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RESUMO

A aguardente produzida em alambiques de cobresequiee melhor qualidade
sensorial quando comparada a produzida em alanbicpfeccionados com outros
materiais, como aco inox, aluminio e porcelanatibzacdo de equipamentos de cobre
(destiladores) nos alambiques é favoravel por iieduacidez e os niveis de aldeidos e
compostos sulfurosos, os quais conferem a bebither sa odor desagradaveis.
Entretanto, a presenca de elevadas concentracOe®hile na aguardente a torna
prejudicial a saude humana, pois o0 cobre € toxi@ndo em altas concentragdes no
organismo. Entre as causas que tém impedido olRfasatingir niveis maiores de
exportacdo de cachaca esta na dificuldade de agBmuaos limites maximos
estabelecidos pelas agéncias reguladoras. O lim&eimo de cobre em cachaca
permitido pelo MAPA (Ministério da Agricultura, Refria e Abastecimento) é de 5,0
mg L. Em determinados paises, o teor maximo permitide @penas 2,0 mg'L

Essa dissertacdo apresenta o desenvolvimento idagé@ de um método
analitico para determinacdo de cobre em cachacalaisaespectrometria de absorgéo
atdmica com chama (FAAS) (Capitulo 1) e aplicacd@studo de remocéo de cobre em
amostras da bebida utilizando bagaco de cana-damdag@dmo material de adsorcéo
(Capitulo II). Como podera ser observado no Capitub método desenvolvido sugere
a determinacgdo direta do analito sem prévia digedédamostra, ajustando apenas seu
teor alcodlico para 40% (v/v), que reflete a co@digisada para construgdo da curva
analitica de calibracdo. Os parametros de validafghiam avaliados segundo
recomendado pelo guia de validacdo de métodostianalido INMETRO, a saber:
efeito de matriz, linearidade, seletividade, limitee deteccdo (LD), limite de
quantificacao (LQ), faixa de trabalho, faixa lingamecisdo, veracidade e robustez.

O Capitulo 1l apresenta uma avaliacdo do uso dmadmade cana-de-acucar
como material de adsorcdo para remocéo de cobsemieeem amostras de cachaca
comercial. Como poderé& ser observado, 1,5 g decbadmcana-de-agucar tratado com
HCI 1,0 mol L* foi capaz de reduzir a concentracdo de ions quémeniveis abaixo do
permitido para exportacéo do produto (2,0 nfjy tle 210 mL de uma solucéo alcodlica
40% (v/v) que continha 10,0 mg'lem cobre. Um estudo sobre possiveis alteracées
quimicas na cachaca devido ao tratamento foi ediZmpregando a técnica de CG-
MS. Conforme mostrado nos resultados, o bagaco at@-de-aclcar nao libera
nenhuma substancia na cachaca e também néo aldegaalidade sensorial.
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ABSTRACT

Sugar cane spirits (Brazilian cachaca) producedopper stills show better
sensorial quality when compared to those produceghat stills made with other
materials such as stainless steel, aluminum andefaan. The use of equipment in
copper stills is favorable for reducing the acidityd the levels of aldehydes and sulfur
compounds, which give the drink, unpleasant tastesanell. However, the presence of
high concentrations of copper in the drink becorhasnful to human health, since
copper is toxic at high concentrations in the bodilynong the causes that have been
preventing Brazil from achieving higher levels ofpertations of “cachaca” is the
difficulty of adjustment to the limits establishbg regulatory agencies. The maximum
concentration of copper in “cachaca” allowed by MWAHRBrazilian Ministry of
Agriculture, Livestock and Supply) is 5.0 mg'.LIn certain countries the maximum
permitted concentration of copper is 2.0 my L

This work presents the development and validatiban analytical method for
the determination of copper in “cachaca” by usingmke atomic absorption
spectrometry (FAAS) (Chapter I) and its applicatiorthe study of removal of copper
in samples of “cachaca” using residue (bagassel@dr cane as an adsorption material
(Chapter 11). As will be seen in Chapter I, the hoet developed suggests the direct
determination of the analyte without prior digestiof the sample, only adjusting its
alcohol content to 40% (v/v), which reflects thendition used to construct the
calibration curve. The validation parameters weralieated as recommended by the
guide of validation of analytical methods from INMEO, that is: matrix effect,
linearity, selectivity, limit of detection (LOD)jrhit of quantification (LOQ), working
range, linear range, precision, accuracy and rolesst

Chapter Il presents an evaluation of the use gaisaane bagasse as adsorption
material for removing the copper present in comimésamples of cachaca. As will be
seen, 1.5 g of bagasse of sugar cane treated \@itt 18 mol L* was able to reduce the
concentration of copper ions to below the levelevadd for export the product (2.0 mg
L™Y) of 210 ml of an alcoholic solution 40% (v/v) caiming 10.0 mg [* of copper. A
study on the chemical changes in “cachaca” dutstivdatment with sugar cane bagasse
was carried out using the technique of GC-MS. A®ashin the results, bagasse from
sugar cane does not release any substance initileaird also does not change its

sensory quality.
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1.1 INTRODUCAO

1.1.1 Cachacga no Brasil

1.1.1.1 Histérico

A cachaca, bebida feita da fermentacdo e destildoamelaco proveniente da
cana-de-acucar foi descoberta pelos escravos dmsleos de agucar em meados do
século XVI. Era considerada uma bebida de batatusperante a sociedade, pois era
consumida apenas por escravos e brancos pobrasartoaque a elite brasileira da
época preferia vinhos e a bagaceira (aguardentdadgeco de uva), trazidos de
Portugal! Nessa época, o consumo de cachaca pela populagéscel
consideravelmente, pois era mais abundante e derncesto quando comparada as
bebidas portuguesas. A alta demanda levou muitgentilws a valorizar mais a
producao de cachaca do que do acucar, fato que te@onselho da Coroa Portuguesa
em 13 de setembro de 1649 proibir a fabricacdoetiadb em toda a Colbnia. Esse ato
da Coroa Portuguesa mostrou-se, no entanto, igefioma vez que uma producao
oculta continuou se desenvolvendo, favorecend@rdektinidade e o contrabando da
bebida. Em face disso, e sob forte pressao da @plérRei D. Afonso VI suprimiu a
proibicdo em 166!

Logo vieram as taxas e impostos sobre a producamercializacdo da cachaca.
Em 1756, impostos contribuiram para a reconstrdedbisboa, abatida por um grande
terremoto. A bebida transformou-se em verdadeingbsio dos ideais de liberdade
junto aos Inconfidentes e outros movimentos revoharios. No tempo da migracéo da
Corte para o Rio de Janeiro, em 1808, a cachaeejéonsiderada um dos principais
produtos da economia e era moeda corrente pammpraale escravos na Africa. Além
disso, era também usada como alimento complemeatséagica dieta das travessias do
Atlantico!?

Durante o século XIX, quando o produto nacional epmu a ganhar forga entre
todas as classes sociais, momento em que surgi@roraia cafeeira, abolicdo da
escravatura e inicio da Republica, um largo presibtmse criou frente a tudo que fosse

brasileiro, prevalecendo a moda da Europa. Nesseemin, alguns setores da elite e da
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classe média iniciaram um movimento de preconamtdra a cachaca, uma vez que
eles buscavam uma identidade mais préxima da earop®

Somente durante a Semana de Arte de 1922, quanduss®u as raizes
brasileiras, € que a cachaca voltou a ser considena simbolo da cultura nacional. E,
desde ento, é considerada a mais brasileira databes famosa em todo o muritlo.

No contexto histérico a cachaca ganhou diversosesorachaca, aguardente,
pinga, jeribita, caninha, etc. Atualmente, a caahégcum produto exclusivamente
brasileiro e de acordo com o Decreto n® 6871 d&4a®a Instrucdo Normativa n® 13
de 20 de junho de 20038 foi definida como sendo a denominag&o tipica duska da
aguardente de cana produzida no Brasil, com gradualcoodlica de 38 a 48 % (v/v) a
20°C, obtida pela destilacdo do mosto fermentadacaldo de cana-de-agUcar com
caracteristicas sensoriais peculiares, podendadieionada de acucares até 6 g/L,
expressos em sacarddeA aguardente de cana, por sua vez, é a bebidayramtnacao
alcodlica de 38 a 54% (v/v) a 20°C, obtida do dkedti alcodlico simples de cana-de-
acucar ou pela destilacdo do mosto fermentadoldo da cana-de-acgucar, podendo ser

adicionada de aclcares até 6 g/L, expressos emosath

1.1.1.2 Importancia econémica e social

O Brasil destaca-se na producdo de aguardente riedesacucar, sendo a
segunda bebida alcodlica mais consumida no patereeira bebida mais consumida no
mundot™ ©

A producéo anual de aguardente de cana no Brasiifdada em 1,3 bilhdes de
litros, com mais de 5 mil marcas registradas eacele 30 mil produtores em todo
pais® "' Minas Gerais é o quinto produtor nacional de adprmte industrial, porém o
estado se destaca na producdo por pequenos e npoidstores, que utilizam
alambiques de cobre, com um total anual de 1205eslte litros, gerando cerca de 120
mil empregos diretos e trés vezes mais emprega®iosl nos setores que gravitam em
torno dela durante a entressafra agricola. A p@auda genuina cachaca artesanal
mineira acumula ao longo do seu ciclo produtivo uetzita anual de R$1,4 bilh&b.

O grande desafio dos produtores de cachaca brasitem sido agregar valor ao
produto, obter reconhecimento internacional comadyio brasileiro e aumentar as
exportacoe&: & % Apesar da alta producéo de cachaca no Brasil endissde 60 paises

importadores, a exportacdo ainda é baixa, reprseéotaproximadamente 1% de toda
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producdo. Entre as causas que tém impedido o Bilasktingir niveis maiores de
exportacao estd a variagdo de qualidade dos peéutodificuldade de adequacgdo aos
limites maximos estabelecidos pelo MAPA (Ministéda Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento) para alguns componentes presenteachaca, como por exemplo, o
cobre (5,0 mg L) e o carbamato de etila (0,15 mg)LEm determinados paises o teor
méximo permitido para o cobre nos destilados aico$lé de 2,0 mgt, o que dificulta
ainda mais a exportacdo da belfdH!

A Figura 1-1 apresenta uma distribuicdo dos praisipaises importadores de

cachaca, em termos de volume, no ano de 2011.

PRINCIPAIS PAISES DE DESTINO EM VOLUME - 2011
Total: 9.801.094 litros

30%

B ALEMANHA
& BOLIVIA
H PARAGUA|
B PORTUGAL
W ESTADOS UNIDOS
H FRANCA
4 ESPANHA
| URUGUAI
I ARGENTINA
{1 CHILE
i QUTROS PAISES

8%

Fonte: MDIC - ALICEWEB - NCWM 2208.40.00 / Elaboragao: Instituto Brasileiro da Cachaga - IBRAC

Figur[a ]1-1. Principais paises importadores de cachaca enosede volume no ano de
2011

Como pode ser observado, entre os principais mescald® destino estéo
Alemanha, Bolivia, Paraguai e Portugal. A cacha¢axportada em 2011 para mais de
60 paises, por meio de pouco mais de 90 empresasxportaram um total de 9,80
milhdes de litros. A receita gerada foi de US$ 8 rtlhest™

1.1.1.3 Qualidade da cachaca

7

A cachaca € constituida majoritariamente por etandgua, e também por
compostos secundarios tais como alcoodis superia@dps, ésteres, acetais, fenadis,
hidrocarbonetos, compostos nitrogenados, sulfuraaglcares, entre outros, que a
caracterizam e a qualificam. A cachaca € muito cigda por seu sabor e aroma
caracteristicos, que sdo decorrentes dos procedsofermentacdo, destilacdo e

4
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envelhecimento em tonéis de madeira. Pode ser tedractla como cachaca
envelhecida a bebida que contiver no minimo 50%glerdente de cana envelhecida
em barris de madeira, por um periodo nao inferittramo, podendo ser adicionada de
caramelo para a correcéo da icbr.

A aguardente produzida em alambiques de cobre eapeesnelhor qualidade
sensorial por reduzir a acidez e os niveis de @gdde¢ compostos sulfurosos, os quais
conferem a bebida, sabor e odor desagradaveis guaordparada a produzida em
alambiques confeccionados com outros materiaispago inox, aluminio e porcelana.
Além disso, o0 cobre em baixas concentracdes € meoial para o organismo, pois
participa do funcionamento de varios sistemas eftiiws importantes no organismo
humand??

Por outro lado, o cobre pode contaminar o produtando o manejo da
producao for inadequado. A presenca de elevadastracdes de cobre na aguardente
a torna prejudicial & satde humdhapois, o cobre é toxico quando em altas
concentragdes no organismo.

Em particular, o carbamato de etila (formula malecti;NCOOGH:s), ou éster
etilico do acido carbamico, é outra substanciagmtesna cachaca que tem sido alvo de
varios estudos. Essa substancia ocorre naturalmente produtos alimenticios
fermentados, tais como péao, queijo, iogurte e lasbidlcodlicas, em niveis de
microgramas por litro (ppm). As bebidas alcodlicasncipalmente destilados como
uisque, conhaque, grapa e cachaca, apresentamaresmwaveis de carbamato de etila,
podendo chegar a concentragdes tao altas quangumas centenas de microgramas
por litro **!

Como o carbamato de etila tem sido reportado comma substancia
potencialmente carcinogénica, o Canada, em 1985mpm do “Health and Welfare
Department”, foi o primeiro pais a estabelecer tisipara sua quantidade em
alimentos. Estabeleceram-se 0s seguintes teoresnogxie carbamato de etila para
bebidas alcodlicas: vinhos 0,030 mg; Lvinhos fortificados 0,100 mg % bebidas
destiladas 0,150 mg. destilados de frutas e licores 0,400 mig A comparac&o entre
os teores de carbamato de etila em bebidas alasolicasileiras com os limites
estabelecidos pelo Canadé é inevitavel, em funeaeste ser, até 0 momento, o Unico
pais a possuir legislacdo especifica sobre o agssendo um referencial para os EUA
(Estados Unidos) e para a Comunidade Europeia. Bmarde 1990, o FDA (“U. S.

Food and Drug Administration”) publicou nota na lqus produtores de uisques

5
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americanos se comprometeram, a partir daquela @ditajtar o teor de carbamato de
etila em 0,125 mgL Em vista das normas vigentes nesses paisestgrde que muito
provavelmente serdo estabelecidas, a indUstriseatimia de bebidas alcodlicas tém
reservado bastante atencéo no intuito de manteivess de carbamato de etila 0 mais
baixo possivel nos seus produfds*®

Os estudos sobre a formacao do carbamato deestiEimentos comegaram no
inicio dos anos 1978 Atualmente sabe-se que essa substancia podeigemoem
varios precursores e diferentes mecanismos, coaside a natureza do alimento ou
bebida. O ion cianeto (CNtem sido indicado como o0 mais importante preaqudso
carbamato de etila em bebidas alcodlicas destildtEsa espécie é formada pela acéo
enzimatica e clivagem térmica de glicosideos cianmgs tais como epiheterodendrina
na cevada e amigdalina em frutas com sementes. na-dacucar Saccharum
officinarum L), que é a matéria prima da cachaca brasileiralagsiicada como
cianogénica, no entanto sua fonte de @Minda desconhecida. Duas provaveis rotas
quimicas tém sido propostas para a formacédo daceto de etila, tendo o Como
precursof® A primeira delas esta baseada na complexacdo @Ity €eguida de sua
oxidacdo pelo cianogénio {8,), com subsequente desproporcionamento a cianato
(NCO) e CN. O cianato pode entéao reagir com o etanol paradoio carbamato de

etila, como mostrado pelas seguintes equacoes:

2CUH* +4CN —> 2Cu(CN) (1)
2CU(CN) —> 2CuCN + &\, (2)
CoNz + 20H —> NCO+ CN + H,0 (3)
NCO + EtOH + H —> EtOCONH (4)

Em estudos envolvendo amostras de “raspas” desidepddas paredes de
alambiques de cobre usados na producdo de uis@imsk e colaboradorEd
encontraram diferentes espécies de complexos de(tebianeto [CUCN, Cu(CN)
CWw(CN)s, Cw(CN)s e Cy(CN)4], suportando a ideia de que a formacéo de carlmamat
de etila tem inicio durante o processo de destla@amétodo analitico utilizado nesses
estudos foi a espectrometria de massas. Entretaenbum estudo foi realizado para a
determinacdo dessas espécies diretamente no destlajue seria um forte indicio de
que a formacédo do carbamato de etila segue essmis@O também na bebida.

A segunda rota quimica proposta para a formac&admmato de etila, tendo o
CN como precursor, esta baseada na auto-oxidaca&onugostos insaturados presentes

em bebidas alcodlicas, catalisada pela radiacagultkavioleta)* Como mostrado na

6
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Figura 1-2, essa reacdo de auto-oxidacdo propa@rc@oiformacao de radicais livres
(organicos e hidroperoxidos), que catalisam a @@idado cianeto (C\ a cianato
(NCQO). O cianato formado pode entdo reagir com o etpa@ formar o carbamato de

etila.

Iniciacédo
—CH,CH=CH- + 0, — —"CHCH=CH- + HOO" (1)
Propagacéo
‘CHCH=CH- + O, — —("'O0)CHCH=CH- @
Auto-oxidacao
—(00)CHCH=CH- + —-CH,CH=CH—- —
—(HOO)CHCH=CH- + "CHCH=CH-

@)

—(HOO)CHCH=CH—- — —('O)CHCH=CH- +'OH (4)

Hipétese para formacédo do carbamato de etila

HC=N + "0OH — —"C=N + H,0 ®)

HC=N + HOO® — —*C=N + HOOH ©)
HOOH — 2HO'

—*C=N + 'OH — HOC=N <= 0=C=NH )

O=C=NH + EtOH — EtOCONH, )

Figura 1-2. Proposta de mecanismo de formacdo do carbamagtildetendo o CN
como precursor, baseada na auto-oxidacdo de comspostaturados presentes em
bebidas alcodlicas, catalisada pela radiacad®Iv.

Vérios fatores podem influenciar a formacdo dédamawato de etila a partir do
CN, entre eles, destacam-se o pH, luz, concentragicetdnol, temperatura e
concentacdo de ions €1 Alguns autores ja propuseram outras rotas de fimdo
carbamato de etila, sem envolver o ion".CN reacdo de proteinas com o etanol
catalisada por Gii € um exempl&® No entanto, tentativas de reproduzir esta rota
gerou resultados ndo conclusivos. Alguns estudosd@monstrado que praticamente
todo o carbamato de etila presente em bebidas l@lasdestiladas é formado nas
primeiras 24 a 48 horas apds a destildtad’ A elucidacdo dos mecanismos e fatores
que influenciam a formacdo do carbamato de etilaairequer varios estudos,
sobretudo no que diz respeito a cachaca, uma vezaqunaioria dos trabalhos

encontrados na literatura fazem referéncia apenasoatras de uisqués.*®
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Além do cobre e do carbamato de etila estdo pieseoomo contaminantes,
outras substancias, as quais afetam a qualidadeateca tornando-a um produto de
menor valor e menos atraente no mercado braséeirternacional.

Sendo um produto de importancia soécio-econdmicanatse necessario
assegurar a qualidade da aguardente de cana-dm-a@tcalmente, a legislacéo
brasileira, por meio da Instrucdo Normativa n°133@ede junho de 2005 do MAPA
(Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecinm@ntestabelece a composicéo
quimica, o0s requisitos de qualidade e a concemtragi@xima permitida de

contaminantes dessa bebida (Tabelas 1-1 e 1-2).

Tabela 1-1.Composicao quimica e requisitos de qualidade dardgnte de cana-de-
aclcar e cachaca estabelecidos pela legislacéiteiveds

Componente Unidade -~ Limite -
minimo Maximo
Acidez volatil em acido mg/100 mL de ) 150
acetico alcool anidro
Esteres totais, em acetato de mg/100 mL de i 200
etila alcool anidro
Aldeidos totais, em mg/100 mL de
] ) . - 30
acetaldeido alcool anidro
Soma de Furfural e mg/100 mL de
) S - 5
Hidroximetilfurfural alcool anidro
Alcodis superiores* rr'lg/100 m_L de - 360
alcool anidro
Coeflcilente (15 mg/100 mlL de 200 650
Congéneres alcool anidro
Acucares g/L - 30

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

** Coeficiente de Congéneresé a soma de acidez volatil (expressa em acido
acético), aldeidos (expressos em acetaldeidoyeédt#ais (expressos em acetato de
etila), alcodis superiores (expressos pela somaaldool n-propilico, alcool

isobutilico e alcoois isoamilicos) e furfural + tagimetilfurfural.
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Tabela 1-2.Limites maximos de contaminantes organicos e imocgé estabelecidos
pela legislacao brasileira na aguardente e cactecana de acutcht.

Contaminante Unidade Limite maximo
Metanol mg/100mL alcool anidrido 20
Carbamato de etila Hg/L da bebida 150
Acroleina (2-propenal) mg/100mL alcool anidrido 5
Alcool sec-butilico (2-butanol) mg/100mL alcool dndo 10
Alcool n-butilico (1-butanol) mg/100mL alcool anidio 3
Cobre mg/L da bebida 5
Chumbo Hg/L da bebida 200
Arsénio png/L da bebida 100

Esses componentes e seus respectivos limites tBnalmlade de moderar a
influéncia de cada um desses componentes na poodegsalude publica e na qualidade
da bebida, néo significando, entretanto, que aagaclgue ali se enquadre possa ser

considerada um produto de qualidade sensorial isufet

1.1.2 Métodos de determinacdo de cobre em cachaca

Uma vez apresentadas algumas consideractes aeeprasenca de ions cobre
na aguardente de cana-de-acucar, principalmenje@e@envolve seu papel na qualidade
sensorial da cachaca artesanal, na rota quimidaraecdo do carbamato de etila e,
principalmente, os limites maximos de concentrag8segurados pelo MAPA para
garantia de qualidade da bebida consumida no BE6img %) e para exportacéo (2,0
mg L™, fica evidente que é fundamental o desenvolvimete métodos simples e
rapidos para a determinacéo dessa espécie naleefieaitriz.

Véarios métodos tem sido propostos, utilizando rdifees técnicas, para a
determinag&o de fons cobre em amostras de caéhalaAs técnicas espectrométricas
de absorcédo e emissdo atbmica sdo as mais utgiz&dmetodo sugerido pela AOAC
(Association of Official Analytical Chemi}t&” por exemplo, utiliza a espectrometria
de absorcdo atdbmica com chama (FAAS), com os paandaiticos para construgdo da
curva de calibragdo (0,0 a 0,96 ppm) preparadosauntdo alcodlica a 50% (v/v) e
leitura direta de amostras sem ajuste de gradwdcaddlica. Entretanto, HONORATO e

colaboradore&? em trabalho que também utiliza FAAS, realizaram estudo de
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validacdo que indicou um efeito de matriz considelreem analises de cobre em
cachaca utilizando o método da curva de calibréé&M). Dessa maneira, sugerem

que esse tipo de andlise seja realizada utilizandétodo de adicdo de padrées (SAM),
uma vez que no caso do ACM, devido ao efeito deimat grau alcodlico de cada

amostra deve ser determinado antes da analisepado8es analiticos preparados em
solugdes de mesmo grau alcoodlico. O principal noogiglo qual a graduacao alcodlica
interfere na medida est4 relacionado com tensaerfitipl da solu¢cdo. Quanto maior

for a graduacao alcodlica, menor sera a tensaafsigeda solucdo e maior sera a
eficiéncia de nebulizagéo.

O Instituto Adolfo Lutz também propbe, em seu gde métodos fisico-
quimicos para analise de alimentos, 0 método dgdadie padrdo para determinar
cobre em aguardente de cana-de-a¢aBaXxo procedimento proposto, adiciona-se 10
mL da amostra em quatro bal6es volumétricos de E0EmM seguida, sdo adicionadas
aliquotas de 2, 5, e 10 mL de uma solucéo padndemdo 5,0 mg L de cobre em trés
dos baldes, sendo que um dos baldes é mantido somem a aliquota da amostra.
Apoés completar o volume com agua, a concentracéb die cobre em cada baldo deve
ser de 0,0; 0,2; 0,5 e 1,0 mg/L. O branco devesgrminado com a solucéo de alcool
etilico a 8% (v/iv) em agua. A vantagem deste métédeliminar principalmente
interferéncias provenientes da matriz. Entretanpmde ser considerado um
procedimento trabalhoso quando utilizado em arsilkike rotina em laboratérios com
alta demanda de amostras.

MIRANDA e colaboradoré$’! propuseram um método para determinacdo de
cobre em aguardente de cana-de-agUcar empregat&miea de espectrometria de
absorcdo atbmica sequencial rapida (FS-AAS). Pestizar o ensaio, diluiram a
amostra em uma proporcdo de 1:1 com HNGnol L e utilizaram padrées internos
(Ag, Bi, Co ou Ni) para minimizar as interferéncieausadas pelos diferentes teores
alcodlicos das amostras, evitando assim o uso dmdméde adicdo de padrdes
empregado por HONORATO e colaboraddfdsO método proposto foi validado,
encontrando, quando da utilizacdo do Ag como pathi&ono, um limite de deteccao
de 15 ug e coeficiente de correlagéo de 0,9997 para a faigar de 0,1-4,0 mg'L
A precisao e a veracidade foram avaliadas, comgargor meio do teste t ddudent
0s resultados obtidos com 0 método proposto, amalis 5 amostras de cachaca, com

aqueles obtidos utilizando a técnica de espectraang¢ emissao Optica com plasma

10
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acoplado indutivamente (ICP-OES) em um nivel defianga de 95%, os quais
mostraram-se estatisticamente iguais.

A técnica de espectrometria de absorcdo atémioa foono de grafite (GF-
AAS) foi utilizada por CALDAS e colaboradofé® para determinacéo simultanea de
As, Cu e Pb em aguardente de cana-de-acucar, sana gligestdo da amostra. No
procedimento utilizaram-se Bi e Sb como padroesrmios para minimizar o efeito de
matriz, corrigir erros sistematicos e eliminar uéfhcias geradas por flutuacbes de
ajustes do instrumento. Pd(h)@e Mg(NG;), foram empregados como modificadores
quimicos. O método proposto foi validado, sendo agieesultados obtidos mostraram
coeficiente de correlacdo de 0,999 para a faixa0fe1000 pg ' de cobre, limite de
deteccéo de 22 pg'irecuperacéo variando de 97% a 108% e coeficidmteariacéo
de 1,8% para amostra contendo 500 [tg@s resultados obtidos para determinacéo
direta de As, Cu e Pb em 10 amostras de cachacarciaimforam comparados com
aqueles obtidos por espectrometria de massas cane fde plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS), em nivel de confianca d&€69pelo teste t deStudent
mostrando-se estatisticamente iguais.

ROCHA e colaborador&d propuseram um método que emprega a técnica de
espectrofotometria de absor¢do molecular na reg@abt)V-vis para determinacédo de
cobre em aguardente de cana-de-acucar. O compmptmdiina foi utilizado para
formacdo de um complexo cromoforo com o cobre, al oi monitorado no
comprimento de onda de 545 nm. As analises foratizaglas em um meio contendo
solucdo alcodlica a 87% (v/v), cloreto de amonif,@% m/v, biquinolina em uma
concentracéo de 6,4 x “tmol L*, triton x-100 (0,08%, m/v) e solucdo tamp&o de
acetato 1,0 mol t (pH 4,8). Foi observado que a reacéo para formemnoplexo é
instantanea e apresenta alta seletividade em geeskenoutros metais. Obtiveram uma
faixa linear de 1-17,0 mg'Le coeficiente de correlacéo linear de 0,9999 pararva
de calibragdo. Este método ndo requer pré-concdotrao preparo de amostra,
permitindo direta quantificacdo de cobre.

Técnicas eletroanaliticas também ja foram utilizgolara determinacdo de ions
cobre em amostras de aguardente de cana-de-a¢tid@HLER E SILVA® por
exemplo, desenvolveram um método potenciométrica fa aplicacdo, utilizando um
eletrodo ion-seletivo para ions cobre construidoladratério utilizando membranas
de sulfeto de cobre. O método proposto foi validasmdo que os resultados foram

comparados com aqueles obtidos pelo método decadigdpadrées em FAAS. Essa
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comparacao mostrou que os resultados obtidos méremhi significativamente em nivel

de 95% de confianga.

1.1.3 Espectrometria de absorcéo atomica (AAS)

Entre as técnicas analiticas comumente utilizadageterminacdo de metais em
amostras de diferentes matrizes, as mais comurssségpectrofotometrias de absorcéo
atbmica e de emissdo Optica (AAS e OES, respectinteh) e a espectrometria de
massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MER)fre essas técnica, a
espectrometria de absorcdo atbmica em chama (FA8®)a lugar de destaque em

razdo de sua simplicidade, eficiéncia, especifitida custo relativamente baikb2®

1.1.3.1 Fundamentos

A AAS baseia-se na absorcdo de ondas eletromagsdgoergia radiante) por
atomos livres que se encontram nos estados gadosdamental. A diferenca entre o
feixe radiante incidente na amostra e o feixe eerggy € relacionada com a
concentragcdo analitica da espécie de interesseesitda lei ddBeer Dessa maneira €
possivel converter o sinal analitico na concentralzielemento quimico analisado. Os
nomes atribuidos as técnicas AAS estao relacionados a fonte atomizadora, que
pode ser a chama (FAAS), o forno de grafite (GF-AAS gerador de hidreto (HG-
AAS).[?]

Em AAS, as larguras das linhas obtidas nos esgedgambsorcdo sdo bastante
estreitas (0,002 a 0,005 nm) e menores que asrdargle bandas efetivas da maioria
dos monocromadores. Como resultado, o uso de éadiaglada de uma fonte continua
por um monocromador inevitavelmente acarreta aioesvwstrumentais da lei dgeer.
Esse problema foi contornado pelo uso de fontemdiacdo (lampadas de catodo oco)
gue emitem ndo somente uma linha com o0 mesmo corapi® de onda selecionado

para a medida de absorcdo, mas também uma linhamaés estreitd”!

1.1.3.2 Instrumentacéo

Atualmente, existem no mercado instrumentos conav@onfiguracbes, como
espectrometro de absorcdo atdmica de feixe Uniatuplo, espectrémetro de absor¢éo
atdmica com chama sequencial rpida, espectrometabsorcdo atbmica com forno de

grafite, dentre outros. A Figura 1-3 representa instrumento para FAAS de feixe
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duplo. Nesse sistema, a radiacdo de uma fontentlaslié focada no vapor atémico
formado na chama. A radiacdo atenuada da fonteddeviabsorcdo da espécie de
interesse entra no monocromador, 0 qual isola lsalide interesse. Em seguida, a

poténcia radiante da fonte, atenuada pela absa¥géiedida pelo detector.

. Feixe de referéncia
Lampada de

catodo oco
\\\ Queﬂsmdor
\ 4 .
= \ ~
= K — }\ )
I|II _| i_ _r-') .'IIll
Recortador Espelho Monocrémador  Detector

semiprateado

Figura[128]l-3. Representacdo esquematica de um instrumento pPaAs Fle feixe
duplo:

A fonte de radiacéo representada na Figura 1-3déande catodo oco, consiste
em um anodo de tungsténio e de um céatodo cilindsetado em um tubo de vidro,
contendo um gas inerte, como o argbnio, a pres#ddsa 5 torr. O catodo é fabricado
com o metal do analito ou serve de suporte paraaoobrimento desse meté@lom
caracteristicas similares e mesma funcao, a lamgdkescarga sem eletrodo também
pode ser empregada no sistéffia.

As principais fontes de atomizacédo para AAS sadmama e 0 aquecimento
eletrotérmico. Quando se emprega chama como fentaimizacdo, esta é gerada por
uma mistura (amostra, combustivel e oxidante) du@g& ao queimador onde ocorre a
combustdo e atomizacdo da amostra, podendo atemiperaturas de até 4800 K
cianogénio como combustivel e oxigénio como oxielft Normalmente s&o
utilizados acetileno como combustivel e ar pregado como oxidante, obtendo uma
chama com temperatura de até 2708°K.

O monocromador, geralmente constituido de um prismaede de difracao,
isola a linha de interesse proveniente da fonteamenizacdo. Apos passar pelo
monocromador a poténcia radiante da fonte, atenpeldeabsorcdo, € medida pelo tubo

detector (na maioria dos casos ¢ um tubo fotonligkighor, TFM). O sinal é entédo
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processado e dirigido para um sistema computacipaeh fornecer os dados de
saidd®!

1.1.4 Validacdo de métodos de ensaio

1.1.4.1 Relevancia

A validacdo de métodos tornou-se um requisito €&slena pratica de quimica
analitica. Todavia, ciente da importancia, e ppatthente naquilo que é mais relevante,
parece ser pobre em quimica analitica. Muitos gdéasalidacdo foram publicados e
estdo disponiveis na literatura, especialmente pa¥todos especificos, porém sao
pouco usados. Alguns analistas veem validacdo dedo® como algo que pode ser
feito somente em colaboracdo com outros laboratdipor esta razdo ndo a f%.
Entretanto, essa pratica de validacdo vem aumemtgmuis o credenciamento de
laboratorios atualmente deve atender aos requiddosaorma ABNT NBR ISO/IEC
17025: sele¢cdo de métodos de ensaio (item 5.4eBgpndolvimento de métodos de
ensaio pelo laboratério (item 5.4.3), utilizacdo détodos ndo normalizados (item
5.4.4) e validacdo de meétodos (item 5.4.5). Diatisso, € fundamental que os
laboratorios disponham de meios e critérios olgstipara demonstrar, por meio da
validacdo, que os métodos de ensaio que executadyzem a resultados confiaveis e
adequados a qualidade pretendida. Se um métodergeigor modificado para atender
aos requisitos especificos, ou um método totalmemeo for desenvolvido, o
laboratorio deve assegurar de que as caractesistecdesempenho do método atendem
aos requisitos para as operacdes analiticas pietaid

Para realizar a validagéo, alguns parametros deeemvaliados, dentre os quais
podem incluir, quando aplicavel: seletividade, dingade, faixa de trabalho e faixa
linear, limite de deteccao, limite de quantificagaeracidade, precisédo e robustez. Além
desses parametros, também podem ser incluidoslidagé, aqueles que estdo sendo
adotados recentemente por alguns guias e docunrefeosnte a validagao.

1.1.4.2 Parametros de validacéo

Nesta secdo estao descritos os parametros degZaid@e mais aparecem nos
atuais guias e documentos referentes a validac&@oéttiedos de ensaio. Os parametros

gue necessitam ser avaliados durante o processalidacdo podem variar de acordo
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com o tipo de ensdid. A Tabela 1-3 apresenta sugestdes de como Sedecin

parametros conforme o tipo de ensaio.

Tabela 1-3.Selecdo dos parametros de validagéo conforme aéensaid™?

Tipo de ensaio
Parimetros Determinagao do Analise
Qualitativo componente (ou de elementos Propriedades
analito) em maior menores e Fisicas
teor (1) Tragos (2)
Preciséo < < <
Seletividade N N N N
Tendéncia / recuperagéo N N N
Robustez v v v v
Sensibilidade /
linearidade / faixa de + + +
trabalho
Limite de detecgéo N N
Limite de quantificagéo v

(1) Dependendo da faixa de concentracdo do analito pdge ser necessaria a
determinacdo dos limites de deteccdo e de quat#icz como por exemplo:
determinacao de sacarose em balas e determinagéordie gordura em carnes, ou
seja, componentes em maior teor com concentra¢éoa 100%.

(2) Séo considerados como de menor teor concentragiies®01 a 1% e elementos

tracos, 0s elementos em concentracdo abaixo d&0,01

1.1.4.2.1Seletividade

A seletividade de um método se refere a extengia gual ele pode distinguir
analito(s) especifico(s) numa mistura complexa, senerferéncia dos outros
componentes da mistura. Um método, que seja totddnseletivo para um analito ou
grupo de analitos, é dito como sendo especifict! Esse parametro é fundamental no
processo de validagéo, pois ao comprovar que néo fr@senca de interferéncia no
ensaio analitico € o mesmo que demonstrar queso#tagos sao confiaveis. E se a
seletividade ndo for assegurada, a linearidadeenaéhcia e a precisdo estarao
seriamente comprometid&8.

A interferéncia pode ser causada por qualquer coemge da matriz onde se
encontra o analito, e quando esta presente, pocherdar ou reduzir o sinal, e a

magnitude do efeito também pode depender da coacéot Experimentos para
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avaliacdo da seletividade descritos na literatotaesvalidacdo de métodos analiticos
envolvem ensaios com padrdes ou materiais de nefagéamostras com ou sem o
analito, além da avaliacdo da capacidade de id=g#o do analito de interesse na

presenca de interferéncid.

1.1.4.2.2Linearidade

Em metodologias analiticas, a quantificacdo requgee se conheca a
dependéncia entre a resposta medida e a concenttagialitd>?

A linearidade € uma forma de avaliar essa deperamus mede o quanto um
grafico da curva de calibracéo segue uma linhd¥&a aplicada tanto na padronizacéo
interna quanto na externa e resulta em expressémmatica usada para o calculo da
concentracdo do analito a ser determinado na amosai® A equacéo da reta que
relaciona as duas variaveis é:

y=a-+ bx
sendo:
y = resposta medida;
X = concentracao;
a = intersecao com 0 eixo y;

b = inclinagao.

O método dos minimos quadrados ordinario (MMQOJiné& derramenta ideal e
largamente utilizada para obter a curva de caltmag a equacdo matemética que
relaciona as duas variaveis. Porém, o ajuste deegmacao de calibracdo empregando
esse meétodo assume varias premissas relativagsidsios da regressao e ao modelo
gue devem ser satisfeitas: os residuos sdo vaialeatérias com média zero e
variancia constante e desconhecida; os residuogsi@weis normalmente distribuidas;
os residuos sdo homoscedasticos, com distribuigdstante ao longo dos valores de
X;; os residuos sdo independentes (ndo correlacishada relacdo entr®; e Y; é
linear® Dessa forma, na aplicacdo do MMQO, é essenciavaiagdo dessas
premissas.

Outros métodos de regressao usados em quimicdi@na@o o Método dos
Minimos Quadrados Ponderados (MMQP) e o Método Kidsimos Quadrados

Generalizados (MMQG). No caso de os residuos fa@msiderados heteroscedasticos
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os dados da calibracdo devem ser tratados pelo M¥M@Rjuando os residuos forem

considerados dependentes o ideal € o emprego do®MQ

1.1.4.2.3Faixa de trabalho e faixa linear

Quando se aplica uma curva de calibracéo para mégeltados analiticos deve-
se garantir que a faixa utilizada dentro desta acuorneca resultados confiaveis,
portanto é fundamental que a linearidade, veraeidadh precisdo sejam aceitaveis
dentro dessa faixa. Uma das formas de assegupdicacéio de uma faixa que contenha
tais qualidades é determinar a faixa de trabakhdagxa linear do método.

A faixa de trabalho € a faixa de concentracdo dalitan ou valores de
propriedades, ao longo do qual o método pode dieadp. A faixa linear é a faixa de
concentracdo do analito ao longo do qual o métatoete resultados de ensaio
proporcionais a concentracéo do andfito.

A faixa de trabalho é geralmente limitada no extremferior pelo valor do
limite de quantificagdo, enquanto no limite supes restricbes sdo impostas por
efeitos dependentes do sistema de deteccdo doaewgnpo, 0s quais podem levar a
incerteza e sensibilidade para valores inaceitat/ets

Dentro da faixa de trabalho pode existir uma falearesposta linear e dentro
desta, a resposta do sinal tera uma relacdo lioear o analito ou valor da
propriedadé®? A extensdo dessa faixa pode ser estabelecida tdusaavaliacdo da

faixa de trabalho.

1.1.4.2.4Limite de deteccédo (LD) e limite de quantificac&oL(Q)

Quando os métodos analiticos quantitativos emitsultados que estdo abaixo
do LQ, esses resultados apresentam incerteza atsdimites aceitaveis, portanto
devem ser expressos como valores menores do qQe(¥;l< LQ) e ndo igual ao valor
literalmente encontrado. O mesmo raciocinio é fedm os métodos qualitativos e o
LD.

O limite de deteccdde um método € muitas vezes determinado pela analis
repetida de uma porcédo de amostra branca, nessedprento, primeiro encontra-se o
desvio padréo dos brancos analisados e em seguiddtiplica por trés. E possivel que
seu valor seja diferente para diferentes tiposuiesara®!
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O limite de quantificacAd@ a menor concentracdo de analito que pode ser
determinada com um nivel de incerteza aceitdvemalmente € o ponto mais baixo na
curva de calibracdo. Segundo o estabelecido pMMEMRO?? 0 LQ pode ser definido

como sendo de 5, 6 ou 10 desvios-padréo da medozBoanco.

1.1.4.2.5Veracidade / tendéncia

A veracidade é a concordancia entre a média de wmero suficientemente
grande de resultados de um ensaio e o valor deénefa aceito convencionalmente
como verdadeir&®

A determinacdo da veracidade, geralmente, devdestar por intermédio de
ensaios de recuperacdo utilizando-se material f@eéreia certificado (MRC). Caso
nao haja MRC disponivel, a determinacéo da recgperdeve ser feita por intermédio
de matriz branca fortificada. Na falta de uma madbrianca, fortifica-se amostras com
baixa concentracdo do analito para realizar os@nda recuperacao. Outra forma de se
determinar a veracidade é pela participacdo em amupes interlaboratoridf&: >

Na avaliacdo da veracidade, os valores obtidos lpbloratorio — a meédia, o
desvio padrdo amostral e a incerteza de uma seémmshios em replicata — devem ser
comparados com os valores aceitos como verdad@iat@ses obtidos dos MRC, dos
programas interlaboratoriais ou pela fortificag@ ainostras). Para esta comparacéo
podem ser utilizados diversos critérios de decisatre 0s quais: erro relativo, indice z
(z-score), erro normalizado e recuperdédo.

Quando o valor obtido, ao utilizar algum critérie@ decisdo, nao estiver dentro
dos limites aceitaveis, o laboratério deve procwarcausas desse desvio e tentar
elimina-las®?

Ha outra forma de interpretar a veracidade, a tpral por objetivo corrigir o
resultado da analise por meio da recuperacao dos gstematicos oriundos dos efeitos
de extracdo ou digestdo e das perdas advindaslde &s etapas da marcha analitica,
realizadas até a leitura da resposta instrumeatalcomo limpeza (clean-up), diluicdes

ou pré-concentracdo, derivatizacoes, secadgéns.

1.1.4.2.6Precisao

E a estimativa da dispersdo de resultados entegosnisidependentes, repetidos

de uma mesma amostra, amostras semelhantes owepaein®d condicdes definidas. As
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trés maneiras de expressa-la sdo por meio datrejpletile, da precisdo intermediaria e
da reprodutibilidade. Sendo que a reprodutibilidade um procedimento analitico
somente pode ser estimada mediante a participagdond ensaio interlaboratorial
colaborativo, raramente disponiVvl.

O desvio padréo e o coeficiente de variacdo safmrasas mais comuns de
expressar a repetitividade, precisdo intermediarieeprodutibilidade. As condicdes
analiticas de repetitividade podem ser caractaizadilizando: mesmo procedimento
de medicdo, mesmo observador, mesmo instrumenio usab mesmas condicdes,
mesmo local e repeticdes no menor espaco de teropsivel*? As condicoes
analiticas de precisdo intermediaria podem serctiaadas utilizando: diferentes

analistas, diferentes equipamentos e diferentesdas?

1.1.4.2.7Robustez

O estudo da robustez de um procedimento analitiooupa avaliar o quéo
sensivel o0 resultado analitico é a variacdes nasdigiies experimentais do
procedimento analitico, os chamados fatores ouanmahtos ou grandezas de
influéncial®

A robustez ndo é uma grandeza fisica ou quimisanasio se pode atribuir-lhe
um valor numérico. Para avaliar a robustez, verifie experimentalmente se a variacao
de cada fator estudado tem efeito significativorsod qualidade metrolégica do
resultado analitico. Se nenhum dos fatores estsdagausiveis de afetar o resultado
da medicao tiver efeito significativo, o procedirtteanalitico é considerado robu&td.

Um procedimento robusto produz resultados maisodgpiveis ao longo do
tempo e, principalmente, apresenta maior portauakdpara outro laboratério dentro da

organizac&o, no pais ou até no exteror.

1.1.4.3 Conduta no procedimento da validacao

A conduta no procedimento de validacdo é importgngndo se quer realizar a
validacdo de um método de ensaio, pois minimizargacde trabalho do processo de
validacdo. Para isso, recomenda-se que seja adatadplanejamento cuidadoso e
estatisticamente consistente, que permita combemaaios de forma a determinar

diferentes parametros de validacdo em um mesmaoimereo’>®
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Na literatura, diversas propostas para o delinetomerperimental ja foram
apresentadas. SOUZ! em seu trabalho de tese de doutorado, por exemnpds a
validagdo de métodos quantitativos, em que foramsiderados parametros como
linearidade, efeito de matriz, seletividade, exadidrecisao e limites de deteccdo e de
quantificacdo. O procedimento proposto para o datimento experimental esta

esquematizado na Figura 1-4.

Experimento 1
(ensaios com curvas do analito
em solventes)

Avaliacdo da
linearidade

Experimento 2
(ensaios com curvas do analito
em solventes & em matniz)

Avaliagdo dos
efeitos de matriz

Experimento 3
(ensaios com curvas do analito,
amostras brancas e adicionadas
ou materais de referéncia)

Avaliacdo da
seletividade,
exatiddo, precisio
e limites

Adequagio para uso
(fitness for purpose)

Figura 1-4. Delineamento dos experimentos para validacdo dedoe quantitativos,
incluindo formas de validacéo e abrangéncia emdsrde parametros de desempenho
avaliadod>"

O processo foi dividido em trés delineamentos ewpmntais distintos: |.
Ensaios para curvas de calibracdo do analito emerstgls e determinacdo da
linearidade; Il. Ensaios para curva de calibragii@amhlito em solventes e do analito na
matriz da amostra para verificagao dos efeitos d&im e Ill. Ensaios com curvas de
calibragéo (do analito em solventes, em matrizxdta®s sem matriz, dependendo dos
resultados dos estudos de efeitos de matriz), aasotancas e amostras adicionadas

ou materiais de referéncia para verificacao ddigelade, exatidao, preciséo e limites.
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O Manual de Garantia da Qualidade Analitica do MEP foi elaborado com o
objetivo de estabelecer parametros e critérioscaétagdo aplicaveis a validacdo de
métodos analiticos e a rotina analitica dos labdos publicos e privados que
pertencem ou desejam pertencer a Rede Nacionalabtleratorios Agropecuarios,
credenciados ou autorizados a realizar analises @dlano Nacional de Controle de
Residuos e Contaminantes. Nesse manual, h4 umaspmopara a conducdo do
processo de validacado conforme as Figura 1-5 eeim6jue inicialmente deve-se obter
uma curva de calibracdo aprovada nos testes degd@lda linearidade, sensibilidade e
seletividade; em seguida usa-se essa curva deaga@dpara obter dados para validacao
de outros parametros e, entao, realiza-se o edtugleracidade, da preciséo, dos limites
e da estimativa da incerteza de medigéo.
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¢ ™
| INICIO J
CCAS: Estudo da Linearidade, Sensibilidade;
Construir a curva de calibracao \\\‘\\
CCAS: obter as leituras Toctar 3 ~ nao
replicadas da resposta Homoscedasticidade
instrumantal em cada nivel da Ver Figura 4 e ;
calibragao Anexo i o
MMQO | « < MMQP
Calcular os parametros da regressao;
a b, s, s ecoviah)
+
Testar a gualidade do ajuste {Ver Figura 5)
Decidir por ajuste de reta ou polindmio
I
Fi, CCMBF ou CCEMEBF
/./' e Repetir o Estudo da Linearidade,

e \\H Sensibilidade com cunas de calibragao
F_,,a-" SELETIVIDADE “‘»stim matrizadas a matriz ou nova matriz a incluir

Testar efeito de matriz :

v

ou a indusdo de

i
Hﬁﬂ\

1 nova matriz / Comparar a curva de calibracdo ndo
T f__, matrizada CCAS com a curva de calibracao
T, o matrizada CCMBF ou CCEMBF
H'“‘M.-‘
o
. -..1\_\“1‘-\-L
) Afeim de .
Continuar usando a5 nio -~ wiakriz .,
—— i ] +* WD Euime
CCASna va!!dat;au . significativo
& na rotina \ i
o

e, G

o |

Usar as CCOMBF ou as CCEMBF
na validagao e na rotina

—}|3 & |

Figura 1-5. Conduta do procedimento de validacdo sugerido lgkeloual de Garantia
da Qualidade Analitica do MAPA (Parté).
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(13

~
Estudo da Exatiddo:
Determinacio da recuperacao com MRC ou com
fortificagdo de matriz
k.

l

Estudo da Precisdo de Repetitividade efou
Reprodutibilidade
Replicaghes do estudo de exatidio

Estimar a incerteza de medicio
Usar o método Bottom-Up ou o método Top-Down

i

Calcular CCo e CCP ou LD
Usar os dados da curva de calibragio
conjumta de trés dias e do cdlculo de
incerteza, ou das 20 replicagbes de
andlises de fortificagbes no LMR ou
mo LMDR

Calcular CCo e CCR
ou LD

Estudo de Robustez
Usar um planejamento fatorial dos
tratamentos (fatores) que afetam o
resultado da andlise ouw uma
abordagem cldssica de variar um fator
de cada vez

l

[ FIM -\'-

N

L 4

Figura 1-6. Conduta do procedimento de validagéo sugerido lgkeloual de Garantia
da Qualidade Analitica do MAPA(Parte fi!
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1.2 OBJETIVOS

Propor e validar um método para determinacdo dwecem cachaca por
espectrometria de absorcao atbmica com chama.

-Realizar a validacdo do método focando o guieatidacéo do INMETRG?

-Definir o escopo do método visando os diferertipes de cachaca: néo
envelhecidas, envelhecidas, envelhecidas e adasnde caramelo, adicionadas de

sacarose até 6 g'le com grau alcodlico real variado.
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1.3 PARTE EXPERIMENTAL

1.3.1 Reagentes

Etanol (Merck, Darmstadt, Alemanha) com grau deepai 99,5% e solucao

padrdo de cobre(ll) contendo 1000 mg (Merck, Darmstadt, Alemanha) foram

empregados no desenvolvimento e validagdo do método

1.3.2 Condicdes de operacao e configuracao do espectroneet

Foi utilizado um espectrometro de absorcao atdooca atomizagcdo em chama

modelo SpectrAA 220/FS da Varian. Esse equipamgogsui nebulizador de pérola de

impacto, sistema Optico com duplo feixe, lampadaddetério para correcdo do

backgroundlampada de catodo oco e sistema de determinagfielementar em série.

Tabela 1-4.Condicbes em que os parametros de operacédo do

instrumento foram configurados

Parametro Condicoes de operacao
Elemento Cu
Tipo de instrumento chama
Unidade mg [}
Modo do Instrumento absorvancia
Modo de amostragem manual
Modo de medicao PROMT
Comprimento de onda 324,8 nm
Fenda 0,5 nm
Corrente da lampada 10,0 mA
Correcao ddackground BC ON
Tempo de medicéo 40s
Tempo de espera para medi¢cao 40s
Tipo de chama ar/acetileno
Fluxo de ar 12,60 L/min.
Fluxo de acetileno 2,00 L/min

Ensaios prévios a validacdo foram realizados phélacdo), momento em que
foram estudadas as condi¢cdes de operacdo em quepamento de absorcao atdmica
apresentasse melhor desempenho para determinacabréeem cachaca. No inicio da

operacdo do equipamento sempre realizou-se o alita da lampada e do
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gueimador, buscando um sinal de medicdo mais interestavel possivel. Além disso,
cuidados com limpeza, principalmente do queimadoram realizados quando
necessario. Parametros que exigem monitoramento,qoon exemplo, fluxo de gases,
foram monitorados utilizando softwaredo equipamento. As condi¢cdes especificas de
operacao utilizadas para medir a absorvancia de ¢@s amostras foram configuradas

no softwaredo equipamento conforme a Tabela 1-4.

1.3.3 Método proposto

- Determina-se o grau alcoolico real em porcentagenvolume empregando método
normalizado ou validado pelo laboratério (como premplo, 0 método presente na
Instruc&o Normativa n° 24, de 8 de Setembro de BBlasste baseia-se na quantificagéo
do grau alcodlico por meio da densidade relativesd8 método pode-se utilizar um
densimetro digital para medir a densidade da caclkagentdo, determinar o grau
alcodlico por meio da densidade e de uma curvarglagiona a densidade e o grau
alcodlico).

- Medir, usando pipeta volumétrica, 20 mL da ansostr transferir para baldo
volumétrico de 25 mL. Se a amostra apresentar glaalet de cobre acima do valor
maximo da faixa de trabalho, medir a quantidadej@alda da amostra de modo a focar
a medic&o no centro da curva de calibragao.

- Corrigir o teor alcodlico para 40% (v/v) adiciowi® alcool etilico PA ou agua
destilada deionizada e, entdo, o volume completado solucdo alcodlica 40% (v/v)
até o ponto desejado. A quantidade de alcool etilicagua para fazer a correcéo deve

ser determinada pelas equacdes:

Para amostra com grau alcodlico Para amostra com grau alcodlico
abaixo de 40% v/v adiciona-se alcogl acima de 40% v/v adiciona-se agua
anidro em gquantidade determinadg destilada deionizada em quantidade
pela equacéo abaixo. determinada pela equacgé&o abaixo
40—-G G
Viicoot = V;zm( 60 ) Végua = Vam (E - 1)

Sendo:
Vaicoor = VOlume de éalcool a ser adicionado;

Vigua = Volume de agua a ser adicionada,
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V,m = volume da amostra medido para o baldo de 25 mL,;

G = grau alcodlico real da amostra em porcentagem.

- Construir a curva de calibracdo com solucdesguade cobre(ll) preparadas em meio
alcodlico a 40% (v/v), nas concentracdes 0,1, D@, 2,0, 3,0 e 4,0 mg Lutilizando
um espectrometro de absor¢cdo atdbmica com chamangmeno comprimento de onda
de 324,8 nm. Fazer as medidas de absorvéancia dasrame encontrar o resultado da
concentracdo de cobre por meio da equacao:

Con = (Agm — @).Vy
b. Vam
Sendo:

Cc, = concentracédo de cobre na amostra em thg L
A,m = absorvancia da amostra medida no ensaio;
a = coeficiente linear da curva de calibracéo;

b = coeficiente angular da curva de calibracao;

V, = volume do baldo volumétrico usado no ensaio;

V.m = volume da amostra medido durante o ensaio.

1.3.4 Delineamento experimental para validacao

Inicialmente, foram realizados estudos de pré&dagho para estimar a faixa
linear, presenca do efeito de matriz, sensibilidadeletividade do método.

A linearidade e o efeito de matriz foram avaliatiweando-se como referéncia o
delineamento experimental proposto por SOU#o qual estd em conformidade com
a proposta de validacdo do INMETR®. Quanto & avaliacdo da linearidade e
determinacao da faixa linear, inicialmente, fo@nstruidas curvas de calibracdo com
seis niveis de concentracfes, sendo que parandaela foram feitas trés replicatas
independentes, mais o branco como controle. Emdadoram realizadas a estimativa
dos parametros de regresséao pelo MMQO, o tratangent@alores extremos eliminando
no méaximo 22,2% dos dados e, finalmente, a avalidg8 premissas de regressdo. Para
avaliar o efeito de matriz, preparou-se quatro @sirfe calibracdo, duas com padrdes
analiticos dissolvidos em solvente (agua e solad@molica) e outras duas nas matrizes
estudadas. Avaliou-se entdo a linearidade e ooef## matriz dessas curvas de

calibragao.
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A curva de calibracdo aprovada e selecionada akaa&io da linearidade e do
efeito de matriz foi utilizada para obter os remidis para avaliagdo dos outros
parametros de validacdo. O numero de replicatasergtp e os itens de ensaios
(amostras, amostras fortificadas, padroes, etdiyados para avaliar a seletividade,
limites, faixas, veracidade, precisdo e robuststgoeem conformidade com o guia de
validacdo do INMETR®? Os dados desses ensaios foram tratados verificando
presenca de valores extremos usando o tes@raleb$®” 34 antes da aplicacdo dos

testes estatisticos.

1.3.5 Ensaios de validacéao

Todos os experimentos relativos a validacdo faieatizados no Laboratério de
Andlise Fisico-quimica em Alimentos do Institutondiro de Agropecuaria (LAFQ-
IMA). As vidrarias utilizadas foram inicialmenteviedas com detergente alcalino e agua
destilada deionizada. Em seguida, foram deixadasalleo em solugao de HCI 0,1 mol
L™ para lixiviar os metais remanescentes, novamemtadhs com agua (destilada
deionizada) e colocadas para secar. Os materitumetricos e micropipetas usados
para realizar medicbes quantitativas foram selecios somente quando possuiam

certificado de calibracdo em vigéncia.

1.3.5.1 Estudo do efeito de matriz e da linearidade

Para avaliar a linearidade e o efeito de matriarforconstruidas curvas de
calibracdo em quatro matrizes diferentes: meio sgusolucao alcoodlica 40% (v/v),
cachaca destilada com grau alcodlico ajustado #d%a (v/v) (cachaca destilada no
laboratério para remocéo do cobre, assim, tornaedbranca a matriz da cachaca) e
cachaca natural com grau alcodlico ajustado pa%a @@v) (cachacaih natura”, ou
seja, na forma em que foi adquirida no alambiqUejlas as curvas foram construidas
em seis niveis de concentracdo mais o0 branco,eaairva em cachaga natural que foi
realizada em cinco niveis de concentracdo. Em oaaddh de concentracdo e para cada
curva de calibracdo, os ensaios foram realizaddepgndentemente e em triplicata

usando padrdes intermediarios distintos.
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1.3.5.1.1Preparo das curvas de calibragao

As curvas de calibragcdo em meio aquoso, cacha¢#adase solucdo alcodlica
40% (v/v) foram construidas, cada uma, tomande@isebaldes volumétricos de 25 mL,
que representaram os padrdes de concentracdo,B,11,0, 2,0, 3,0 e 4,0 mg'L
Mediu-se, respectivamente, aliquotas de 25, 126, 260, 750, 1000 puL do padrao
intermediario de 100 mgte, em seguida, o volume foi completado com a rtisfe
matriz de cada curva. Os brancos das curvas fooarstitiidos apenas da respectiva
matriz, ou seja, sem adi¢cdo de padrdo. O grau ladoodas curvas de calibragdo em
cachaca destilada e solucdo alcoodlica 40% (v/viafastado, apds adicdo do padrao
intermediario, adicionando 10, 50, 100, 200, 3@ mL de etanol, respectivamente,
para cada padrao de calibracao.

A curva de calibracdo em cachaca natural (com gidaadlico 40% (v/v)
acertado no laboratorio) foi construida utilizaralonétodo de adicdo de padrdo. Em
quatro baldes volumétricos de 25 mL, que represamtas padrbes de concentracao
0,4, 1,4, 2,4 e 3,4 mg'L Mediu-se, respectivamente, aliquotas de 100, 830.e 850
uL do padrdo intermediario de 100 mg k aliquotas de 40, 140, 240 e 340 pL de
alcool anidro para ajustar o grau alcoolico em 40%). Em seguida, o volume foi
completado com cachaca natural. O branco foi doidti apenas de cachaca natural e o
equipamento zerado com solugéo alcodlica 40% (v/v).

Por fim, para estudar de maneira mais detalhad&ito ede matriz, foram
construidas sete curvas de calibracdo em solu¢émsieas de 34, 36, 38, 40, 42, 44 e
46% (v/v). O modo de preparo dessas curvas foi lbamie ao procedimento realizado
para a curva de calibracdo em solugdo alcodlica 40%) jA mencionado

anteriormente.

1.3.5.2 Estudo de outros parametros de validacdo

Os ensaios para avaliar a seletividade, precis&oacwade, robustez e
determinar o LD e LQ, foram realizados com amostemsachaca, amostras fortificadas
e solucbes padrdao com grau alcoolico de 40% (Wepsse sentido, quatro amostras
foram preparadas e nomeadas como 1V, 2V, 3V, eAdVamostras 1V e 2V foram
constituidas de uma mistura de varias cachggad)(sendo cachacas nédo envelhecidas
e sem adi¢cdo de substancias j& previstas peldalgfis(caramelo ou sacarose). Essas
amostras se diferenciam apenas no grau alcodlaloer@a procedéncia das cachacas
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que as compdem. As amostras 3V e 4V foram corgdisydbor uma mistura de cachacas
envelhecidas. A amostra 3V, além de ser uma migiieracachacas envelhecidas,
também possui adicdo de caramelo, e a amostra 4vofwstituida pela mistura de
cachacas armazenadas em tonéis de carvalho, cEistaetjequitiba. O teor alcodlico
foi determinado para cada uma dessas amostras datesalizar os ensaios para
determinagao de cobre, encontrando para as amdstredVv, 3V e 4V os valores de
39,56, 44,93, 39,19 e 39,93% (v/v), respectivamente

1.3.5.2.1Estudo de interferéncia

A influéncia do teor alcoodlico nos resultados aias também foi avaliada em
ensaios utilizando solu¢des padrédo de cobre a 8,0 ntom grau alcodlico variado
(32, 40 e 48% v/v). Foram preparadas cinco solupadsio para cada grau alcodlico.
Cada uma dessas solucdes conteve 500 pL do paab€ionediario e quantidade
suficiente da solugéo alcodlica com grau alcodtioorespondente para completar um
baldo volumétrico de 25 mL. Para cada replicataanforutilizados padrées
intermediarios distintos.

A avaliacdo de possiveis interferéncias devido esgnca de sacarose foi
realizada através de ensaios em solucdes padrdesbde a 2,0 mgt com grau
alcodlico a 40% (v/v), adicionadas de sacaroseoasentracdes de 0,0, 3,0 e 6,07 L
Para isso, foram preparados cinco solu¢bes padu@cada nivel de concentragédo de
sacarose, sendo cada uma dessas solucbes complest&®0 pL do padréo
intermediario e quantidade suficiente da soluc@odlica para completar um balédo
volumétrico de 25 mL.

Interferéncias devido a presenca de certas sulssafextraidas da madeira ou
adicdo de caramelo) em cachacas envelhecidas tarfdyam avaliadas. Para isso,
foram realizados ensaios em amostras envelhecidasli®@onadas de caramelo,
fortificando-as com 2,4 mg'tde cobre e corrigindo o grau alcodlico para 40%)(v
Assim, foram preparados cinco replicatas para cadastra (1V, 3V e 4V). Para
preparar cada replicata da amostra 1V mediu-se l1@emamostra, 473 pL de alcool
anidro e 600 pL do padrédo intermediario, e tramdber para baldo volumétrico de
25mL, em seguida completou-se o volume com sola@@lica 40% (v/v). Seguiu-se
0 mesmo procedimento da amostra 1V para preparamastras 3V e 4V, alterando

apenas o volume da amostra para 20 mL e alcoolrcampdra 670 e 425 puL
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respectivamente. Estes ensaios foram aproveitados @veriguar parcialmente a

veracidade.

1.3.5.2.2Limites e faixas

Para determinar o LQ e LD foram realizados quinmsa®s com brancos
analiticos em solugdes alcodlicas 40% (v/v) e cgahalestiladas. Para determinar a
faixa linear e de trabalho, foram aproveitadosx@geementos daecéo 1.3.5,10s quais

sdo referentes ao estudo do efeito de matriz arlohede.

1.3.5.2.3Estudo da preciséo

Para avaliar a preciséo foram realizados ensa®mamastras 2V, 3V e 4V. Os
ensaios relativos a uma mesma amostra (seis rggjcéoram realizados por um
mesmo analista em curto espaco de tempo (condpghasavaliar a repetitividade). Os
ensaios relativos a amostras diferentes foranzesids por analistas diferentes em dias
diferentes (condicGes para avaliar a precisdonmdiaria). Todos os ensaios foram
preparados medindo-se 20 mL da amostra e trandfearpara baldo volumétrico de 25
mL, em seguida, o teor alcoolico foi ajustado pHI% (v/v) em volume, adicionando-
se, 270 pL na amostra 3V e 25 pL na amostra 4\dab®| anidro em cada replicata; e
2,47 mL de agua destilada deionizada em cada atplida amostra 2V. Por fim, o

volume foi completado com solu¢éo alcodlica 40%)(v/

1.3.5.2.4Estudo da veracidade

Para avaliar a veracidade foram realizados enskcalicdo e recuperacdo em
quatro niveis de concentracdes (0,4, 1,4, 2,4 ¢ fdrtificando-se a amostra 1V com
solucdo padrdo de cobre. Os ensaios usados neaiac@wy foram 0s mesmos

realizados para construir a curva de adicdo deipatitados naecéo 1.3.5.1.1
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1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados expressos nesta se¢do sao relatadisiacdo intralaboratorial e a
participacdo em programa de ensaio de proficiéamabebidas (cachaca e vinhos),
obtidos dos experimentos realizados confos@gdo 1.3Todos os calculos referentes
ao tratamento estatistico foram realizados adotaridel de significancia de 5%, ou

seja, nivel de confianca de 95%.

1.4.1 Efeito de matriz

Os ensaios de pré-validacdo foram bastante Utes @stimar a faixa que
acreditava-se ser linear para o método, a sab®’ @,0 mg [*. Foram construidas,
nessa faixa, curvas de calibracdo em cada umaifeéasnties matrizes (solucéo aquosa,
solucdo alcoolica 40% (v/v), cachaca destilada ehaga natural), essas curvas

encontram-se na Figura 1-7.

0,45 -

Solugdo alcodlica 40% Adigao de padrao
y = 0,0825x + 0,0036 y =0,0838x + 0,061
0,4 - R?=0,9986 R?=0,9967 -
0,35 - Meio aquoso
y =0,0987x + 0,0058
03 - R?=0,9979
3 025 | Cachaga destilada
& y =0,0835x + 0,0021
g R?=0,9978
é 0,2 ¢ Solugdo alcodlica 40%
= Meio aquoso
0,15 A Cachaga destilada
e Adicdo de padrao
0.1 ——Linear (Solugdo alcodlica 40%)
—— Linear (Meio aquoso)
0,05 —— Linear (Cachaga destilada)
0 —— Linear (Adicdo de padrao)
T T T T 1

0 1 2 3 4 5

Concentragdo de cobre em mg L!

Figura 1-7. Curvas de calibracdo em diferentes matrizes.
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O MMQO foi aplicado para obter os dados da regeess& quatro curvas de
calibracdo construidas em diferentes matrizesskktdos passaram pelo tratamento de
valores extremos segundo o método dos residuosorpaddos deJacknife cuja
estatistica é o residuo padronizathcknife J,;.**¥ Nesse método, o valor dg; é
calculado para cada ponto de curva de calibracdae€§iduos padronizaddacknife

seguem a distribuicao dg _q/2;n-p-1)- Valores absoluto dg; maiores que o valor do

t critico sdo considerados valores extremos e ratneyiexceto quando a porcentagem
de dados tratados for superior a 22,2% do numegmal de dados ou quando o ponto
for a terceira e ultima replicata de um nivel decemtracdo estudado. Para cada
exclusdo o método MMQO é novamente aplicado aossidt

Apos aplicar o MMQO e verificar a presenca de nea@extremos, avaliou-se a
linearidade das curvas de calibracdo construidas,dados de regressao dessas curvas

necessarios para avaliar o efeito de matriz enaonse na Tabela 1-5.

Tabela 1-5.Valores do coeficiente angular, nimero de re@g®,, € s,.;, para as
diferentes curvas de calibragéo.

Matriz da curva Coef. gngular repllﬁatas Syx Sres
Meio aquosa 0,0987 18 34,6 0,00669
Sol. alcodlica 40% (v/v)  0,0825 18 34,6 0,00456
Cachaca destilada 0,0835 18 34,6 0,00579
Amostra fortificada 0,0838 15 23,7 0,00650

S.x = a soma dos quadrados dos desviak;dsn relacdo a sua média

Sres = desvio padréo dos residuos.

Por meio desses dados avaliou-se o efeito de matimparando a curva de
calibracdo construida em solucdo alcoolica 40%) (®6m as curvas construidas nas
outras matrizes. Nessa comparacao, inicialmentesteF foi aplicado com intuito de
se conhecer a distribuicdo dos residuos. Nesse $esb valor d€ calculado £,,; ) for
menor ou igual ao valor dé tabelado K;;,), 0s residuos séo considerados
homoscedasticos e, caso contrario, os residuoscsiiderados heteroscedasticos. Em
seguida, as inclinacbes das curvas de calibrag@mf@omparadas pelo testede
Studentievando em consideracao o tipo de distribuicdordegluos determinado pelo
testeF. Nesse teste, se o valor tiealculado £.,;) for menor ou igual ao valor de

tabelado £;,;, ) considera-se que ndo ha efeito de matriz e, casario, considera-se
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que ha efeito de mati¥! Os valores encontrados p#ay,, F.q1, trap. € teq. €S0 NA
Tabela 1-6.

Tabela 1-6.Valores deF e t obtidos na comparagao entre a curva
preparada em solugdo alcodlica 40% (v/v) e as supvaparadas nas
outras matrizes.

Matrizes das curvas

Estatistica Solucdo aquosa Cachaca destilada  Cachaca
Foa 2,149 1,610 2,033
Frap. 2,761 2,761 2,851
teal. 11,748 0,740 0,888
teab 2,352 2,352 2,363

F.pp = valor deF calculadoiF;,;, = valor deF tabelado;

t.q. = valor det calculadot,,, = valor det tabelado.

Como observado na Tabela 1-5, comparando-se a derealibracdo preparada
em solucédo alcodlica 40% (v/v) com a curva de cafidlo preparada em meio aquosa,
observa-se que.,; > t.,, . Dessa forma, conclui-se que ha efeito de maadz.outro
lado, comparando a curva preparada em solucao liago®0% (v/v) com a curva
preparada em cachaca destilada ou em cachacal rdiseava-se.,; < t;,»., OU S€ja,
nao foram observados efeitos de matriz na avaliggises sistemas. Cabe ressaltar
que, conforme descrito no procedimento experimgatalcachacas destilada e natural
tiveram seus teores alcodlicos ajustados para #0% Esses dados permitem concluir
que é viavel o uso de uma curva de calibracdo mdpaem solucdo alcoodlica 40%
(v/v) para determinacdo de cobre em cachaca com ajcaolico real de 40% (v/v),
segundo o que foi proposto para o método. Obviamesd amostras analisadas
utilizando essa curva de calibracdo terdo seusdeacoolicos determinados antes da
medida e, se for o caso, ajustados para 40% @&/)demais ensaios de validacdo do
método foram realizados somente para a curva deagdo preparada em matriz com
teor alcodlico 40% (v/v).

Mesmo com o conhecimento da presenca do efeitoaleznuevido ao alcool
presente na cachaca, verificou-se até que pontaw ajcoolico da amostra pode ser
diferente de 40% (v/v) sem que esse efeito mostreignificativo. Para isso, foram
construidas sete curvas de calibracdo em teoreSliates diferentes: 34%, 36%, 38%,
40%, 42%, 44% e 46% (v/v). Na Figura 1-8 pode $seovado o comportamento do

efeito de matriz nessas curvas de calibracdo, eenagmedida que se eleva o grau
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alcodlico da solucao utilizada para construir avautle calibracdo percebe-se que o

coeficiente angular diminui.

0,35 -
0,3 -
0,25 -
8 02 -
[=
«©
b
o
"
20,15 -
——Linear (Solugdo alcodlica 34%)
——Linear (Solugdo alcodlica 36%)
0,1 - —— Linear (Solugdo alcodlica 38%)
——Linear (Solugdo alcodlica 40%)
Linear (Solugdo alcodlica 42%)
0,05 - —— Linear (Solugao alcodlica 44%)
——Linear (Solugdo alcodlica 46%)
O T T T T T T T 1

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
Concentragdo mg L

Figura 1-8. Curvas de calibracdo construidas em solucdeslmas de 34, 36, 38, 40,
42, 44 e 46% (V/v).

Como podem ser observados na Tabela 1-7, os saletg,; para as curvas de
calibracdo construidas em solugéo alcodlica 34% @6v) sdo maiores do que o valor
critico quando essas curvas sdo comparadas comva ael grau alcoolico 40% (v/v).
Com isso, conclui-se que ha presenca de efeitoaleznmessas curvas de calibracao.
Por outro lado, quando se compara as curvas cdafesrem solucéo alcodlica 38, 42,
44 e 46% (v/v) com a curva de grau alcoodlico 40%)(\encontra-se valores dg,;
menores do que o valor critico. Sendo assim, coeselyue ndo ha efeito de matriz
nessas curvas de calibracdo. Apesar de nao teraduliefeito de matriz nas curvas
construidas em solucéo alcodlica 44 e 46% (v/viglee-se que os valores encontrados
parat., estdo muito préximo do valor critico. Dessa mangiode-se concluir com

seguranca que amostras de cachaca com grau atcdéli88 a 42% (v/v) podem ser
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analisadas empregando uma curva de calibracao amagpoodlico 40% (v/v) sem que

apresente efeito de matriz.

Tabela 1-7.Valores det., € t.ico €NCONtrados ao
avaliar o efeito de matriz de cada curva de cajdwa
com a curva de calibracdo construida em solucado
alcoolica 40% (v/v).

Curva em solucgao

alcodlica (% viv) Leal Liab.
34 3,040
36 2,960
38 1,339
42 1,681 2,352
44 2,308
46 1,935

t.q.. = valor det calculadot,,;, = valor det tabelado.

1.4.2 Linearidade

Como discutido anteriormente, o MMQO foi aplicadarg obter os dados de
regressao linear. Estes dados passaram pelo tratadeevalores extremos utilizando o
meétodo dos residuos padronizadeeknife cuja estatistica € o residuo padronizado
JacknifeJ,;.** Apos a verificacdo de valores extremos, as premide regressao foram
avaliadas: normalidade, independéncia e homosdeidasie dos residuos, significancia
da regressao e desvio de linearidade. Na aval@d&sgas premissas foram aplicados os
testes estatisticos e analise de variancia.

O teste ddryan-Joineéf¥ foi aplicado para verificar a normalidade dosdess.

A estatistica deste teste € o coeficiente de emdiel do grafico de probabilidade normal
ou coeficiente de correlagdo d@yan-JoinerR.,. Para determinar esse coeficiente;
primeiro, osn residuose; das curvas de calibracdo sdo ordenados; em seguida
construido um grafico dos valores dos residuesusos valores dos percentig
estimados para uma distribuicdo normal reduzidaar(g normais); e entdo, o
coeficiente de correlagcdo entree q; (R.,) € obtido de forma analoga ao coeficiente de
correlagao linear. Ao aplicar esse teste, compara-salor deR., determinado pelo
grafico com o valor critico que € de 0,9461 panavel de confianca de 95%. Quando o
valor calculado deR., estiver acima ou igual ao valor critico considezague 0s

residuos seguem distribuicdo normal, caso conjrao® residuos ndo seguem
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distribuicdo normal. A Tabela 1-8 apresenta todosesultados estatisticos obtidos na
avaliacdo das premissas do MMQO. Como pode senalig o valor encontradg,,

foi de 0,984, o que permite concluir que os ressddeguem distribuicdo normal, assim,
confirmando a adequacao do MMQO para estimar aaale\calibracéo.

A autocorrelacdo dos residuos da regresséao fdiocasta pelo teste dBurbin-
Watsorf** O resultado estatistico desse teste é o viagstimado por uma equagao que
é funcdo dos residu@s. O valor ded de Durbin-Watsonvaria de zero a quatro com
média de dois. Se o valor calculado converge para, cignifica que nédo ha
autocorrelacao, ou seja, os residuos sdo indepesdé€yuando o valor se afasta de dois
para zero ou quatro, a autocorrelacdo aumentap seedeita nos valores extremos.
Limites inferiores e superiores podem ser estimpodogquacdes que sdo funcdesde
sendo dois limites inferiores (1,157 e 1,391; para 18) e dois limites superiores
(2,609 e 2,943; para = 18). Se o valor dd estiver entre os limites 1,391 e 2,609
considera-se que ndo ha autocorrelacao dos resfée@svalor de estiver entre 1,157
e 2,943 o teste € considerado inconclusivo. Sdav dad estiver fora dos dois limites
(inferiores ou superiores) considera-se que h&cautacao dos residuos (os residuos
sao dependentes). Como observado na Tabela 1e8/eebd um valor de 2,074 pata
mostrando que os residuos sdo independentes, @ ggperado quando se aplica o
MMQO, pois a validade desse método pressupde ancaséle autocorrelacdo dos
residuos. O que leva a concluir que o MMQO podegktado para estimar a curva de
calibracéo.

O teste deBrown-Forsytheou Leven&* modificado foi aplicado para avaliar a
homoscedasticidade dos residuos. Ao aplicar estiee ttem-se como resultado estatistico
o valor det; quando o tratamento possui apenas um grau dedidber Para determinar
esse valor, os residuos séo divididos em dois grdpdamanha; (residuos dos niveis
de concentracdo de menor concentracdo da curvaliieacdo) en, (residuos dos
niveis de concentragcdo de maior concentracdo da ae calibracdo), sempre que
possivel equilibrando a distribuicdo dos pontoseens grupos em funcéo dos niveis de
concentracdo estudados, sem separar as replicatasndnesmo nivel, e, entdo, o
desvio padrao dos residuos é calculado para caga.gesse valor dg € comparado
com o valor critico tabelad@(;_q; n,+n,-2)- Quando o valor calculado dg estiver
abaixo ou igual ao valor tabelado considera-sehdgueomocedasticidade dos residuos,

caso contrario, ha heteroscedasticidade dos resi@uealor obtido parg,, conforme
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mostra a Tabela 1-8, foi de 0,156. Como esse \@lmenor que o tabelado entdo os
residuos seguem distribuicdo normal, o que é edpegaando se aplica o0 MMQO.
Assim, pode se afirmar que o MMQO estéa adequadogsimar a curva de calibragéo.
A andlise de variancia (ANOVA) foi aplicada paraakar a significancia da
regressdo e o desvio da linearidade. Em ambaseasgsas a estatistica € dada pelo
valor de F, porém, deve-se ter um valor para cada premiss@t&minados por
caminhos distintos, os quais sdo comparados cowaloses deF criticos tabelados.
Quando se avalia a regressao, se o valoF dalculado for maior que o valor tabelado
F(1-4;1,n-2) €NtA0 considera-se que a regressao € significaiagn contrario, ndo e
significativa. Quando se avalia o desvio, se ordl® F calculado for menor que o
valor tabeladd; _4; 42, n-) €Nta0 considera-se que nao ha desvio de linearidado
contrario, ha desvio de linearidad®.Como pode ser observado na Tabela 1-8, 0s
valores deF obtidos para a significancia da regressao e oialesvlinearidade foram
de 11323 e 0,392, respectivamente, mostrando-sioddos limites estabelecidos,

Assim, pode-se concluir que a regressao é sighifeca que a faixa € linear.

Tabela 1-8.Resultados estatisticos da avaliacdo das prendsseBVIQO: valores de
Req, d, t, €F calculados e limites aceitos para cada valor.

. Parametros Limites Valor
Premissas e — -
estatisticos Minimo maximo Encontrado
Normalidade dos residuos R 0,946 - 0,984
Independéncia dos residuos d 1,391 2,609 2,074
Homoscedasticidade dos residuos ¢, - 2,473 0,156
Significancia da regressao F 4,494 - 11323
Desvio de linearidade F - 3,259 0,392

R.q = coeficiente de correlagao Bgan-Joinerd = valor ded deDurbin-Watson

t; = o valor de; deLeveneF =razao entre as variancias.

Diante dos resultados obtidos, observa-se que roge$ impostos pelas
premissas exigidas pelo MMQO né&o foram extrapolaatmsavaliar a linearidade do
método, dentro da faixa de 0,0 a 4,0 nig Dessa maneira, 0 método dos MMQO pode
ser aplicado com seguranca para estimar a equagabadque correlaciona as variaveis
X; eY,. Assim, conclui-se que o método proposto apresamaridade adequada na

faixa em que é aplicada a calibracao.
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Outra estatistica avaliada na linearidade foi oficeate de correlacdo ao
quadrado £?), que mede o grau de ajuste das varia¥gisY; na curva de calibracao.
Estabelecendo o valor adequado pfamaior ou igual a 0,9800 e o valor encontrado
de 0,9986, podemos concluir novamente que a faialiada para a curva de calibracdo
proposta esta adequada.

1.4.3 Seletividade

1.4.3.1 Efeito devido ao envelhecimento da cachaca

De forma intuitiva, pode-se dizer que a matriz dahaca pode ser alterada
guimicamente quando € envelhecida ou quando sémadjcapds o envelhecimento,
caramelo para corrigir sua cor. Para avaliar pessiinterferéncias devidas ao
envelhecimento foram realizados quinze ensaiold@#@ e recuperacdo em amostras
com matrizes distintas (cachaca natural, envelaeeidenvelhecida com adicdo de

caramelo). Os resultados estdo na Tabela 1-9.

Tabela 1-9. Resultados dos ensaios de adicdo e
recuperacao realizados em amostras fortificadas com
cobrea2,4mgt

Recuperacdo das amostras fortificadas (%)
Amostra 1V Amostra 3V Amostra 4V

92,26 97,55 98,32
92,06 98,36 98,57
99,83 93,01 100,69
106,04 92,20 102,66
104,63 93,46 102,31

Os dados foram tratados, usando o tes@raebs®” *4 para avaliar a presenca
de valores extremos. O teste de Grubbs é primeimameealizado verificando a
existéncia de um valor disperso em cada extremidadeonjunto. Se nesta primeira
analise, um dos dois valores for considerado dispeele é rejeitado, retirado do
conjunto e novo teste, verificando a existéncia uhe valor disperso em cada
extremidade do conjunto, é realizado e assim siweessnte, caso contrario, se nesta
primeira analise, ambos os valores forem aceitosocndo dispersos, o teste é entdo

realizado verificando-se a existéncia de dois ealalispersos em cada extremidade do
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conjunto. Se nesta segunda analise os dois resslithel uma das extremidades forem
considerados como dispersos, eles devem ser dgsjtaetirados do conjunto e novo
teste verificando a existéncia de dois valores el em cada extremidade do
conjunto é realizado e assim sucessivamente.

Os resultados obtidos para a amostra 1V (ndo eswiddy) foram comparados
com os resultados obtidos para as amostras 3V Ifeida e adicionada de caramelo)
e 4V (envelhecida), através dos valoreg'det calculados. Esses dados encontram-se

na Tabela 1-10.

Tabela 1-10.Valores deF e t obtidos nos ensaios de
adicoes e recuperacéao realizados para a amosteamlV
comparacao com as amostras 3V e 4V.

Amostras comparadas

Estatistica
1V e 3V 1V e 4V
F.a1 5,494 10,661
Fiap. 6,388 6,388
teal 1,257 0,500
teap 2,306 2,571

F.,; = valor deF calculadoF;,;, = valor deF tabelado;

t.q. = valor det calculadot,,;, = valor det tabelado.

Comparando os resultados obtidos para a amost@aMos resultados obtidos
para as amostras 3V e 4V, encontra;sge < t;qp.. Dessa maneira, os resultados sao
estatisticamente equivalentes e, portanto, podmseluir que ndo ha interferéncias
significativas. Assim, o método analitico pode aglicado para determinar cobre em
cachacas naturais, envelhecidas ou adicionadaardeelo, desde que o grau alcoodlico

esteja a 40% (v/v).

1.4.3.2 Efeito da variac&o do grau alcodlico

Como discutido anteriormente, o método desenvolvidopresente trabalho
propde que a curva de calibracdo seja construidssa@utdo alcodlica 40% (v/v).
Entretanto, o grau alcoolico real de grande paate aimostras comerciais de cachaca
nao é exatamente igual a 40% (v/v), podendo vdea38 a 48% (v/v). Dessa forma, €
importante realizar um estudo para avaliar se exigtuéncia no resultado quando o

grau alcoodlico da cachacga é diferente ao da cueveatibracdo. Cabe ressaltar que o
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estudo do efeito de matrigecao 1.4.1apontou que as curvas de calibracdo construidas
em solucdo alcodlica 40% (v/v) e em solucdo aquada sao estatisticamente
equivalentes. Dessa maneira, avaliou-se 0s ressgltaghcontrados em ensaios
realizados em solucdes padréo contendo cobre m@ 0", preparadas em meios com
diferentes graus alcodlicos (32, 40, 48% v/v). Aura 1-9 apresenta os resultados
obtidos.
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Figura 1-9. Resultados obtidos nos ensaios realizados em sslygédrédo contendo
cobre a 2,0 mg L, preparadas em meios com diferentes graus alosd(82, 40, 48%
vIv).

Como pode ser observado no grafico, ha a influédoiagrau alcoodlico na
determinacdo de cobre utilizando o método propasimm curva de calibracéo
construida em solucdo alcoodlica a 40% (v/v). A Tabk11 apresenta os dados

estatisticos parké et.

Tabela 1-11.Valores deF et obtidos na comparacéo entre os
ensaios realizados em solugcdes padrédo preparadagram
alcoolico 32 e 48% (v/v) e a solucéo padréao a 40%).(

Parametros Graus Alcodlicos comparados
estatisticos 40% e 32% 40% e 48%
F.a 1,460 1,707
Frap. 6,388 6,388
teal 9,734 4,240
teap. 2,306 2,306

F.,; = valor deF calculadoF;,;, = valor deF tabelado;

t.q. = valor det calculadot,,, = valor det tabelado.
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Comparando os resultados dos ensaios realizadasapasolucfes padrdo de
grau alcoodlico 40% (v/v) com o0s ensaios realizados solu¢cdes padrdo de grau
alcoolico 32 e 48% (v/v), encontra-sg,; > t;,, . Dessa maneira, os resultados sao
estatisticamente diferentes. Conclui-se, portajqie, ha interferéncias e, assim, a curva
de calibracdo preparada em solucédo alcodlica 40% (&o pode ser utilizada para
determinar cobre em cachacas com grau alcodlicamdar Sendo assim, torna-se

necessario corrigir o teor alcodlico das amostrdesade realizar a determinacdo de
cobre.

1.4.3.3 Efeito devido a presenca de sacarose

As cachacas comerciais podem ter, permitido pejslégdo, até 6 gt de
sacarose. Dessa forma, uma vez que cachacas camssadicionada em diferentes
guantidades possuem matrizes distintas, torna-seess@&io avaliar possiveis
interferéncias devido a presenca dessa substdDoia. esse objetivo, avaliou-se 0s
resultados obtidos em ensaios realizados em salygédrdo de cobre a 2,0 mg L
(grau alcodlico 40 % v/v) adicionadas com difersntgiantidades de sacarose. Os
resultados encontram-se na Figura 1-10.
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Figura 1-10. Influéncia da sacarose na determinacao de cobre.

Como pode ser observado no grafico, ndo ha inérfeas significativas da
sacarose na determinacdo de cobre utilizando odmgimposto. Essa observagédo é
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corroborada pelos dados estatisticos obtidos gamt. A Tabela 1-12 apresenta o0s
valores deF et obtidos na comparagéo entre os resultados deosnsalizados em
solucbes padrédo de cobre sem adicdo de sacaraseesubtados obtidos em ensaios

com solucdes padrédo de cobre adicionadas de sagmssoncentracbes de 3 e 6'g L

Tabela 1-12.Valores deF et obtidos na comparagao
entre os resultados obtidos em ensaios realizatos e
solucdes padrdo adicionadas de sacarose em 36 g
e solucéo padréo de cobre sem adi¢géo de sacarose.

Parametros Niveis comparados

estatisticos Oe3 Oeb6
F.a1 1,640 2,194
Fiap. 6,388 6,388
teal 1,571 1,871
tean, 2,306 2,306

F., = valor deF calculadoiF;,, = valor deF tabelado;

t.q.. = valor det calculadot,,;, = valor det tabelado.

Comparando os resultados obtidos entre as solugégsio sem adicdo de
sacarose e solucdes padrdo adicionadas de saearaseeis de 3 e 6 g, encontra-se
tear < tiap.- ASSIM, 0S resultados sao estatisticamente igGaisclui-se entdo que néo
ha interferéncias significativas e, portanto, oaodétpode ser aplicado na determinacao
de cobre em cachacas adicionadas de sacarose et cté’, desde que o grau
alcodlico esteja em 40% (v/v).

1.4.4 Limite de deteccéo (LD) e limite de quantificacaol(Q)

O LD e o LQ do método proposto foram determinadiigando os dados de 15
ensaios independentes com brancos constituidosoldeds alcodlica 40% (v/v) e
cachaca destilada. Os dados de absorbancia esé@emriados na Tabela 1-13.

Tabela 1-13.Dados de absorvancia obtidos
nos ensaios realizados com 15 brancos
independentes.

Dados de absorvancia

0,0005 -0,0001 0,0000
0,0009 -0,0001 -0,0007
0,0007 -0,0004 -0,0012
0,0001 -0,0008 -0,0006
-0,0001 0,0004 -0,0012
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Os valores determinados para o LD e o LQ do métsdgundo o guia de

validacdo do INMETR®? estdo apresentados na Tabela 1-14.

Tabela 1-14.LD e LQ determinados para o

método.
Limites Valor (mg L™
LD 0,02
LQ 0,05

LD = limite de deteccéo;
LQ = limite de quantificacéo.

MIRANDA e colaboradord&” encontraram os valores de 0,015 e 0,051 thg L
respectivamente, para os LD e LQ empregando a mdéomca e instrumento
semelhante. Como pode ser observado os valoresiteados por esses autores estao
dentro da mesma ordem de grandeza quando compamasioss valores obtidos pelo
método em estudo. Os limites encontrados para @doéem estudo atendem ao
objetivo proposto para esse método, pois sdo bemone® do que o limite maximo de
cobre em cachaca permitido pela legislacéo (0,05,8sng LY.

1.4.5 Faixa de trabalho e faixa linear

Durante os estudos de pré-validacdo verificou-ssvide de linearidade em
concentracdes de cobre superiores a 4 thg, portanto, a avaliacéo da linearidade para
o método proposto limitou-se a faixa de 0,0 & 4g0Lih ou seja, se restringindo & faixa
linear. Os resultados encontrados atenderam adtedirde aceitabilidade e, portanto
pode-se afirmar que o método apresentou faixarliragre 0,00 e 4,00 mg'L Por
outro lado, observou-se que a faixa de trabalhe frodlém de 4,00 mg't, desde que
aplique um método consistente com o desvio apr@asenNesse sentido, a avaliacdo de
uma faixa linear entre 0,00 e 10,00 my hos estudos de pré-validacéo, apresentaram
coeficiente de correlacdo ao quadradp éntre as variaveis; eY;, de 0,999 quando se
usava ajuste com equacéo de segundo grau.

De qualquer maneira, para determinar a faixa d=alina considerou-se como
limite inferior o limite de quantificac&o (0,05 rhg) e o limite superior foi reduzido até
0 ponto em que a curva de calibracdo se mantesarlifPortanto, a faixa de trabalho foi
considerada sendo: de 0,05 a 4,00 ng L
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1.4.6 Precisao

Os teores de cobre das amostras 2V, 3V e 4V foratarrdinados com o
objetivo de avaliar a precisao, sendo que os dasgt@® apresentados na Tabela 1-15.
Os dados obtidos para uma mesma amostra estaonelig@es especificas para avaliar
a repetitividade e o conjunto de todos os dadasabtlas trés amostras (2V, 3V e 4V)
estdo em condi¢cdes especificas para avaliar a spoecintermedidria (analistas
diferentes), ou seja, amostras distintas foramsauads por diferentes analistas.

Tabela 1-15Concentracfes das amostras 2V, 3V e 4V, deterasneah
condicOes especificas para avaliar a precisdo todm@roposto.

Concentragédo em mg [*

Ensaio
amostra 2V amostra 3V amostra 4V

1 4,8646 1,4433 0,4207

2 4,8267 1,2949 0,4377

3 5,0085 1,4085 0,4377

4 4,7738 1,3918 0,4301

5 5,0055 1,3267 0,4710

6 4,8207 1,4555 0,4392
X+ts 4,88 £0,10 1,39 £ 0,06 0,44 + 0,02

Pode ser observado na Tabela 1-15 que os nive®loe nessas amostras
permitem avaliar a precisdo em diferentes pontofaka de trabalho. Para isso, os
valores do coeficiente de variacdty{ para cada conjunto de dados e o valor do desvio
padrdo da precisdo intermediarig,;j para todo o conjunto de dados foram
determinados e estdo apresentados na Tabela 1-16.

No caso de nao haver limites com 0s quais possamca®aparadas as
caracteristicas de precisao (desvio padrao e caticde variacdo), pode-se empregar
como limites os valores teoricos de repetitividageecisdo intermediaria e
reprodutibilidade calculados a partir da equa(;éohdafvitz[32] Essa equacédo foi
desenvolvida na revisdo de 150 estudos interladytaiet, em que analitos diferentes
foram medidos com diferentes técnicas. Observaenuge 0 coeficiente de variacao
dos valores médios relatados pelos diferentes daixans aumentava sempre quando a
concentracdo do analito diminuia. Por exemplo, para concentracdo de analito de 1
ppm, o coeficiente de variacao entre os laborat@ide 16% e quando a concentragéo €

1 ppb, o coeficiente de variacdo é de 48%0s limites criticos estabelecidos para
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repetitividade (2/3 do valor previsto pela equagahorwit?) e precisao intermediaria
(valor previsto pela equacdo derwitz e convertido em desvio padrdo) foram

estimados encontrando-se, respectivamente, o ¥@8%r paraCV,, ., € 0,300 mg !

paraSpi critico-

Tabela 1-16.Valores calculados e criticos A& e S,,.

Repetitividade Precisdo intermediaria
cv CVcritico Spi Spi critico
AMOSRS ) (%) (gL’  (mgL?
2V 2,05
3V 4,61 10 0,069 0,300
4V 3,86

CV = coeficiente de variaca6¥,,;i., = coeficiente de variacédo critico;
Spi = desvio padréo da preciséo intermediaig;c,itico = desvio padréo

critico da precisdo intermediaria.

Como pode ser observado na Tabela 1-16, os valbresS,; encontrados
para avaliar, respectivamente, a repetitividade grexisdo intermediaria estao
abaixo dos valores maximos estabelecidos comeasijtdessa forma, conferindo

precisdo ao método em estudo.

1.4.7 Veracidade

Para avaliar a veracidade foram realizados enskcsdicdo e recuperacdo em
quatro niveis de concentragfes, fortificando-senaséra 1V com solucdo padréo de

cobre. A Tabela 1-17 apresenta os resultados dpegscdo obtidos para esses ensaios.

Tabela 1-17.Resultados obtidos nos estudos de adicao e
recuperacdo para uma amostra cachaca (amostra 1V)
fortificada com cobre em diversos niveis de
concentracao.

Nivel de concentracéo fortificado (mg L[%)

0,4 1,4 2,4 3,4
99,80 96,02 99,83 96,38
91,62 96,88 106,04 97,66
98,89 100,35 104,63 103,68
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Estabelecendo os limites aceitay&is* de recuperacéo entre 80% e 110% para
0s niveis de concentracdes avaliados, observasegjuesultados encontrados estao
adequados, conferindo, assim, veracidade ao métodavaliacdo. Outros resultados de
recuperacao que podem ser analisados estdo naTlaBelos quais, também, levam a
concluir que o método apresenta veracidade.

Verificar a veracidade empregando ensaios de reag@e € um procedimento
considerado limitado, pois o analito adicionado gpodio estar necessariamente na
mesma forma com que se apresenta na amostra. énpeede analitos adicionados em
uma forma que pode ser mais facilmente detectawele pocasionar avaliacbes
excessivamente otimistas da recuperéﬁfﬁ@ara assegurar a veracidade do método
proposto, o LAFQ participou em 2011 de programasagaios de proficiéncia em
analises de bebidas, realizados em duas rodagasiizado pela Rede Metrolégica do
Rio Grande do Sul. Nesses programas de ensaioofieigmcia, o critério empregado
para avaliar o desempenho do laboratério foi ocendi (zscore, o qual é o quociente
do valor absoluto obtido por meio da diferenca dmwencontrado pelo laboratério e
do valor aceito como verdadeiro (determinado pejartizadora do programa de ensaio
de proficiéncia) pelo desvio padrdo do programar&io de proficiéncia. Esse indice
pode ser considerado satisfatorio, questionavehsatisfatério, quando o valor de z
encontrado estiver, respectivamente, dentro dedasdaixas: £2;2<z<3o0u 2z 3.

Os resultados encontrados dessas comparacOeahotatbriais estdo apresentados na
Tabela 1-18.

Tabela 1-18.Resultados do programa de ensaio de
proficiéncia em analises de bebidas (cachacga ®@xinh

Rodada (44 Z (score Resultado
1° 1,99 1,25 Satisfatorio
2° 1,25 0,83 Satisfatorio

CV = coeficiente de variacao(szore = indice z

Observa-se que os resultados encontrados em aasbagladas do ensaio de
proficiéncia foram considerados satisfatorios. Maima vez, o0 método proposto
mostrou-se exato segundo a veracidade ou a teadénoesar de o desempenho da
precisdo nao ser avaliada nesse programa de edsaiproficiéncia, o valor do

coeficiente de variagao foi reportado no relatfinal, sendo assim, ao compara-lo com
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o valor critico teorico obtido da equacao erwitZ*” (CV,,i.o = 10%) conclui-se,

novamente, que o meétodo é preciso.

1.4.8 Robustez

O método proposto, quando aplicado para deter@inde cobre em cachaca
por um laboratério, mostra-se que € simples, exetjgim poucas etapas e utiliza como
reagentes apenas solventes (agua destilada delanzaalcool anidrido PA). Os
solventes empregados durante a pré-validacdo kdag&o ndo apresentaram vestigios
de cobre detectavel pela técnica utilizada. Inftigsn provenientes do ambiente,
diferencas nos resultado quando outros analissuem o ensaio e equipamentos de
medicdo (micropipeta, pipeta e baldo volumétricdm) fontes de variacdo que foram
incluidas durante a validacdo do método, principat@® na precisdo intermediaria.
Outras possiveis fontes de erros ja foram estudauasdo se avaliou a seletividade
(presenca de sacarose, variacdo do teor alcodidostancias presente na cachaca
advindas do envelhecimento e adicdo de carametmjarRo pode-se afirmar com

seguranca que o método possui robustez satisfatéria

48



CAPITULO | - CONCLUSAO

1.5 CONCLUSOES

Diversos métodos analiticos estdo disponiveisteratura para determinacédo de
cobre em cachaca. Porém, alguns métodos séo leastdrdlhosos como, por exemplo,
aqueles que empregam as técnicas de espectrofatordet absorcdo molecular e
voltametria. Outros métodos, sobretudo os que ayaprea técnica AAS, também
deixam de ser atraentes quando propde o uso dedmmuentos de adicdo de padréo
(IAL, MAPA) ou com padrdes internos (MIRANDA e cblaradore$®), pois
aumentam o tempo e custo da analise devido ao gesto de materiais e mao de obra
qualificada. Ja o método proposto pela AOAC despoeefeito de matriz causado pela
presenca de alcool na cachaca, tornando assim odonéhenos confiavel. Outros
métodos, que empregam técnicas modernas, como G&;-KAR-MS ou ICP-OES, sao
rapidos e eficientes, mas nem todo laboratério pdsss técnicas disponiveis, sendo
estas, em determinadas condi¢bes, de manutencap mamtanto nem sempre sao
viaveis.

O método desenvolvido nesse trabalho, quando gagboeem um laboratério de
rotina para determinacdo de cobre em amostras aiega mostra-se que € simples,
rapido, de facil execugcdo e emprega uma técnicdaamepte utilizada em laboratérios.
Além disso, € economicamente viavel quando compaaiazlitros métodos presentes na
literatura. Dessa forma, € uma alternativa intergtgspara laboratérios que possuem
alta demanda por analise de cobre em amostrascagaa A Gnica etapa adicional é a
determinacdo prévia do grau alcodlico real das @a®sanalisadas, o que ndo €
considerada uma desvantagem do método, uma veo @oatrole de qualidade da
cachaca inclui o ensaio do grau alcodlico real EBiIpente utilizando um densimetro.
O LAFQ, por exemplo, faz esse tipo de ensaio emlas@b amostras de cachaca que
recebe para controle de qualidade. Como observaglestudos de efeito de matriz, se o
teor de alcool da amostra estiver entre 38 e 429}, (vao € necessario fazer o ajuste de
grau alcodlico para utilizar a curva de calibracéostruida a 40% (v/v).

Os estudos de validacdo do método proposto mastrgue a linearidade, efeito
de matriz, seletividade, precisdo, veracidade eistelz atenderam aos critérios de
aceitabilidade estabelecidos pela proposta de agim do INMETRO. O LD e LQ
foram determinados em 0,02 e 0,05 my tespectivamente, sendo que esses limites
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encontrados atendem ao objetivo proposto para odm&inalitico em avaliacdo, pois

sdo bem menores do que o limite maximo de cobrecachaca permitido pela
legislacdo brasileira (0,05 << 5,0 mg)LAs faixas linear e de trabalho foram de 0,00 a
4,00 mgL! e 0,05 a 4,00 mgt, respectivamente, as quais também atendem ao
objetivo proposto para o método, ja que para eapad o limite maximo de cobre em
cachaca deve ser de 2,0 mg, lou seja, esse valor encontra-se no centro da fix
trabalho.

Como pode ser observado, o método proposto, aknpodsuir qualidades
desejaveis também passou pelo processo de validagéalaboratorial e por

comparacdes interlaboratoriais, mostrando se adecgra todos os aspectos.

50



CAPITULO I

Remocéao de ions cobre de amostras de cachacaautitia

bagaco de cana-de-acucar



CAPITULO Il - INTRODUCAO

2.1 INTRODUCAO

No capitulo 1, foram apresentadas algumas consiiesaacerca da presenca de
ions cobre na aguardente de cana-de-acucar, @im&pte no que envolve seu papel
na qualidade sensorial da cachaga artesanal, aguonica de formacdo do carbamato
de etila e, principalmente, seus limites méximoscdacentracdo assegurados pelo
MAPA para garantia de qualidade da bebida consumidBrasil (5,0 mg ') e para
exportacdo (2,0 mg 1. Diante do exposto, fica evidente que é fundaaient
desenvolvimento de sistemas economicamente vigeeissa remogdo dessa espécie na
cachaca. Existem, na literatura, diversos estudiiszando diferentes materiais, que
visam propor procedimentos para remoc¢ao de cobbelida. O desafio é desenvolver
um material que seja eficiente para remocao deecabas que ndo remova outros
compostos presentes na cachaca, principalmentdeaqqgae contribuem para sua
qualidade sensorial. A se¢do seguinte apresentasimese dos principais trabalhos

presentes na literatura que envolvem a remocéaolate em cachaca.

2.1.1 Métodos de remocéo de cobre em cachaca

Entre os métodos presentes na literatura desedwslyara remover ions cobre
da cachaca, um deles é aquele que utiliza o catidado. LIMA e colaboradorf
empregaram esse material e compadsitos de carwaématdxido de ferro para remover
ions cobre de cachaca. No procedimento propostanf@dicionados 12 g de carvao
ativado ou compésito carvdo/6xido de ferro em uro lile cachaca contendo 9 mig L
de ions cobre, utilizando recipiente fechado ques@ibmetido a agitacdo por 1 hora.
Apols esse tempo, realizou-se uma filtracdo a v@eama remocéo do carvao ativado e,
entdo, a concentracdo de ions cobre e 0s prina@paiPostos organicos presentes na
cachaca foram determinados. A remocao do cobrerowssé mais eficiente com a
utilizacdo do compdésito de carvao ativado/oxiddedeo do que simplesmente o carvao
ativado, pois o teor de ions cobre da cachacalraialos dois materiais diminuiu de 9
mg L™ para 0,30 e 5,34 mg". respectivamente. Entretanto, os autores obsenvaue
compostos organicos indispensaveis a qualidadeadaaca também foram extraidos

pelo carvao ativado ou carvao ativado / 6xido deofdornando inviavel seu uso para

52



CAPITULO Il - INTRODUCAO

tal finalidade. SANTO$? em seu trabalho de mestrado, também utilizou oarva
ativado para remover ions cobre de amostras deagcachlo procedimento utilizado,
trés amostras de 50 mL de cachaga, contaminadasi@osncobre em nivel de
concentracdes de 4,0, 7,0 e 9,0 nly foram passadas através de um funil analitico
contendol10 g de carvao ativo sobre o papel de.filtds resultados mostraram que o
carvao ativo foi eficiente na remoc¢ao de cobre aohaca e que a quantidade utilizada
do carvdo (10 g) promove a remocao de cobre pardasnébaixo do permitido pela
legislacdo de até 150 mL de cachaca que contenlaacomcentracdo inicial de 9,0
mg L* de cobre. Entretanto, ndo foram realizados esteiosromatografia gasosa para
avaliar possiveis remocdes de compostos resposs@etsa qualidade sensorial da
cachagca.

A quitosana, um biopolimero, também foi avaliadeapa remocao ions cobre
em amostras de cachaca. JANEGITZ e colaboradd8reemonstraram a grande
eficiéncia deste material em adsorver ions cobrnuestras de cachaca. Essa eficiéncia
é resultado da presenca de grupos hidroxilas easngoe servem como sitios de
interacdo com ions catibnicos. No procedimento gstup pelos autores, 2,5 g de
quitosana foi inserida em uma coluna (7 cm de congto e 0,8 cm de diametro) e
percolada com solucéo alcodlica a 40 % (v/v) calued34 mg [* de fons cobre. Os
resultados mostraram que o material foi eficierdeapemocdo de cobre para niveis
abaixo dos permitidos pela legislacdo de 450 mlsalacdo alcoodlica que continha
concentracao inicial de cobre de 634 mig Os autores monitoraram o pH das amostras
de cachaga submetidas ao material e observarara qesmo nédo foi alterado apés o
tratamento. Entretanto, ndo foram realizados estude avaliacdo de possiveis
alteraces no perfil de volateis e outros compostgénicos presentes na cachaca apos
o tratamento com a quitosana. Dessa maneira, didéle desse material para tal
aplicacao fica comprometida devido a necessidasigedeestudos adicion&t¥.

NEVES e colaboradorE¥ empregaram carbonatos sélidos, CaG0 MgCQ,
para remover ions cobre de amostras de cachacastmmotratadas com esses
carbonatos apresentaram quantidades remanescentebr@ em niveis abaixo de 5,0
mg L. No procedimento empregado pelos autores, umaaniss,10 g de CaG@u
MgCQO; foi adicionada em um volume de 25 mL de cachag#eodo concentracdes de
ions cobre acima do permitido pela legislagdo. &co que continha a mistura foi
agitado por 10 minutos e, em seguida, deixado @ous® até completa sedimentacao

da fase solida. Apos separacédo das fases, foraadest aliquotas para determinacao de
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cobre®?! Ambos os compostos mostraram-se eficientes nagé@made ions cobre nas
amostras de cachacga, com melhor desempenho aphserelo MgC@ O pH das
amostras aumentou apos o tratamento, 0 que ereadep@ois esses carbonatos, que
sdo basicos em meio aquoso, neutralizam os acrdgésioos e também possuem uma
solubilidade intrinseca. Os autores reportaramngioeehouve mudancas perceptiveis nas
propriedades organolépticas das cachacas apoOstamém@o com 0S Compostos.
Entretanto, ndo foram realizados estudos paraaavsgi houve remocao de compostos
organicos volateis ou nao-volateis, responsavéisqelidade sensorial da cach&ca.

A literatura apresenta diversos trabalhos em quatiigam resinas de troca
ibnica para remocdo de ions cobre em amostras deaga Atualmente, varios
produtores da bebida tem utilizado esse materral pdequar o nivel de ions cobre em
seus produtos, de acordo com o0s requerimentos dslalgho. No comércio
especializado em materiais para producao de cachksgas resinas sdo comercializadas
em cartuchos que podem ser acoplados ao sistenmgodacdo da bebida (apds o
destilador) ou na forma de grdos que comumentaui@ados em colunas montadas
fora do sistema de producéo.

LIMA e colaboradore¥! além do carvdo ativado, também estudaram a
utilizacé@o de resinas de troca ibnica na remocéamme cobre de amostras de cachaca.
Para isso, uma coluna de vidro com 2,5 cm de dréneet6 cm de altura foi preenchida
com 70 g de resina de troca i6nica. Aliquotas der8Q de cachaca contendo 9,0 mg L
! foram introduzidas na coluna e recolhidas em tesip de vidro para anélise de cobre
utilizando espectrofotometria. Os resultados momtnaque a resina de troca idnica
apresentou-se eficiente na remocéao de ions colamdstras de cachaca, com niveis de
cobre remanescentes nas amostras de 0,05 e 0,08,rag6s tratamento de primeira e
segunda passagens, respectivamente, pela colurtando a resina. Estudos utilizando
cromatografia gasosa mostraram que o tratamentoaco@sina causou uma pequena
diminuigdo na concentracdo de alcoois superiods é&steres nas amostras de cachagas
estudadas.

SANTOS também utilizou resinas de troca iénica com estautgel
(Amberlite 120Na) e macrorreticular (Amberlite 25Npara remover ions cobre de
cachaca. No procedimento empregado, inicialment@taminou trés amostras de
cachaca nas concentracdes de 4,0, 7,0 e 9,0’ menh seguida, 8 aliquotas de 300 mL
de cada cachaca contaminada, uma de cada vez, Yeréidas no topo de uma coluna

feita de tubo de PVC com 30 cm de altura e 2,5 erdi@metro e preenchidas com 100

54



CAPITULO Il - INTRODUCAO

gramas de uma das resinas. A cachaca tratadal&ada na base da coluna e entédo
realizou-se a analise do teor de cobre. Verifimuyge ocorria saturacao parcial das
resinas para qualquer das amostras contaminadss dmtratar todas as aliquotas. Por
exemplo, quando a concentracdo inicial de cobrégerd a 4 mg L* a resina Amberlite
252Na apresentou-se melhor, pois conseguiu renmoaes cobre da cachaca, ou seja,
com 7 aliquotas removeu 50% dos ions cobre enquamesina Amberlite 120Na
removeu apenas 25% dos ions cobre.

SOUZA e colaboradorBd realizaram um estudo detalhado utilizando
cromatografia gasosa bidimensional, para avaliafetto da utilizacdo de resinas de
troca ibnica na remogao de ions cobre de cachagbs a composicdo de compostos
organicos volateis e ndo-volateis. Os resultadostramam que ndo hd mudancas
significativas nos niveis dos principais compostagnicos presentes na cachaca, apos
seu tratamento com a resina de troca i6nica. Emtieet observaram a presenca de
compostos derivados de ftalatos nas amostras gsanaan pelo tratamento com as
resinas de troca ibnica. A contaminacdo de alinsergor compostos ftalicos é
comumente atribuida ao contato com plasticos. Exs®postos, que sao considerados
micropoluentes organicos, estdo sendo objeto ded@stpor diversos grupos de
pesquisa, pois ha indicios de que a exposicdoes essnpostos podem trazer sérios
danos a saudé!

2.1.2 Bagaco de cana-de-acucar como material de remocdaoe d

contaminantes inorganicos

SOUZA e colaboradoré8 empregaram bagaco de cana-de-acglicar na remogao
de contaminantes inorganicos como o%CuNi** e zrf*, de &guas residuais
remanescentes de processos industriais. Para dsbagaco de cana-de-acucar foi
tratado com HCI 1 mol L Estudos utilizando difracdo de raio-X, especwpi de
infravermelho e microscopia eletrénica, mostrarama g tratamento acido contribuiu
para melhora na pureza do material e aumento déreaade contato possibilitando,
dessa forma, maior adsor¢cdo dos ions metélicose Nabalho, também propuseram a
regeneracdo do bagaco de cana com solucdo de BI®hd,L* e mostraram que a

eficiéncia na remocdo de contaminantes diminui soen@pds o quarto ciclo de
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reutilizacdo. Os resultados mostraram que o badagccana € uma alternativa viavel
para remoc¢ao de ions metélicos toxicos de efluémtiestriais.

No procedimento proposto pelos autores, o bagagocaha-de-acucar foi
primeiramente triturado (20-48esh e tratado com HCI 1,0 mol'Lpor 24 horas. Em
seguida, o material foi lavado com agua deionizadap em temperatura ambiente e,
finalmente estocado em dessecador a vacuo. Cog de@se material, montou-se uma
coluna de 30 cm de comprimento e 1,5 cm de diameatrqual foi utilizada para
remocao de metais contidos em 200 mL de agua ad#sid® fluxo da coluna foi
controlado por uma bomba peristaltica operando fiaxo de 2,0 mL mift. Os autores
compararam a eficiéncia do bagaco de cana na remdedmetais de efluentes
industriais com outros materiais como casca de,aeséduos de ché, carvdo ativado,
biomassa e zeolitas. A capacidade de remocéo deatme em mg do metal por grama
de material usado no tratamento para o bagaconde casca de coco, residuos de cha,
carvdo ativado, biomassa e zedlita) foi de 4,0812,04,08 38,0; 2,89 e 0,125,

respectivamente.

2.1.3 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria deassas (GC-
MS)

2.1.3.1 Fundamentos

A cromatografia gasosa e a espectrometria de saésatécnicas analiticas que
surgiram independentemente e encontram-se bastdmtelidas em diversas areas da
quimica. Quando combinadas tornam-se ferramentdsrgeas capazes de resolver
diversos problemas analiticos. A cromatografia gastevido a eficiéncia na separacao
de compostos contidos em misturas complexas, epectesmetria de massas pela
confirmacédo da identidade desses compostos, sideila a pequenas quantidades de
analitos, fornecimento de informacgdes qualitateaguantitativas e poder de distinguir
substancias diferentes com o mesmo tempo de retéfica

Na cromatografia gasosa, os componentes de umatrameporizada sao
separados em consequéncia de sua particdo entréasenandvel gasosa e uma fase
estaciondria liquida ou sdlida contida dentro dare cromatogréfica. Ao realizar-se

uma separacdo por cromatografia gasosa, iniciaBn@rdmostra € vaporizada ao ser
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injetada na cabeca da coluna cromatografica. Enidaega eluicao € feita por um fluxo
de fase mével gasosa inerte e, entdo, 0os compaenelateamostra sdo separados
chegando ao detector em tempos diferentes. Pordficromatograma é gerado. Em
contraste com muitos outros tipos de cromatografiiase movel ndo interage com as
moléculas do analito, sendo sua Unica funcdo aratesgortar o analito através da
coluna®®

A espectrometria de massas (MS) € uma ferramertaem sendo utilizada ha
muito tempo para a medida de isGtopos e para detmrma estrutura de moléculas
organicas. Nessa técnica, a amostra € inicialmeatsformada em espécies gasosas
ionizadas ou neutras. As espécies ionizadas inclmetdculas, fragmentos e atomos
com cargas negativa ou positiva que sédo, em segamddisadas segundo suas razdes
massa/cargg® Um espectrdometro de massas € um instrumento frnpar um
sistema de entrada de amostras, uma fonte de domsanalisador de massas, um

detector e um registrador, Figura #41.

Fonte de ) Detector
I —~ Analisador - .
10nizagio de ions

A

Sistema de vacuo

'd ) ¥
l\‘j i Sistema
Entra de dados

Figura 2-1. Diagrama de blocos de um espectrometro de maAsasostra entra na
fonte de ionizacdo através de um sistema de entRslanoléculas da amostra sao
convertidas a ions e frequentemente fragmentadémtende ionizacdo. Entéo, os ions
passam para o0 analisador no qual sdo separadosoddoacom a suas razdes
massa/carga. A seguir, 0s ions separados atingedetatior de ions no qual produzem
um SLPZ%I elétrico que é registrado e representadforma de grafico pelo sistema de
dados:

Inicialmente, a amostra entra na fonte de ionizaiéavés de um sistema de
entrada que pode ser um cromatografo ou por inseligdta. Na fonte de ionizacdo, os
componentes da amostra sado convertidos em iorsap@b de um agente ionizante. Os
ions positivos ou negativos sao imediatamente i@ckle através de um campo elétrico

em direcdo ao analisador de massas. A funcéo disad@ de massa € separar tais ions
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de acordo com a sua relacdo massa/cangd. (Finalmente, um detector recebe os ions
que foram separados pelo analisador, transformandorrente de ions em sinais
elétricos que sdo processados gerando o espeatnasias'” A partir do valor den/z
consegue-se estimar ou obter o valor exato da nmaska da substancia. Quase todas
as substancias podem ser analisadas por MS, jaxigtem diversos tipos de fontes de

ionizacao, analisadores de massas e deteét8res.

2.1.3.2 Instrumentacéo

Um instrumento de cromatografia gasosa pode seradp em um sistema de
injecdo, coluna de separacéo, sistema de arradgéeetor. Cada uma dessas unidades
pode ser independentemente equipada de acordo chmalidade de aplicacdo do
instrumento. O mesmo pode ser observado nos e8pwttos de massas. Portando,
existem diversos modelos de equipamentos de crgnaditn a gas acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS). A Figura 2-Zsgmita um esquema genérico para

um instrumento de GC-MS.

ﬁ Porta de mnjecio

Al
// T 1 Silica fundida Regiioda Regido do
) e dIls . M ipli

Entrada fﬂpt de  analisador Iulnp!lcadgr

: ions de massas  de elétrons
do gas de
arraste -

L L N
‘ LHJ | Sistema
de
Coluna de CG ' | [ ] e
Forno do cromatografo a gas \ L/ I/

N,
!

Linhade  Lentesde
transferéncia focalizacdo

)]
Figura 2-2. Esquema de um instrumento GC-MS. O eluente do &Ggppara a entrada

do espectrometro de massas, no qual as moléculgdsdpresentes sdo fragmentadas,
ionizadas, analisadas e detectdtfas.

Em GC-MS, para haver eficiéncia de separacao dopa@oentes da amostra na
coluna, é desejavel que a amostra seja introduzidep uma zona “estreita” de vapor.
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A injecéo lenta ou de amostras muito volumosasaausspalhamento das bandas e
uma resolucdo ndo adequada na separagdao. Seralifpgadas ou um mecanismo com
valvula de amostragem sdo empregados para a irtjiegimostra@?l

Dois tipos gerais de colunas sao encontrados ematografia gasosa: colunas
recheadas e colunas tubulares abertas, ou colamkres. No passado, a ampla
maioria das analises cromatograficas empregavalasas recheadas. Para a maioria
das aplicagfes atuais, as colunas recheadas térauidtituidas pelas colunas tubulares
abertas, pois s&o mais eficientes e mais raffitlas.

Vérios tipos de fontes de ionizacdo estdo dispdsieen espectrometria de
massasAs fontes de ionizagdo quimica ou impacto de edétrdE) sdo as mais
compativeis para os sistemas GC-MS. Na ionizac&oippacto de elétrons, as
moléculas neutras na fase gasosa, obtidas por rdass@érmica a pressao de
aproximadamente 10torr, sdo bombardeadas por elétrons, com eneigjza tde 70
eV. Como resultado, pode ocorrer a retirada ouucapie um elétron pela molécula,
formando ions M ou M". A geracéo de ions positivos € predominante, ogech00
vezes mais que ions negatiVds*? Os fons positivos ou negativos séo dirigidos para
analisador por repulsdo eletrostatica. Em IE, refele elétrons é tdo energético que
muitos fragmentos sdo produzidos. Esses fragmesd@msmuito Uteis na identificacédo
das espécies moleculares que entram no espectoddeetnassas. A ionizagdo quimica,
em contraste, produz ions com menor excesso dgi@nBreste modo, esta técnica de
ionizacdo apresenta a vantagem de produzir um tespEmNn menos fragmentacao, no
qual o fon molecular é facilmente reconhedffo.

Os analisadores mais comuns para CG-MS sao apalguadrupolo e os que
empregam armadilha de ionsr(trap). Em espectrémetros de massas de alta resolucao,
também podem ser utilizados analisadores de doptn fle ressonéancia ciclotrénica ou
de tempo de voo (TOE!

Em muitos espectrdmetros, os ions sdo detectadés eplidirem com a
superficie de um detector. As colisdes causam asé@mide elétrons, fétons ou outros
ions. Estes podem ser medidos por detectores @@ @ar radiacdo. Um detector
bastante comum é o multiplicador de elétrons. Neater de ressonancia ciclotrénica
de ions, estes induzem um sinal cujas frequénéiasrversamente relacionadas aos
valores dem/z. As frequéncias sao decodificadas por técnicagralesformada de

Fourier!?®
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Em GC-MS, o espectrédmetro de massas varre as nrapsdislamente durante o
experimento cromatografico. Se a cromatografiarecem dez minutos, por exemplo, e
uma varredura é obtida a cada segundo, 600 espeldrmassas seréo registrados. Os
dados podem ser analisados pelo sistema de dadds/eteas formas. Primeira, a
abundancia dos ions em cada espectro pode ser a@ramocada em um grafico em
func&o do tempo para fornecer um cromatogramatdbde ions. Esse gréfico € similar
a um cromatograma convencional. Pode-se tambénranasespectro de massas em
um tempo particular durante o cromatograma panatifd=r-se as espécies que estao
eluindo naquele momento. Finalmente, pode-se sel@cium valor Gnico devz e
monitora-lo durante o experimento cromatograficosseE modo é denominado

monitoramento de ion seleciondd®.
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2.2 OBJETIVOS

O principal objetivo desse trabalho foi avaliar ®owo bagaco de cana-de-
acucar como material adsorvente na remocéo decimn® de amostras de cachaca.
Para atingir esse objetivo principal, foram realam etapas intermediarias,
caracterizando os objetivos parciais do projeto:

-Avaliar o efeito do tratamento do bagaco de cama diferentes 4cidos e em
diferentes concentracoes.

- Avaliar o efeito do tratamento com bagaco de cmime o pH da cachaca.

- Realizar estudos em cromatografia gasosa paricaerse o tratamento da
cachaca com o bagacgo de cana promove a retiracantgostos organicos responsaveis

pelas propriedades organolépticas da bebida.
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2.3 PARTE EXPERIMENTAL

2.3.1 Materiais utilizados

2.3.1.1 Equipamentos

-Estufa de secagem, marca: FANEM, modelo: 320-SE;

-Moinho tipowolleyde camara, marca: MARCONI, modelo: MA 340/A;

-Balanga analitica, marca: MARTE, modelo: AY220;

-Medidor de pH, marca: MARCONI, modelo: MA PA200;

-Eletrodo do medidor de pH, marca: DIGIMED, mod€l867163;

-Espectrémetro de absorcédo atbmica, marca: VARIAbGelo: SpectrAA 220/FS;
-Cromatografia Gasosa com Detector Espectromegridassas: marca: SHIMADZU,
modelo: GC-2010-Plus-MS-QP2010SE.

2.3.1.2 Reagentes

-Acido cloridrico PA 37% (v/v), marca: ACROS ORGADS;

-Alcool etilico PA 99,5% (v/v), marca: PROQUIMIOS;

-Sulfato de cobre penta-hidratado PA, teor > 99%njnmarca: ACROS ORGANICS;
-Solucéo padréo de cobre 1000 mfy marca: MERCK.

2.3.2 Sistema utilizado para remocao de ions cobre nas astras de

cachaca

O sistema empregado para remover ions cobre dst@®made cachaca esta
ilustrado na Figura 2-3. Nesse sistema, utilizoursa bureta de 25 mL preenchida com
uma porcao de bagaco de cana, como em uma colua&npaatografia. As amostras

foram percoladas pela coluna para avaliagdo dayabsemocao de ions cobre.
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Bureta

Bagaco de cana-de-

v

acucar dentro da bureta

L& de vidro

v

Figura 2-3. Fotografia do sistema utilizado para remocéao de @mbre de amostras de
cachagca.

Como pode ser observado, uma pequena porcaadéevidro foi introduzida no
fundo da bureta para servir de apoio para o bagagana. Foram avaliadas porgdes de
0,5, 1,0 e 1,5 g do material adsorvente (bagagmada tratado), que, apods introduzido
na bureta, foi compactado de maneira uniforme pél@acdo da bureta com o auxilio
de um bastao de vidro encapado com uma borrackaigme. Por fim, a cachaca foi
introduzida na bureta, deixando-a percorrer todalana, sendo recolhida em frasco

apropriado para posterior analise.

2.3.3 Aquisicao e preparo do bagaco de cana

O bagaco de cana-de-acucar foi adquirido em coogd® Contagem/MG que
trabalham com esse produto para extracdo do caldarth (garapa).

Esse material foi tratado de acordo com o que fopgsto por SOUSA e
colaboradoré®? quando estudaram seu uso para adsorcdo de nmataguas residuais.
Inicialmente, separou-se o bagaco em duas partespanjosa (interna) e a casca
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(externa). Somente a parte interna foi usada paspapar 0 material empregado na
remocdo de ions cobre. O bagaco de cana selecideragonjoso) foi colocado em
bandeja de aluminio e deixado em estufa a 55°Q4tioras. Em seguida foi triturado
em moinho equipado com uma peneira den&sh Depois de triturado, fez-se um
tratamento diferenciado em cinco porcdes de bagsgwdo 50 g cada porcdo. No
tratamento dado a uma dessas porc¢oes, deixou-gedbObagaco em contato por 24
horas em solucéo de HCI 0,0010 mdl IApds o tempo decorrido, retirou-se 0 excesso
do acido através da filtracdo do bagaco em filegdpel e lavagem com agua destilada
deionizada até obtencéo de pH 5 no lavado. Reseon excesso de umidade do bagaco
deixando-o em estufa a 55°C por 24 horas. Finabnenbagaco foi armazenado em
frasco de polietileno para ser usado na remocaordecobre de amostras de cachaca.
Nas outras quatro porcdes de bagaco, repetiu-sesmmprocedimento, mas usando,
no lugar da solucéo de HCI 0,0010 mdi, Bgua destilada deionizada e solucdes de HCI
0,010, 0,10 e 1,0 mol'L

2.3.4 Estudo da eficiéncia do bagaco de cana

Para avaliar se o tratamento acido dado ao bagagoalda causaria alguma
influéncia na eficiéncia desse material quando eiseddescontaminacédo das amostras
de cachaca, foram realizados experimentos utilzasmlugdo alcoodlica 40% (v/v)
adicionada de cobre a 10,0 mg.LPara realizar esses experimentos, foi montado o
sistema descrito naecdo 2.3.2utilizando de 1,0 g de bagaco de cana tratado sem
tratamento acido, fazendo-se percorrer pela coB®@ mL da solucdo alcoodlica
contendo 10 mg L de cobre. O fluxo foi regulado em torno de 2 mionmiA solucdo
alcodlica que passou pela coluna foi recolhida équatas de 20 mL (18 aliquotas)
armazenadas separadamente em tubos de ensaiosaogpast rosqueaveis, para
determinar a concentragdo de cobre. No restante edp®rimentos, o mesmo
procedimento foi empregado, diferenciando apenavagaco de cana, sendo esses
tratados previamente com solu¢des de HCI a 0,@p@@p, 0,10 e 1,0 mol't

Além de verificar a eficiéncia do tratamento acukdo ao bagaco de cana,
estudou-se também a quantidade desse materiahdtlina coluna (bureta). Para isso,
foram realizados experimentos semelhantes aositdssanteriormente, mas utilizando

quantidades de 0,5, 1,0 e 1,5 g no preenchimentmldaa, para os bagacos de cana
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tratados somente com as solucdes de HCI 0,10radl,0?, pois foram as condicdes de
prévio tratamento que mais aumentou a capacidadelstecdo desse material quando
submetido na remocao de cobre em cachaca. Bagagasd tratados previamente com
agua destilada deionizada ou solucdes de HCI al0,800,010 mol T n&o foram
empregados nesses experimentos.

Determinou-se a concentracdo de cobre em todadig@sotas de solucao
alcodlica, colhidas ap6s percorrer a coluna, engmég método validado para

determinacao de cobre em cachaca descrito no Gapitu

2.3.5 Amostras

Trés amostras (1R, 2R e 3R) de cachaca foram daketam estabelecimentos de
producdo da bebida no interior de Minas Gerais.a&Esamostras apresentaram
quantidades significativas de cobre e foram sulglagtao procedimento de remocao de
cobre descrito naecao 2.3.2Nesses experimentos, utilizou-se 1,5 g do badagmna
tratado previamente com solucéo de HCI 1,0 mbtamo material adsorvente de fons
cobre das amostras de cachaca. Fez-se percomgéstia coluna 120 mL de cada
amostra de cachaca, a qual foi coletada em fradeasdro para subsequente analise.
Os experimentos foram realizados em triplicata gatke amostra e a concentragao de
cobre determinada antes e ap0s tratamento da eapaesg;cada uma dessas replicatas.

2.3.6 Qualidade da cachaca ap0s o tratamento com bagacge dana

Como a cachaga entra em contato com o bagacondegeendo tratada para
remocao de ions cobre, existe a possibilidade deg& de compostos organicos
volateis ou nao-volateis que conferem as propriesiagnsoriais da bebida. Portanto
foram realizados experimentos em GC-MS para avarige houve alteracdo na
qualidade do produto apés o tratamento com o bagagana, focando a concentracdo
dos componentes volateis presente na cachaca.

As analises por GC-MS foram realizadas em tripdicara cada uma das
amostras antes e depois do tratamento com o bagdeccana. Utilizou-se um
Cromatografo Gasoso com detector de Espectrom@dridMassas modelo GC-2010-
Plus-MS-QP2010SE (Shimadzu). Foram usadas as seguiondicfes: para CG
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modo de injecao mitless com 0,75 minutos de amostragem, temperatura @om;
250°C, pressdo do gas (He) 97,2 kPa com um floted de gas 10 mL mih fluxo de
gas na coluna 2,09 mL mire 3,0 mL miff na purga, controle de fluxo de gés linear e
usando uma coluna capilar polar HP-INNOWAX de 6xr32 mm e 0,50 um de
espessura do filme de polietilenoglicol; a rampageecimento foi com a temperatura
inicial de 40°C com aquecimento até 65°C com urmdorale 6 °C mih manteve essa
temperatura por 3 minutos, depois aqueceu a catd@al00°C com uma razdo de
3°C min*, em seguida aqueceu até 185°C com uma razéo Gendié® e depois até
230°C com uma razéo de 30°C thitotalizando 38,83 minutos para a corrida do CG.

Para o espectrometro de massas foi usada a teompeilat230°C para a fonte de
ions e de 270°C para a interface, um corte de ghde 1 minuto e desligamento do
filamento nos intervalos e tempo de 5,8 a 7,0 mmudevido a saturacao do etanol e de
16,1 a 16,8 minutos presente em grande quantidagléracdes analisadas. As solucdes
para analise foram preparadas a partir de umaoatiqle 980 puL de cada amostra, que
foi transferida para um vial de vidro com septos slécone revestidos de
politetrafluoretileno e, acrescidos de 20 puL dor@adnterno 4-metil-1-pentanol a 1 mg
L preparado em etanol/agua 40 : 60 (vV/v).

O pH das amostras de cachaca também foi determinates e apos o
tratamento com o bagaco de cana-de-agucar, utiizae medidor de pH equipado com
eletrodo. Além disso, testes qualitativos com totrde prata foram realizados com o
objetivo de verificar se as amostras continham ssaele ions cloreto provenientes do

HCI utilizado para o tratamento do bagaco de cana.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAQO

2.4.1 Avaliacao do tratamento dado ao bagaco de cana-detear

A Figura 2-4 apresenta o efeito do tratamento dgat@ de cana com &acido
cloridrico em diferentes concentracdo sobre suacid@de de adsorcdo de ions cobre
de solucdes alcodlicas 40 % (v/v) contendo 10 thglé cobre. Os pontos contidos nas
curvas representam as aliquotas de 20 mL coletamlflaxo de 2 mL mitt controlado
para a passagem da solucdo pela coluna. Como absera quantidade de cobre
adsorvido pelo bagaco de cana aumenta com o aum@mimncentracao do acido usado
no tratamento desse material. O bagaco de camddreom &cido cloridrico 1,0 mol L
! tem capacidade de adsorcdo de aproximadamenteetds maior do que aquele
tratado com &agua destilada deionizada. Comparan@ficeéncia de adsorcdo dos
bagacos tratados com HCI 0,10 e 1,0 moldbserva-se que o segundo extraiu, em

meédia, 15 % mais ions cobre do que o primeiro, para mesma aliquota de solucéo

coletada.
7.0 7 ——Filtro de bagaco de
cana tratado com 3agua
6,0 - destilada deionizada.
—s—Filtro de bagaco de
'-.'_-T 5,0 - cana tratado com HCl a
téo 0,0010 mol/L.
E 4,0 - ——Filtro de bagaco de
2 cana tratado com HCl a
: 30 4 0,010 mol/L.
_c ’
S —e—Filtro de bagaco de
& 20 - cana tratado com HCl a
£ 7 0,10 mol/L.
Q
e 10 - —=—Filtro de bagaco de
S 7 cana tratado com HCl a
. / 1,0 mol/L.
0,0 h . T T 1
0 100 200 300 400

Volume de solugdo alcodlica filtrada (mL)

Figura 2-4. Monitoramento da concentracdo de cobre em solalg@dlica ao filtra-la
em 1,0 g de bagaco de cana tratado. A concentdi;@obre na solucéo alcodlica antes
de ser filtrada era de 10 mg.L
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O efeito do tratamento do bagaco de cana por sibmldnvestigado por SOUZA

e colaboradoré®!. Esses autores mostraram, por meio da difracéoraieX,

espectroscopia de infravermelho e microscopiadeieta, que o bagaco de cana tratado

com HCI 1,0 mol [* teve sua pureza e &rea de contato aumentadailitassio maior

adsorcao de ions.

As Figuras 2-5 e 2-6 mostram a influéncia da qdade em massa de bagacos

de cana tratados com HCI nas concentracdes dectaspmente, 0,10 e 1,0 mol'L

sobre a quantidade de cobre removida de solucéesliabs 40 % (v/v) contendo 10,0

mg L de cobre.

8,0

7,0

6,0

5,0

4,0

3,0

Concentracgdo de cobre (mg L1)

2,0

1,0

0,0

——Filtro de
cana em
de0,5g.

—s—Filtro de
cana em
de1,0g.

—e—Filtro de
cana em
del1,5g.

1 T T T T T T 1

50 100 150 200 250 300 350 400

Volume de solugdo alcodlica filtrada (mL)

bagaco de
guantidade

bagaco de
guantidade

bagaco de
quantidede

Figura 2-5. Monitoramento da concentracdo de cobre em solalg@dlica ao filtra-la
em 0,5 g, 1,0 g, e 1,5 g de bagaco de cana tratado HCl a 1,0 mol’. A
concentracao inicial de cobre na solucéo alcodticde 10 mg [*.
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Figura 2-6. Monitoramento da concentracdo de cobre em solalc@dlica ao filtra-la
em 0,5 g, 1,0 g, e 1,5 g de bagaco de cana tratado HCI 0,10 mol . A
concentracao inicial de ions cobre na solucdo hAt@oantes de ser filtrada era de 10
mg L™.

Nota-se que, conforme esperado, a eficiéncia meogé&o de ions cobre da
solucdo aumenta a medida que se aumenta a massagdeo de cana usado no
preenchimento da coluna (bureta). Para ambos tasneatos acidos, 0,10 e 1,0 mal, L
a capacidade de adsorcédo dobrou quando se aumentmssa de 0,5 para 1,0 g e
triplicou quando se aumentou a massa de 1,5 g. Ermrevisiveis, esses resultados
foram Uteis para mostrar que o método funciona @meima reprodutivel e para
selecionar a melhor condicdo para a aplicacdo dodoéas amostras. Para os estudos
subsequentes, 0os bagacos de cana previamenteosratat agua destilada deionizada
ou por solucdes acidas de HCl a 0,0010, 0,010 @ @dl L™* foram desconsiderados.
Utilizando apenas o bagaco de cana previamentadoratom HCI 1,0 mol t, na
quantidade de 1,5 g, pois, esse apresentou maacidade de adsorcéo de ions cobre
em cachaca. Nessa condicdo, o material teve aidapgacde remover ions cobre para
niveis abaixo do permitido pelo MAPA (5,0 mg)Lde aproximadamente 300 mL da
solucao alcodlica que continha 10,0 mY Quanto ao nivel permitido para exportacdo

(2,0 mg L), esse volume foi de aproximadamente 210 mL. Omssaltar que
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dificilmente o nivel de cobre de uma cachaca prioduzom o minimo de padrao atinge

o patamar de 10,0 mg'L

2.4.2 Remocéo de cobre das amostras de cachaca

A Tabela 2-1 apresenta os resultados obtidos rueriexentos realizados para a
remocédo de ions cobre das amostras de cachacagamgoel,5 g de bagago de cana
tratado com 1,0 molt. de HCI. Os ensaios foram realizados para volureek26,0 mL

de cada amostra.

Tabela 2-1.Concentracdo de cobre nas amostras de cachaga 1R,
2R e 3R antes e ap0s o tratamento com bagaco dedeaacUcar.
A, B e C representam triplicatas para cada amostra.

Concentragéo de cobre em mgt

Amostras  Ensaio Antes do Apos tratamento
tratamento com bagaco
1R A 6,66 0,16
1R B 6,99 <0,05
1R C 7,05 0,07
2R A 7,71 0,13
2R B 7,68 <0,05
2R C 7,96 0,39
3R A 3,02 0,23
3R B 2,78 0,18
3R C 2,79 0,22

Como pode ser observado, todas as amostras sdbametiremocao de ions
cobre com bagaco de cana tiveram niveis do medakzigos para concentracbes que
estdo abaixo dos limites maximos permitidos peloPAfe também para exportacédo.
Os estudos subsequentes foram realizados pararapaBsiveis alteragbes em outras
propriedades da cachaca, como pH e perfil de campagganicos volateis e néo-

volateis, quando tratada com o bagaco de cana.

2.4.3 AlteracOes na qualidade da cachaca apds remocéo clubre
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Seria inconveniente a alteracdo da qualidade dhacacquando se faz o
tratamento para eliminagdo do cobre usando o badac@ana-de-acucar. Como
discutido anteriormente, na parte introdutéria despitulo, existem muitos trabalhos
na literatura com varias propostas de materiaispgpaiem ser utilizados para remocao
de ions cobre de amostras de cachaca. Entretantogop mostram estudos dos efeitos
causados por esses materiais sobre a qualidadeldace.

Uma vez que o bagaco de cana foi tratado com HCIniol L*, o pH das
amostras de cachaca foi avaliado antes e apospesireentos de remocao de ions
cobre. Os resultados obtidos na determinacdo geséenetro nas amostras 1R, 2R e

3R antes e apds o tratamento para remocao de @otwatram-se na Tabela 2-2.

Tabela 2-2.Resultados obtidos para determinacéo do pH dast@®os
1R, 2R e 3Rantes e ap0s o tratamento com bagacande A, B e C
representam triplicatas para cada amostra.

pH
Amostras Ensaio Antes do Apds tratamento
tratamento com bagaco
1R A 4,19 3,95
1R B 4,17 3,92
1R C 4,17 4,00
2R A 4,17 4,15
2R B 4,18 4,13
2R C 4,08 4,09
3R A 3,50 3,66
3R B 3,52 3,65
3R C 3,58 3,71

Observa-se que o pH das amostras de cachacaeanf@ss o tratamento para
remocao de cobre com bagaco de cana permaneceapratite 0 mesmo para as
amostras 2R e 3R, e tem uma pequena diminuicGamustra 1R. Esses resultados
mostram que mesmo com um tratamento com acidaveataénte concentrado (1,0 mol
L), o bagaco de cana n&do modificou significativamenpH das amostras. Isso pode
ser explicado pelo fato de que, como descrito meqatimento experimental, apos o
tratamento &cido por 24 h, o bagaco de cana faidaxom 4gua em abundancia até
obtencédo de um pH em torno de 5 no residuo do ¢av@wtro indicio de que a lavagem

foi eficiente é o fato de que as aliquotas dasgéels alcodlicas 40% (v/v) resultantes
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dos experimentos de otimizacdo apresentadosegao 2.4.1foram tratadas com
solucdo de AgN@a 0,1 mol [! e nenhuma precipitacdo de jons cloreto foi obskerva
Experimentos utilizando GC-MS foram primordiaisrgaavaliar possiveis
alteracbes, devido ao tratamento com o0 bagaco de, aaas concentracbes de
compostos organicos que sao responsaveis pelaladalda cachaca. Essas alteracdes
podem ocorrer (a) pela transferéncia de substadodsagaco de cana para a cachaca
ou (b) pela retencéo de substancias contidas ecapelo bagaco de cana. Ambos os
casos foram avaliados pela andlise do perfil crografico caracteristico da cachaca
antes e apds do tratamento, quanto ao numero dtdnalas detectadas, bem como
possiveis aumentos ou diminuicdes nas concentragiEesalguns compostos
selecionados. Portanto, a verificacdo da qualidd@ecachaca foi realizada, nesse
trabalho, de maneira qualitativa. A Figura 2-7 apnéa 0s cromatogramas obtidos por
GC-MS no moddull scanpara a amostra de cachaca 1R antes (a) e apdsménto

com o bagaco de cana (b).

b)

7500000 —
5000000 —
2500000 —
A |
L~ A ) e B I e el Ml
& T T T T T T T T T T T T T
200 25 250 275 300 25 350 375

/ 1
T T
25 50 7.5 100 125 150 175

Figura 2-7. Cromatogramas obtidos por CG-MS para a amostrgda)Rem tratamento
e (b) apds tratamento com bagaco de cana.

Nos cromatogramas apresentados na Figura 2-7yvolisge que nao houve
diferencas significativas que possam caracterizaparecimento de novas substancias
ou a remocao total de outras na cachaga devidataoiento com o bagaco de cana.

A Tabela 2-3 lista algumas substéancias tipicament®ntradas em amostras de

cachacas e identificadas nos cromatogramas daaF2gur
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Tabela 2-3.Algumas substancias tipicamente encontradas emteasate cachacas e
identificadas nos cromatogramas da Figura 2-8.

Substancia Nome da substancia
1 Acetaldeido
2 Dimetil sulfeto
3 Etanoato de etila
4 Oxido de etileno
5 2-Butanol
6 1-Propanol
7 2-Metil-1-propanol
8 2-carbinol-tetrahidropirano
9 1-Butanol
10 4-metil-2-pentanol
11 3-metil-1-butanol
12 Eter isopropil propil
13 1-pentanol
14 3-metil-3-bute-1-ol
15 Eter isopentil metila
16 Fufural
17 Acido éacetico
18 Acido 2-hidroxi-4-metil pentanéico
19 Propanoato de 2-hidroxi- -3-metill-butila
20 2,3-butanodiol
21 Dimetilsulfoxido
22 Decanoato de etila
23 Butanodioato de etila
24 1-Propanol3-metiltiol
25 Etil éster do acido Eicosandico
26 Dinitrato de isossorbida
27 Oleato de etila
28 1,4-dioxan-2-i-hidroperoxido
29 Dodecanoato de etila
30 Pentadecanoato de 3-metil butila
31 Acido hexandico
32 2-fenil etanol
33 Pentadecanoato de etila
34 Acido octandico
35 Octadecanoato de etila
36 Pentadecanoato de etila
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Para avaliar possiveis aumentos ou diminuicbes c@msentracdes dos
compostos listados na Tabela 2-3 apds o tratandasg@mostras 1R, 2R e 3R com o
bagaco de cana, foram construidos os graficossemi@los nas Figuras 2-8, 2-9 e 2-
10, respectivamente. As “razbes de areas” repadas pelos eixos y dos gréaficos
foram calculadas integrando as areas dos picoadteaspécie e dividindo pela area do
padrédo interno utilizado (4-metil-2-pentanol). Uwvez que os cromatogramas foram
obtidos em triplicata, entdo foi possivel determimaesvio padrdo referente as razdes

das areas que representam as substancias.

25 4

B Amostra sem tratamento

W Amostra tratada com bagaco
de cana

Razdo das areas

123456 7 910111213141516171819202122232527282930313233343536
Substancias

Figura 2-8. Quantidade relativa das substancias na amostranig® de ser tratada e
apos tratamento com bagaco de cana-de-acguUcar.
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50 +
45 -
40 - B Amostra sem tratamento
35 1 M Amostra tratada com bagago de cana
30
25

20

Razdo das areas

15

10

1 2 3 4 6 7 9 10 12 13 14 15 16 17 18 20 21 22 23 27 29 32 34 36
Substancias

Figura 2-9. Quantidade relativa das substancias na amostran®#® de ser tratada e
apos tratamento com bagaco de cana-de-agucar.

18 -
16 -
14 - M Amostra sem tratamento
12 W Amostra tratada com bagaco de cana
@
Gd
\C
(7]
5]
o
)
AT
N
]
4

1 3 4 6 7 9 10 12 13 14 15 16 17 19 20 21 22 24 28 29 30 32 33 35 36
Substancias

Figura 2-10. Quantidade relativa das substéncias na amostran8#® de ser tratada
apos tratamento com bagaco de cana-de-acucar.
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Como pode ser observado, nas Figuras 2-8, 2-90=eXiste uma tendéncia para
pequenas diminuicdes nas concentracfes dos compestiadados apos o tratamento
com o bagaco de cana. Entretanto, para a maiosia&@opostos, essa diminuicao foi
tdo baixa que ficou dentro do limite de erro (espoepelos desvios padrédo) da analise
considerando as triplicatas. Em outras palavraandp se considera os desvios padrao
nao se pode afirmar que houve alteragdo na qudstidassas substancias devido ao
tratamento dado a cachaca. As Unicas excecfes fiysenvadas para os compostos 15
e 35 da amostra 3R (Figura 2-10). Mesmo assim, édwossivel afirmar que a
concentracdo dessas substancias sofre influéncteatemnento, uma vez que para as
amostras 1R e 2R as varia¢des ficaram no limitridedas triplicatas.

Diante desses resultados, pode-se afirmar que aw@oreram mudancas
significativas no perfil de concentracdo dos ppat compostos organicos volateis e
nao-volateis presentes nas amostras de cachagaoapatamento com o bagaco de
cana-de-acucar. Dessa maneira, pode-se inferio quadamento sugerido para remogao

de ions cobre ndo altera a qualidade e as propieedsnsoriais da cachaca.
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2.5 CONCLUSAO

Este trabalho apresentou os resultados obtidaesilizacdo do bagacgo de cana-
de-acucar como material de adsorcao de ions cobsermies em amostras de cachaca.
Observou-se que 1,5 g de bagaco de cana-de-acétatot com HCI 1,0 mol 't foi
capaz de reduzir a concentracdo de ions cobre denéximo de 210 mL de uma
solucdo alcodlica 40% (v/v) que continha 10,0 my para niveis abaixo do que o
permitido para exportacdo do produto (2,0 ri). [Essa eficiéncia na remogéo nao é t&o
alta quando comparada a eficiéncia das resinasoda tdnica comumente utilizadas
para tal proposito. Entretanto, a utilizacdo doalgagde cana-de-aglcar pode ser uma
alternativa de baixo custo para pequenos prodytarea vez que esse material € um
subproduto da prépria producdo da bebida. Alémodisemo discutido na parte
introdutoria desse capitulo, estudos demonstraram ap resinas de troca idnica,
atualmente utilizadas por alguns produtores, podieerar compostos ftalicos na
cachaca, o que é totalmente indesejavel, pois @stidstram que a exposicdo a essas
substancias podem trazer sérios danos a saudeofirapartida, o bagaco de cana-de-
acucar é um produto natural que, conforme mostmaa® resultados, ndo libera
nenhuma substancia na cachaca e néo altera aafileadnsorial da mesma.

Com relagédo aos outros materiais, discutidos ni@ jpatrodutoria, ja utilizados
para remocao de cobre em amostras de cachacagl satvdo ativado, quitosana,
MgCQO; e CaCqQ, é possivel fazer uma comparacao apenas com aocatwvado, pois
para 0s outros materiais 0os autores ndo avaliacssiyeis mudancas na qualidade da
bebida. Com relacdo ao carvao ativado, pode-saafique o baga¢o de cana-de-agucar
€ mais adequado para remoc¢ao de cobre, uma vep gaevao ativado promove a

remocao de outras substancias responsaveis pdidagigasensorial da bebida.
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