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Resumo

A cana-de-agUcar desempenha um papel estratégico na agroindustria brasileira, sendo o Brasil
0 maior produtor mundial dessa cultura. Constantemente utilizada como matéria-prima na
producdo de acgucares, alcoois e vinagres, o grande volume produtivo desta matriz, a alta
utilizacdo no pais, e o risco de adulteracBes, torna-se necessario medidas de controle de
qualidade e autenticidade desses produtos. Sendo a analise isotopica uma metodologia cada
vez mais aplicada em testes de autenticidade de produtos, este trabalho avaliou a
aplicabilidade da caracterizacdo isotdpica de 6'>C, °H e 6'*O como método para controle de
autenticidade e rastreabilidade de produtos derivados da cana. Este trabalho foi organizado
em duas etapas, sendo a primeira para a caracterizagio de 8°C e a segunda para a
caracterizacdo de 8°H e §'80. Durante as etapas, foram analisados conjuntos de amostras de
coprodutos da cana-de-agucar (acucares, alcoois e vinagres), sendo realizado moagem
criogénica para os agucares, e analise direta dos &lcoois e vinagres. A analise isotopica foi
realizada pelo espectrdmetro de massa de razdes isotopicas (IRMS) Delta V, acoplado ao
analisador elementar EA-FLASH 2000 para carbono e EA-Flash HT para hidrogénio e
oxigénio, em duplicata. Os resultados indicaram concordancia com a literatura para plantas
C4, onde os valores de 5'3C dos coprodutos variaram entre -11,39%o € -14,49%o, evidenciando
que a assinatura isotopica de carbono caracteristica da cana-de-aclcar é preservada em seus
coprodutos, permitindo diferenciar produtos derivados de plantas C3, que possuem uma
diferente assinatura isotdpica de carbono. Com relacdo a caracterizacdo isotopica de
hidrogénio e oxigénio, observou-se que, com relacdo aos aglcares, a razao isotdpica de
hidrogénio apresentou elevada variabilidade estatistica, com auséncia de padrdo definido,
enquanto a razao isotopica de oxigénio apresentou comportamento mais uniforme entre 0s
acucares, com média global de 36,40%. e baixo desvio-padréo, indicando potencial aplicacdo
no controle de qualidade. Nas amostras de etanol, evidenciou-se correlacdo com o teor
alcoolico: &*H tende a tornar-se mais positivo com a reducgéo do teor alcoolico, enquanto 5'*0
torna-se mais positivo com o aumento do teor alcodlico. Com base nos resultados obtidos
neste trabalho, conclui-se que a analise isotdpica de 3'*C, 6°H e 6'*0 é uma ferramenta
promissora e vidvel para rastreabilidade de origem, controle de qualidade e testes de
autenticidade em produtos derivados da cana-de-agUcar, contribuindo para a deteccdo de
adulteracdes comerciais.



Abstract

Sugarcane plays a strategic role in the Brazilian agroindustry, with Brazil being the world's
largest producer of this crop. Constantly used as raw material in the production of sugars,
alcohols, and vinegars, the large production volume of this matrix, its high use in the country,
and the risk of adulteration make quality control and product authenticity measures necessary.
As isotopic analysis is a methodology increasingly applied in product authenticity testing, this
study evaluated the applicability of isotopic characterization of §'3C, §°H, and &0 as a
method for authenticity control and traceability of sugarcane-derived products. This work was
organized in two stages, the first for 313C characterization and the second for °H and &80
characterization. During the stages, sets of samples of sugarcane co-products (sugars,
alcohols, and vinegars) were analyzed, with cryogenic milling performed for sugars and direct
analysis for alcohols and vinegars. Isotopic analysis was carried out using the Delta V isotope
ratio mass spectrometer (IRMS), coupled to the EA-FLASH 2000 elemental analyzer for
carbon and the EA-Flash HT for hydrogen and oxygen, in duplicate. The results indicated
agreement with the literature for C4 plants, with 6'*C values of the co-products ranging from -
11,39%o to -14,49%o, showing that the carbon isotopic signature characteristic of sugarcane is
preserved in its co-products, allowing differentiation from products derived from C3 plants,
which have a different carbon isotopic signature. Regarding the isotopic characterization of
hydrogen and oxygen, it was observed that, for sugars, the hydrogen isotopic ratio showed
high statistical variability, with no defined pattern, while the oxygen isotopic ratio showed
more uniform behavior among sugars, with a global mean of 36,40%. and low standard
deviation, indicating potential application in quality control. In ethanol samples, a correlation
with alcohol content was observed: 6°H tends to become more positive with decreasing
alcohol content, while '80 becomes more positive with increasing alcohol content. Based on
the results obtained in this work, it is concluded that isotopic analysis of 5%3C, 8°H, and 520
is a promising and feasible tool for origin traceability, quality control, and authenticity testing
in sugarcane-derived products, contributing to the detection of commercial adulteration.
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1. Introducgéo

Pertencente a familia das gramineas, a cana-de-aglcar desempenha um papel
estratégico na agroindustria brasileira, sendo o Brasil o maior produtor mundial dessa cultura.
Constantemente utilizada como matéria-prima na producdo de acucares, alcoois e vinagres,
possui grande destaque no pais, com 8,79 milhGes de hectares destinados a sua cultura em
2025. De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento - CONAB, estima-se uma
producdo total de 75.451 kg por hectare no ciclo 2025/26, sendo o sudeste do pais a principal
regido produtora, totalizando 420,2 milhdes de toneladas®?.

Além de sua relevancia produtiva, os coprodutos da cana-de-agucar desempenham
papéis importantes em diversos setores, dada a ampla variedade de suas aplicacdes. O agUcar,
por exemplo, € empregado na elaboracdo de bebidas e confeitos, além de atuar como
adocante®, apresentando crescimento significativo de consumo no Brasil nas ultimas décadas.
O alcool, por outro lado, é amplamente utilizado como componente de medicamentos,
solvente na indastria de cosméticos, agente desinfetante e conservante, entre outras
finalidades cotidianas. J& o vinagre pode ser aplicado tanto como condimento quanto em
préticas de higienizacdo, devido a sua acéo bactericida®.

Devido ao elevado volume produtivo em solo brasileiro, os coprodutos provenientes
da cana-de-acucar possuem menor valor comercial quando comparados aos derivados de
outras matrizes, tornando-os potenciais adulterantes, como em vinagres de maga®. Além disso,
devido a alta utilizacdo desses coprodutos, os mesmos também sdo alvos de adulteracdes,
como no etanol, onde a adicdo de metanol, substancia toxica, € utilizada para aumentar o teor
alcodlico de bebidas, sanitizantes e solventes®. Durante a pandemia de COVID-19, sua
presenca em sanitizantes causou centenas de mortes e casos de cegueira nos EUA e Ird’.
Dessa forma, torna-se essencial garantir a qualidade e autenticidade desses coprodutos.

A anélise isotopica baseia-se em técnicas analiticas que empregam is6topos estaveis
para determinar a origem de uma amostra ou até mesmo investigar sua procedéncia
geografica. Dessa forma, esta metodologia vem sendo cada vez mais utilizada no controle de
autenticidade de produtos®°1°,

Para estudos de autenticidade, é comum a utilizagdo da assinatura isotopica de
carbono (8*3C), capaz de investigar a origem boténica de uma amostra, a partir dos diferentes
processos fotossintéticos. Plantas C3, como trigo, arroz e soja, realizam a fixacdo de carbono
pelo Ciclo de Calvin, enquanto plantas C4, como a cana-de-acucar, utilizam a via Hatch-Slack

para a fixacdo inicial de COz e o Ciclo de Calvin na etapa seguinte de sintese de agucares. A
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variacdo nos valores isotdpicos de carbono advém da diferenca do fracionamento de gas
carbonico entre plantas C3 e C4, ocasionando em diferentes assinaturas isotopicas. Para
plantas C3, espera-se que um valor de §3C entre -22%o a -34%o, enquanto para plantas C4 os
valores variam de -8%o a -16%o'*.

Para o estudo da localizacdo geografica de uma amostra, pode-se utilizar da analise da
assinatura isotopica de hidrogénio (5°H) e oxigénio (5'80). Essa abordagem é possivel pois
essas razdes isotopicas sdo particularmente sensiveis a fatores climaticos e hidricos, refletindo
condicdes ambientais especificas, tornando possivel distinguir regides de producdo com
elevada precisao*?134,

Entretanto, fatores externos podem ocasionar em alteragdes no valor isotopico da
cana-de-acgUcar, como a salinidade presente no solo de plantio, o quanto a planta foi exposta a
radiacdo solar e a umidade, a pluviosidade anual da regido de origem e a temperatura do local,
consequentemente, causando alteragdes nos valores encontrados na analise isotopica de seus

coprodutos®>1®.

2. Objetivo

Este trabalho teve por objetivo caracterizar e analisar a variagdo isotopica de 5°C,
5°H e 8'®0 em coprodutos da cana-de-aglcar, investigando a existéncia de relages entre
esses valores para aplicacdo em testes de autenticidade. Adicionalmente, caracterizou-se 0s

valores isotopicos de amostras comerciais de agucar, alcool hidratado e fermentados acéticos.

3. Materiais e Métodos
Os materiais utilizados e a metodologia adotada para a realizacéo deste estudo foram
organizados em duas etapas: a primeira para a caracterizacdo de 8**C e a segunda para a

caracterizacdo de 52H e 5'%0.

3.1. Etapal
3.1.1 Amostras analisadas

As amostras analisadas constituiram de 56 agUcares, 14 fermentados acéticos e 15
alcoois, todos com a cana-de-agucar como matéria prima. Além disso, foram analisados 12
fermentados acéticos de macé e 12 vinagres de vinho, que possuem plantas C3 como materia
prima, para uma analise comparativa. As amostras analisadas foram adquiridas em
estabelecimentos comerciais locais, abrangendo diferentes tipos, marcas e lotes de producéo.
Os 4alcoois analisados foram de concentracdes 46,2° INPM e 70° INPM, além de etanol,
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coletado em postos de combustivel. Com relacdo aos agucares, foram utilizados os tipos
demerara, mascavo, refinado e cristal. Todas as amostras foram catalogadas, com suas

informacdes de fabricacéo registradas em um banco de dados.

3.1.2 Preparacéo das amostras

Para as amostras de acucar, foi realizado uma moagem criogénica por meio de um
moinho criogénico com utilizacdo de nitrogénio liquido (Spex CertiPrep 6750 Freezer/Mill),
onde as amostras foram submetidas a 6 minutos de agitacdo a uma temperatura de -196 °C,
para alcancar nas amostras uma textura fina e nivel adequado de homogeneidade. Depois de
moidas, foram pesados cerca de 100 ug de cada amostra por meio de uma balanga analitica
(resolugdo de 1 pg, XP6, Mettler Toledo, Switzerland), que foram alocados em cépsulas de
estanho (5,0 mm x 3,5 mm). Todas as amostras foram produzidas em duplicata. As amostras
liquidas foram alocadas em frascos de borossilicato, e posteriormente, titulado 0,5 ml de cada

amostra diretamente nas capsulas de estanho.

3.1.3 Anadlise isotopica

Na determinacdo dos valores de 8™C, foi utilizado o Espectrémetro de Massa de
Razdes Isotdpicas (IRMS) Delta V, acoplado ao analisador elementar Flash 2000 (Thermo
Scientific, Germany). As capsulas de estanho contendo as amostras preparadas anteriormente
foram inseridas no equipamento, onde passaram por um processo de queima, resultando no
valor de 8'3C a partir da diferenca relativa entre a assinatura isotopica de carbono da amostra
e a assinatura isotopica de carbono do padrdo internacional Vienna Pee Dee Belemnite
(VPDB), conforme apresentado na equagdo 1. A incerteza analitica estimada associada aos
valores apresentados pelo IRMS ¢ de +0,10%o para 8*3C. Os resultados foram normalizados a
partir do padrdo USGS90 (83C = -13,75 +0,06%0) e USGS91 (83C = -28,28 +0,08%0). A
partir da analise em duplicata, foi feito a média dos dois valores de 3'*C obtidos de cada

amostra para a determinagédo do valor final.

R(13C/12C)Amostra -1 (1)

513C(%0) = R(3C/™%C)

Padrao
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3.1.4 Andlise estatistica

Para a avaliacdo dos resultados encontrados, foram calculadas a média e o desvio-
padrio dos valores de &8'°C referentes aos aglcares, vinagres e alcoois. Também foi
determinada a amplitude para cada tipo de amostra, definida pela diferenca entre os valores
maximo e minimo obtidos. Para comparar os diferentes tipos de acucar, fermentados acéticos
e alcoois analisados, foi elaborado um gréfico do tipo violin plot, que permite visualizar a
distribuicéo e a dispersdo dos dados de forma mais detalhada. Além disso, aplicou-se o teste
de Shapiro-Wilk aos conjuntos de dados para verificar a normalidade dos valores, juntamente
com o teste de Kruskal-Wallis, utilizado para avaliar a existéncia de diferencas estatisticas
entre 0s grupos, e o pos-teste de Dunn com corre¢do de Bonferroni, empregado para comparar

especificamente 0s grupos entre si nas analises multiplas.

3.2. EtapaZ2
3.2.1 Amostras analisadas

Na andlise dos agucares, foram utilizadas 53 amostras de acUcar de cana provenientes
da primeira etapa do estudo, abrangendo os tipos demerara, mascavo, refinado e cristal. Na
analise dos alcoois, foram selecionadas 20 amostras possuindo em sua composicdo alcool
proveniente de cana-de-agUcar, incluindo sanitizantes e etanol de postos de combustivel,
também ja analisados na etapa prévia, além de misturas preparadas em laboratorio com agua
bidestilada (H20dd) e etanol P.A., nas concentragdes alcoodlicas de 23,6%, 49,2%, 74,1% e
99,5% (concentracdo do etanol P.A.) v/v, além de uma amostra de somente agua, todas para

controle experimental.

3.2.2 Preparacéo das amostras

As concentracgdes apresentadas (23,6%, 49,2% e 74,1% v/v), se devem ao fato de que
as misturas foram inicialmente preparadas por meio de uma micropipeta de precisdo com
volumes calculados buscando obter as concentracfes de 25%, 50% e 75 % v/v. Em seguida as
amostras foram pesadas e, a partir das massas medidas de agua e etanol, foi determinada a
densidade das misturas e recalculada a concentragéo v/v, sendo essas concentragdes obtidas as
de maior precisdo experimental, e assim utilizadas na andlise. Essa diferenca entre os valores
calculados por volume e os valores finais deve-se principalmente a evaporacdo parcial do
etanol durante a manipulacéo e a retencdo de liquido no interior da ponteira da pipeta, que

reduz o volume efetivamente transferido. Foi também testado o preparo por seringa de
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precisdo, porém, esse metodo apresentou maior variabilidade (erro mecanico superior) e,
portanto, resultados menos reprodutiveis.

As amostras de alcool foram armazenadas em frascos de borossilicato e analisadas
diretamente. Ja as amostras de actcar foram submetidas a moagem criogénica em um moinho
criogénico com nitrogénio liquido (Spex CertiPrep 6750 Freezer/Mill), no qual permaneceram
sob agitacdo por 6 minutos a —196 °C, para a obtencdo de particulas finas e homogéneas.
Apds a moagem, foram selecionados aproximadamente 300 pg de cada, a partir do uso de
uma balanga analitica (resolugdo de 1 pg, XP6, Mettler Toledo, Switzerland), que foram

acondicionados em cépsulas de prata (5,0 mm x 3,5 mm).

3.2.3 Andlise isotdpica

Para a analise das razbes isotOpicas de oxigénio e hidrogénio, utilizou-se o
Espectrometro de Massa de Razbes Isotopicas (IRMS) DELTA V acoplado ao analisador
elementar EA-Flash HT (Thermo Scientific, Germany). As amostras de agUcar, previamente
acondicionadas em cépsulas de prata, foram inseridas no IRMS, enquanto as amostras de
liquidas foram analisadas em frascos de 2 ml com septo em amostrador liquido (AS3000,
Thermo Scientific, Germany). O processamento dos dados foi realizado no software ISODAT
(Thermo Scientific, Germany), e os valores de R(?H/H) e R(**0/**0) foram expressos em
notacao delta (3), com base na diferenca relativa entre a assinatura isotopica da amostra € o
padrdo internacional Vienna Standard Mean Ocean Water (VSMOW), conforme apresentado

nas Equacdes 2 e 3.).

2
R( H/H)Amostra

8%H (%o) = -1 2)
( 00) R( ZH/H)Padréo
R(180/160) mostra
6180(%0) = R(180/160)A e —1 (3)

Amostra

3.2.4 Analise estatistica
A anélise dos dados encontrados consistiu no calculo das médias dos valores de 5°H e
5180 obtidos para as amostras de agticares e alcoois de cana, bem como na determinacio dos

respectivos desvios-padréo.
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4. Resultados e Discussdes

Etapa 1:
Por meio da utilizacdo do IRMS, foi possivel caracterizar e analisar a variacdo da
assinatura isotopica de carbono das amostras dos coprodutos da cana-de-acucar. Na tabela 1 é

possivel observar a média, o desvio padréo e a amplitude dos valores de 5!3C obtidos.

Tabela 1 - Resultados dos valores isotopicos em delta (%o) das amostras analisadas.

Amostra N  Meédia 62C Desvio Padrao Maximo Minimo
Acucar 56 -12,29 0,28 -11,39  -12,96
Fermentado Acético 14 -13,48 0,57 -12,45  -14,49
Alcool 15 -13,19 0,32 -12,5 -13,74

Com base nos dados apresentados na tabela, verifica-se que os aglcares exibiram a
maior média dos valores de 8'3C, assim como o menor desvio-padrdo. Em contraste, as
amostras de fermentado acético apresentaram a menor média e 0 maior desvio-padrdo.
Observou-se ainda que os fermentados acéticos apresentaram a maior amplitude de valores
(2,04%0), enquanto os alcoois apresentaram a menor (1,24%o). O menor valor absoluto de
013C foi identificado nos fermentados acéticos, enquanto o maior foi registrado nos agucares.
Considerando todas as amostras de subprodutos da cana-de-acUcar analisadas, os valores de
S13C variaram de -11,39%o a -14,49%o, resultando em uma amplitude total de 3,1%o. A média
geral de 513C entre todas as amostras foi de -12,64%.. Dessa forma, foi possivel observar uma
diferenca de aproximadamente 1%o. no fracionamento de *C do aglcar para o alcool, tanto
com relagdo a média dos valores obtidos, quanto entre os valores maximos e minimos. Em
relacéo aos &lcoois e aos fermentados acéticos, ndo foram observadas diferencas significativas
no fracionamento de 5'3C. A (nica variagdo relevante ocorreu no valor minimo encontrado,
sugerindo possiveis contamina¢Ges nas amostras comerciais de fermentados acéticos de
alcool.

Na Figura 1, apresenta-se a dispersio dos valores de 8°C das amostras de aclcar
analisadas, organizadas conforme o tipo. A Figura 2 mostra a dispersdo dos valores de §°C
para as amostras de fermentados aceticos, enquanto a Figura 3 exibe a dispersédo
correspondente as amostras de alcool. Mesmo com uma maior amostragem, os valores de
813C dos aglcares apresentaram grande agrupamento na regido de -12%o a -12,5%o, enquanto

os vinagres de alcool e os alcoois apresentaram agrupamento na regido de -13%o a -14%o.
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Com relacdo aos 3 subprodutos, os resultados mais dispersos apresentaram uma divergéncia

méaxima de 0,5%o da zona de agrupamento.

&3C (%o) - AcUcar Demerara ® Cristal ® Mascavo @ Refinado
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Figura 1: Dispersdo dos valores de $*3C obtidos na analise das amostras de aguicar.

8"™C (%o) - Fermentados Acéticos

@ Vinagre de alcool sem corante @ Vinagre de alcool com corante @ Vinagre de Mag3 @ Vinagre de Vinho
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Figura 2: Dispersdo dos valores de 53C obtidos na analise das amostras de fermentados

acéticos.



16

8"C (%o) - Alcoois
Alcool 46,2° @ Alcool 70° @ Etanol Combustivel
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Figura 3: Dispersio dos valores de 8*3C obtidos na analise das amostras de alcool de cana-de-

acucar.

A Figura 4 apresenta a distribuigdo dos valores isotopicos de §*3C de acordo com o0s
diferentes tipos de acucar analisados. A anélise dos dados evidencia que o processo de
refinamento apresenta influéncia nos valores da assinatura isotopica de carbono dos agucares.
O aglcar mascavo, que nao passa por processos de refinamento, apresentou a menor
amplitude entre os tipos analisados, com valores de §*3C bem definidos. O aglcar demerara,
que é submetido a um refinamento leve e sem aditivos quimicos, apresentou a maior
amplitude, principalmente quando comparado aos outros tipos, além de apresentar valores
mais elevado de 5'3C. Os aglcares dos tipos cristal e refinado, que passam por uma refinagio
mais intensa e com a utilizacdo de aditivos quimicos, apresentaram amplitudes intermediérias,
sendo que o agucar cristal registrou o menor valor de 8'C entre as amostras de aguicar
analisadas. A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk, ndo sendo
observada violagdo dessa suposicdo para os agucares demerara (W = 0,95; p = 0,66), cristal
(W = 0,96; p = 0,65), mascavo (W = 0,87; p = 0,29) e refinado (W = 0,95; p = 0,45). Os
valores de 8'°C dos diferentes tipos de agticar (demerara, cristal, mascavo e refinado) foram
comparados por meio do teste de Kruskal-Wallis, ndo sendo observada diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos (H = 1,60; p = 0,66). Além disso, o pos-teste de
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Dunn com correcao de Bonferroni ndo indicou diferencas estatisticamente significativas entre
nenhum dos pares de aglcares analisados (p > 0,05), confirmando a homogeneidade isotdpica
entre os tipos demerara, cristal, mascavo e refinado. Dessa forma, estatisticamente, as
pequenas variacdes observadas sdo apenas variacdes naturais advindas dos diferentes
processamentos que cada agucar € submetido, possuindo a mesma populacdo isotopica de
S13C.

Aclcares

= Meédia
== Mediana

-11.4 4

-11.6

-11.8

-12.0

5*=C (%o)

-12.2 4

-12.4 1

-12.6

-12.8 1

T T
Demerara Cristal Mascavo Refinado

Figura 4: Distribuicdo dos valores isotopicos de **C das amostras de aglicar, separados por

tipo.

A Figura 5 apresenta a distribui¢do dos valores isotopicos de 53C para as amostras de
alcool de cana-de-agUcar analisadas. Os dados referentes ao alcool 46,2% (W = 0,84; p =
0,061) e ao alcool 70% (W = 0,92; p = 0,51) ndo apresentaram violacdo da suposi¢do de
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. O etanol combustivel ndo pode ser avaliado quanto a
normalidade devido ao tamanho amostral reduzido (n = 2). A partir da avaliacdo pelo teste de
Kruskal-Wallis, as amostras de &lcool de forma geral ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (H = 4,30; p = 0,12). Por meio do pos-teste de

Dunn com correcdo de Bonferroni, ndo se obteve diferencas estatisticamente significativas
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entre 0s pares analisados para os alcoois 46,2%, 70% e etanol combustivel (p > 0,05),

confirmando a homogeneidade isotdpica entre 0s grupos.

Alcoois

— Meédia
- =  Mediana

——

—12.6 4

—-12.8 4

—13.0 4

62C (%o)

—-13.2 4

—13.4 4

—13.6 4

-13.8 T T T
Alcool 46,2% Alcool 70% Etanol Combustivel

Figura 5: Distribuicdo dos valores isotopicos de §13C das amostras de alcool de cana-de-

acucar analisadas.

A Figura 6 apresenta a distribui¢io dos valores isotopicos de 8**C dos fermentados
aceticos de alcool. Para fins comparativos, também estdo presentes na figura o resultado da
analise dos vinagres de vinho e dos fermentados acéticos de macd, que sdo derivados de
plantas C3. Observa-se uma clara distingdo entre os valores encontrados para o fermentado
acético produzido a partir da cana-de-agucar, uma planta C4, e os provenientes de plantas C3.
Além disso, pode-se observar uma diferenca significativa nos valores de §*3C encontrados
para vinagres de vinho e fermentados acéticos de maca: os vinagres de vinho apresentaram
valores na faixa de -22%o a -26%o, enquanto os fermentados acéticos de macé estdo situados
entre -26%o a -28%o. A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os
resultados indicaram que ndo houve violagdo da suposicdo de normalidade para oS
fermentados acéticos de &lcool (W = 0,97; p = 0,85), vinho (W = 0,96; p = 0,78) e mac¢a (W =
0,94; p = 0,52). Os valores de 5'3C dos fermentados acéticos de alcool, vinho e maga foram

comparados pelo teste de Kruskal-Wallis, sendo observada diferenca estatisticamente
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altamente significativa entre os grupos (H = 32,50; p = 8,77 x 10®). O p6s-teste de Dunn com
correcéo de Bonferroni indicou diferenca estatisticamente significativa entre todos os pares de
vinagres analisados, incluindo alcool/vinho (p = 0,0048), alcool/macé (p = 4,91 x 1078) e
vinho/maca (p = 0,0439). Dessa forma, confirma-se estatisticamente que cada tipo de vinagre

pertence a uma populagio isotopica distinta de 5'3C.

Fermentados Acéticos

—127 — média

== mediana
_14 -

—16 4
—=18 4

_2{] -

613C(%o0)

_22 -

—28 4

Alcool Vinho Maca

Figura 6: Distribuicdo dos valores isotopicos de $**C das amostras de vinagre de alcool, de

vinho e de magcé.

Os valores de 5'3C obtidos para os subprodutos da cana-de-aglicar se mostraram
compativeis com os valores encontrados na literatura, que descreve uma faixa tipica de -8%. a
-16%o para plantas C4. Dessa forma, pode-se afirmar que a assinatura isotdpica de carbono
caracteristica de plantas C4 é preservada por seus coprodutos. Além disso, a analise dos
vinagres demonstrou que a diferenciacdo de coprodutos de plantas C3 e C4 por meio da

andlise da assinatura isotopica de §**C é uma metodologia eficaz.
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Etapa 2:
A partir da IRMS, foi realizado a caracterizagdo isotdpica e a analise 5°H e §'80 das
amostras de acucar e de &lcool. A tabela 2 apresenta a média dos valores obtidos e o desvio

padrdo, assim como o numero total de amostras de aclcar de cana-de-acUcar analisadas.

Tabela 2 - Valores médios e desvios padrfes de *H ¢ 6'*0 em %o encontrados na analise das
amostras de acgucar.

Amostra n 02H ( %o) 620 ( %o)
Acucar Demerara 11 -1,06 £ 12,99 35,81 £1,93
Acucar Cristal 19 -2,.88 + 6,59 36,08 + 1,25
Acgucar Mascavo 4 -4,97 £+ 11,25 36,12 +£ 1,63
Acucar Refinado 19 -8,25+9,37 36,60 + 1,48
Geral 53 -5,13 £ 9,60 36,40 + 1,48

Com base nos dados presentes na tabela 2, observa-se que a caracterizacdo da razédo
isotdpica de 2H ndo apresentou resultados satisfatorios, pois a analise estatistica revelou alto
desvio-padréo, tanto para as amostras em sua totalidade quando na separagdo por tipo,
demonstrando a auséncia de um padrdo comportamental nos valores. A caracterizacdo da
razdo isotopica de 80, entretanto, revelou um padrdo de comportamento nas amostras
analisadas, com os aclcares em sua totalidade apresentando valor médio de §'30 de 36,40%o,
apresentando baixa variabilidade estatistica, a partir do desvio padrdo encontrado de 1,48. O
mesmo comportamento foi observado analisando os tipos de acUcar.

A Figuras 7 e 8 apresentam a dispersdo dos valores de 5°H e 80, respectivamente.
Na Figura 7, observa-se a ampla variabilidade dos resultados para 8°H, como indicado na
tabela 2, com valor maximo de 24,2%o0 € minimo de -23,4%o0, com uma amplitude de 47,6%eo.
Por outro lado, a Figura 8 evidencia como a caracterizagio dos valores de 5'80 apresentou um
comportamento mais uniforme entre as amostras, variando na faixa de 40,15%0 a 33,02%o,

com amplitude de 7,13%o.
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Figura 7: Dispersio dos valores de 8°H obtidos para as amostras de ag(icar.
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A Tabela 3 apresenta as médias dos valores obtidos, juntamente com os respectivos
desvios-padrdo e do nimero de amostras referentes ao alcool comercial de cana-de-aglcar. A
Tabela 4 reline 0os mesmos parametros para as misturas preparadas em laboratdrio, utilizadas

como controle.

Tabela 3 - Valores de 3°H e 8'®0 em %o encontrados na analise das amostras comerciais de
alcool de cana-de-acucar.

Amostra n 0’H ( %o) 020 ( %0)
Combustivel (95%) 2 -207,13 £ 11,73 11,52+ 0,15
Alcool 70% (Comercial) 4 -166,25 + 8,13 4,85 +£ 0,59
Alcool 46,2% (Comercial) 9 -139,17 £ 5,55 -1,74 + 0,93

Tabela 4 - Valores de 6*H ¢ 6'*0 em %o encontrados na analise das misturas preparadas com
alcool etilico P.A. de cana-de-agUcar e agua bidestilada.

Amostra n 0*H ( %o0) 030 ( %o0)
Alcool 99,5% (P.A.) | -214,59 20,51
Alcool 74,1% (Mistura) | -167,03 9,32
Alcool 49,2% (Mistura) 1 -119,10 1,96
Alcool 23,6% (Mistura) 1 -78,00 -2,27
0% Alcool (H-0dd) 1 -35,54 -4,97

A andlise dos dados apresentados nas tabelas 3 e 4 mostrou que a caracterizacao
isotopica revelou uma relagdo consistente entre as razdes isotopicas de 3°H e 880 e o teor
alcodlico das amostras. Para §2H, verificou-se que os valores tornam-se mais positivos a
medida que o percentual alcoolico da amostra diminui, de forma linear, comportamento
evidenciado no grafico presente na Figura 9. Em contraste, para 8'®0 observou-se o
comportamento inverso, onde os valores se tornam mais positivos com 0 aumento do teor
alcoolico da amostra, de forma ndo linear, conforme ilustrado na Figura 10. A linearidade
observada nos valores de 8°H pode ser explicada pelo percentual de hidrogénio na
composicao elementar das amostras, que corresponde a 11,11% da massa na agua e 13,13%
no etanol. Em contraste, a auséncia de linearidade nos valores de 580 decorre das diferencas

no teor de oxigénio, que representa 88,98% da massa na agua, mas apenas 34,78% no etanol.
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Figura 9: Valores de 8°H para as amostras de alcool de cana-de-agtcar em relacéo ao teor

alcodlico da amostra.
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Figura 10: Valores de 580 para as amostras de alcool de cana-de-aglcar em relagdo ao teor
alcodlico da amostra.
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5. Conclusdo

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram que a analise da variagdo
isotopica de 8'*C em coprodutos da cana-de-agUcar permite estabelecer relagdes consistentes
entre a assinatura isotdpica original da planta C4 e seus derivados. Além disso, observou-se
que os valores de 6'3C diferenciam de forma clara amostras provenientes de plantas C3 e C4,
reforcando o potencial da anélise isotopica como ferramenta em analises de autenticidade.

No que se refere a caracterizagdo das razdes isotopicas de 8°H e 6'*0, os aglcares
comerciais apresentaram comportamentos distintos para cada isotopo. Os valores de 6°H
exibiram elevada variabilidade, impedindo a definicdo de um padrdo entre os diferentes
tipos analisados, enquanto os valores de 8'*0 mostraram baixa dispersdo e comportamento
consistente, evidenciando sua aplicabilidade em processos de controle de qualidade e
verificagdo de autenticidade. Para as amostras de alcool hidratado de cana-de-agUcar,
observou-se uma correspondéncia entre as razdes isotopicas e o teor alcodlico, com &*H
tornando-se mais positivo conforme o percentual alcodlico diminui e 8'*O apresentando
valores mais positivos com o0 aumento do teor alcodlico.

De forma geral, os resultados encontrados indicam que a caracterizagcdo isotopica
apresenta potencial significativo para a deteccdo de adulteracdes, rastreabilidade e garantia de
autenticidade em coprodutos da cana-de-aglcar. A analise de 6"*C mostra-se eficaz para
diferenciar origens botéanicas, a caracterizacdo de 6'*0 destaca-se como indicador confidvel
para agucares comerciais, e a combinacdo dos valores de 8°H e 6'*0 pode ser explorada na

avaliacdo de etanois e bebidas derivadas.
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