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RESUMO

A cachaca é uma bebida alcodlica de amplo consumo em todo o Brasil, perdendo somente
para a cerveja. Esse consumo desperta reflexdo sobre as condi¢des e instalagcfes em que a
producdo dessa bebida ocorre, visto que uma série de contaminantes organicos e inorganicos
podem se fazer presentes. Dentre esses contaminantes, o cobre(ll) tem ganho destaque por ser
recorrentemente encontrado em niveis superiores a 5,0 mg L, o limite permitido por lei. O
que evidencia a necessidade de um monitoramento eficiente das concentrag0es de cobre em
bebidas e alimentos. Pelo exposto, o trabalho buscou avaliar os teores de cobre em cachacas
artesanais comercializadas na cidade de Serra Talhada, Pernambuco. Propondo uma
metodologia baseada na sintese de pontos de carbono (PC) fluorescentes para atuarem como
sensor quimico na presenca do cobre(ll). Os PC foram sintetizados a partir do tratamento
hidrotérmico do suco da cactacea palma forrageira em forno micro-ondas. Suas propriedades
Oticas foram avaliadas por meio de espectros de absorcdo molecular no UV-Vis e
fluorescéncia molecular, sendo a sua distribuicdo de particulas avaliada através da
microscopia eletronica de transmissdo. Os PC apresentaram rendimento quantico de
fluorescéncia de 23,2 %. Os limites de detecgdo e quantificagdo foram 0.36 mg L™ e 1.18 mg
L, respectivamente. A correlacdo entre a intensidade de fluorescéncia das solugbes PC-
Cu(Il) com concentracdo de Cu(ll) presente, expde o sucesso do nanomaterial como sensor
quimico e reagente fluorescente. Essa correlagdo é sustentada pelo comportamento linear
apresentado pela curva analitica. Os pontos de carbono a partir da palma mostraram-se um
reagente versatil para determinacéo de concentrac@es de cobre, 0 que torna 0 método proposto

uma alternativa a ser mais explorada.

Palavras-chave: nanomaterial, fluorescéncia, tratamento hidrotérmico, palma, ions cobre,

cachaga.



ABSTRACT

Cachaga is a widely consumed alcoholic beverage throughout Brazil, losing only to beer. This
consumption sparks reflection on the conditions and facilities in which the production of this
beverage occurs, since a series of organic and inorganic contaminants can be present. Among
these contaminants, copper (11) has gained prominence because it is frequently found at levels
higher than 5.0 mg L-1, the limit allowed by law. This shows the need for an efficient
monitoring of copper concentrations in beverages and food. For the above, this work sought
to evaluate the copper contents in artisanal cachacas marketed in the city of Serra Talhada,
Pernambuco. Proposing a methodology based on the synthesis of fluorescent carbon points
(PC) to act as a chemical sensor in the presence of copper (I1). The PCs were synthesized
from the hydrothermal treatment of the juice of the cactus palm in microwave oven. Its optical
properties were evaluated by molecular absorption spectra in UV-Vis and molecular
fluorescence, and its particle distribution was evaluated by transmission electron microscopy.
The PCs showed quantum fluorescence vyield of 23.2%. The limits of detection and
quantification were 0.36 mg L™ and 1.18 mg L™, respectively. The correlation between the
fluorescence intensity of PC-Cu (Il) solutions with concentration of Cu (I1) present, exposes
the success of the nanomaterial as a chemical sensor and fluorescent reagent. This correlation
is supported by the linear behavior presented by the analytical curve. The carbon points from
the palm have been shown to be a versatile reagent for determination of copper
concentrations, which makes the proposed method an alternative to be further explored.

Keywords: nanomaterial, fluorescence, hydrothermal treatment, palm, copper ions,

sugarcane liquor.
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1. INTRODUCAO

A cachaca consiste em uma bebida alcodlica bastante consumida em todo o Brasil,
perdendo apenas para a cerveja. Das cachagas consumidas destaca-se as artesanais
tradicionalmente produzidas em destiladores de cobre. Esse consumo desperta reflexdo sobre
as condicbes e instalacbes em que a producdo dessa bebida ocorre, visto
que uma serie de contaminantes orgénicos e inorganicos podem se fazer presentes. Entre
esses contaminantes, os ions cobre(ll) tem sido recorrentemente encontrados em niveis
preocupantes em sua andlise de qualidade (LIMA NETO & FRANCO, 1994; AZEVEDO et
al., 2011; VOLPE, 2013; FARIAS FILHO, 2014).

A contaminacdo por cobre(ll), sobretudo em cachagas artesanais, decorre do
material tradicionalmente utilizado na construcdo dos aparelhos destiladores, os alambiques.
A toxicidade do cobre ocorre devido a sua afinidade por grupos sulfidrilas (S-H) presentes em
muitas proteinas e aminoacidos. Sua acdo pode comprometer varias funcGes metabdlicas,
levando ao surgimento de doencas como psiquiatricas, epilepsia e artrite reumatoide
(WAGGONER et al., 1999; AZEVEDO et al., 2011). A legislacdo brasileira permite que a
ocorréncia desse contaminante em cachagas seja igual ou inferior a 5,0 mg L2, ja os paises
que importam este produto toleram o maximo de 2,0 mg L™* (BRASIL, 1997; MIRANDA et
al., 2007). Essa realidade, torna o0 monitoramento do teor de cobre(ll) necessario e urgente,
sobretudo pelo seu prejuizo a salde.

A andlise de ions Cu(ll) é comumente realizada a partir de métodos de
espectrofotometria de absorcdo em chama (PINTO et al., 2005; CALDAS et al., 2007), além
de métodos como a espectrofotometria de absorcdo molecular no ultravioleta-visivel
(ROCHA et al., 2008) e eletroquimicos, como potenciométrico (KUCHLER et al., 1999).
Esses métodos necessitam de analistas mais qualificados, demandando maiores recursos
(PETTEYS & FRANK, 2011). Por estes motivos, novos métodos vém sendo propostos na
literatura a fim de servir como alternativa as analises tradicionais (KUMAR et al., 2015).
Nessa perspectiva, € possivel empregar novos reagentes, que serviriam cOmo Ssensores
quimicos para analise de ions metalicos, como o Cu(ll). Os pontos de carbono surgem como
uma opc¢ao para o desenvolvimento de métodos analiticos mais simples, sensiveis e seletivos.

Os pontos de carbono compreendem nanoparticulas fluorescentes que desde a sua
descoberta, em 2004, vem permitindo um avanco na quimica analitica, sobretudo no
desenvolvimento de novos sensores sensiveis e seletivos para diferentes aplicacdes, em
especial, determinagOes de fosfato (ZHAO et al., 2011), nitrito (LIN et al., 2012), cloretos
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(XUE et al., 2015), aménia (GANIGA & CYRIAC, 2016) e, principalmente, ions metélicos
como: K(I), Ag(l), Hg(I1), Cu(ll), Fe(ll), Pb(I1), Sn(l), U(VI) e Cr(VI) (GUO et al., 2015).
A aplicacdo também € promovida no desenvolvimento de dispositivos optoeletronicos,
biosensores, sensores eletroquimicos e em fotocatalise (WANG & HU, 2014; DAS et al.,
2018; DING et al., 2016).

A literatura evidencia o uso de fontes de carbono alternativas para a sintese,
a exemplo, cascas de frutas citricas como laranja (SAHU et al., 2012) e uva (HUANG et al.,
2014); borra de café (HSU et al., 2012), cerveja (DE & KARAK, 2013; HIMAJA et al.,
2015), folhas, dentre outras, menos convencionais, como pena de aves, cabelo e sémen
de peixe (BARATI et al., 2015, DING et al.,, 2016, SUN & LEI, 2017). Neste cenario,
os esforcos sdo direcionados para simplificar e baratear o custo do processo de obtencdo dos
nanomateriais, fazendo uso de bioprecursores renovaveis (HU et al., 2010).

Neste trabalho, foram sintetizados pontos de carbono (PC) fluorescentes a partir da
cactacea Opuntia inermis, popularmente conhecida como palma forrageira, para serem
empregados como sensor quimico para determinacdo espectrofluorimétrica de ions cobre(ll)
em amostras de cachaca artesanal, de consumo popular na cidade de Serra Talhada,
Pernambuco. Os pontos de carbono foram obtidos a partir do tratamento hidrotérmico em
forno micro-ondas doméstico do suco proveniente da polpa dessa cactacea. Suas propriedades
Oticas foram avaliadas por meio de espectros de absorcdo molecular no UV-Vis e
fluorescéncia molecular, sendo a sua distribuicdo de particulas avaliada através da

microscopia eletrdnica de transmissao.

1.1.  Objetivo geral
Desenvolver um método analitico baseado em nanoparticulas de carbono fluorescentes a

partir de Opuntia inermis para determinacao de cobre(ll) em cachacas artesanais.

1.2. Objetivos especificos
e Sintetizar e funcionalizar os pontos de carbono a partir do bioprecursor requerido;
e Avaliar as propriedades 6ticas e morfologicas do material sintetizado;
e Desenvolver o0 método analitico para determinacéo espectrofluorimétrica do cobre(ll)
com os pontos de carbono;

e Auvaliar o desempenho analitico no tratamento dos dados experimentais.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1.  Origem e sintese dos pontos de carbono

Os pontos de carbono (PC) sdo nanoparticulas fluorescentes que apresentam
comumente formato esférico e dimens@es inferiores a 10 nanémetros (nm), podem ser
preparados por metodos fisicos ou quimicos. Foram descobertos acidentalmente, em
2004, durante a purificagdo de nanotubos de carbonos de parede Unica através de eletroforese
em gel. Os pesquisadores obtiveram quantidades de pontos de carbono com tamanhos
diferentes, que ao serem excitados em 365 nm apresentaram forte fluorescéncia nas regides do
azul, amarelo e laranja, sendo cada cor para cada fracdo de nanomaterial obtida. Diante disso,
0s PC tém adquirido popularidade e sendo cada vez mais estudados a fim de se elucidar
explicacbes sobre sua morfologia, mecanismos de formacdo, configuracdo Optica,
fluorescéncia e aplicacdo. E a nanoparticula da familia do carbono que mais tem despertado o
interesse nos Gltimos anos (HIMAJA et al., 2015; WANG & HU, 2014).

Desde a sua descoberta, possibilidades de sinteses vém sendo estudadas objetivando
funcionalizar oticamente os PC, por meio do controle da sua dimensdo e da composi¢do da
sua superficie ativa. Pode-se destacar dentre esses métodos a irradiacdo com laser (SUN et al.,
2006), a oxidacdo eletroguimica (LI et al., 2010), o tratamento ultrassonico (LI et al., 2011), a
irradiacdo por micro-ondas e o tratamento hidrotérmico (WANG & HU, 2014). Todos esses
métodos envolvem processos complexos, equipamentos robustos e analistas qualificados para
manuseio dos instrumentos; realidade que faz necessario pensar em possibilidades de sinteses
mais acessiveis e que apresentem rendimentos semelhantes ou superiores aos desses
procedimentos j& conhecidos.

Estudos atuais sobre a sintese de PC tém valorizado a utilizacdo de métodos quimicos,
devido as vantagens frente aos métodos fisicos convencionais: sdo ambientalmente
sustentaveis, sinteses eficientes sob baixas temperaturas, reducdo de custos com solventes e
instrumentacdo robusta e a possibilidade de empregar como fonte de carbono qualquer
precursor orgéanico (HOU et al., 2016). Dentre os métodos quimicos observados em sinteses
dessa natureza, o tratamento hidrotérmico em forno micro-ondas tem ganho destaque como
possibilidade de sintese simples, versatil e ecoldgica. Sendo possivel o preparo dos PC em
etapa Unica e répida, a carbonizacdo ocorre em baixas temperaturas e sem a necessidade de
grandes quantidades de substrato carbonaceo (GUO et al., 2016; YANG et al., 2012). Ao fim,
tem-se um material fluorescente de sintese versatil, solivel em agua e com uma superficie

altamente ativa, com um baixo custo de producdo e sem a geracdo de residuos toxicos.
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Os procedimentos de sintese sdo complementados por purificagdo, através de filtracdo,
centrifugacdo, dialise e eletroforese, ou outra técnica que se faca necessaria (SHEN et al.,
2017).

2.2.  Caracteristicas oticas e aplicacbes dos PC na quimica analitica

Os PC apresentam uma forte absor¢do na regido espectral do ultravioleta estendendo-
se até o visivel. Comumente, como a regido superficial dos PC esta repleta de diversos
radicais de acidos carboxilicos, hidroxilas, carbonilas, alquilas e outros grupos polares, as
bandas de absorcdo conferidas a esse nanomaterial se d& gracas as transi¢cGes m-m*,
provenientes das ligacdes C=C, e n-n*, proveniente das ligagdes C=0 (LI et al., 2011). Essa
estrutura formada por grupos polares também confere aos pontos de carbono grande
solubilidade em &gua e potencial de reatividade com diversas moléculas, tornando-os
altamente biocompativeis.

Lim e coautores (2014) consideram a emissao de fluorescéncia (EF) dos PC como uma
caracteristica fundamental, uma vez que é particular desse nanomaterial a possibilidade de
regular a EF sem a funcionalizacdo de sua espécie. A explicacdo para esse fato é justificada
pela presenca de radicais polares potencialmente reativos na superficie dos PC, o que cria um
ambiente de armadilhas emissivas, bem como também as diferentes dimensdes das
nanoparticulas. Essas armadilhas seriam corresponsaveis pela propriedade de emissdo
ajustavel de fluorescéncia, tipica deste nanomaterial, ou seja, PC possuem fluorescéncia
variavel de acordo com a excitacdo ultravioleta (UV) recebida em comprimentos de onda
distintos. Justificar a regulacdo da EF pelo tamanho das particulas é considerar que os PC,
assim como 0s pontos quanticos semicondutores, também sofrem o confinamento quantico,
mas para os PC, ndo s6 o confinamento pode ser responsavel pela emissdo fluorescente (LI et
al., 2014; BAKER & BAKER, 2010).

Por apresentar propriedades oticas atrativas e regulaveis, alguns estudos feitos com 0s
PC tém explorado a sua emissdo de fluorescéncia para transferéncia de energia utilizando o
processo de ressonancia por fluorescéncia (ZHOU et al., 2014; YANG et al., 2015), outros
métodos empregam o aumento da emissdo de fluorescéncia dos PC na presenca de alguns ions
metalicos (ZHANG et al., 2014). Entretanto, grande parte dos trabalhos tem explorado a
extincdo de emissdo da fluorescéncia para a producdo de sensores sensiveis e seletivos
(DONG et al., 2012; GUO et al, 2015). As espécies de interesse estudadas e determinadas
séo diversas, a exemplo, fosfato (ZHAO et al., 2011), nitrito (LIN et al., 2012), cloro (XUE et
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al., 2015) e, principalmente, ions metalicos como: K(I), Ag(l), Hg(ll), Cu(ll), Fe(ll1), Pb(ll),
Sn(1l), U(VI) e Cr(VI) (GUO et al., 2015).

Dong e coautores (2012), sugeriram um método seletivo e sensivel para a
determinacdo de Cu(ll) em &gua empregando PC, usando &cido citrico como precursor
carbonaceo e polietilenoimina como agente funcionalizante. Os PC sintetizados mostraram-se
sensiveis a presenca dos ions cobre(ll), em meio acido (pH 4,0), apresentando uma forte
extincdo de fluorescéncia. Essa extingdo de fluorescéncia foi atribuida a formacdo de um
complexo entre o ion Cu(ll) e os grupos aminas presentes na superficie do nanomaterial. Essa
mesma interacdo Cu(l1)-PC e os grupos aminas presentes na superficie dos PC foi verificada
por Liu e coautores (2014) e Gedda e colaboradores (2016).

Outra aplicacdo analitica empregando PC como sensores para ions metalicos foi
proposta por Zhang e colaboradores (2014). O método aponta uma determinacéo fluorescente
seletiva dos ions Fe(l1l) e Cu(ll) em aguas através da interacdo com os PC. Observou-se que a
intensidade de fluorescéncia era reduzida com o aumento da concentragdo dos ions Fe(lll) e
Cu(Il), nao sofrendo alteracdo pela presenca de outros ions. O preparo do sensor quimico
ocorreu pelo aquecimento da uréia. Este método permitiu a analise de Fe(ll1) e Cu(ll) em uma
faixa linear de concentracdo de 5 a 50 umol L%, com limites de deteccdo de 1,0 e 0,5 nmol
L para os ions Fe(I11) e Cu(ll), respectivamente.

A natureza ainda que nédo esclarecida desses nanomateriais faz com que eles sejam
estudados por diferentes areas a fim de explicar a suas particularidades e darem uso e
aplicacBes as suas caracteristicas. Outro fator que contribui para a notoriedade dessas
nanoparticulas se encontra na sua natureza benigna, que diferente dos pontos quéanticos
tradicionais, os PC ndo poluem o meio ambiente por ndo conterem elementos toxicos em sua
formacdo; também a sintese desses nanomaterias € facilitada pela abundancia de matéria-
prima (matéria organica) e pelo baixo custo de sua produgdo, comparada a sintese dos pontos
quanticos tradicionais. Os PC ja sdo reconhecidos por serem menos citotoxicos, altamente
biocompativeis, aléem de apresentarem rotas de sintese aquosas menos complexas e um
expressivo rendimento quantico de fluorescéncia (RQF) (DING et al., 2016; GANIA &
CYRIAC, 2016; SUN & LEI, 2017; DAS et al., 2018).
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2.3.  Opuntia inermis

A familia Cactaceae, popularmente conhecida como cactos, amplamente encontrada
no nordeste brasileiro, compreende plantas predominantemente americanas, mas também que
podem ser encontradas em paises da Africa, na Australia e India. Possuem como
caracteristicas proprias o caule suculento rodeado por espinhos, a capacidade de reter agua,
resisténcia tanto a variagGes bruscas de temperatura em diferentes periodos do dia quanto a
luz solar. Alguns cactos produzem frutos comestiveis, a exemplo, o0 género Opuntia, no qual

suas plantas s&o conhecidas como palma forrageira ou figueira da india (Figura 1).

Devido ao seu enorme potencial produtivo, cactos sdo aproveitados em tempos de seca
como alimento para bovinos e caprinos por serem ricos em compostos nutricionais como o
acido ascorbico, aminodcidos, carboidratos, sais minerais, polifendis, vitaminas e outros
(SOUZA, 2012). Vegetais dessa familia séo comumente empregados na medicina popular
pela crenca de possuirem propriedades medicinais, sendo usados na producdo de remédios
caseiros como cicatrizantes, anti-inflamatérios, diuréticos e no tratamento de doencas
respiratorias e do sistema digestorio (SALEHIA, 2018). Apesar do preparo dificultado pela
presenca de espinhos, algumas cactaceas sdo usadas como ingredientes em receitas de bolo,
biscoitos e doces, como é o caso do xiquexique (ALMEIDA et al., 2007).

A palma forrageira (Opuntia inermis) € uma planta originaria do México e que se
adaptou bem ao Brasil, principalmente na regido nordeste, gracas a sua capacidade de se

adaptar as condicGes climaticas. Tem em sua composicao calcio, sédio, ferro, vitamina A,
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fosforo, nitrogénio, proteinas, aminoacidos, carboidratos e agua (SALEHIA, 2018). E uma
planta usada na culinaria de paises como México, Estados Unidos e Japdo, € visto como
ingrediente principal em receitas nobres. Além do seu uso alimenticio, desse vegetal também
é possivel extrair subprodutos da celulose sendo usados para produzir adesivos, bioadesivos,
xaropes e bebidas para dietas especificas (SALEHIA, 2018).

Pelo exposto, pode-se identificar uma grande quantidade de compostos organicos
responsaveis pelo uso da palma forrageira. Essa cactacea pode também ser empregada como
bioprecursor para a sintese hidrotérmica dos PC. Essa alternativa se mostra ainda significativa

pela auséncia de registros na literatura do seu uso na sintese de nanomateriais.

2.4. A cachaca e sua producéo

A cachaca é uma bebida alcodlica genuinamente brasileira amplamente encontrada e
consumida em todo o territorio nacional, movimentando anualmente cerca de 7,5 bilhGes de
reais segundo o Instituto Brasileiro da Cachaca (IBRAC) (2018). Seu consumo é mais intenso
na regido nordeste, gracas a cultura e seu baixo custo. Se tornou expressao para designacao
geografica em 2001 com o Decreto n° 4.062, que considera o0 produto como sendo puramente
brasileiro, ndo podendo existir cachaca que ndo seja a produzida aqui (BRASIL, 2001). Em
termos de definicdo, cachaca é a bebida de cana produzida no Brasil, a 20°C, a partir da
destilacdo do mosto fermentado do caldo de cana-de-agUcar. Apresenta caracteristicas
sensoriais peculiares e teor etilico podendo variar entre 38 a 48 % (v/v), podendo sofrer
adicdo de aclcar até 6 g L™ (BRASIL, 2005).

Apesar da cana-de-acUcar ndo ser um vegetal nativo, o pioneirismo brasileiro na
producéo de cachaca ndo é trivial, geograficamente, o clima e o solo favorecem a plantacdo e
desenvolvimento da espécie vegetal. Seis estados brasileiros destacam-se na producao em alta
escala dessa bebida: Sdo Paulo, Minas Gerais, Pernambuco, Ceara e Rio de Janeiro (VOLPE,
2013). Desde o periodo colonial, com a introducéo da cana-de-agucar no Brasil, essas regides
estdo a frente na producéo alcodlica gragas as condicdes geograficas favoraveis.

A producdo da cachaca inicia-se com a colheita da cana-de-agucar, que se prioriza que
seja realizada manualmente para evitar a deterioracdo da matéria-prima. Apos a coleta, a cana
é higienizada em &agua corrente e levada para a moenda. Na moenda, é feita a extragédo do
caldo da cana, que sera filtrado e transferido para a dorna de decantacdo a fim de ser separado
de impurezas como areia, restos de bagagos e solo. O bagaco residual € usado como
combustivel para aquecer as fornalhas do alambique. Em seguida, é feita a dilui¢do do caldo

pela adicdo de agua potavel na dorna de diluicdo, esse processo se faz necessario para que o
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caldo atinja um teor de sacarose entre 14° e 16 ° Brix (escala numérica que afere a quantidade
de solidos sollveis em frutas, cana-de-agUcar etc; sendo a sacarose o sélido mais avaliado.
Quanto maior o Brix, maior a qualidade e docura do alimento). Ainda nesta etapa, pode-se
adicionar &cido sulfdrico para evitar a contaminacdo do caldo por bactérias que podem
produzir outros compostos prejudiciais & qualidade final da cachaga (CHAVES et al., 2003).

Com o caldo diluido, tem-se a adi¢do de nutrientes para que ocorra a fermentacgéo.
A depender das condi¢des do produtor da cachaca, a fermentacdo ocorrerd pela acdo da
levedura Saccharomyces cerevisae ou pela acdo da mistura de fuba de milho com farelo de
arroz. A mistura entdo é acomodada em dornas em uma sala arejada com uma temperatura
ambiente em torno de 28 a 32 °C. O processo de fermentacdo dura aproximadamente 24 horas
(ou até quando as misturas comecarem a liberar borbulhas de modo uniforme e apresentar um
odor semelhante a aroma de frutas) e ndo pode sofrer interrupcdo (CHAVES et al., 2003).

As dornas usadas sdo de madeira, aco inoxidavel, ou pléstico, depende muito das
condicGes do produtor. Apéds a fermentacdo, o produto formado é chamado de vinho ou mosto
fermentado e esta pronto para ser destilado. Uma caracteristica muito importante nesse vinho
é que por ser recém-saido da fermentacdo e ndo ter passado por nenhuma técnica de refino ou
filtracdo, se encontra com uma concentracao etilica baixa e rico em componentes toxicas a
salide humana, como aldeidos, &cidos e bactérias (CHAVES et al., 2003).

O mosto fermentado é retirado por gravidade das dornas de fermentacdo e levado
diretamente para a destilacdo nos alambiques (de cobre ou ago inoxidavel) onde sera fervido,
produzindo vapores que sdo condensados por resfriamento o que contribui para a elevacéo da
concentracdo de alcool etilico na bebida. Nesse processo de destilacdo, obtém-se trés fracGes
de cachaca: a inicial, conhecida como cabeca; a do meio (e de interesse), chamada de corpo
ou coracdo, é a cachaca propriamente dita, com qualidade sensorial. E, a fracdo final,
chamada de cauda (VOLPE, 2013).

Apenas a cachaca de corpo & comercializada por apresentar melhor estabilidade e
baixas concentracGes de compostos volateis. A cachaca de cabeca representa 5 a 10% do total
destilado, o coragdo representa 75 a 85 % e a cachaca de cauda de 5 a 20%. Apds o fim da
destilacdo, a cachaca pode passar por filtracdo para correcdo de aspectos fisicos como brilho,
limpidez e transparéncia. O teor etilico também pode ser corrigido para que se adeque ao
exigido em lei. Finalmente, a cachaca estd pronta para ser comercializada. Antes de ser
engarrafada, ainda h4 opcéo de envelhecimento da bebida em barris de madeira para conferir
mais sabor e valor ao produto (FARIAS FILHO, 2014).
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2.5. Legislacdo brasileira e o controle na qualidade da cachaca

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) por meio do Decreto
N° 2314 de 4 de setembro de 1997 impGe parametros de fiscalizagdo para avaliar a producdo e
qualidade da cachaca brasileira, esse documento especifica 0s compostos e suas quantidades

limites permitidas conforme indicado na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1. Caracteristicas exigidas para a comercializacdo de aguardente de cana-de-agucar e cachaca
estabelecidas pela legislacdo brasileira.

Parémetro Unidade Limite
Acidez volatil (em acido acético) <150
Esteres (em acetato de etila) <200
Aldeidos (em aldeido acético) 00 100 ML de <30
Ifurfural + hidroximetilfurfural eq[anol anidro <5
Alcoois superiores* <360
Congéneres** 200 < limite < 650
Metanol <300
AcUcar (em sacarose) gLt < OFFF

* = isobutilico + isoamilicos + n-propilico ** = acidez volatil + ésteres + aldeidos + furfural/hidroximetilfurfural
+ 4lcoois superiores *** = Aguardente de cana ou cachaga “adogada” = méaximo 30 g L.

Fonte: BRASIL (1997).

A tabela acima diz respeito aos componentes que obrigatoriamente precisam estar
presentes para garantir que a cachaca brasileira apresente suas peculiaridades e identidade
sensorial que lhe sdo proprias. No que diz respeito ao consumo, o Decreto trata também de
espécies contaminantes que eventualmente possam ser encontradas ao fim da destilacdo
(Tabela 2).

Tabela 2. Limite permitido de contaminantes em aguardente de cana-de-agUcar e cachacas no Brasil.

Contaminantes Unidade Limite méaximo
Acroleina 1 <5
Metanol mg 10(.) mL™ de <20
Carbamato de etila pg L1 <220
Inorgénicos Chumbo 1 <200
A Mg L
Arsénio <100

Fonte: BRASIL (1997).
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Com essa legislacdo, uma cachaca de qualidade se apresenta com concentragdes do
cobre contaminante inferiores a 5 mg L. Esse limite se mostra consideravelmente alto se
comparado a padrdes internacionais (2 mg L) (MIRANDA et al., 2007). Essa discrepancia
de valores ndo s6 promove uma reflexdo sobre a necessidade de repensar as concentracfes
dos parametros fiscalizados como também resulta em uma desvalorizacdo da nossa cachacga
para 0 mercado internacional. Essa realidade se traduz em barreiras para 0 escoamento da
producdo nacional de cachaca para o exterior.

Outra substancia quimica que merece atencdo em analises de qualidade e fiscalizacdo
de aguardentes ¢ o Carbamato de Etila (CE). Essa espécie quimica € considerada um
contaminante organico pelo MAPA e estd presente em alimentos fermentados e em grande
parte das bebidas destiladas, sendo essa a maior fonte de exposi¢cdo humana. O CE é um éster
de etila oriundo do &cido carbamico e tem um perfil potencialmente carcinogénico (ARESTA
et al., 2001). Sua origem e formag&o ainda estdo sendo elucidadas, mas estudos tém apontado
trés possiveis hipoteses para explicar a presenca de CE em destilados.

A primeira explicacdo da presenca de CE em destilados corresponde a uma reagéo da
levedura Saccharomyces cerevisiae com o etanol durante a fermentacdo, o que produziria o
CE (MONTEIRO et al., 1989). A segunda hip6tese diz respeito a uma série de reacfes em
cadeia envolvendo a hidrolise e oxidacdo de compostos cianoglicosideos que leva a formacéo
do ion cianato (CNO"), que ao reagir com o alcool em meio acido forma o CE (ARESTA et
al., 2001; FISCHER et al., 2002). A terceira, e ultima hipotese, aponta uma correlagdo na
concentracdo do aminodacido arginina que ao ser degradado em ureia e ornitina, favorece o
aumento da concentracdo de ureia em solucdo, essa ureia reage com etanol e forma o
carbamato de etila (BEATTIE & POLYBLANK, 1995).

Essa possivel relagdo do cobre como agente catalisador na formacéo do carbamato de
etila, como também seu préprio prejuizo a satide humana ressaltam a urgéncia e a necessidade
de metodologias analiticas sensiveis, eficientes e acessiveis que facilitem a introducdo de uma
frequéncia de fiscalizacdo para um monitoramento compentente da presenca e concentracoes
desses contaminantes em aguardentes e cachacas por todo o territério nacional. Permitindo

que, de fato, sé chegue as prateleiras um produto com qualidade e adequado para consumo.

2.6. Efeito do cobre(ll) a saude e metodologias de analise em cachaca
O cobre(ll) esta presente em todos os fluidos e em muitos tecidos humanos, tornando-

se essencial para a salde. Juntamente com aminoacidos, acidos graxos e vitaminas, em
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concentragOes ideais, esse metal é fundamental para os processos metabdlicos; atuando como
cofator de diversas enzimas celulares como a catalase, citocromoxidase, dopamina-f3-
hidroxilase e peroxidases (PEDROZO & LIMA, 2001). Em grandes concentraces,
entretanto, a acdo do cobre deixa de ser benéfica e se torna uma interferéncia as atividades
cataliticas normais dessas enzimas.

A ocorréncia natural desse analito é em carnes, frutos do mar, vegetais, cereais e
nozes. Sua ingestdo diaria ideal ¢ de 2 a 5 mg, valores acima (hipocupremia) ou abaixo
(hipercupremia) dessa margem podem provocar disturbios e/ou até doencas decorrentes da
desregulacdo do metabolismo do cobre no corpo (FARIAS FILHO, 2014). A toxicidade desse
metal se manifesta pela agdo do mesmo no organismo, sua afinidade com grupos sulfidrilas
(S-H) presentes em muitas proteinas e aminoacidos, pode causar 0 comprometimento de
funcBes metabdlicas importantes, levando ao surgimento de doencas como artrite reumatoide,
epilepsia, doencas psiquiatricas entre outras (VOLPE, 2013).

Atualmente, a doenga mais diagnosticada decorrente da desregulagdo do metabolismo
do cobre é a degeneracdo Hepato-Lenticular ou doenca de Wilson, causada pelo acumulo de
cobre em tecidos, principalmente cérebro e figado. Os sintomas apresentados pelas vitimas
sdo: alteracbes musculares que causam dor e dificultam a realizacdo de atividades como
caminhada ou corrida, perturbacdes nervosas que levam a tremores dos membros periféricos
(dedos), expansdo e alteracdo na funcdo bioquimica do figado e modificacdo na coloracdo da
pele para amarela (AZEVEDO et al., 2011). Waggoner e colaboradores (1999) ainda atribuem
ao cobre(ll) associacdo com outras doencas degenerativas do sistema nervoso, a exemplo:
doenca de Menke (atraso mental e hipoglocemia), aceruloplasminemia (diabetes mellitus,
degeneracéo da retina e problemas neuroldgicos), esclerose e mal de Alzheimer.

A contaminagdo por fons cobre (Cu?") em destilados provém do material
tradicionalmente utilizado na construcdo dos aparelhos destiladores (alambiques) e esse tem
sido um dos problemas intrinsecos a producdo, pois, desde o inicio da fabricacdo de cachacas
artesanais, o cobre € o material mais exaustivamente usado nas construgdes dos alambiques.
Essa realidade ainda que nociva, apresenta aspectos favoraveis as condi¢des de producéo de
destilados, uma vez que o cobre nos alambiques proporciona resisténcia do material a
corrosdo, boa condutividade térmica (calor), elimina odores desagradaveis (sulfetos) e atua
como um catalisador em reacOes favoraveis as caracteristicas sensoriais da bebida (FRANCA
etal., 2011).

Durante o processo de destilacdo da cachaca artesanal, ocorre a oxidagédo do cobre

metalico, originando o carbonato basico de cobre ou azinhavre [CuCOs.Cu(OH)2] (Equacdo
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1), um composto de coloracdo verde que se forma nas paredes dos alambiques. O azinhavre
em contato com vapores alcoolicos acidos produzidos durante a destilacdo, se solubiliza
(Equacdo 2), contaminando o destilado pela liberagio de ions Cu?* (Equagdo 1) (FARIAS
FILHO, 2014). Por essa razao, a higienizacdo adequada dos equipamentos empregados e as
instalacbes em que ocorre toda a producdo do destilado possuem influéncia direta na
concentracéo final de cobre(l1) na bebida produzida (AZEVEDO et al., 2011).

2Cu(s) + O2(g) + H:O (I) + CO2(g) — CuCO3Cu(OH) (s) Equagdo (1)
CuCOs3.Cu(OH)2(s) + 4H" (ag) — 2 Cu?* (ag) + 3 H.0 (I) + CO2(g) Equagio (2)

Alguns estudos para avaliacdo do teor de cobre(ll) em cachacas e aguardentes sdo de
Pinto e colaboradores (2005), que analisaram 52 amostras de produtores do Alto Vale do
Jequitinhonha do estado de Minas Gerais. Os resultados obtidos para concentra¢fes do ion
metalico encontraram-se entre ndo-detectavel e 21,3 mg L. Das 52 amostras analisadas, 18
estavam acima do limite permitido pela legislacao brasileira. Os desvios padréo relativos para
todas as andlises feitas encontraram-se na faixa de 0,32 a 9,82%.

Lima Neto & Franco (2004) e Bezerra (1995) avaliando amostras de aguardentes de
cana de diversas regides produtoras do pais, compreendendo produtos comerciais e artesanais,
verificaram que os teores de cobre(ll) em suas amostras estavam entre 3,9 e 4,2 mg L,
abaixo do limite estabelecido por lei. Ainda neste estudo, os autores avaliaram amostras cujo
teor de cobre(l1) atingiram 14 mg L. Volpe (2013) avaliou amostras de cachagas industriais e
artesanais adquiridas na regido central do norte do Parana, o estudo constatou a irregularidade
de 33,3% das mesmas com respeito ao teor de ions cobre(ll) avaliado, tendo as cachacas
artesanais em relacéo as industriais, apresentado valores mais elevados desse contaminante.

Azevedo et al. (2011) também analisando amostras aguardentes de cana produzidas
em Minas Gerais, detectaram que 6,7% das cachacas analisadas possuiam uma quantidade de
cobre(ll) acima dos padrbes. Vargas e Gloria (1995) também avaliando a qualidade de
aguardente de cana produzidas, comercializadas e/ou engarrafadas nesse estado ente 1989 a
1992, analisaram 511 amostras. Dessas, 32,9%, ndo atenderam a legislagdo vigente, tendo
sido encontrado um teor maximo de cobre igual a 26 mg L.

Buscando mais controle e respostas fiéis da natureza das matrizes estudadas, propostas
de técnicas analiticas surgem para auxiliar a andlise de contaminantes em cachaca, em
destaque, o cobre, visto 0 seu grau de comprometimento a satde humana. A tabela 3 abaixo

apresenta algumas metodologias empregadas em analises de quantificacdo desse metal.
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metodologias analiticas encontradas na literatura para analise de cobre em

cachaca.
A Substancia de Técnica Faixa linear de Llrplte de _
Referéncia . "1y | deteccdo (mg L
interesse Instrumental | resposta (mgL™) 1)
Pinto et al., (2005) Zinco e cobre FAAS! 0,0-50mg L? 0,06 mgL*
Rocha et al., (2008) Cobre UV-Vis? 0,20-20,0mg L 0,06 mg L
Arsénio, Cobre e 3 i 1 1
aldas et al., (2007) Chumbo GFAAS 20,0-200,0 ug L 9,20 ug L
Kduchler et al., (1999) Cobre Potenciometria |0,063 - 6,300 mg L* 0,03mgL*

L FAAS (Espectrofotometria de absor¢do atbmica por chama)
2 UV-Vis (Espectrofotometria de absor¢do molecular no ultravioleta-visivel)
3 GFAAS (Espectrofotometria de absor¢do atbmica em forno grafite)

2.7.  Fluorescéncia molecular

A fluorescéncia juntamente com a fosforescéncia e quimiluminescéncia compdem o
grupo de técnicas chamadas luminescentes. Estas técnicas tém como principio a emissdo de
radiacdo eletromagnética por uma espécie, geralmente através de um grupo fluoréforo,
guando a mesma absorve energia suficiente para ser promovida a um estado eletrénico de
maior energia (S1). Apos um curto periodo de tempo, ocorre o retorno dos elétrons da espécie
ao estado fundamental (So), com a liberacdo da energia absorvida na forma de fétons, gerando
um espectro de emissao caracteristico de sua composicdo (DODEIGNE et al., 2000).

A emissdo de luz a partir de um fenémeno de fluorescéncia acontece de um estado
excitado singleto, no qual o elétron promovido a niveis superiores de energia mantém a
orientacdo original do seu spin, continuando assim desemparelhado com o elétron no estado
fundamental. Devido os estados singletes requererem grande energia e, por essa razdo, serem
instaveis, o elétron promovido rapidamente retorna ao seu estado fundamental, liberando a
energia absorvida na forma de fétons na ordem de nanossegundos (10° s) (HOOLER et al.,
2009).

O Diagrama de Jablonski (Figura 2) abaixo demonstra graficamente os possiveis
fendmenos e energia a eles associados quando h& absorcdo de radiacdo eletromagnética por
parte de um eletron de uma espécie quimica, em comprimentos de onda compreendidos na

faixa do ultravioleta-visivel (UV-Vis).
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Figura 2. Diagrama de Jablonski.
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O diagrama esquematiza os niveis energéticos de uma espécie quimica e as transi¢des
eletronicas possiveis entre eles. Os niveis Sp, S1, S2 e Sz correspondem, respectivamente, aos
niveis singleto fundamental, primeiro, segundo e terceiro estados eletrbnicos excitados.
Enquanto os niveis To e T1 correspondem aos estados tripleto fundamental e primeiro estado
eletronico excitado tripleto. O arranjo dos estados na vertical ilustra o sentido em que a
energia da transicdo se eleva, estados superiores, portanto, demandam mais energia. O
agrupamento horizontal ocorre pela multiplicidade de spin do elétron. Os estados
fundamentais vibracionais de cada estado eletrénico sdo indicados por linhas grossas e 0s
estados vibracionais mais altos por linhas mais finas (PANTOJA, 2010).

O nivel energético fundamental (So) € onde a maioria das espécies quimicas se
encontram em temperatura ambiente. Neste nivel, a absor¢do de um féton pode promover o
elétron a um dos niveis vibracionais de um dos estados singletes excitados, S1, Sz etc. Disso, 0
elétron retorna ao estado fundamental So pelos processos de decaimento radiativo e nédo
radiativo, que sdo a fluorescéncia, fosforescéncia, conversdo interna e 0 cruzamento
intersistema. Cada decaimento tem a si uma energia absorvida associada e um tempo de
duracdo, o que especifica cada fenbmeno e o nivel ao que elétron é promovido (PAVIA,
2010).

Um fluordéforo apresenta como caracteristicas de interesse seu rendimento quéantico
fluorescéncia (RQF) e o tempo de vida de sua emissao fluorescente. O RQF é o célculo da
razdo do numero de fotons emitidos pelo numero de fotons absorvidos, seu valor numérico

encontra-se entre 0 0 (auséncia de emissdo ou emissdo parcial) e 0 1 (méaxima emissao).
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Substéncias com um expressivo RQF como a rodamina, a fluoresceina e o sulfato de quinino,
apresentam emissdes visivelmente brilhantes e, por terem propriedades j& conhecidas e
estudadas, sdo usadas como padrdes para analise e avaliacdo de novos grupos fluoréforos
(SKOOG et al., 2006). O tempo de vida de fluoroforo se refere ao espaco de tempo disponivel
para interacdo com o meio (matriz) ou sua difusdo no mesmo, e assim emitir sua resposta
fluorescente (HOOLER et al., 2009).

Em uma solugcdo em estudo, a intensidade de fluorescéncia pode ser diminuida por
diversos fatores. A essas diminuicdes dar-se 0 nome de supressao (queching). A supressao é
resultante de encontros difusivos entre os grupos fluoréforos e moléculas supressoras durante
0 tempo de vida do estado excitado do fluoréforo (SUN & LEI, 2017), de forma que ha
relacdo direta na ocorréncia desses encontros com a quantidade de moléculas (interferentes)
presentes na amostra. Interacbes moleculares, reacdes de estado excitado, formacdo de
complexos no estado fundamental e transferéncia de energia sdo alguns fendmenos que
podem ser apontados como responsaveis pela supressdo de fluorescéncia em uma solucéo
(GANIGA & CYRIAC, 2016).

O queching tem sido reconhecido como fenémeno fundamental no emprego da
espectrofluorimetria como técnica em analises quantitativas, por permitir inferir sobre
sistemas em estudos por meio das relagcdes moleculares observadas entre um grupo fluoréforo
e seu supressor (analito) (GEDDA et al., 2016). Essas relacdes tém sido estudadas através da
intensidade de radiacao absorvida e emitida por um fluor6foro e a concentracdo do analito em

solucéo.

3. EXPERIMENTAL

3.1.  Solucgdes, reagentes e amostra

Uma solucéo estoque de CuSO4.5 H20 foi preparada pela adi¢do de 0,1964 g do sal a
100,0 mL de agua destilada para uma concentracgéo final de fons Cu?* de 500 mg L. Dessa
solucdo, foram feitas diluicGes adequadas até o preparo de 5 padrbes de cobre(ll) com
concentragdes de 0,5; 1,0; 3,0; 5,0 e 10,0 mg L.

A solucdo de tampédo amoniacal com EDTA com agente estabilizante foi preparada
dissolvendo-se 6,700 g NH4Cl, 4,716 g EDTA e 3,230 g MgS0O4.7H.O em agua destilada,
adicionando-se em seguida 572 mL de NH4OH comercial (concentrado) e completando o

volume a 1000 mL.
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3.2.  Instrumentacgédo

Para registro dos espectros de absorcdo molecular UV-Vis foi empregado um
espectrofotobmetro UV-Vis da Hewlett-Packard (HP), modelo 8453, equipado com uma cubeta
de quartzo com 10 mm de caminho ético. Um espectrofluorimetro Cary Eclipse (Agilent,
modelo G9800A), foi empregado para obtencdo dos espectros de excitacdo e de emisséo das
nanoparticulas de carbono. Uma cubeta de quartzo para fluorescéncia com 10 mm de caminho
otico foi utilizada nas medicdes.

Para andlise do método de referéncia um espectrébmetro de absor¢do atbmica AA
6800 Shimadzu equipado com um amostrador automatico ASC-6100 foi usado com uma
lampada de deutério para correcdo de fundo, uma ldmpada catédica oca operada a 20,0 mA,
um tubo de grafite pirolitico grafitado com aquecimento transversal e um monocromador com
uma fenda 0,7 nm. As absorvéncias integradas (area do pico) foram medidas na linha de 324,8
nm. O argdnio 99,999% (White Martins, www.praxair.com.br) foi utilizado como gas de
purga com vazédo de 250 mL min~! em todos os estagios, exceto a atomizagdo, quando o fluxo
foi interrompido. O volume utilizado para todos os padrdes e amostras foi de 20 pL e 5 puL de

nitrato de palédio foi utilizado como modificador quimico.

3.3.  Sintese dos pontos de carbono

A sintese dos PC foi realizada no Laboratério de Quimica (LAQUIM) da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) na Unidade Académica de Serra Talhada (UAST) no
més de janeiro de 2019. O bioprecursor (a palma forrageira IPA) foi adquirido no cactario
dessa unidade. A metodologia adotada se baseou nos estudos de Sahu e colaboradors (2012).

A principio, foi coletada uma porcao de aproximadamente 100,0 g para o preparo do
suco, a partir da polpa do material vegetal. Posteriormente, o material foi higienizado em agua
corrente, para remocéo de fungos e impurezas superficiais. Em seguida, realizou-se o corte da
planta em cubos e a massa medida foi triturada em um liquidificador domestico juntamente
com 100,0 mL de agua destilada para a producdo do suco. Na sequéncia, realizou-se uma
filtracdo simples e posteriormente foi realizada uma a filtracdo & vacuo. Apds as duas
filtracOes, o suco foi armazenado em frasco &mbar e conservado a 4° C em geladeira.

Em um erlenmeyer, foram adicionadas 40,0 mL do suco filtrado da palma forrageira
juntamente 10,0 mL de tampédo amoniacal pH 10,0 (com EDTA como agente estabilizante),
sendo a mistura formada homogeneizada manualmente. A carbonizagdo ocorreu a 900 Watts
(W) durante 4 minutos (min) em um micro-ondas domestico. Como suporte para o erlenmeyer

usou-se um cadinho de porcelana.
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Ao fim da carbonizacdo e o arrefecimento a temperatura ambiente, o produto foi
solubilizado em 100,0 mL de &gua destilada sob agitacdo durante 4 min. Para a remogdo de
particulas maiores e indesejaveis, foi realizada uma filtracdo simples e, em seguida, uma
filtracdo a vacuo. Apds, a solucdo foi centrifugada durante 30 min a uma velocidade de 6000
rpm. Nesse momento, constatou-se um pH 4,5.

Apos arrefecimento até a temperatura ambiente, a parte sobrenadante foi descartada e
a solucdo final foi armazenada em frascos ambar e conservada em geladeira a 4° C para futura
analise. As amostras foram levadas para as devidas medi¢cdes com proporcdes de 1:5 (v/v) nos
instrumentos espectofotdmetro e espectrofluorimetro. Todas as analises foram realizadas no

laboratério de automacdo e instrumentacao, LAQA/DQ/UFPB.

3.4.  Procedimento de andlise convencional de cobre em cachaca artesanal

A quantificacdo das concentracbes de ions Cu(ll) foi realizada pela técnica de
espectrometria de absorcdo atdmica (EAA) pelo método do padrdo externo, conforme
proposto pela Instrucdo Normativa N° 13 de 29 de junho de 2005 (BRASIL, 2005).

3.5.  Determinacdo de cobre em cachaca pelo método proposto
Para determinacdo de cobre em cachaca a amostra foi diluida na proporcao de 1:1

(v/v), misturada a igual volume da solucéo reagente dos PC com o tampao fosfato, pH 6,5.

3.6.  Calculo do rendimento quantico de fluorescéncia dos PC
O rendimento quéantico de fluorescéncia dos PC foi calculado conforme proposto

pela literatura, empregando o sulfato de quinino (RQF = 54%), em meio alcodlico, como

padrdo de referéncia (QIAN et al., 2015; XU et al., 2015). A equacdo 3 foi usada para 0

calculo do RQF.

Grad, X n3j

O, =Ddp X
4 P7 Grady x n2

Equacao (3)

onde: @ corresponde ao rendimento quantico, Grad corresponde a area da curva de
emissdo de fluorescéncia obtida no mesmo comprimento de onda de excitagdo e 7
corresponde ao indice de refracdo do solvente utilizado. Os subscritos “A” e “P” referem-se a

amostra e 0 padréo, respectivamente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Obtencdo do nanomaterial

Como pode-se observar nas Figuras 3a e 3b, ap0s a etapa de sintese, a solucdo de PC
preparada apresentou forte emissdo de fluorescéncia, com coloracdo verde-azulada, quando
expostas a radiacdo ultravioleta de uma lampada negra (comprimento de onda de
380 nm), caracteristica tipica da formacdo das nanoparticulas de carbono (HUANG et al.,
2014).

Figura 3. Solugdo resultante ap6s a dissolucéo e filtracdo a vacuo do suco da palma apés passar pela

carbonizagdo no forno micro-ondas (4 min, 900W).

Os principais constituintes compostos por carbono presentes da palma forrageira sao
acido ascorbico, aminoacidos, carboidratos, polifendis e vitaminas (SOUZA et al., 2016).
Devido a presenca desses constituintes, a formacdo hidrotérmica dos PC a partir desse
precursor regional, é provavelmente atribuida aos carboidratos. Assim, o0 processo de
formagéo dos PC pode envolver etapas de desidratacdo, polimerizacao e carbonizacéo (sisDE
& KARAK, 2013). Entretanto, ndo tem sido relatado um mecanismo claro de formagéo e
estrutura desse nanomaterial, o que pode ser o resultado da formacéo de um grande nimero de
intermediérios durante a reagdo hidrotermica (BARATI et al., 2015; SUN & LEI, 2017).

4.2.  Caracterizacao espectroscopica dos PC

A Figura 4 apresenta o perfil espectral de absor¢cdo molecular na regido do
ultravioleta-visivel (UV-VIS) dos PC obtidos a partir do tratamento hidrotérmico do suco da
palma forrageira via micro-ondas. A banda de absor¢do no UV observada na figura € uma
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caracteristica comumente apresentada pelos PC (SUN & LEI, 2017). Esse pico de absor¢do
em aproximadamente 240 nm pode ser atribuido as transi¢des n—n* e m—n* provenientes das
ligacbes C=0 e C=C (HSU et al., 2012, XU et al., 2015). Ainda é possivel observar que
préximo de 260 nm, ha um prolongamento de banda que se estende até proximo da regido do
visivel, outro comportamento reportado como caracteristico da formacao de PC (XU et al.,
2014; DAS et al., 2018).

Figura 4. Espectro de absorcdo molecular no UV-VIS dos PC.
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4.3. Caracterizacdo morfologica dos PC

A caracterizagcdo morfoldgica foi possivel devido a analise de microscopia eletrdnica
de transmissdo (MET) realizada pelo laboratorio de microscopia eletrénica do Instituto de
Quimica de Séo Carlos, USP (Figura 5). Com a imagem, é possivel perceber que os pontos de
carbono sintetizados apresentam tamanho e forma correspondentes com o0s resultados
previstos pela literatura: diametro de aproximadamente 7 nm e fomato esférica (WANG &
HU, 2014).

Figura 5. Imagem de microscopia eletrénica de transmissdo dos PC sintetizados.
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4.4.  Espectro de emissao de fluorescéncia e rendimento quantico dos PC
A Figura 6 apresenta os espectros de emissdo de fluorescéncia das nanoparticulas
sintetizadas em diferentes comprimentos de onda de excitagdo com diluicdo 1:1 (v/v) (280 a
430 nm).

Figura 6. Espectros de emissdo de fluorescéncia das nanoparticulas de carbono (PC-Palma)
sintetizadas.
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Os espectros de emissdo dos PC apresentam um deslocamento da banda de
fluorescéncia para a regido do vermelho, a partir de 460 nm a 540 nm, com o aumento do
comprimento de onda de excitacdo (de 280 a 430 nm). Esse desvio é acompanhado por uma
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diminuicdo significativa da intensidade de fluorescéncia, revelando que a fluorescéncia do
nanomaterial é fortemente dependente do comprimento de onda de excitacdo. A méxima
intensidade de fluorescéncia dos PC foi obtida em 470 nm quando a excitac¢do foi em 390 nm.

Os PC obtidos por meio tratamento hidrotérmico do suco da palma forrageira,
apresentaram rendimento quantico de 23,2 %, quando comparados com o padrdo de referéncia
de sulfato de quinino, medidos a um comprimento de onda de excitacdo de 390 nm. Os
valores sdo comparaveis com o0s reportados anteriormente na literatura, utilizando
bioprecursores de carbono (LIU et al., 2012; PURBIA & PARIA, 2016).

4.5. Avaliacdo da interacgédo do cobre(ll) com os PC

Para avaliacdo da interacdo dos PC com o analito, solucBes padrbes de cobre(ll) foram
colocadas em contato com os PC e tiveram suas emissdes de fluorescéncia avaliadas. Como
resultado, foi detectada uma resposta instrumental dessa interagdo, uma vez que a Figura 7
expde que os espectros de emissdo de fluorescéncia da solugcdo PC-Cu(ll) apresentam uma
inibicdo da resposta fluorescente na presenca do ion metalico, em pH 6,5. A intensidade de
emissdo da fluorescéncia, em 470 nm, é significantemente suprimida com o aumento da
concentracdo do metal em solugdo (0,5 a 10 mg L™?). Resultados estes que indicam a agdo dos

PC como sensor sensivel ao ion metalico Cu(ll).

Figura 7. Espectros de fluorescéncia dos PC com diferentes concentragdes de cobre (0,5a 10,0 mg L~

1) excitados em 390 nm.
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O efeito da supressdo de fluorescéncia dos PC vem sendo relatado como
consequéncia da formagdo de um complexo entre 0 nanomaterial e o ion metélico (XU et al.,
2014a). Esse comportamento pode ser atribuido a transferéncia de carga entre os grupos
funcionais presentes na superficie dos PC (O-H, N-H, C-H, C-N, C=C, C-0-C) e o ion
cobre(ll), como referenciado anteriormente (DONG et al., 2012; LIU et al., 2014; GEDDA et
al., 2016). No estudo em questdo, a formacdo do complexo entre o ion Cu(ll) e os grupos
aminas presentes na superficie dos PC é apontada como responsavel pela diminuicdo na

intensidade de fluorescéncia.

4.6. Obtencao da curva analitica

As andlises de cobre(ll) foram realizadas pelo emprego do método de calibracdo
externa. A curva de calibracdo é o método de quantificacdo que consiste na determinacdo de
uma resposta instrumental as varias concentracdes avaliadas de um analito em estudo. A
linearidade da curva € um importante parametro em um método analitico, pois define sua
capacidade de fornecer respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracao de
cobre(ll). A correlagdo entre o sinal instrumental medido e a concentracdo € obtida
experimentalmente analisando solucdes de diferentes concentracbes em uma faixa de
concentracdo de interesse na pesquisa. A faixa de resposta obtida pela regressao linear da
curva é considerada linear quando seu coeficiente (R?) € igual ou superior a 0,90 (ANVISA,
2003).

A resposta instrumental de interesse nesse estudo foi a intensidade de emissdo de
fluorescéncia apresentada pelos PC na presenca de ions Cu(ll). Uma curva analitica foi
construida para as concentragdes 0,5; 1,0; 3,0; 5,0 e 10 mg L de cobre(ll), a partir dos
espectros de fluorescéncia obtidos pelo método proposto. A figura 8 mostra que a curva
analitica apresenta um comportamento linear entre o valor da relacdo de fluorescéncia e a

concentracéo de cobre das solugcbes padro.
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Figura 8. Curva analitica para a determinacé&o de cobre(ll) em cachagas.
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Com a curva analitica, foi possivel calcular para 0 método proposto os valores do
limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ) e sensibilidade. Os valores

estimados para essas caracteristicas de desempenho sdo mostrados na tabela 4.

Tabela 4. Caracteristicas de desempenho para 0 método proposto.

LOD (mg L?) 0.36
LOQ (mg LY 1.18
Sensibilidade 0,2125

O limite de detec¢do (LOD) pode ser entendido como a menor concentracdo da
especie de interesse que pode ser detectada por um dado método analitico, mas nao
necessariamente quantificada, sob condi¢Oes experimentais estabelecidas. Essa figura de
mérito é definida em termos do desvio-padrdo de medidas do branco. Ja o limite de
quantificacdo (LOQ) € a menor concentracdo do analito, que pode ser quantificada na
amostra, sob as condicdes experimentais adotadas (Holler et al., 2009).

Outro parametro importante avaliado foi a sensibilidade apresentada pela curva
analitica, este pardmetro representa a variacdo da resposta instrumental em funcdo da
concentracdo do analito e pode ser expresso pela inclinagdo da curva de regressao linear (m=
0,2125).

4.7. Analise das amostras
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Considerando o que foi exposto nas secOes anteriores, 0 método se encontra adequado
para a determinacdo de Cu(ll) nas amostras de cachaca artesanal pelo método proposto.
A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos para determinacdo de Cu(ll) em cinco amostras
empregando o método especfluorimétrico com os PC e o método de absorcdo atdbmica em

forno de grafite, com analises realizadas em triplicata.

Tabela 5. Resultados da determinacdo do Cu(ll) em amostras de cachaga artesanal pelo
método proposto e de referéncia.

Concentragdo de Cu(Il) (mg L) + DP?
Amostras
Método PC Método Ref.

A 36+x14 3,3+0,9
B 19+11 15+0,5
C N.D.P 0,8+0,3
D 2,1+0,8 2,3+0,8
E 48+15 54+172

4DP — Desvio Padrao das replicatas (N = 3).
N.D — N&o detectado

Os resultados obtidos empregando os PC quando comparados com o método de

referéncia, apresentam desempenho semelhante.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, buscou-se o aproveitamento das caracteristicas dos PC para o
desenvolvimento de um novo método sensivel, baseado na supressdo de fluorescéncia para
determinacéo de cobre em amostras de cachacas artesanais. Fazendo uso da Opuntia inermis
como precursor carbonaceo para a sintese do nanomaterial.

Diante dos resultados obtidos, pode-se confirmar a formacéo dos pontos de carbono
fluorescentes pelo método proposto, sugerindo a sintese por carbonizagdo hidrotérmica em
baixa temperatura em forno micro-ondas como uma alternativa versatil aos métodos de

sintese convencionais. Os PC sintetizados apresentaram uma consideravel emissdo de
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fluorescéncia e rendimento quéntico, o que é atribuido a dopagem feita com o tampéo
amoniacal com EDTA como agente estabilizante.

Algumas caracteristicas oticas e morfoldgicas dos PC do ponto de vista analitico
foram apresentadas. A banda de absorcdo observada em torno de 240 nm, atribuida as
transicbes n—n* e m—m* provenientes das ligagdes C=0 e C=C, é uma caracteristica
comumente apresentada pelos PC. Bem como o prolongamento dessa banda em dire¢do a
regido do visivel. A caracterizacdo morfologica também sinalizou tamanho e forma desse
nanomaterial conforme indicado pela literatura.

A correlacdo entre a intensidade de fluorescéncia das solugbes PC-Cu(ll) com
concentracdo de Cu(ll) presente, expde o sucesso do nanomaterial como sensor quimico e
reagente fluorescente. Essa correlacdo é sustentada pelo comportamento linear apresentado
pela curva analitica. O mecanismo de extin¢do da fluorescéncia pode ser atribuido as
interacbes entre os grupos presentes na superficie dos PC com os ions Cu(ll), conforme
relatado na literatura.

Os valores de LOQ e LOD encontrados sinalizam uma flutuacdo consideravel nos
valores do branco, o que pode ser explicada pela composicdo organica facilmente degradavel
dos PC. O que se mostra um obstaculo para garantir a reprodutividade e confianca dos
resultados alcancados. Ainda que exista essa dificuldade, os pontos de carbono a partir da
palma forrageira mostraram-se um reagente versatil para determinacdo de concentracdes de

cobre, 0 que torna o método proposto uma alternativa a ser mais explorada.
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