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Resumo

A cana-de-agucar ¢ uma planta pertencente a familia das gramineas (Poaceae), género
Saccharum e espécie Saccharum officinarum e ¢ utilizada como matéria-prima do agticar, do
etanol e do fermentado acético. A producdo de cana-de-agucar se destaca no Brasil com a
primeira atividade econdmica no setor agroindustrial do pais. Os subprodutos da
cana-de-acgtcar podem ter varias aplicagdes. A analise isotopica € uma metodologia utilizada
para verificar a origem da matéria-prima ou até a regido geografica de uma certa amostra. Por
exemplo, a assinatura isotopica do carbono, representada por 8“C, investiga a origem
botanica. As plantas possuem diferentes ciclos fotossintéticos: C3 (Ciclo Calvin), C4 (Rota
Hatch-Slack) ou CAM (Metabolismo Acido das Crassuldceas) e a cana-de-aglicar utiliza
como via fotossintética C4, apresentado maiores valores de 6"*C (-8%o a -16%o) do que a C3 €
apresenta valores menores (-22%o a -34%o). Os processos das biorrefinarias da cana podem
apresentar algum tipo de fracionamento do 8"°C entre a cana-de-agucar e seus subprodutos.
Viérios fatores podem influenciar na mudanga do valor isotdpico da cana de agucar e de seus
subprodutos, como radiacao solar, umidade, salinidade do solo, temperatura e pluviosidade ao
longo do ano. Para as andlises de autenticidade de produtos de plantas C3 com adig¢do de
plantas C4, ¢ necessario um valor médio com sua variagdo atualizada. Assim, os objetivos
deste estudo foram caracterizar e analisar a varia¢do dos valores de 8§"°C de agucares, alcoois e
fermentados acéticos. Os materiais utilizados para a realizacdo do trabalho foram alcoois
(n=20), fermentado acético (n=11) e acucares (n=24) de diferentes marcas e origem
geograficas. Para as amostras de agucar foi necessario homogeneizar a aliquota com moinho
criogénico (Spex CertiPrep 6750 Freezer/Mill). J4 para as amostras liquidas foi necessario
realizar a destilagdo criogénica a vacuo. Posteriormente, as amostras solidas foram pesadas
(0,1 mg) em capsula de estanho e as amostras liquidas em adicionadas em vials de 2 mL. Os
valores de 6"°C foi obtido em um sistema de Espectrometria de Massa de Razdes Isotopicas a
partir da razdo isotopica do Carbono R("C/"C)smesma- Os resultados evidenciaram que as
amostras eram de origem C4 e C3. Para as amostras de origem C4 o valor isotdpico varia
entre -11,39%0 até -13,76%0 para os aglcares do tipo demerara e para os vinagres
respectivamente. Ja para as amostras de origem C3 o valor isotopico varia entre -26,67%o até
-27,08%0 para alcool de cereais e para fermentados acéticos de maca respectivamente.
Portanto, conclui-se que existe um fracionamento isotopico dos valores de &"C dos
subprodutos das plantas com ciclo de carbono C4 e C3. Também foi possivel caracterizar os

subprodutos da cana-de-agucar para eventuais analises de autenticidade entre produtos C3 e
C4.

Palavras-chaves: isotopos estaveis; carbono 13; cana-de-agucar e derivados; adulteracao de

alimentos.



Abstract

Sugarcane is a plant belonging to the grass family (Poaceae), genus Saccharum, and species
Saccharum officinarum. It is used as a raw material for sugar, ethanol, and acetic fermented products.
Sugarcane production is prominent in Brazil, serving as the primary economic activity in the country's
agro-industrial sector. Sugarcane by-products have various applications. Isotopic analysis is a
methodology used to determine the origin of raw materials or even the geographic region of a
particular sample. For instance, the isotopic signature of carbon, represented by 613C, investigates
botanical origin. Plants have different photosynthetic cycles: C3 (Calvin Cycle), C4 (Hatch-Slack
Pathway), or CAM (Crassulacean Acid Metabolism). Sugarcane utilizes the C4 photosynthetic
pathway, exhibiting higher 613C values (-8%o to -16%0) compared to C3 and lower values (-22%o to
-34%o). Bioraffineries' processes for sugarcane may result in some 613C fractionation between
sugarcane and its by-products. Various factors can influence changes in the isotopic value of sugarcane
and its by-products, such as solar radiation, humidity, soil salinity, temperature, and rainfall throughout
the year. For authenticity analyses of C3 plant products with the addition of C4 plants, an average
value with updated variation is necessary. Thus, the objectives of this study were to characterize and
analyze the variation in 613C values of sugars, alcohols, and acetic fermented products. The materials
used for the study were alcohols (n=20), acetic fermented products (n=11), and sugars (n=24) from
different brands and geographical origins. For sugar samples, it was necessary to homogenize the
aliquot with a cryogenic mill (Spex CertiPrep 6750 Freezer/Mill). For liquid samples, cryogenic
vacuum distillation was necessary. Subsequently, solid samples were weighed (0.1 mg) in tin capsules,
and liquid samples were added to 2 mL vials. The 813C values were obtained using an Isotope Ratio
Mass Spectrometry system from the isotopic ratio of Carbon R(13C/12C) Sample. The results showed
that the samples originated from both C4 and C3 sources. For C4-origin samples, the isotopic value
ranged from -11.39%o to -13.76%o for demerara sugars and respective vinegars. For C3-origin samples,
the isotopic value ranged from -26.67%o to -27.08%o for cereal alcohol and apple acetic fermented
products, respectively. Therefore, it is concluded that there is isotopic fractionation of §13C values in
the by-products of plants with C4 and C3 carbon cycles. It was also possible to characterize sugarcane
by-products for potential authenticity analyses between C3 and C4 products.

Keywords: stable isotopes; carbon 13; sugar cane and derivatives; food adulteration.
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1. Introducao

A cana-de-acucar pertencente a familia das gramineas (Poaceae) e especificamente no
género Saccharum, espécie Saccharum officinarum, representa uma fonte de potencialidades
de matéria-prima para a producao de agucar, etanol e vinagre. Sua relevancia na economia
brasileira ¢ inquestionavel, uma vez que a producdo de cana-de-agucar ¢ a principal atividade
econdmica do setor agroindustrial do pais. De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE), somente em 2021, foram plantadas impressionantes 715.659.212
toneladas dessa planta.

Os subprodutos da cana-de-agticar desempenham papéis diversificados. O alcool, por
exemplo, ¢ usado como conservante de alimentos, desinfetante e como solvente em produtos
cosméticos, perfumes e medicamentos, entre outras aplicagdes'. O vinagre, por sua vez,
encontra seu lugar tanto no tempero de saladas quanto na higienizacdo de leguminosas e
vegetais. Enquanto isso, o agucar assume diversas funcdes, como adogante e matéria-prima na
producdo de balas, feitos e refrigerantes.

A andlise isotopica ¢ uma metodologia analitica que tem sido aplicada para o controle
de autenticidade de produtos, como bebidas alcoolicas, sendo possivel identificar
adulteragdes. Pode-se utilizar para verificar a origem da matéria-prima ou até mesmo regiao
geografica. Por exemplo, a assinatura isotopica do carbono, representada por 8"°C, investiga a
origem botanica. As plantas possuem diferentes processos fotossintéticos: C3 (Ciclo Calvin),
C4 (Rota Hatch-Slack) ou CAM (Metabolismo Acido das Crassuldceas). A principal
diferenca entre os processos fotossintéticos € o fracionamento do gas carbonico, fazendo com
que modifique o valor da assinatura isotopica do carbono-13. Enquanto para as plantas do
Ciclo Calvin (C3) o valor de 613C varia entre -22%0 a -34%o, para as plantas da Rota
Hatch-Slack (C4) o valor isotopico do carbono 13 varia entre -8%o a -16%o°.

Entretanto, nos ultimos 20 anos, a literatura apresentou uma diminui¢ao de cerca de
-3,10%0 nos valores variagdo isotopica dos actcares. Em 2001, a Instru¢do Normativa 4 do
MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO (MAPA) fixou
como valor médio da variagdo isotdpica dos agucares como -11,46%o e de fermentado acético
de cana em -13,28%0°. Porém, ao passar os anos, outro estudo com sucos de laranja em 2005,
o valor foi -12,30%o* com sucos e polpas de caju em 2011 foi de -12,98%0° € com suco de
goiaba em 2017 foi de -13,11%¢°. Em estudo de 2019, apresentou um valor médio da variagdo

isotopica como -14,20%0’.E em estudo mais recente de valores isotopicos de comidas e



10

bebidas realizados em 2020 demonstrou que a variagdo dos valores de & 13C para as plantas C3
foram de —30,7 até —22,5%,enquanto para as plantas C4 a variacdo foi entre —14,2 até —10,2%".

Essa diminuicdo nos valores isotdpicos de carbono-13 dos agucares nesses ultimos
anos pode ser explicada por diversos fatores ambientais como radiacdo, umidade, salinidade
do solo, temperatura e pluviosidade’. Porém, ainda ndo foi analisada uma relagdo entre os
subprodutos da cana-de-actcar; se ha ou ndo um fracionamento isotdpico de carbono-13.
Como visto anteriormente, alguns fatos podem influenciar e levar a mudangas no valor
isotopico dos subprodutos da cana. Assim, para futuras analises de autenticidade de produtos
de plantas C3 com adi¢do de plantas C4, ¢ necessario um valor médio com sua variagdao

atualizada.

2.  Objetivo

O objetivo deste trabalho foi caracterizar e analisar a variagdo dos valores de §"C de

agucares, alcoois e fermentados acéticos.

3. Materiais e Métodos

Amostras analisadas

Os materiais utilizados foram agucares (n=24), alcoois(n=20) e fermentados acéticos
(n=11) de origem da cana-de-actcar, cereais e magas. Todas as amostras foram compradas em
supermercados, de diferentes marcas e origem geografica. Cada amostra foi identificada, em
um banco de dados, com seu respectivo lote e local de fabricacdo. As amostras foram
separadas em subgrupos. Para as amostras de acucares foram separadas entre o tipo de
refinamento (demerara, refinado e cristal) e para as amostras de dlcoois foram separadas entre

o tipo de diluicdo (70° INPM,46° INPM) e em combustivel

Preparac¢ao das amostras

As amostras de acucares, consideradas solidas, passaram por um processo de moagem
criogénica com nitrogénio liquido (Spex Prep 6750 Freezer/Mill) trés minutos, a uma
temperatura de -196 °C, a fim de obter um material homogéneo com textura fina (< 65 pm).
No caso das amostras liquidas, como &lcool e fermentados acéticos, foram submetidas a

destilacdo criogénica para remover todas as impurezas. Posteriormente, as amostras soélidas
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foram acondicionadas em capsulas de estranho com massa entre 0,10 e 0,12 mg, e as amostras
liquidas foram pipetadas 0,5uL em cépsula de estranho com “chromosorb” (aproximadamente
0,20 mg) para evitar evaporacao da amostra liquida. As capsulas foram submetidas a analises
isotopicas.

Analise isotopica

Os valores de 8"*C sdo obtidos a partir de um Sistema de Espectrometria de Massa de
Razao Isotopica por fluxo continuo (CF-IRMS). O sistema consiste em um IRMS acoplado a
um analisador elementar (Flash 2000 — Delta V, Thermo Scientific) onde as amostras nas
capsulas sdo convertidas em CO, por combustio e determinadas as razdes isotopicas do
carbono R("*C/"?C) do gas. Os resultados sdo expressos em diferenca relativa da razio
isotopica da amostra em relagdo a razdo isotdpica do padrao internacional Vienna Pee Dee
Belemnite (VPDB) conforme a equagao 1.
o), R,

amostra
13C

R (ﬁ) VPDB

§°C(%o) = (1)

A incerteza analitica do CF-IRMS para determinagdo dos valores de 8"°C foi estimada
em 0,10%0 (n=10). Foi utilizado os padrdes USGS90 (8"°C = -13,75 +0,06%0) ¢ USGS91

(8"C = -28,28 +0,08%o0) para normalizag¢do dos resultados.

4. Resultados e Discussoes

Por meio da IRMS, foi possivel analisar e caracterizar a variagao nos valores de 613C
de agtlicares, alcoois e fermentados acéticos em um conjunto de 55 amostras. Os resultados
obtidos foram categorizados com base na matéria-prima da amostra, distinguindo-se entre
plantas C3 (como maga e cereais) e plantas C4 (como a cana-de-agucar).

Na figura 1, ¢ possivel visualizar a distribui¢ao de todas as amostras provenientes de
plantas C4. Observa-se que, dentre os trés produtos provenientes da cana-de-agucar
submetidos a analise, os agucares apresentaram o valor mais elevado, seguindo a ordem
decrescente de demerara, cristal e refinado. Os alcoois e fermentados acéticos manifestaram
os valores mais baixos. Além da figura ser representada em formato de box-plot, ¢ possivel
visualizar uma curva de dispersdo para cada subgrupo. A maioria das amostras exibiram

valores proximos, indicando uma dispersdo reduzida, com excec¢do do etanol 46° e do
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fermentados acéticos que apresentaram um outliers cada. No entanto, para os fermentados
acéticos, a dispersao entre as amostras demonstrou um valor elevado.

E possivel observar que para os diferentes tipos de refinamento do aglicar ha uma
modifica¢do nos valores isotopicos 8'°C. Para o aglicar demerara, que ¢ considerado dos tipos
de aglicar um dos menores que passam por um refinamento o valor isotdpico encontrado ¢é
alto em comparagdo aos tipos de agucares que passam por um maior refinamento com adi¢ao
de aditivos quimicos (refinado e cristal).

Nota-se também uma discrepancia de 1%o entre os agucares cristais, os vinagres € 0s
alcoois. Essa variagdo de 1 por mil ¢ um indicativo da relagdo entre os subprodutos da
cana-de-agucar e a diferenca no fracionamento isotdpico durante o processo de refinamento e
fermentacdo. As possiveis hipoteses para a diminui¢do nos valores isotopicos 8"°C nas
amostras analisadas de alcoois ¢ fermentados acéticos sao as leveduras e a liberacao de CO,
que ocorre na fermentagdo acética (que traz como produto o fermentado acético) e na
fermentagdo alcoodlica (que traz como produto o alcool).

Ja na figura 2, é possivel visualizar a distribuicdo de todas as amostras provenientes de

plantas C3.
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Figura 1: Distribui¢do dos valores isotopicos 6'"°C das amostras de matriz de cana-de-agucar
(plantas C4). Linha da curva: distribui¢do normal; barra: 95%; box: 75%; linha no box:

mediana; quadrado no box: média.
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Figura 2: Distribui¢do dos valores isotopicos 6"°C das amostras de matriz de cereais € maga
(plantas C3). Linha da curva: distribui¢do normal; barra: 95%; box: 75%; linha no box:

mediana; quadrado no box: média.

Dentre os produtos analisados anteriormente, foi possivel obter amostras apenas da
matriz C3, nas formas de etanol (alcool de cereais) e fermentados acéticos (vinagre de maga).
Os valores isotopicos das amostras de alcoois apresentaram valores superiores as amostras de
fermentados acéticos. Além disso, a faixa de variacdo dos valores isotopicos para o etanol
foram substancialmente maiores em comparacdo com a faixa mais restrita observada nos
vinagres.

Similar a Figura 1, a Figura 2 apresenta um grafico em formato de box-plot,
complementado por uma curva de dispersdo para cada tipo de amostra. Nota-se que, para os
fermentados acéticos, a curva de dispersdao ¢ reduzida, indicando uma consisténcia mais
estreita nos valores isotopicos. Por outro lado, a curva de dispersdo associada ao etanol ¢ mais

ampla, sugerindo uma maior variabilidade nos dados.
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J& para os subprodutos das plantas C3 ¢ também ¢é possivel perceber a mesma
diferenga do valor isotopico das amostras que passaram pelo processo de fermentacdo
alcoodlica e fermentagdo acética; sendo essa diferenga um pouco menor que 1%o. Nao foi
possivel fazer a mesma correlagdo com os subprodutos da cana-de-agucar pois nao foi
analisado algum substituto do agucar (que passa pelo processo de refinamento) com origem
de planta C3.

Ao analisar os dois graficos apresentados anteriormente, observa-se que eles formam
uma sequéncia continua. Para facilitar as analises individuais das amostras, ndo foi possivel
juntar, pois a regido de valor maior ficaria muito pequena. Dessa forma, a ordem decrescente
dos valores isotopicos das plantas de origem C4 ¢ a seguinte: agucares, alcoois e
fermentados acéticos. Para os produtos de origem C3, a ordem decrescente ¢ composta por
alcoois, seguidos pelos fermentados acéticos.

Neste estudo foi proposto analisar e caracterizar a variagdo isotopica de produtos cujas
matérias-primas eram conhecidas. No entanto, durante as andlises, observou-se que dois
grupos apresentaram dispersdo altas na curva de distribuicdo e desvios padrao
significativamente elevados: o etanol de cereais e o fermentado acético de cana. Ao analisar
cada amostra individualmente, identificaram-se dois valores notavelmente dispersos em
relag@o as demais, sugerindo a possibilidade de adulterag@o nos produtos.

Na Tabela 1 exibe os tipos de amostras investigadas neste estudo, juntamente com

suas quantidades associadas, bem como os valores médios e desvios-padrao correspondentes.

Tabela 1. Média e desvio-padrao das amostras analisada (n=55)

Amostra Matriz n 8"3C (mUr)
Acucar Demerara Cana 6 -11,84 £0,26
Acucar Cristal Cana 6 -12,16 £0,17
Acucar Refinado Cana 12 -12,21 +0,15
Etanol Combustivel Cana 2 -12,76 +£0,07
Etanol 46° INPM Cana 8 -13,26 £0,16
Etanol 70° INPM Cana 4 -13,44 +0,24
Fermentado acético Cana 8 -13,77 £0,57
Etanol Cereais 6 -26,67 £3,90
Fermentado acético Maca 3 -27,08 +0,22
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Ao discorrer sobre os valores atribuidos a cada amostra, ¢ possivel observar, por meio
da tabela apresentada, que os agucares apresentaram valores isotopicos variando de -11,39%o
a -12,46%0. No caso dos etanodis de cana, os valores situam-se entre -12,50%o0 ¢ -13,74%o,
enquanto para o fermentado acético, a faixa foi de -12,45%o até -14,29%o. No contexto dos
subprodutos de plantas C3, os valores isotopicos para os etandis estiveram proximos a
-19,36%0 até 29,51%o, enquanto para os fermentados acéticos, situam-se entre -26,63%o até
-27,46%o.

Observe-se que a média dos agucares cristalizados e refinados ¢ de -12,18%o, enquanto
a média para os alcoois de cana gira em torno de -13,35%o. No caso dos fermentados acéticos,
a média situa-se na faixa de -13,77%o. Desse modo, é 6bvia uma diferenga de 1%o entre os
acucares ¢ alcoois, um pouco mais de 1%o entre os fermentados acéticos e agucares, € menos
de 1%o para os fermentados acéticos em relacdo aos alcoois. Por conseguinte, ¢ factivel que
essas relagdes permitiram a comparacdo afundo da caracterizagdo dos produtos fermentados e

refinados.

5. Conclusao

Portanto, conclui-se que hd um fracionamento isotopico entre os subprodutos da
cana-de-acticar. Também ¢ possivel notar que os valores isotdpicos entre as plantas C3 e C4

sdo diferentes.
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