente, pois apresentou a % de
etanol de 49,8%.

Tabela 4 - Temperatura, teor alcodlico medido, corrigido e teor alcodlico embalagem.

Amostra  Temp. (°C)  Teor alcodlico (°GL) %Etanol (20 °C) Teor alcodlico emb. %

CA-01 12 34 38,3 -

CA-02 12 38 41,2 -

Cl-03 11 39 42,6 40
Cl-04 13 38 40,8 39
CI-05 10 38 42,0 38
Cl-06 10 40 44,0 38
Cl-07 10 35 39,1 39
Cl-08 10 46 49,8 40

Fonte: dados da pesquisa (2019).

Comparando as cachagas produzidas no estado de Santa Catarina com as produzidas
em outros estados, nota-se que todas as amostras de Santa Catarina estdo em conformidade
com a legislacdo. As amostras artesanais CA-01 e CA-02 obtiveram um menor valor de

%etanol (20 °C) em comparacgdo com as cachacgas industriais.



29

O alto teor alcodlico da amostra CI-08 pode estar relacionado a dificuldade na
padronizacdo da graduacao alcodlica do produto final, sendo a adi¢do de &gua potével para
esta padronizacdo permitida pela legislagdo ou pode também estar sendo aproveitado, a
porcdo da cabeca fazendo com que eleve a graduacéo alcodlica.

5.2 Determinacdo de pH e Acidez Titulavel

Na tabela 5 s&o exibidos os valores encontrados da acidez média, com seu
coeficiente de variacdo e pH. Analisando os resultados obtidos constatou-se que os valores de
acidez das cachagas variaram de 7,927 a 65,088 mg &cido acético/100 mL alcool anidro.
Comparando com a legislagdo vigente conclui-se que todas as amostras estdo em
conformidade, ja que nenhuma ultrapassou o limite maximo que consta na Instrugéo
Normativa n° 13/2005. Pellenz et al (2017) e Garbin (2005) encontraram resultados
semelhantes, amostras com valores abaixo de 150 mg de acido acetico/100 mL de alcool
anidro, valor este permitido pela legislacéo.

A acidez volatil é um principio importante relacionado as caracteristicas sensoriais de
bebidas destiladas alcodlicas (GARBIN, 2005), valores elevados de &cido acético ndo séo
desejaveis na cachaca. As amostras analisadas mostraram-se dentro do parametro desejado de

acido acético.

Tabela 5 - Acidez média (mg acido acético/100 mL alcool anidro), pH medido e coeficiente

variacao.
Amostra Acidez Coef. Variacao (%) PH
CA-01 57,716 + 0,35 5,02
CA-02 33,517 +1,68 4,74
Cl-03 65,088 +2,23 4,53
Cl-04 49,096 +2,70 4,58
Cl-05 7,927 + 6,96 4,57
Cl-06 12,405 + 0,00 4,05
Cl-07 12,563 + 0,00 4,58
Cl - 08 12,604 +1,23 4,09

Fonte: dados da pesquisa (2019).

Os valores encontrados do pH nas amostras variaram entre 4,05 a 5,02. A figura 8
mostra a comparacao entre os resultados obtidos na acidez média e o pH mostrando que, por
mais que houve varia¢do nos valores da acidez média o valor do pH se manteve aproximado

em todas as amostras. Pellenz et al (2017) encontrou resultados semelhantes, amostras com
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valores abaixo de 150 mg de acido acético/100 mL de &lcool anidro, valor este permitido pela

legislacao.

Figura 8 - Acidez média x pH.
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Fonte: dados da pesquisa (2019).

Comparando os valores encontrados de acidez média e pH, nota-se que ndo houve a
reducdo do pH conforme o aumento da acidez. Esperava-se que, quanto mais elevado o valor

de acidez média menor seria o valor do pH.

5.3 Determinacéo de Residuo de Evaporacéo e Condutividade

A tabela 6 mostra os valores dos residuos de evaporacdo e condutividade, onde
observou-se que a amostra CI-08 possui 0 maior valor de residuo de evaporacdo de 1269,0
este resultado esta relacionado com a presenca de acUcar na amostra. A amostra CA-01

mostrou o valor mais alto na condutividade de 77,24 uS.cm?.

Tabela 6 - Residuo de Evaporacdo e Condutividade.

Amostra Residuo evaporagdo (mg/100 mL) Condutividade (mS.cm?)
CA-01 42,0 77,24
CA-02 26,0 17,49
Cl-03 33,5 12,68
Cl-04 34,5 16,97
Cl-05 59,0 21,99
Cl-06 30,5 23,34
Cl-07 31,0 20,70
Cl-08 1269,0 17,91

Fonte: dados da pesquisa (2019).
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Comparando os resultados obtidos, observou-se que ndo houve relagcdo entre os
resultados, como por exemplo, quanto maior a condutividade maior serd o residuo solido.
Sabe-se que uma maior quantidade de so6lidos aumenta a condutividade, pela presenca de
solidos dissolvidos na forma idnica. Somente a amostra CI-08 destoa desta tendéncia.

Figura 9 - Residuo de evaporacao e condutividade
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Fonte: dados da pesquisa (2019).

Os valores apresentados nas amostras mostram uma variacdo nos resultados de
condutividade e residuo de evaporacdo, mostrando que em determinadas amostras o valor da
condutividade alta teve um valor baixo de residuo de evaporacdo e vice-versa, conforme

observa-se na figura 9.

5.4 Determinacéo do Cobre na cachaca

5.4.1 Teste de Estabilidade indigo Carmim

Foi realizado teste qualitativo para verificar qual a estabilidade do corante indigo
Carmim (IC) em diferentes meios, basico, neutro e acido, o qual foi perceptivel a mudanca de
comportamento durante o tempo de 2 horas, 8 horas e 32 horas, ndo apresentando ser um
método estavel por tempo prolongado de analise, como pode ser visualizado as figuras 10,11 e
12.



32

Figura 10 - Amostras apos duas horas
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Fonte: dados da pesquisa (2019).

Figura 12 - Amostras ap0s trinta e duas horas.
) U |

Fonte: dados da psquisa (2019)

Pode-se identificar que nos meios acidos e basicos ocorre a destruicdo do grupo
cromoforo, ndo sendo métodos estaveis por muito tempo, em contrapartida no meio béasico
ocorre 0 sequestro dos hidrogénios prevalecendo assim a cor do corante. JA 0 meio &cido
protona ainda mais o corante, destruindo a estrutura do cromoforo, ndo tendo estabilidade.

Portanto 0 meio neutro apresentou-se mais estavel, porém é tdo estavel que nao
ocorre a desprotonacdo (saida dos hidrogénios), ou seja, ndo ocorre a desprotonagdo para a
entrada do ion cobre na molécula para ocorrer a complexacdo. Portanto para 0 método
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qualitativo 0 meio basico é o mais indicado porem as anélises devem ser realizadas de forma

répida antes de ocorrer as alteragdes no corante devido sua instabilidade.

5.5 Determinagédo dos Comprimentos de Maximos de Absorcéo do Indigo Carmim

5.5.1. Varredura do Comprimento de Onda do IC

Foi realizado também um método quantitativo para apresentar maior confiabilidade e
para confirmar o resultado identificado no teste qualitativo. Realizou-se entdo uma varredura
do comprimento de onda dos diferentes meios (acido, basico e neutro) de 190-1100 nm, para
caracterizar os comprimentos onda de absorcdo do IC. Com os resultados foi realizada a
plotagem de um grafico para a melhor visualizacdo dos resultados, como pode ser visto na

figura 13.

Figura 13 - Espectro de Varredura do Corante indigo Carmim
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Fonte: dados da pesquisa (2019).

Com isso verificou-se que a estrutura do indigo carmim na faixa de 180-380 nm que
é a regido do ultravioleta foi possivel identificar a presenca dos anéis aromaticos com bandas

em 203, 249 e 285 nm.
O interesse do estudo estava na regido de visivel, que vai do 400-750 nm, que foi
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onde ocorreu 0 pico maior absor¢édo das bandas do corante, que significa que independente do
pH das amostras elas apresentaram mesmo comportamento, ou seja, atingiram a absorcdo na
mesma faixa de comprimento de onda, isso significa também que o pH 3-10 ndo afetou nos
resultados para leituras rapidas.

As trés varreduras apresentam-se coincidentes, ndo visualizando alteragdes entre 0s
mesmos picos de 608 nm, apenas a intensidade. Como pode ser visualizado no gréafico o pico
do &cido foi maior por estar protonado devido a sua estabilidade, ja o basico teve uma banda
de menor intensidade por ser mais instavel.

De acordo com Pavia, et al. (2012), a cor que o olho humano percebe ¢ a refletida
pelo objeto, e 0 comprimento de onda absorvido corresponde a cor complementar, ou seja, 0
nosso cérebro registra a luz refletida que sdo os complementos da luz que foi absorvida.

Como podemos visualizar a figura 14, a cor do IC é azul que é a cor que emite,

porem a cor laranja € a cor absorvida durante a analise.

Figura 14 - Disco de cores, com as cores complementares e intervalos de
comprimento de onda.
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Fonte: De Almeida (2013).

5.5.2 Determinagdo do Comprimento Maxima de Onda do Complexo

Foram realizadas duas analises para descobrir qual seria 0 pico maximo de absorcéao
do complexo para utiliza-lo nas amostras. A figura 15 representa o preparo das amostras que

foram completadas com &gua ultrapura.
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Figura 15 - Amostra para teste de Complexacéo do IC.
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Em todas as leituras foram adicionados 10 ppm de cobre. Quando realizado a leitura
utilizando do 10 ppm com adicdo IC obteve-se apenas uma linha linear sem absorgéo de nada,
quando comparado o 10 ppm com adi¢do IC com cobre, observou-se que apenas obteve-se a
leitura do corante presente nas amostras, isso significa que apenas foi possivel identificar o
pico do corante (608 nm). Quando analisado a amostra contendo tampdo foi possivel
identificar uma nova curva, ou seja, isso era um indicativo de que poderia estar acontecendo a
complexagcdo em um meio mais basico, ja na analise de 10 ppm com adi¢cdo de tampéo e IC
apenas foi identificado ruidos.

Portanto pode-se perceber que quando utilizado maiores concentracdes do tampao de

carbonato existia a complexacdo das amostras.

Figura 16 - Comparativo das Bandas de Absorcdo do Complexo e IC
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Fonte: dados da pesquisa (2019).
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A concentracdo de tampdo carbonato utilizado ndo foi suficiente para manter o pH
estavel e promover a complexacdo das amostras, pois 0 meio ficou muito &cido, ou seja, ndo
permitindo a saida dos hidrogénios da molécula de indigo carmim e entrando o ion cobre na
molécula. Portanto foi realizado a segunda amostragem aumentando a concentracdo de
tampdo para possibilitar que os meios ficassem mais basicos, como pode ser identificado a

figura 17.

Figura 17 - Amostra com Maior Concentracdo de Solu¢do Tampao.
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Fonte: dados da pesquisa (2019).

A segunda parte das analises foram realizadas para descobrir o pico de maxima
absorcdo e a estabilidade do complexo, sendo analisados em 1 hora, 2 horas e 4 horas.

Com isso, na segunda analise podemos verificar que no grafico obteve-se dois picos
de absorcdo, de uma média de 726 nm, que corresponde ao pico de maxima absorcdo da
complexacdo entre o cobre e o0 corante, j 0 outro pico corresponde a maxima absorcéo de 608
que ¢ do corante indigo carmim.

Conforme aumenta a concentracdo (ppm) do cobre, maior é o pico da complexacdo e
menor o do corante, isso devido a ligacdo entre o corante e o ion cobre, figura 18.

Através do gréafico foi possivel verificar que 1 mL de corante ndo foi suficiente como
pode ser visualizado no gréafico, pois nas concentraces de 20 ppm ndo possuia mais corante
disponivel para as reacdes, todo o corante foi capturado pelo ion cobre, por isso 0 método foi

ajustado, passando a utilizar 2 mL de corante IC.
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Figura 18 — Determinacdo do Comprimento Maximo de Absor¢do do Complexo
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Fonte: dados da pesquisa (2019).

De acordo com as analises realizadas por Zanoni, et al. (2010), para identificacdo das
bandas de absor¢do do indigo carmim, foi identificado uma absor¢do no comprimento de onda
em 615nm, ou seja, podemos verificar que as bandas identificadas no presente trabalho se
encontraram proximas das identificadas em trabalhos ja realizados anteriormente com o

corante indigo carmim.

5.5.3 Teste de Estabilidade do Complexo

Foram avaliados durante os tempos zero, 2 horas e 6 horas as amostras, sendo
realizada a varredura do complexo para verificar a estabilidade do corante. Podemos perceber
através dos graficos que o corante foi perdendo a estabilidade, com o passar das horas, pois
ocorreu a complexacdo, o corante foi sequestrado pelo ion cobre, assim ocorrendo a
diminuicdo da intensidade da banda 608 nm do corante. Como pode ser visualizado curvas de
6 horas o sinal foi tdo baixo que ndo permite realizar mais as leituras pois ndo possuia mais
corante disponivel para as reagdes.

Portanto pode-se identificar que as anélises devem ser realizadas em concentragdes
menores, mais precisamente em 1ppm e no maximo até 2 horas, pois foi nestas condicfes que

as amostras de mantiveram em melhores condi¢des de analise.
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Figura 19 — Absorcéo do Complexo de 0 ppm a 20 ppm
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Fonte: dados da pesquisa (2019).

5.6 Construcao das Curvas de Calibracdo

5.6.1 Teste 01
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Foi realizado o preparo das amostras com uma cachaca sintética (etanol) para realizar

a curva de calibracdo das amostras, foi utilizando 0 ppm como branco e as concentracdes de

1, 2,5, 10 e 20 ppm de cobre para realizar a curva. Para essa etapa foi utilizado os 2 mL de
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IC, para que ndo ocorresse toda a absor¢do da corante pelo complexo, por isso podemos
visualizar que as amostras apresentam uma coloragdo mais acentuada que as amostras

utilizadas para os testes anteriores.

Figura 20 — Amostras para Curva de Calibragéo

Fonte: dados da pesquisa (2019).

Apos realizado a leitura das amostras foi gerada a curva de calibracdo com a equacéo
da reta, na qual foi percebido que a concentracdo de 10 e 20 ppm extrapolavam a lei de Beer,
ou seja, sendo inviavel utiliza-las na pesquisa. Os valores encontrados na curva de 2 horas
para 0 R? foi de 0,9939 e um coeficiente linear de 0,0271, ja para a amostra de 4 horas o R? foi
de 0,9512 e um coeficiente linear de 0,0683, sendo valores invidveis, e de baixa
confiabilidade, quando comparados com os valores de zero e 1 hora. Podem ser visualizados
as curvas de calibracio de zero e 1 hora nas figuras 26 e 27, as quais apresentam valores de R?

proximo a 1.
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Figura 21 — Curva de Calibragéo de zero horas.
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Fonte: dados da pesquisa (2019).

Figura 22 — Curva de Calibracao de 1 hora.
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Fonte: dados da pesquisa (2019).

Portanto como pode ser visto na figura 28, os pontos 10 e 20 ppm foram excluidos da
curva de calibracdo pois os valores de absorbancia ndo sdo proporcionais a concentracdo,
portanto, extrapolam a lei de Beer. Na curva laranja apresenta o uso do IC como branco e a
curva azul usando a cachaca sintética como branco, ou seja, as duas apresentaram

comportamentos semelhantes.
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Figura 23 — Curva de Comparacéo entre zero e 1 hora.
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Fonte: dados da pesquisa (2019).

5.6.1 Teste de Repeticao

Como a curva ndo possui valores tdo bons, com leituras proximas de 1, as absorcoes
da cachaca foram baixas, fazendo com que os valores ficassem negativos e o coeficiente
linear muito alto.

Portanto foi realizado um novo preparo das amostras para obtencdo de uma curva
mais linear, obtendo resultados mais precisos e para determinar que o método é confiavel, por
isso foi realizado um novo preparo das amostras com concentrac@es diferentes da anterior. Foi
reduzido a quantidade de padrdo de cobre e a concentragdo de ppm para obtencdo de uma
curva mais precisa e que estivesse ainda mais proxima de 1. As amostras foram preparadas

conforme apresenta a tabela 7.
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Tabela 7 — Preparo das amostras para a Curva de Calibracéo.

Amostra Concentragdo Volume de Cu

de Cu? 1000 ppm

1 Branco 0

2 0,5 12,5

3 1 25

4 2 50

5) 3 75

6 4 100

7 6 150

Fonte: dados da pesquisa (2019).

Tanto para as curvas do teste 01 e para o teste de repeticao os valores de 10 e 20 ppm
foram excluidos pois em ambas os valores obtidos extrapolavam a lei de Beer, sendo que as
curvas de zero e 1 hora apresentaram valores mais confiaveis pois os dados obtidos pelo R?

foram proximos de 1, o que torna 0 método confiavel.

Figura 24 — Curva de Calibracao de zero horas.
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Fonte: dados da pesquisa (2019).
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Figura 25 — Curva de Calibracéo de 1 hora.
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Na curva de repeticdo onde foi realizada a comparacdo entre zero e uma hora foi
identificado que a partir de um momento a curva deixou de apresentar sensibilidade, ou seja, 0
equipamento ndo foi mais capaz de realizar as leituras, e isso foi identificado, pois as curvas

ndo apresentaram mais linearidade.

Figura 26 — Curva de Comparacdo entre zero e 1 hora.
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Fonte: dados da pesquisa (2019).
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Também foi possivel identificar a olho nu, pois € visivel a diferenca de cor com o

passar das horas, na figura 32 é possivel notar a diferenca entre zero hora e 4 horas.

Figura 27 — Diferenca das amostras de Curva de Calibragdo de Zero e Quatro horas.
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Fonte: pesquisa (2019).

Essa mudanca de coloracdo além de evidenciar que o corante ndao possui boa
estabilidade, a0 mesmo tempo identifica que ocorreu a complexagdo, ou seja, a mudanca da
coloracdo do azul para o esverdeado, quer dizer que existe a presenca de cobre, indicando que
a molécula do IC foi capaz de capturar os ions cobre presentes no meio formando o complexo.

Na figura 33 podemos identificar as amostras de cachacgas utilizadas, e verifica-se
que assim como as amostras usadas para realizar a curva de calibracdo, as amostras de
cachaca apresentaram 0 mesmo comportamento, ou seja, com o passar das horas ocorreu a

mudanca da coloracdo das amostras que apresentam indicativos de contaminagéo.

Figura 28 — Diferenca das amostras no Tempo de Zero e Quatro horas.

Fonte: dados da pesquisa (2019).
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5.7 Determinacéo de Cobre nas Amostras de Cachaga

Apos a obtencdo da curva de calibracdo, foram utilizados 4 valores para a tabulacéo
dos resultados, foi utilizado os valores de zero e 1 hora do teste 01 e do teste de repeti¢do pois
foram os valores que mais apresentaram confiabilidade dos resultados. As amostras CA

representam amostras artesanais e as Cl representam as industriais.

Tabela 8 — Resultados da concentragdo de cobre das amostras de Cachaca.
01/nov-0h 01/nov-1h 29/out-Oh 29/out-lh média desvpad

Amostra Cu® ppm Cu? ppm Cu? ppm Cu® ppm  ppm ppm
1 0,36 0,23 0,43 0,39 0,35 0,09
2 1,05 1,12 0,62 0,59 0,85 0,28
3 6,53 6,52 7,01 7,16 6,80 0,33
4 0,21 0,07 0,05 -0,02 0,08 0,10
5 -0,20 -0,39 0,18 0,12 <0,01 -
6 0,33 0,22 0,08 0,02 0,16 0,14
7 0,69 0,66 0,68 0,62 0,66 0,03
8 -0,19 -0,26 -0,11 -0,19 <0,01 -

Fonte: dados da pesquisa (2019).

Portanto atraves dos dados expressos na tabela 8, pode-se visualizar que apenas a
amostra 3 apresentou valores de cobre acima do estabelecido pela legislacdo, sendo que a
legislacdo prevé um limite maximo de 5 mg/L e a amostra apresentou um valor de 6,80 mg/L.
Ja as demais amostras apresentaram valores inferiores comparados a legislacdo, sendo que as
amostras 5 e 8 apresentaram valores abaixo do limite de confiabilidade. Em outras duas
amostras foi identificado valores < 0,01 mg/L, para essas amostras, a absorbancia de leitura
ficou abaixo do coeficiente linear nas curvas de calibracdo e, portanto, provavelmente ficaram
fora do limite de quantificacao.

Contudo, pode-se verificar que apenas 12,5 % das amostras analisadas na regido
Oeste apresentaram contaminagdes acima do estabelecido pela legislagdo vigente, ou seja,
apenas uma das amostras apresentou contaminacao sendo que uma das possiveis causas para a
presenca do contaminante cobre. De acordo com Azevedo (2003) em comparacao aos outros
estados, Minas Gerais apresentou cerca de 6,7 % contaminacao por cobre, ja para os estudos
realizados por Garbin (2005), 11,11 % das amostras da microrregido do ljui no Rio Grande do
Sul apresentaram contaminagdes a cima do estabelecido pela legislagéo.

Essas contaminagdes encontradas nas amostras do Oeste de Santa Catarina podem
estar ligadas a higienizagdo do destilador, por ser novo e estar liberando facilmente o cobre,

ou pode também ser velho e estar com uma incrustacao interna.



Tabela 9 — Resultados de todas as analises realizadas.

Amostras  %Etanol Acidez pH Residuo Condutivi Concentragdo
(20 °C) evaporagao dade de Cobre
(mg/100 mL)  (mS.cm?) (ppm)
CA01 38,3 57,716 5,02 42,0 77,24 0,35
CA02 41,2 33,5617 4,74 26,0 17,49 0,85
Cl103 42,6 65,088 4,53 33,5 12,68 6,80
Cl04 40,8 49,096 4,58 34,5 16,97 0,08
Cl05 42,0 7,927 457 59,0 21,99 <0,01
Cl106 44,0 12,405 4,05 30,5 23,34 0,16
Cl107 39,1 12,563 4,58 31,0 20,70 0,66
Cl108 49,8 12,604 4,09 1269,0 17,91 <0,01
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A tabela 09, apresenta um resumo de todos os resultados encontrados das analises

realizadas com as amostras de cachacas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho foi possivel mensurar qual o comprimento de onda maxima de
absorcédo do corante utilizado para realizar a complexacdo das amostras de cachaca, o pico de
maior absorcdo na faixa de 726 nm. Foram realizados também alguns testes qualitativos e
quantitativos para verificar qual seria a melhor condicdo de estabilidade para o corante, sendo
realizada a analise em meios &cidos, basicos e neutros, sendo perceptivel que o meio basico
desprotona o corante para realizar a complexacgda, porém ele degrada o grupo cormdforo com
0 passar do tempo, desestabilizando o corante.

Foram realizados testes para verificar em quanto tempo e em quais concentracées o
corante se tornava estavel, durante os tempos zero, 1 hora, 2 horas e 6 horas. O primeiro teste
foi aplicado uma concentragdo de 1, 2, 5, 10 e 20 ppm, utilizado 2 mL de IC e utilizando
padrdo de Cu?* 25, 50, 125, 250 e 500 microlitros, verificando que a partir das 2 horas nio era
mais possivel identificar o corante, pois a quantidade utilizada era praticamente toda
consumida pelo ion de cobre durante a complexacdo, ndo sendo estavel por muito tempo. Ja
no outro teste foi aplicada uma concentracéo de 0,5; 1, 2, 3, 4 e 6 ppm, utilizado 1 mL de IC e
utilizando padrdo de Cu?* 12,5; 25, 50, 75, 100 e 150 microlitros, durante os tempos zero, 1
hora, 2 horas e 4 horas, sendo possivel verificar que a estabilidade do corante foi maior
durante zero e 1 hora.

As amostras de cachacgas analisadas apresentaram conformidade com a legislagédo
vigente nos valores obtidos nos teores de acidez média. O percentual de etanol na cachaca Cl—
08 apresentou valor acima do permitido, portanto, ndo estava em conformidade com a
Instrucdo Normativa n° 13/2005. Em relacdo ao teor alcoolico descrito na embalagem e o
valor encontrado nas analises, somente a amostra Cl — 07 teve o resultado aproximado ao que
consta na rotulagem.

Durante a execucdo do trabalho encontrou-se algumas dificuldades, pois teve que ser
desenvolvido um método para determinar qual era quantidade de cobre nas amostras, tiveram
que ser realizados alguns testes preliminares para identificar qual a quantidade de etanol, qual
a concentracdo de Cu?*, quanto de corante utilizar e realizar varreduras dos comprimentos de
onda para entdo ser possivel realizar as analises propriamente ditas das cachacas.

Apb6s a obtengdo dos resultados foi verificado que apenas uma das amostras
analisadas apresentou valores acima do estabelecido pela legislacdo vigente para a quantidade
de cobre em amostras de cachacga, com isso a regido Oeste de Santa Catarina apresentou

12,5% das amostras contaminadas por cobre.
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Devido a presenca de contaminantes na cachaga, os fabricantes serdo informados dos
resultados e serd sugerido as empresas que realizem uma adequada higienizacdo do
alambique, desta forma evitard o acimulo do azinhavre, o qual é responsavel pelo aumento do
teor de cobre na cachaga, garantindo um produto de qualidade e livre de contaminantes que
possam prejudicar a satide do consumidor, além de atender o consumidor.

Através da realizacdo do presente trabalho, foi possivel identificar a amplitude e
importancia do mesmo, sendo possivel a sugestdo de continuidade do projeto, como a
higienizagdo dos destiladores auxiliando os produtores sobre forma correta de realizar esta
limpeza, quais os reagentes adequados para esta etapa. Foi perceptivel uma grande geracgdo de
residuos durante os testes, sendo assim sugerido outro estudo de como realizar um tratamento
adequado, pois existe uma grande quantidade de corante indigo carmim e padrdo de cobre
como residual. Poderdo também ser realizados estudos utilizando o indigo para a
determinacgé@o de outros metais como niquel, cobalto, chumbo entre outros, e por fim pode ser
realizado um estudo para identificar quais as propriedades quimicas do complexo formado
durante a reacdo entre o corante e o cobre, verificar qual a sua geometria e a solubilidade do
mesmo.

Portanto pode-se salientar que existe uma grande importancia no desenvolvimento
deste trabalho, pois além de identificar se existe ou ndo a presenca de cobre nas amostras de
cachacas do Oeste de Santa Catarina, e sua conformidade com a legislacdo, podemos ainda
colaborar em auxiliar e informar as empresas da real necessidade de fornecer um produto de
qualidade e livre de substancias que possam estar prejudicando a vida do consumidor, pois a
maior parte dos fabricantes ndo tem o entendimento, e muitas vezes ndo sabem quais 0S

perigos que podem estar relacionados aos produtos fornecidos aos consumidores.
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