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Resumo

SAMPAIO, Maicon Renato Ferreira. Prospeccao quimica em produtos da cana-
de-acucar da Regido Sul do Brasil. 2021. 125f. Tese (Doutorado) - Programa de
Pé6s-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2021.

Este trabalho foi sub dividido em trés capitulos. No primeiro capitulo objetivou-se
realizar uma avaliacdo de parametros fisico-quimicos em produtos da cana-de-
acucar (diferentes tipos de acucares, rapadura e melado) da Regido Sul do Brasil.
Nestas amostras foram avaliados parametros como o pH, a cor, soélidos soluveis, 0
conteudo de umidade, de cinzas, de acucares totais, de acUcares redutores e dos
acucares majoritarios presentes nas amostras. De acordo com os resultados foi
observado variagdo nos parametros fisico-quimicos segundo o tipo e do grau de
processamento das amostras. O segundo capitulo foi baseado na proposta de
método alternativo para a determinacao multielementar (Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn e
Na) em produtos da cana-de-agucar, onde foi empregado como preparo de amostra
a decomposicdo acida com sistema de refluxo, seguido da determinacdo pela
técnica de espectrometria de emisséo Optica com plasma induzido por micro-ondas
(MIP OES). Para isto foi realizado um estudo completo de otimizacdo de variaveis
envolvendo a massa de amostra, 0 tempo, a temperatura de decomposicdo e a
adicdo de perdxido de hidrogénio. Em todas as etapas de otimizacdo, foram
avaliadas a acidez remanescente e a porcentagem de sélidos totais dissolvidos; e ao
final da etapa foi avaliado o contetudo de carbono residual. Os limites de deteccao do
método variaram de 0,02 a 0,26 mg kg™ para os analitos investigados. A exatiddo do
método foi avaliada pela técnica de adicao de analito, obtendo-se recuperacdes na
faixa de 80 a 119%, sendo consideradas satisfatérias. As concentracbes dos
analitos nas diferentes amostras variaram conforme o tipo e o0 grau de
processamento das amostras. No terceiro capitulo foi avaliado o contetdo de
compostos bioativos (compostos fendlicos, flavonoides e carotenoides) e a atividade
antioxidante por sequestro de radicais utilizando DPPH e ABTS nestes produtos.
Foram encontrados contetdos de compostos fendlicos na faixa de 3,01 a 279,56 mg
EAG 100 g*, de flavonoides na ordem de 0,63 a 28,33 mg EQ 100 g*, e de

vii



carotenoides na faixa 0,18 a 4,37 pg g’ expresso em B-caroteno. As atividades
antioxidantes por DPPH e ABTS foram obtidas com variagdes entre 9,99 a 275,33 e
14,03 a 1263,46, respectivamente, ambas expressas em PM trolox g‘l. Foram
observados maiores conteddos em compostos bioativos e propriedades
antioxidantes nas amostras de agucar mascavo, rapadura e melado; confirmando
assim, a perda de compostos bioativos e das propriedades antioxidantes nos
acucares mais purificados (acucares refinado e cristal). Com base nos resultados do
presente trabalho, pode-se inferir que a substituicAo dos acucares refinados por
acucares nao refinados pode ser uma alternativa na dieta com efeitos benéficos para
a saude devido a presenca de um maior conteido de minerais e de compostos

bioativos além da maior atividade antioxidante.

Palavras chave: avaliacéo fisico-quimica, minerais, compostos bioativos, atividade

antioxidante, acucar processado.
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Abstract

SAMPAIO, Maicon Renato Ferreira. Chemical prospecting of sugarcane products
from Southern Brazil. 2021. 125f. Thesis (Doctorate) - Programa de Poés-
Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2021.

This work was sub divided into three chapters. In the first chapter, aimed to evaluate
the physico chemical parameters in products from sugarcane (different types of
sugars, brown sugar candy and molasses) from Southern of Brazil. In these samples,
parameters such as pH, color, soluble solids and the content of moisture, ash, total
and reducing sugars, and the majority sugars present in the samples were evaluated.
According to the results it was observed variations in the physico chemical
parameters according to the type and degree of sample processing. The second
chapter refers to the proposal of an alternative method for multielemental
determination (Ba, Ca, Cu, Fe K, Mg, Mn and Na) in sugar cane products, where acid
decomposition with reflux system was used as sample preparation, and it was
followed by the determination by the technique of Microwave Induced Plasma Optical
Emission Spectrometry (MIP OES). For this, a complete study of optimization of
variables involving the sample mass, time, decomposition temperature and the
addition of hydrogen peroxide was carried out. In all stages of optimization, the
remaining acidity and the percentage of total dissolved solids were evaluated, and at
final step it was evaluated the residual carbon content. The detection limits of the
method varied from 0.02 to 0.26 mg kg™ for the investigated analytes. The accuracy
of the method was evaluated using the analyte addition technique, obtaining
recoveries in the range of 80 to 119%, being considered satisfactory. The
concentrations of the analytes in the different samples varied according to the type
and degree of processing of the samples. In the third chapter, the bioactive
compounds (phenolic compounds, flavonoids and carotenoids) and antioxidant
activities by radical scavenging using DPPH and ABTS in these products were
evaluated. The phenolic compounds varied in the range of 3.01 to 279.56 mg EAG
100 g%, flavonoids from 0.63 to 28.33 mg EQ 100 g™, and carotenoids from 0.18 to
4.37 ug g™ expressed in B-carotene. The antioxidant activities by DPPH and ABTS



varied between 9.99 to 275.33 and 14.03 t01263.46, respectively, both expressed in
UM trolox g*. Higher contents of bioactive compounds and antioxidant properties
were observed in the samples of brown sugar, brown sugar candy and molasses,
confirming the loss of bioactive compounds and antioxidant properties in the most
purified sugars (refined and crystal sugars). Based on the results of the present
study, it can be iferred that the substitution of refined sugars with unrefined sugars
can be an alternative in the diet with beneficial effects on health due to the presence
of a higher content of essential minerals and bioactive compounds in addition to the

greater antioxidant activity.

Keywords: Physico chemical evaluation, minerals, bioactive compounds, antioxidant

activity, processed sugar.
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1 INTRODUCAO GERAL

A cultura da cana-de-acucar (Saccharum officinarum L.) € uma das mais
importantes no pais, sendo que o Brasil é destaque como maior produtor
mundial de cana-de-acucar e também do acucar processado. Além de matéria-
prima para a producdo de acucar e alcool, producdo de derivados artesanais,
os residuos da cana, como o bagaco, sao utilizados para geracdo de energia,
na fabricacdo de racdo animal e de fertilizantes para as lavouras
(CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011; EMBRAPA, 2009).

Além disto, esta cultura é importante para 0s pequenos produtores como
fonte de renda na producdo de derivados artesanais, como a aguardente
(popular “cachaca”), rapadura, melado, acucar mascavo e o caldo da cana. O
caldo € a matéria-prima para producdo de acucar, a qual é obtida pela moagem
da cana. Neste processo sao conservados muitos dos nutrientes presentes no
colmo da planta, como os acgucares, principalmente a sacarose e em menor
proporcao glicose e frutose; minerais como ferro, calcio, potassio, sédio,
fésforo, magnésio; além de vitaminas C e do complexo B, de proteinas, de
lipidios (ceras e graxas) e de compostos com acgdo antioxidante, como 0s
polifendis (FAVA, 2004; JAFFE, 2015). A partir do caldo, em pequenos
engenhos ou agroindustrias, sdo produzidos o melado ou mel de engenho, a
rapadura e o aclcar mascavo. Estes produtos ndo passam pelo
branqueamento como o acucar refinado, o qual, através deste processo, perde
praticamente todos 0s nutrientes como 0s minerais, vitaminas e proteinas, além
dos antioxidantes naturais, sendo classificado pelos nutricionistas como um
alimento que provém apenas “calorias vazias”, pois contém basicamente
sacarose. E, além disto, o acucar refinado pode conter residuos de enxofre,
devido a0 mesmo ser muito usado no processo de branqueamento, no qual é
realizado uma sulfitacdo (ARAUJO, 2007; JAFFE, 2015).

Sendo assim, o consumo de produtos da cana-de-acUcar que nao
passam por processos quimicos de refino pode ser nutricionalmente benéfico.
Alguns autores vém estudando a composi¢do dos produtos néo refinados da
cana, com objetivo de elucidar as propriedades funcionais e nutritivas que
estes alimentos podem proporcionar na dieta, além de calorias. O alimento ou

ingrediente com alegacao de propriedades funcionais ou de saude pode, além
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de func¢bes nutricionais basicas, quando se tratar de nutriente, produzir efeitos
metabdlicos e ou fisioldgicos e ou efeitos benéficos a saude, devendo ser
seguro para consumo sem supervisdo médica. As propriedades que promovam
a saude estdo relacionadas as substancias que podem estar naturalmente
presentes ou adicionadas ao alimento (ANVISA, 1999; MORAES & COLLA,
2006).

Na literatura, autores relatam a presenca de compostos fendlicos tais
como flavonas (apigenina, luteolina e tricina), flavonas glicosiladas e derivados
do acido cinamico (acidos clorogénico, cumarico, ferulico e cafeico) em
produtos da cana-de-agUcar, bem como compostos originados da reacdo de
Maillard, os quais sdo importantes no sabor, cor e aroma dos produtos da
cana-de-aclcar (ALMEIDA, 2006; COLOMBO, et al., 2005; 2008, SEGUI et al.,
2015). A cana-de-acucar € uma matriz complexa e com grande quantidade de
carboidratos e compostos derivados, e por isso alguns compostos bioativos
estdo na forma glicosilada, ou seja, complexados aos acucares, o que dificulta
a sua identificacdo e quantificacdo. Além disto, os produtos da cana-de-acucar
contém compostos de alto peso molecular oriundos da reacdo de Maillard, a
qual ocorre durante o processamento da cana, 0s quais também conferem
efeito na atividade antioxidante dos acUcares e derivados nao refinados
(rapadura e melado) (ALMEIDA, 2006, SEGUI et al, 2015).

Os minerais séo nutrientes essenciais para a manutencao da saude, no
entanto ndo podem ser sintetizados pelo organismo e precisam ser obtidos
através da dieta (LOHMANN, 2008). Para a determinacdo de minerais nos
produtos da cana-de-agcUcar ha a necessidade de preparo adequado da
amostra para a decomposicdo da matéria organica e liberacdo dos analitos em
uma forma apropriada para a andlise. Uma proposicao que é feita no presente
trabalho consiste na decomposicdo acida em sistema de refluxo e posterior
determinacdo por espectrometria de emissdo oOptica com plasma induzido por
micro-ondas (MIP OES) .

Desta forma, pretende-se com este trabalho, realizar uma avaliagao
fisico-quimica, incluindo parametros preconizados para agucares e produtos
correlatos, desenvolver um método para determinacédo multielementar, avaliar o
conteudo total das principais classes de compostos bioativos e da atividade

antioxidante em produtos da cana-de-acgucar (diferentes tipos de acuUcares,

20



rapadura e melado) da Regiédo Sul do Brasil.

1.1 Justificativa

Na literatura sdo reportados poucos trabalhos que avaliam o conteudo
de minerais ou de compostos bioativos, bem como da atividade antioxidante,
em produtos da cana-de-acUcar brasileira. Além disto, conforme pesquisas
prévias, ndo foram encontrados trabalhos que determinem compostos bioativos
e minerais em produtos da cana-de-acucar da regido Sul do Brasil, sendo
encontrados na literatura trabalhos em cana-de-agucar oriundas de Sao Paulo,
estado maior produtor.

Acrescenta-se ao fato de que até o momento em que o trabalho foi
realizado nao foi encontrado na literatura o uso da decomposicédo acida com
sistema de refluxo com dedo frio e nem a determina¢cdo de minerais por MIP
OES em acUcares e produtos correlatos. O sistema de refluxo tem se
destacado no preparo de amostras, ja que possibilita o aumento da
temperatura durante o processo de decomposicdo sem que haja perda de
analitos ou acidos por volatilizacdo. Além disto, a utilizacdo de uma unidade de
refrigeracdo mantém o controle da temperatura da agua durante o processo de
decomposicdo e o sistema de refluxo apresenta um alivio de presséo
permitindo o uso de maiores massas de amostra.

A técnica de MIP OES permite a determinacdo multielementar e tem se
tornado uma boa alternativa frente a outras técnicas devido ao baixo custo de
operacao, ja que o plasma é mantido através do nitrogénio retirado do ar e ha
pouca variacao do limite de deteccao entre essas técnicas (Ex: ICP OES e MIP
OES). Para a formacdo do plasma, um fluxo momentaneo de gas argbnio é
liberado e é gerado um campo magnético para excitacdo do gas. Apls a
formacdo do plasma, o gas argbnio é substituido pelo gas nitrogénio, sendo
mantido por todo tempo de funcionamento, apresentando menor custo com
gases, uma das principais vantagens dessa técnica. A ignicdo nao € feita com
nitrogénio, devido a necessidade de uma maior fonte de energia, uma vez que
esse gas precisa ser dissociado para posterior ionizacdo. Além disso,
comparado com a temperatura do gas argbénio, o plasma de nitrogénio atinge

uma menor temperatura, 5000 °C, fazendo com que a técnica tenha menor
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sensibilidade para alguns elementos.

Espera-se que este trabalho contribua com a pesquisa sobre compostos
bioativos e perfil de minerais em produtos oriundos de diferentes graus de
processamento da cana-de-agucar, ressaltando a importancia do consumo de

alimentos menos processados.

1.2 Objetivo

O objetivo geral foi realizar uma prospeccdo quimica e o0
desenvolvimento de método para determinacdo multielementar, em produtos

da cana-de-acucar da Regido Sul do Brasil.

1.3 Objetivos especificos

» Realizar determinacdes fisico-quimicas de diferentes produtos da cana-
de-acucar, incluindo a determinacdo de acucares totais e redutores, dos
acucares majoritarios por cromatografia liquida de alta performance, de
sélidos soluveis totais (° Brix), do teor de umidade e de cinzas, da cor
(ICUMSA e parametros L, a e b) e a determinacéo do pH.

» Desenvolver um método de preparo de amostra para posterior
determinacao multielementar em diferentes produtos da cana-de-acucar.

» Otimizar os parametros, incluindo a massa de amostra, o tempo e
temperatura de decomposicao, e a adicdo de perédxido de hidrogénio,
durante o desenvolvimento do preparo de amostra em funcéo da acidez
residual e do teor de sélidos dissolvidos.

» Quantificar o conteddo de carbono residual nas amostras, apés a
proposicao do meétodo.

» Estudar os paradmetros de mérito para a determinacdo multielementar
em produtos da cana-de-acucar.

» Avaliar o conteudo das principais classes de compostos bioativos,
incluindo os compostos fendlicos, flavonoides e carotenoides, em
diferentes produtos da cana-de-acgucar.

» Determinar a atividade antioxidante nos diferentes produtos da cana-de-
acucar, por dois métodos (DPPH e ABTS).
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1.4 Hipoteses

Os produtos da cana-de-aclUcar que nao passam por processos de
clarificacdo e branqueamento conservam o conteudo de minerais e de
compostos bioativos, além de sua atividade antioxidante, sendo alternativas
nutritivas e com potencial funcional a saude, diferentemente dos alimentos
processados da cana como o0s acucares brancos (cristal e refinado), no qual os
nutrientes e compostos com acgao antioxidante sédo perdidos.

Os métodos propostos para as determinacdes contribuem para o
desenvolvimento de metodologias analiticas para a determinacdo de minerais

em produtos da cana-de-acucar.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cana-de-acucar

Botanicamente a cana-de-acUcar € uma angiosperma da familia das
gramineas perenes, sendo considerada uma monocotiledébnea do género
Saccharum. Dentre as espécies conhecidas, a Saccharum officinarum L é a
mais cultivada em regibes tropicais e subtropicais, além de ser a mais
explorada economicamente em funcdo de seu porte elevado, colmos grossos,
altos teores de sacarose e baixo teor de fiboras (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et
al., 2011; EMBRAPA, 2009).

A cana-de-acucar € uma das plantas mais antigas cultivadas pela
humanidade. Com diversos centros de origem, a regido do sudeste da Asia
apresenta-se como a mais provavel para o surgimento da espécie Saccharum
officinarum L. A partir de sua difusdo e adaptacdo no globo terrestre,
atualmente tem sua producao concentrada nas regides tropicais e subtropicais,
com destaque para paises como Brasil, india, China e Tailandia. No Brasil,
fatores edafo-climaticos influenciaram para que a cultura se concentrasse
principalmente no Estado de S&o Paulo, no sul de Goias, no Triangulo Mineiro,
no Mato Grosso do Sul e na regido norte do Parana (Tabela 1) (EMBRAPA,
2009; EMBRAPA, 2016).
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Tabela 1. Moagem de cana-de-agUcar,producao de aglcar e etanol no Brasil - safra 2019/2020

Principais Cana-de- Actcar Etanol Etanol Etanol
Estados acucar (mil (mil toneladas) Anidro (mil Hidratado Total
toneladas) m3) (mil m3) (mil m3)
SP 343.750 18.515 5.708 10.836 16.545
GO 75.268 1.782 1.044 4.488 5.533
MG 68.195 3.178 1.074 2.493 3.567
MS 47.515 731 704 2.628 3.332
PR 34.214 2.009 580 1.079 1.659
RS 31 0 0 2 2
SC 0 0 0 0 0
Regides/
Brasil
Centro-Sul 590.361 26.761 9.946 23.313 33.258
Norte- 52.316 2.844 939 1.308 2.337
Nordeste

Fonte: UNICA, 2020.

As regides destacadas com maior produtividade apresentam em geral
caracteristicas climaticas de inverno seco, clima necessario para a maturacao e
consequente acumulo de sacarose; e de primavera e verdo com temperaturas
e precipitacdo elevadas, que promovem o0 crescimento vegetativo, condi¢cdes
Otimas para seu cultivo sob o ponto de vista agroindustrial. A Cana-de-acucar
uma planta de metabolismo fotossintético C4, é considerada altamente
eficiente na conversdo de energia radiante em energia quimica, com taxas
fotossintéticas calculadas em até 100 mg de diéxido de carbono fixado por dm2
de éarea foliar por hora. (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011; EMBRAPA,
2009; EMBRAPA, 2016; SOARES, 2018).

A Regido Centro-Sul é a maior produtora do pais. Na Regido Sul, mais
especificamente no estado do Parand, quinto maior produtor nacional, segundo
dados da CONAB (Companhia Nacional de Abastecimento) a perspectiva é
gue a safra 2020/2021 deve apresentar um maior direcionamento da cana-de-
acucar colhida para geracdo de acucar. Nesse cenario, a estimativa nesta
regido € de obtencdo de mais de 2,6 milhdes de toneladas de acucar e 1,3
bilh&o de litros de etanol (CONAB, 2020).

No Rio Grande do Sul o cultivo da cana-de-agucar foi introduzido em
1725, nos municipios de Torres, Osorio e Santo Antonio da Patrulha, sendo
que, na atualidade, as regides das Missdes, Médio Alto Uruguai e Central
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ostentam metade da producdo sul-rio-grandense. A relacdo com a producéo
nacional € pouco significativa; assim, a importancia da producdo estadual
concentra-se na agricultura familiar, em funcéo das atividades em pequenas e
médias propriedades, direcionadas ao processamento artesanal de
subprodutos como melado, rapadura, acucar mascavo e cachaca (ALBA &
FLORES, 2013). Segundo dados do CONAB, no Rio Grande do Sul, para a
safra 2020/2021, a perspectiva de producdo é na ordem de 29,7 mil toneladas
de cana-de-aclUcar, que deve ser direcionado majoritariamente para a
fabricacdo de etanol. Assim, a estimativa de producdo do biocombustivel é de
mais de 1,6 milhdo de litros (CONAB, 2020).

As principais limitagbes para o plantio de cana no estado do Rio Grande
do Sul sdo as estiagens constantes e temperaturas muito baixas no inverno,
onde ocorre a formacéo de geada. A cana é plantada de outubro a dezembro
para colheita anual, e de janeiro a marco para colheita de ano e meio. O
primeiro plantio € a melhor época em virtude do inverno rigoroso, onde de
outubro a abril ocorre o crescimento vegetativo e a partir de maio inicia a
maturacdo, com a colheita ocorrendo apés o més de junho. As temperaturas
baixas e os dias curtos de inverno promovem a maturagao, determinando um
acumulo de sacarose até o ponto de colheita. As temperaturas proximas de
17 °C séo benéficas para maturacdo, no entanto, temperaturas de 2,5 °C ou
inferiores podem interromper este processo (ALBA & FLORES, 2013).

Importante destacar que na Regido Sul a producéo de agucares brancos
limita-se ao estado do Parana. A grande produtividade brasileira da cana-de-
acucar esta ligada a importancia desta cultura com relacdo a sua mudltipla
utilizacdo. E matéria-prima na producdo de aclcar e etanol, além de que seus
coprodutos e residuos como o bagaco, que é rico em fibras, podendo ser
utilizado para a geracdo de energia, fabricacdo de racdo animal e como
fertilizante para lavouras. Além disto, da cana-de-agucar obtém-se o caldo de

cana, agucar mascavo, rapadura, melado e aguardente (SAMPAIO, 2011).

2.2 Composicao quimica da cana-de-acucar

Na Tabela 2 estdo contidos dados da composi¢cdo quimica da cana-de-

acucar, os quais podem ser variaveis, em funcdo das condi¢es climaticas, das
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propriedades fisico-quimicas e microbiolégicas do solo, do tipo de cultivo, da

variedade, do estadio de maturagéo, dentre outros.

Tabela 2. Composicdo quimica da cana-de-acUcar e do caldo da cana

Componentes da cana-de-aclcar (%) massa na cana-de-acucar
Agua 73-76
Solidos 24-27
Solidos sollveis 10-16
Fibra (seca) 10-16
Constituintes do caldo de cana (%) sdlidos solaveis
AcUcares 75-92
Sacarose 70-88
Glicose 2-4
Frutose 2-4
Sais inorgénicos 3,0-4,5
Acidos organicos 1,5-5,5
Acidos carboxilicos 1,1-3,0
Aminoacidos 0,5-2,5
Proteinas 0,5-0,6
(%) pouco soluveis
Amido 0,001-0,100
Gomas 0,30-0,60
Ceras, gorduras, fosfolipideos 0,05-0,15

FONTE: Adaptado de CHEN & CHOU, 1993.

Em média, a cana-de-agUcar apresenta 74,5% de agua, 25,0% de
matéria organica e 0,5% em matéria mineral. Basicamente, em termos
guantitativos, a cana € dividida em fibras e caldo. As fibras sdo constituidas
principalmente de celulose, hemicelulose, lignina e pentosanas. O teor de fibras
depende da variedade, da idade e de outros fatores, estando na faixa de 10 a
16% (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011; CHEN & CHOU, 1993).

O caldo consiste em uma solucao impura e diluida de sacarose, sendo
constituido em média de 80% de agua e 20% de soélidos solluveis. Os sélidos
sollveis sdo agrupados em agucares e ndo acucares (organicos e inorganicos).
Os acucares sao principalmente constituidos pela sacarose, glicose e frutose.
Os nao acucares organicos sdo constituidos de substancias nitrogenadas
(proteinas, aminoacidos, etc), gorduras, ceras, acidos organicos, pigmentos
(clorofila, sacaretina) e compostos fendlicos (acidos fendlicos e flavonoides).
Os néo acucares inorganicos sao representados pelas cinzas, e tém como
componentes principais o potassio, fésforo, calcio, sédio, magnésio, ferro, cloro
e enxofre (CHEN & CHOU, 1993; PRATI & CAMARGO, 2008).

A partir da cana-de-acucar sé&o produzidos vérios tipos de produtos,
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como o0s acUcares cristal, refinado e demerara; e de modo mais artesanal, a

rapadura, o melado e o agicar mascavo.

2.3 Produtos derivados da cana-de-agucar

2.3.1 Melado ou mel de engenho

Segundo a Resolucdo n° 271 da ANVISA de 2005, melado é o produto
obtido pela concentragdo do caldo de cana-de-agucar (Saccharum officinarum
L.) ou a partir da rapadura derretida (ANVISA, 2005a). Esta definicdo o
diferencia do melaco, que é um coproduto resultante da producéo industrial do
acucar. Para a producdo do melado, o caldo de cana inicialmente com 16° Brix
€ concentrado até 55-65° Brix, resultando em um xarope. O ponto do melado &
atingido com um teor de solidos entre 65-72° Brix e temperatura entre 103 e
105 °C. Na industria, o caldo € separado de impurezas que floculam pelo efeito
do calor. Além disto, para evitar que o melado cristalize na forma de acucar, se
utiliza o acido citrico (grau alimentar), na proporcdo de 75 g de acido para 100
L de caldo. A adig&o de &cido citrico promove a inversdo da sacarose durante a
fase de concentracdo do caldo. A inversdo consiste na hidrélise da sacarose,
que resulta em glicose e frutose. A taxa de inversdo é influenciada pela
temperatura da massa, pela sua acidez e pela concentracdo de sacarose. O
melado produzido desta forma tem um teor de acucares redutores de 20% e pH
de 4,0 (SILVA et al.,, 2003). Em algumas regides do Brasil, o melado é
considerado ainda um produto antianémico, uma vez que € boa fonte de
minerais como Fe, Ca, P e K, além de ser muito energético (NOGUEIRA et al.,
2009). O uso do melado na alimentacdo humana é diversificado e varia entre
as regibes. Este produto é consumido puro e em misturas com outros
alimentos, tais como queijos, farinha, biscoitos, bolo, inhame e mandioca. Além
disso, o melado é utilizado também como ingrediente na industria de
confeitaria, bebidas, balas e até mesmo como substituto do xarope no

acondicionamento de alguns tipos de frutas em conserva (CARVALHO, 2007).

2.3.2 Rapadura
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A rapadura € definida como o produto sélido obtido pela concentracao a
qguente do caldo de cana (Saccharum officinarum L.), podendo ser adicionado
de outro(s) ingrediente(s) desde que ndo descaracterize(m) o produto
(ANVISA, 2005a). Na rapadura, o caldo é concentrado até atingir o “ponto de
rapadura”, temperatura em torno de 110 °C e concentracéo entre 82 e 85° Brix
(CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al, 2011). A rapadura é designada
simplesmente ‘"rapadura", quando adicionada de outras substancias
alimentares, tem sua designacdo acrescida do nome das mesmas. EX:
“rapadura com coco", ou "rapadura com amendoim” (CNNPA, 1978).

Em alguns estados do Nordeste a rapadura € muito consumida, além de
ser um dos itens da merenda escolar, por ser um alimento energético, mas
também rico em minerais e vitaminas. Segundo CARVALHO (2007) o mercado
de produtos como o mel de engenho e a rapadura diminuiu com o surgimento
das tecnologias de producdo do acucar refinado, todavia, com o aumento da

demanda por produtos naturais esse mercado tende a crescer novamente.

2.3.3 Acucar mascavo

O acglicar mascavo € o acucar bruto do caldo de cana. E composto
majoritariamente pela sacarose, mas contém ainda a glicose, frutose e demais
componentes do caldo. O produto é obtido na temperatura de 120 a 125 °C,
atingindo a concentragdo de 90° a 95° Brix. De forma geral quando a cana
atinge um teor de sacarose em torno de 16%, que é atingido quando o seu teor
de sodlidos soluveis for superior a 18° Brix, ela estara pronta para produzir
acucar mascavo (VERRUMA-BERNARDI et al., 2007). O acucar mascavo
mantém algumas vitaminas e minerais conforme Tabela 3 (SBD, 2021).
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Tabela 3. Tabela de composigdo nutricional do aclcar refinado e acticar mascavo (porcao de

100 gramas)

Composicgéo Acucar refinado Aclcar mascavo
Calorias (kcal) 387 369
Carboidratos (g) 99,5 94,5
Lipidios (g) Tracos 0,1
Proteinas (g) 0,3 0,8
Umidade (g) 0,1 3,3
Cinzas (g) Tracos 1.4
Vitaminas complexo - 0,03

B (riboflavina) (mg)

Vitamina C (mg) - Tracos
Célcio (mg) 4 127
Cobre (mg) Tragos 0,17
Ferro (mQ) 0,1 8,3

Fésforo (mg) Tragos 38
Magnésio (mg) 1 80
Manganés (mg) - 2,03

Potassio (mg) 6 522

Sédio (mQ) 12 25

Fonte: (TACO, 2011).

Comparativamente, o acucar mascavo difere do acucar branco refinado
principalmente pela sua coloracdo escura (do dourado ao marrom-escuro) em
funcdo da variedade e da estacao do ano em que a cana é colhida, pelo maior
contedado de umidade e pelo menor percentual de sacarose (MENDONCA et
al., 2000; SILVA et al., 2003). Além disso, 0 agUcar mascavo apresenta menor
carga energética especifica e sua composi¢cdo ndo compromete a absorcao de
nutrientes pelo organismo; seu uso moderado diminui sensivelmente as céaries
dentarias e os danos a calcificacdo infantil, ajudando no bom desempenho do
sistema digestivo e das funcdes hepatica e renal, o que pode estar relacionado
a presenca de nutrientes minerais e de compostos fendlicos (JAFFE, 2015;

MENDONCGCA et al., 2000). O consumo de agucar mascavo tem crescido devido
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a valorizacdo de produtos naturais na alimentacdo humana como parte de uma
dieta saudavel (JERONIMO et al., 2016).

O aclcar mascavo € comercializado como um produto convencional, em
geral, o Unico produto utilizado na sua fabricacdo nos pequenos engenhos é o
leite de cal (suspenséao de hidroxido de calcio em agua), que é utilizado para a
correcdo do pH do caldo quando necessario, para favorecer a cristalizacao do
acucar; e pode ser comercializado como agucar mascavo organico com selos
gue garantam sua conformidade. Como todo produto orgéanico, a cana organica
deve ser cultivada sem o uso de adubos quimicos ou agrotéxicos, que provém
de um sistema de cultivo baseado no respeito ao meio ambiente e preservacao
dos recursos naturais, como na preservacao da mata natural e ciliar, assim séo
usados adubos naturais, e no processo industrial se deve evitar o uso de
determinados materiais quimicos, além do seu acondicionamento em sacos de
materiais especificos (LUCHINI, 2014).

2.3.4 Acucar refinado

O acuUcar de mesa, também conhecido como refinado ou branco, € o
produto extraido da cana-de-acUcar e concentrado até 99,9% de sacarose
(SEGUI et al., 2015). Devido a sua alta pureza, o valor nutricional do acucar
branco € muito baixo e fornece um maior nimero de calorias vazias (LEE et al.,
2018). Além disto, o consumo de acuUcar refinado tem sido relacionado a
problemas de salude como obesidade, céaries dentarias, doencas
cardiovasculares, diabetes, dentre outros (MOYNIHAN & KELLY, 2014).
Mesmo assim, o acucar refinado continua sendo muito utilizado, ndo somente
pelas caracteristicas de sabor e dogcura, mas também pela contribuicdo na
preservacao dos alimentos (LEE et al., 2018).

O acucar refinado passa por um processo de branqueamento, onde o
caldo é submetido ao processo de sulfitacdo, o qual promove a reducéo da cor
do caldo através do contato com o anidrido sulfuroso. O agucar refinado pode
ser obtido por um processo de refino do agucar cristal dissolvido, atraves de
cristalizagdo controlada. Este processo resulta em dois tipos de agucar:
refinado granulado e refinado amorfo (CRUZ & SARTI, 2011). O agucar

refinado granulado tem granulometria homogénea e coloracdo clara, e é
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indicado para processos que necessitam alta pureza e para produtos que
exijam transparéncia quando processados. Devido a sua composi¢cdo, sua
pureza € alta, e, portanto, ele ndo interfere no sabor final dos produtos. Em
geral, tem prazo de validade de dois anos quando armazenado de maneira
adequada. O acucar refinado amorfo possui granulometria muito fina e
irregular, com coloragdo clara, alta higroscopicidade, sendo ideal para
processos que exijam rapida dissolugdo. Este acucar se homogeneiza com
facilidade com outros produtos, sendo o tipo de acucar mais consumido no
Brasil (CRUZ & SARTI, 2011).

2.3.5 Acdcar cristal

O acucar cristal € formado por cristais grandes e transparentes, mais
dificeis de serem dissolvidos em agua. Passa por um leve processo de refino,
onde na etapa de clarificacdo do caldo sdo usados produtos quimicos como cal
e enxofre, e posteriormente passa pela centrifugacdo, que consiste na remocéao
da camada de mel (melaco), o que o diferencia do acucar demerara. No acucar
cristal, segundo alguns autores, mais de 90% das vitaminas e minerais s&o
perdidos. E mais apropriado para o uso culinario (MACHADO 2012; PORTAL
DRAUZIO VARELLA, s.d).

2.3.6 Acucar demerara

O aclcar demerara passa por uma clarificacdo leve, que inclui limpeza
da cana, e adicédo de cal para que as impurezas do caldo sejam precipitadas e
posteriormente separadas. Possui valor nutricional alto, similar ao do acucar
mascavo, e apresenta cristais de melagco. O aclcar demerara ndo passa pela
etapa de centrifugacdo ou turbinagem, diferentemente dos acucares refinado e
cristal. No entanto, pode deixar gosto residual no alimento, além de ser dificil
de dissolver (MACHADO, 2012).

2.3.7 Outros tipos de acucares

Além dos agucares mencionados, hd uma grande variedade de agucares
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disponiveis no comércio, tais como acgucar de confeiteiro (mistura do acucar
refinado e amido de milho), acucar light, frutose, xilitol, etc. O acucar light, por
exemplo, é constituido pela mistura de acucar refinado e edulcorantes, e por
isto apresenta proporcionalmente menor contetdo caldrico e maior poder
adocante do que o acucar refinado (MACHADO, 2012, PORTAL DRAUZIO
VARELLA, s.d).

2.3.8 Fluxogramas de producado de derivados artesanais e de acucares

industriais

Ao chegar no engenho, a cana-de-acUcar pode ser descarregada
manual ou mecanicamente na moenda. Apés a moagem, o bagaco (porcao
fibrosa da cana) pode ser queimado nas caldeiras para a producdo de vapor,
ou nas fornalhas dos tachos de concentragédo do caldo. As sobras do processo
podem ser destinadas a alimentacdo bovina, ou para a compostagem
juntamente com as cinzas, 0 que serve para a adubacdo organica da cana, a
qual é destinada a obtencdo de produtos orgéanicos. A quantidade de caldo
extraida € em torno de 500 kg / tonelada de cana, sendo que nas unidades
mais modernas com moendas mais eficientes se obtem até 650 kg / tonelada
de cana. O caldo segue para as etapas de purificacdo, incluindo a filtracéo,
para a remocao de bagacilhos (restos de material fibroso e terra); e ajuste de
pH com leite de cal, para evitar a inversdo da sacarose e permitir a
cristalizacdo, no caso do aclUcar mascavo, e evitar a “mela” no caso da
rapadura (SILVA et al., 2003). Posteriormente, 0 xarope é concentrado e a
diferenca entre estes produtos esta na temperatura utilizada no processamento
e no teor de solidos soluveis finais (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011). A
partir de 1 tonelada de cana, a producao estimada de melado € de 126 a 203
kg, de rapadura de 97 a 155 kg, e de acucar mascavo de 91 a 138 kg (SILVA et
al.,, 2003). No fluxograma da Figura 1 é apresentado as etapas do
processamento dos produtos brutos da cana (melado, rapadura e acucar

mascavo).
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Figura 1. Etapas do beneficiamento da cana-de-aclUcar em pequenas indUstrias.
Fonte: Adaptado de CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al. (2011).

O processamento industrial do aclUcar € composto das etapas de
extracdo e peneiramento do caldo, para ocorrer a separacdo do bagacilho
(fibras residuais); clarificacdo do caldo, para a remocdo da maioria das
substancias que proporcionam cor ao caldo; evaporacdo da agua do caldo
transformando-o em xarope, ou cozimento a vacuo, para provocar a formacao
dos cristais de acucar com mel; cristalizagdo, que consiste no crescimento dos
cristais a baixa temperatura; turbinagdo ou centrifugacdo, para separar 0s
cristais do mel; secagem do acUcar, para retirar 0 excesso de umidade, e
embalagem (ARAUJO, 2007). A maioria das usinas que produzem aglcar
refinado utilizam a sulfitacdo como método principal na clarificacdo do caldo,
onde o diéxido de enxofre é produzido da queima do enxofre (ARAUJO, 2007).

O fluxograma da Figura 2 representa de forma resumida as etapas da

producédo de acucares industriais como cristal, refinado e demerara.
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Figura 2. Etapas do processamento industrial dos aglcares cristal, refinado e demerara.
Fonte: Adaptado de CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al. (2011).

2.4 Minerais em alimentos

Os minerais sao elementos inorgénicos (geralmente um metal),
combinados com algum outro grupo, como o6xido, carbonato, sulfato, etc.
Porém, no organismo 0s minerais ndo estdo combinados desta forma, mas de
um modo mais complexo, ou seja, quelados, o que significa que sao
combinados com outros constituintes organicos, como as enzimas, 0S
horménios, as proteinas e, principalmente, com os aminoacidos (LOHMANN,
2008). Os alimentos sdo as principais fontes de minerais para 0 organismo,
tanto os de origem vegetal como animal (LOHMANN, 2008).

Os acgucares em geral, juntamente com sal, 6leos e gorduras, séo
classificados pelo Guia Alimentar da populacdo brasileira do Ministério da

Saulde na segunda categoria de alimentos, a qual corresponde a produtos
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extraidos de alimentos in natura ou diretamente da natureza, e usados para
temperar e cozinhar alimentos e criar preparacdes culinéarias (BRASIL, 2014).

No éambito da andlise de alimentos, 0os minerais costumam ser
denominados de cinzas, as quais compdem o0 conjunto das analises de
composicao proximal dos alimentos. As cinzas correspondem a uma estimativa
do conteudo total de minerais nos alimentos, e podem ser determinadas pela
combustdo da matéria organica (incineracao) (MILLER, 2010). Pode-se dizer
gue o termo minerais engloba todos os elementos presentes nos alimentos que
nao sejam carbono, hidrogénio, oxigénio e nitrogénio, os quais formam a quase
totalidade das moléculas orgéanicas (SILVA, 2017). Os minerais encontram-se
em baixas concentracbes nos alimentos e desempenham fungdes essenciais
ao organismo. Em relacdo a dieta humana, 0os minerais sdo classificados em
macro e microminerais. Os macrominerais Sdo essenciais em quantidades
diarias superiores a 50 mg, e incluem Ca, Cl, K, Mg, Na, P e S. Dentre os
microminerais, necessarios em quantidades diarias inferiores a 50 mg sao
inclusos (Cr, Cu, Fe, F, I, Mn, Mo, Se, Zn). Ha ainda elementos ndo essenciais
e nao toxicos (Al, Ba, B, Sn), e os elementos néo essenciais e toxicos (Hg, Pb,
As, Cd e Sb) (MAHAN & ESCOTT-STUMP, 2003).

Na Tabela 4 estdo relacionados 0s macro e microminerais, suas
funcdes no organismo humano e os valores de ingestdo diaria recomendada
(IDR).
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Tabela 4. Macro e microminerais presentes nos alimentos

Classe Mineral Principais fungdes IDR
Caélcio (Ca) Mineral mais abundamente no corpo humano, importante na 1000 mg
mineralizacédo de ossos e dentes, o nivel adequado de célcio previne a
osteoporose, importante na coagulacdo do sangue, em enviar e
receber sinais nervosos, contracdo e relaxamento de musculos,
liberacdo hormonios e outros produtos quimicos.
Enxofre (S) Estabilizar algumas estruturas proteicas, manter o cabelo, a pele e as Né&o
unhas saudaveis, componente e ativador de enzimas antioxidantes. estabelecido
Magnésio Cofator de enzimas. 260 mg
(Mg)
Fosforo (P) Mineralizag&o de ossos e dentes, sintese dos acidos nucleicos (DNA e 700 mg
RNA), composicdo dos fosfolipideos que transportam lipideos pelo
sangue e nutrientes para células.
Cloro (CI) Equilibra os fluidos no organismo, componente do suco gastrico, N&o
essencial a digestéo, ativa a amilase salivar. estabelecido
Potéassio (K) Necessario para o corpo funcionar normalmente (¢ um eletrélito), 1,9a5,9g
construir proteinas, quebrar e usar carboidratos, construir muasculos,
g manter o crescimento normal do corpo, controlar a atividade elétrica
% do coragéo, controlar o equilibrio &cido-base
g Saédio (Na) Equilibra os liquidos corporais, juntamente com o potassio e cloreto, 2400 mg
8 manutengdo do equilibrio acido bésico, excitabilidade de musculos e
§ controla a pressdo osmética.
Cobre (Cu) Formacéo do sangue e dos ossos, liberagdo de energia dos alimentos, 900 ug
producdo de melanina e faz parte da enzima antioxidante superéxido
dismutase.
Cromo (Cr) Atua no metabolismo da glicose e das gorduras 35 ug
(] Ferro (Fe) Formacéo da hemoglobina, oxidagao celular e reagbes enzimaticas. 14 mg
E Flaor (F) Resisténcia dos dentes. 4mg
g lodo (1) Necessario para a produgdo do horménio tiredide. 130 pg
8 Manganés Participa do sistema hormonal e muscular. 2,3mg
S
Molibdénio Participa de varias enzimas, metabolismo do DNA e de mecanismos 45 ug
(Mo) de excrecgédo de acido urico.
Selénio (Se) Importante no sistema antioxidante pode ajudar a prevenir o cancer. 34 ug
Zinco (Zn) Cofator enzimatico, regulador da expressao génica. 7 mg

Referéncias: (LOHMANN, 2008; Institute of Medicine, 2001; ANVISA, 2005b, SILVA, 2017, ZAMBIAZI, 2010).
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2.4.1. Preparo de amostras para determinacdo de minerais

Uma das etapas mais importantes dentro de uma sequéncia analitica € o
preparo de amostra, sendo esta uma das etapas mais criticas, uma vez que,
requer maior atencdo e tempo, e € onde estdo inseridos os maiores custos e
erros analiticos. A determinacdo de elementos em amostras de natureza
organica constitui um grande problema analitico, pois, normalmente, é
necessaria a transformacao dos analitos presentes na matriz organica em uma
forma inorganica simples. O preparo de amostras solidas, na maioria das
vezes, requer métodos de decomposicao/dissolucao e/ou extracdo dos analitos
antes da determinacao de suas concentragdes (KRUG, 2008).

A decomposicdo da amostra pode ser realizada por via seca
(carbonizacdo em bico de Blnsen), seguida de calcinacdo em mufla com
temperatura variando de 400-550 °C (dependendo do elemento); ou por via
Umida, utilizando-se &acidos minerais oxidantes como acido nitrico, sulfarico,
perclérico, dentre outros (1AL, 2008).

Em matrizes em que ha grande quantidade de matéria orgéanica, a
decomposicao preferencialmente é realizada por via imida com aguecimento e
na presenca de um &cido mineral oxidante concentrado, ou com a mistura de
acidos oxidantes, ou ainda com a mistura de um &cido oxidante e com um
oxidante auxiliar, como peréxido de hidrogénio. Pode-se também utilizar para a
decomposicdo de amostras um sistema de micro-ondas fechado (KORN et al.,
2008; KRUG, 2008).

A principal vantagem dos métodos por via seca, em relacdo a Umida, é a
possibilidade de decompor uma maior quantidade de amostra. Geralmente o
processo de abertura da amostra é realizado em uma chapa de aquecimento
ou em um bloco digestor. Suas principais desvantagens devem-se ao fato de
que 0 aquecimento excessivo pode levar a perda do analito por volatilizagdo
e/ou tornar certos compostos metalicos insolUveis. A decomposi¢do pela via
Umida n&o apresenta estes incovenientes, porém ha limitacdo com relacdo a
quantidade de amostra a ser empregada, por utilizar grandes quantidades de
agentes oxidantes, alem disto acarreta maiores custos, alto risco de
contaminagao da amostra pelos reagentes e exige maiores cuidados por parte

do analista. Quanto a utilizacdo da energia de micro-ondas para o preparo da
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amostra, sua principal vantagem deve-se ao fato de ser um método rapido,
porém, permite somente o tratamento de pequenas quantidades de amostra
sendo, por esse motivo, mais utilizado na determinagdo de contaminantes
inorganicos em alimentos por técnicas mais sensiveis, como espectrometria de
absorcdo atdbmica com forno de grafite ou espectrometria de emissdo atdomica
com plasma de argbnio indutivamente acoplado a espectrometro de massa
(ICP-MS) (IAL, 2008).

Os acucares em geral e produtos correlatos da cana consituem-se em
matrizes complexas, em que ha grande quantidade de matéria organica. Logo,
h& a necessidade de se empregar um preparo de amostra adequado, que
decomponha toda a matéria organica e que libere os minerais em forma
adequada para determinacdo. Na literatura, alguns estudos foram relatados
para determinacdo de elementos essenciais, ndo essenciais e potencialmente

toxicos em aclcares e correlatos, os quais sdo resumidos na Tabela 5.

Tabela 5. Elementos essenciais, ndo essenciais e potencialmente téxicos determinados em

aglcares e correlatos

Literatura

Preparo de amostra

Nogueira e colaboradores (2009):
Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn em

melados e caldos de cana;

1,0 g de melado e 10 mL de caldo de cana e
uma mistura de HNO; e HCIO,; (15:1) em

sistema aberto;

Lee e colaboradores (2018):

Ca, Co, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na e Zn
diferentes acglcares comerciais da Coréia do
Sul;

3,0 g de amostra : decomposicdo por via seca
e o residuo das cinzas foi dissolvido em HCI

1:1 seguido de mais etapas;

Luchini e colaboradores (2017):
Cd, Cu, Fe, Mn,

mascavos organicos e convencionais

Pb e Zn em aclcares

Decomposicdo por via Umida em sistema
fechado: 1,0 g de amostra e 2 mL de &gua
ultrapura e 2mL de HNO; e aquecimento a 120
°C por 2 h.

Silva (2017):
Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, P, S, Si e Zn em
acucares brasileiros (refinado, cristal, mascavo

e demerara)

Decomposicao acida assistida por radiagdo
micro-ondas (0,5 g de amostra e 6,0 mL de
HNO; 2,0 mol Lte2,0mL de H,0, 30%m/m);

Wilwerth e colaboradores (2009):
Al, Ba, Ca, Cd, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Pb,

S, Sr, V e Zn em amostras de aclicar mascavo.

(0,5 g de amostra e 15 mL de HNO;
submetidos ao calor seco até que toda a

matéria organica fosse consumida).
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2.4.2 Decomposicao acida com sistema de refluxo com dedo frio

O uso de sistemas de refluxo com dedo frio na preparacdo das amostras
vem se apresentando como uma alternativa promissora aos meétodos
convencionais de decomposi¢do acida (PINHEIRO et al.,, 2014). O primeiro
design do dedo frio foi relatado por Ferreira e colaboradores (2013).

O dedo frio consiste em um tubo de vidro acoplado aos tubos comerciais
de decomposicdo durante o procedimento de mineralizacdo acida com
aquecimento. Nesse tubo, coloca-se 4gua ou a agua é continuamente circulada
com o objetivo de promover o resfriamento da parte superior do tubo digestor,
ocasionando desta forma o refluxo da solu¢cdo (FERREIRA et al.,, 2013). A
condensacdo dos acidos para dentro do tubo de decomposicdo evita a
necessidade de reposicdo destes reagentes durante 0 processo de
mineralizacdo das amostras, 0 que normalmente se faz necessario quando
sistemas de decomposicdo abertos sdo utilizados. Consequentemente, menos
reagentes sdo consumidos e o0 risco de contaminacdo pode ser
consideravelmente reduzido, o que justifica 0 uso destes sistemas de refluxo
em procedimentos de preparacdo das amostras para determinacao, inclusive,
de elementos volateis (FERREIRA et al., 2013; PINHEIRO et al., 2014; SOUZA
et al., 2019). O sistema de refluxo pelo dedo frio fornece uma maior superficie
para a condensacao e permite a formacao de um filme da solucdo absorvente
para melhor retencédo de espécies volateis. Dessa forma, ocorre a reducéo de
perdas de analito por volatiizacdo e evita-se a reposicdo de 4acidos,
aumentando a eficiéncia de decomposicdo (ORESTE et al., 2013; PINTO et al.,
2019).

ORESTE e colaboradores (2013) adaptaram o sistema de refluxo
desenvolvido por FERREIRA e colaboradores (2013), onde houve a insergéo
de um tubo de teflon com uma ranhura lateral para alivio da presséo, formando
um sistema semifechado (ORESTE et al.,, 2013) (Figura 3). O sistema
adaptado por ORESTE e colaboradores tem sido empregado na determinacgéo
de metais em diferentes matrizes de alimentos como arroz, leite em pé, frutas,
cereais matinais, dentre outros (PINHEIRO et al., 2014; ORESTE et al., 2016;
PEREIRA et al., 2018; SOUZA et al., 2019).
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Figura 3. Esquema representativo dos sistemas de refluxo proposto por Ferreira e
colaboradores (A) e por Oreste e colaboradores (B).
Fonte: SOUZA (2019).

2.4.3 Determinacdo multielementar — Espectrometria de emissao Optica

com plasma induzido por micro-ondas (MIP OES)

A espectrometria de emissao Optica com plasma induzido por micro-
ondas (MIP OES) é uma técnica espectrométrica utilizada para a determinacao
multielementar, a qual utiliza o plasma como fonte de energia, sustentado por
um campo magnético de micro-ondas e gas (Figura 4). A ionizacdo dos atomos
do gas ocorre com a energia fornecida por micro-ondas produzidas por um
magnetron que opera a 2,45 GHz de poténcia e gas nitrogénio para sustentar o
plasma (OZBEK & AKMAN, 2016).

A MIP OES baseia-se em um plasma de nitrogénio gerado por uma
energia de micro-ondas magneticamente acoplada, onde a ignicdo do plasma
utiliza um pequeno fluxo momentaneo de argonio auxiliar, e assim que entra
em operacdo, o plasma alterna automaticamente para o nitrogénio e inicia a
operacdo de rotina. O nitrogénio & captado do préprio ar atmosférico, sendo
assim néo € necessario o reabastecimento de gas como na espectrometria de

massa com plasma indutivamente acoplado (AGILENT, 2012).
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Nesta técnica, a introducao continua da amostra liquida juntamente com
um sistema de nebulizagdo forma um spray, que é transportado pelo nitrogénio
para a tocha de plasma. No plasma, devido as altas temperaturas geradas, 0s
analitos sdo atomizados e ionizados, criando 0s espectros de emissdo atdbmica
de linhas caracteristicas. Os espectros sdo dispersos por uma grade de
difracdo e o detector sensivel a luz € responsavel por medir as intensidades
das linhas. As informacdes sédo processadas pelo sistema de computador
através de processamento eletrbnico de sinais elétricos por um fenémeno
conhecido como efeito fotoelétrico (SKOOG, 2007; Laboratério de Técnicas
Instrumentales 2016 apud RIOS et al., 2017).

Plasma

Atomos Luz
excitados emitida

— —

Espectrometro Quantificagdo

Amostra na
forma de
aerossol

Figura 4. Diagrama esquematico do espectrémetro de emissdo o6ptica induzido por micro-
ondas.
Fonte: Adaptado de AGILENT TECHNOLOGIES (2016).

A utilizacdo do nitrogénio como fonte de energia para manter um plasma
estavel é uma das principais vantagens da técnica de MIP OES, devido aos
custos de operacéao relativamente baixos comparados a outras técnicas, como
da Espectrometria de emissao 6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP
OES) e da Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS). Além disto, a técnica de MIP OES néo utiliza gases inflamaveis e
toxicos. O nitrogénio pode ser obtido através de um gerador de nitrogénio a
partir do ar atmosférico comprimido por um compressor que produz nitrogénio
com pureza superior a 99,5% (OZBEK & AKMAN, 2016; AMAIS et al., 2013;
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DONATI et al., 2013; AGILENT TECHNOLOGIES, 2014).

A técnica de MIP OES tem sido utilizada para determinacao de diversos
elementos em diferentes matrizes, como de amostras geoldgicas
(NIEDZIELSKI et al.,, 2015), bebidas (OZBEK & AKMAN, 2015), sementes
(HEREDIA et al., 2016), combustiveis (AMAIS et al.,, 2013), e em alimentos
como pées, queijos, arroz, frango e pescado (OZBEK & AKMAN, 2016;
OZBEK, et al., 2016a; OZBEK, et al., 2019; PINTO et al., 2019; RIOS et al.,
2017).

2.5 Parametros fisico-quimicos em produtos da cana-de-acucar

2.5.1 pH

O pH (potencial hidrogeniénico) corresponde a medida do teor de ions
hidrogénios efetivamente dissociados em uma solugdo. Esta determinacédo é
muito importante para caracterizar a acidez natural, a atividade enzimética, a
estabilidade de componentes, verificacdo de estado de maturacéo de frutos e o
estado de conservacdo do alimento (ZAMBIAZI, 2010). Em se tratando de
acucares em geral, o pH mais proximo da neutralidade é desejavel, e isto
reflete a adicdo de cal (6xido de calcio) utilizada na etapa de clarificacdo do
caldo da cana-de-acucar. O caldo em geral é mais acido, e o pH mais neutro
evita a inversdo da sacarose, pois em meio acido, ocorre a reacdo de inversao
da sacarose, resultando em maior quantidade de acUcares redutores, o que é
desejavel para a fabricacdo do melado, mas ndo muito desejavel para produtos
em que deve ocorrer a cristalizacdo (BETTANI et al., 2014).

Para minimizar as perdas de sacarose por inversao acida, bem como por
degradacéo alcalina, as condicbes de trabalho durante o processamento do
caldo de cana-de-agucar sdo monitoradas, de maneira que o pH permaneca o
maior tempo possivel proximo da neutralidade (pH 7,0), dando origem assim a
um produto final com pH também préximo a neutralidade (BETTANI et al.,
2014).

2.5.2 Cinzas
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O teor de cinzas em alimentos refere-se ao residuo inorganico ou
mineral fixo presente na amostra (Na, K, Mg, Ca, Fe, P, Cu, CI, Al, Zn, Mn e
outros compostos minerais) remanescentes da queima da matéria organica em
mufla a temperaturas entre 500 a 600 °C (ZAMBIAZI, 2010).

Os constituintes inorganicos da cana-de-acucar ocorrem na forma de
ions, sais e fazendo parte de complexos moleculares organicos ou como
compostos insollveis. Os principais cations presentes sdo o K, elemento que
aparece em maior quantidade (60% das cinzas presentes no caldo), Ca, Fe, Al,
Na, Mg, Mn, Cu, Zn e B. Entre os anions presentes na cana destacam-se 0s
fosfatos, cloretos, sulfatos, nitratos, silicatos e oxalatos (CHEN & CHOU, 1993).

Para obter aclcares com uma melhor qualidade, é necesséario que a
variedade de cana utilizada forneca um caldo com baixo teor de cinzas, pois
altos teores de cinzas estdo associados a altos teores de potassio, o qual
confere um sabor desagradavel ao acucar, além de dificultar a cristalizacdo
(BETTANI et al., 2014).

2.5.3 Umidade

A &gua é um dos principais componentes dos alimentos, a qual se
encontra presente sob diferentes graus de ligacbes com o0s componentes
alimentares. A agua total a ser removida do alimento pode estar livre nos
tecidos, retida fisicamente por determinados componentes (carboidratos e
proteinas) e ligada em diferentes graus de interacdes com 0s componentes
alimentares (ZAMBIAZI, 2010).

O alto teor de umidade em alguns alimentos estd relacionado com
maiores riscos para a saude do consumidor, por criar ambiente propicio para a
proliferacdo de microrganismos (INMETRO, s.d.). Os acUcares de alta
polaridade (alta pureza), dada a sua baixissima atividade de agua, sé&o
classificados como produtos estaveis microbiologicamente. No entanto, nos
acucares de baixa polarizacdo (baixa pureza), como 0s demerara e
principalmente os mascavos, a alta umidade aliada a alta concentracdo de
nutrientes tornam o produto mais susceptivel a contaminagdo microbiana
(BETTANI et al., 2014).
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2.5.4 Coloracéo

A cor é um parametro importante que € percebido no primeiro contato do
consumidor com o produto, e além disso, a cor pode fornecer informacdes
sobre o processamento do produto. De acordo com LOPES & BORGES (2004),
durante a fabricacdo do aclUcar mascavo formam-se muitos componentes
coloridos, como as melanoidinas, que conferem uma cor amarelada ao produto.
Em acucares industriais, se a temperatura de cozimento for muito alta ou o
tempo de cozimento muito longo, podem ser formados compostos
denominados caramelos, o0s quais conferem uma cor mais escura. Os
caramelos escurecem o agucar (acUcar preto), poréem também lhe conferem um
sabor especial de acucar queimado, que pode agradar alguns consumidores.

A cor dos acucares e derivados, em geral depende da quantidade de
compostos responsaveis pela coloragdo escura que sdo produzidos durante a
extracdo e o0 aquecimento do caldo de cana, que podem ser derivados de: i)
oxidacdo de compostos fendlicos; ii) caramelizacdo de sacarose, glicose e
frutose; iii) reacao de Maillard; e iv) decomposicéo alcalina de sacarose (CHEN,
1991 apud GUERRA & MUJICA, 2010).

Na industria de Alimentos, a colorimetria é uma das técnicas
empregadas para medicdo de cor, medindo os trés componentes primarios da
luz (vermelho, verde e azul), fornecendo a quantidade de cada um desses
componentes presentes na luz refletida (matérias solidas) ou transmitida
(matérias transparentes). Para acglcares produzidos em escala industrial, no
Brasil foi definido o Regulamento Técnico do aglcar, onde a cor € determinada
conforme o método da ICUMSA (Comissdo Internacional para Métodos
Uniformes de Andlise de Acucar, do inglés International Commission for
Uniform Methods of Sugar Analysis), onde a cor de uma solucdo de aglcar em
concentracbes e pH definidos, cuja absorbancia é medida em 420 nm,
expressa em unidades ICUMSA (Ul) (MAPA, 2018). O método ICUMSA verifica
se a coloracédo do produto est4 de acordo com a classificagdo utilizada pelo
fabricante no rétulo do produto. Quanto mais baixo esse indice, mais claro, ou
mais branco é o agucar; e a medida que esse indice aumenta, o agucar vai
adquirindo uma coloragdo mais escura, conforme a Tabela 6, o aglcar mais

claro é o agucar refinado granulado com 60 Ul méax. e o agUcar demerara, 0
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mais escuro com 5000 Ul max. (BETTANI et al. 2014). Por este regulamento,
0s agucares do grupo | (que sdo destinados a alimentacdo humana), séo
classificados em branco e bruto segundo parametros de qualidade especificos
(Tabela 6). Os acucares classificados como brancos sdo o cristal, refinado
amorfo ou simplesmente refinado, refinado granulado e o acgucar de confeiteiro.
Os agucares classificados como brutos incluem o demerara; os tipos para
exportacdo: o VHP (acucar de alta polarizacdo, do inglés Very High
Polarization), que inclui o agucar bruto cuja polarizagdo € maior que 99,0 °Z
(noventa e nove graus Zucker); e o VVHP (do inglés Very Very High
Polarization), que inclui o aclcar bruto cuja polarizacdo é maior que 99,49 °Z
(MAPA, 2018). Por este regulamento ndo s&o inclusos os produtos artesanais

da cana-de-acUcar (acucar mascavo, rapadura e melado).

Tabela 6. Parametros de qualidade do aglcar destinado a alimentacgéo.

Parametros
Polarizacdo Umidade Cor ICUMSA Cinzas
Classes Tipos (°Z min.) (% méx.) (Ul max.) condutimétricas
(% max.)
Cristal 99,5 0,10 400 0,10
Refinado amorfo ou 99,00 0,30 100 0,20
refinado
Branco Refinado granulado 99,80 0,05 60 0,04
Confeiteiro 99.00 0,30 150 0,20
Demerara 96,00 1,20 5.000 0,50
Bruto VHP* 99,00 0,25 2.500 0,25
VVHP** 99,49 0,15 1.000 0,15

Fonte: Anexo | do Regulamento Técnico do aglcar- MAPA, 2018.

2.5.5 Acucares totais, redutores e solidos soluveis totais (° Brix)

Os acgucares totais correspondem a somatoria dos agucares redutores e
nao redutores. Os monossacarideos glicose e frutose sdo acucares redutores
por possuirem grupo carbonilico e cetbnicos livres, capazes de se oxidarem na
presenca de agentes oxidantes em solugdes alcalinas (LOPES & BORGES,

2004). Os acucares redutores (AR) podem ser originarios da prépria cana, que
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guando ndo madura, possui teores superiores a 1%, ou também podem ser
originarios da inversdo da sacarose durante o processo de fabricagcdo. Como
consequéncia do processamento de caldos em altas temperaturas, altos
valores de AR podem ser evitados utilizando-se a cana madura, fresca e
principalmente pela aplicacdo da cal, promovendo a neutralizacdo do caldo. O
alto teor de AR é um problema na fabricacdo de acucares, pois dificulta a
obtencdo do ponto final de cozimento para cristalizacdo da sacarose,
resultando em um produto com aparéncia umida e com tendéncia para melar
ou empedrar, ou ainda pode causar a perda deste ponto, levando o produtor a
grandes prejuizos (GENEROSO et al., 2009).

Os acucares ndo redutores (ANR) sdo os dissacarideos e o0s
oligossacarideos que nao possuem aldeidos ou cetonas livres em solucdes
aguosas. Ocorrem quando a ligacao glicosidica envolver o grupo hemiacetalico
dos dois acUcares, o0 acglcar € considerado nao redutor, 0 que ocorre por
exemplo com a sacarose. O oligossacarideo mais comum é sem duvida a
sacarose (presente na cana de acUcar, beterraba e todos vegetais em que
ocorre a fotossintese), tanto pela frequéncia em que € encontrada nos
alimentos quanto pela sua importancia na alimentagdo humana. A sacarose
(formada por uma unidade de glicose e outra de frutose) pode ser facilmente
hidrolisavel em meio &cido ou pela presenca de enzimas, o que € comumente
conhecido como inversdo da sacarose, produzindo o acucar invertido
(ZAMBIAZI, 2010).

Os acucares redutores reagem com 0s ions cupricos da solucdo de
Fehling, reduzindo-se a ions cuprosos, sob a acao do calor em meio alcalino.
Ao reagir com os ions cupricos, 0s acucares sofrem oxidacao, enquanto que o
cobre é reduzido, formando-se um precipitado vermelho de 6xido cuproso. Os
acucares nao redutores devem sofrer uma prévia hidrélise com acido cloridrico
dissociando o dissacarideo em seus monossacarideos (MAPA, s. d.).

A medida de graus brix consiste na determinacdo de todos os solidos
sollveis presentes na amostra, baseado na medida do indice de refracdo da
amostra, e € uma indicacao aproximada do total de acucares de uma amostra
(ZAMBIAZI, 2010).
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2.5.6 Determinacdo dos mono e dissacarideos presentes nos acucares

Os monossacarideos e os dissacarideos sdo determinados em amostras
de acucares, rapadura e melado, geralmente, por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada ao detector de indice de refracdo (HPLC-RID) (ASIKIN et
al., 2014; COLLINS, 2017).

A Cromatografia liquida de alta eficiéncia é seletiva em relacdo aos
diferentes monossacarideos (glicose e frutose) e dissacarideos (sacarose), que
sdo quantificados simultaneamente em uma Unica analise cromatografica. As
colunas utilizadas para a separacdo de carboidratos possuem a fase
estacionéaria de poliaminas com grupos polares, 0s quais, interagem através de
ligacdes de hidrogénio com os grupos hidroxilas dos carboidratos, sendo a
ordem de elui¢do: frutose, glicose e por ultimo a sacarose. O tipo de detector
utilizado, detector de indice de refracdo (RID), mede a diferenca entre o indice
de refracdo dos diferentes compostos (aglcares) presentes na solucdo e que
sdo eluidos da coluna cromatogréafica. Portanto, a variacdo do indice de
refracdo indica a passagem de analito pelo detector. Essa diferenca em relacao
ao valor de indice de refracdo da fase movel é detectada. Para isso, o IR do
componente analisado deve ser diferente do IR da fase mével, a qual deve ser
isocratica durante a analise. A temperatura precisa ser controlada, pois o IR
também varia com a temperatura (ARGENTON, 2010).

ASIKIN et al. (2014), ao avaliarem a composi¢cao de glicose, frutose e
sacarose em aclcares mascavos, utilizaram como fase estacionaria colunas
Shodex SUGAR KS-801 e KS-802 (300 x 8.0 mm de diametro interno e 6 um
de tamanho de particula). A fase movel foi em modo isocratico: agua destilada
em fluxo de 1 mL min™ e temperatura constante do forno de 60 °C e HPLC-IR.

LEE et al. (2018), ao avaliarem a composi¢cdo de carboidratos em
acucares comerciais da Coréia do Sul, utilizaram como fase estacionéria
coluna Sugar-Pak | (300 x 6.5mm x 10 ym), onde a coluna foi mantida em
temperatura de 90 °C, e a fase mével 0.01M de Ca-EDTA (50 mg/L em &gua
destilada) em fluxo de 0,5 mL min™* e HPLC-IR.
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2.6 Compostos bioativos em produtos da cana-de-acucar

Os compostos bioativos estdo presentes naturalmente em pequenas
guantidades nos alimentos e, quando ingeridos em quantidades significativas,
exercem efeitos benéficos a saude humana. Por existirem na natureza em
grande numero, com ampla variagdo em estrutura quimica, sdo divididos em
diversas classes, sendo os compostos fenodlicos (polifendis), carotenoides e

glicosinolatos os trés principais grandes grupos (CARNAUBA, 2019).

2.6.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo originados do metabolismo secundario das
plantas, sendo essenciais para o seu crescimento e reproducao. Além disso, se
formam em condi¢cdes de estresse das plantas como infeccdes, ferimentos,
radiacbes UV, dentre outros, atuando na defesa da planta (NACZK & SHAHIDI,
2004).

Mais de 8000 compostos fendlicos, também denominados polifendis, ja
foram identificados em varias espécies de plantas. Todos os polifendis
presentes nas plantas tém uma origem comum, isto €, todos derivam da
fenilalanina, ou do seu precursor, o acido chiquimico. Os polifenbis ocorrem
principalmente na sua forma conjugada, com um ou mais aclcares ligados a
grupos hidroxilas (MANACH et al., 2004; FRASER & CHAPPLE, 2011).

As principais classes de polifendis sdo os acidos fendlicos, os
flavonoides, os estilbenos e as ligninas. Além destes, podem também estar
presentes nas plantas polifenois de estrutura mais complexa, onde se incluem
os taninos hidrolisaveis e condensaveis (MANACH et al., 2004).

Os compostos fendlicos na cana-de-agucar sao de interesse para 0S
tecnologistas de agucar, pois também sdo responsaveis pela cor nos produtos
da cana; portanto, na producdo de acuUcar refinado os compostos fendlicos
precisam ser removidos totalmente, sendo este um critério de qualidade. Uma
grande variedade de pigmentos vegetais e corantes naturais foram
identificados nas folhas e no suco da cana-de-acucar (PATON & DUONG,
1992; JAFFE, 2015). A propria planta de cana fornece pigmentos vegetais

majoritariamente de baixo peso molecular (flavondides, clorofilas, carotenos,
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xantofilas e compostos fendlicos), os quais contribuem com aproximadamente
30% da cor do agucar bruto. Os demais compostos incluem os corantes de alto
peso molecular, onde muitos consistem em produtos de transformacgdes
quimicas durante o processamento de acucar (JAFFE, 2015).

A atividade antioxidante dos produtos da cana vem sendo
correlacionada com o conteudo de compostos fendlicos medido pelo teste de
Folin-Ciocalteu (DUARTE-ALMEIDA et al., 2011; LEE et al, 2018). O
escurecimento enzimatico, devido a acdo da polifenol oxidase, acdo de
glicosidases e por reacbes de Maillard, também desempenham importante
papel na geracdo de cor nos produtos da cana. O escurecimento nao
enzimatico via reacdo de Maillard, o qual envolve o complexo formado entre os
aminoéacidos e acucares redutores, podem ocorrer durante a industrializacédo e
durante a estocagem do acucar e tem efeitos criticos nas propriedades do
alimento incluindo valor nutricional, cor, textura e componentes de sabor
(ASIKIN et al., 2014; JAFFE, 2015).

Polifendis sdo espécies altamente instaveis que passam por inameras
reacdes no processamento e armazenamento de alimentos, principalmente
devido a oxidacdo enzimatica. A presenca destes compostos em acucares,
melado e rapaduras, provavelmente se deve a inativagdo de enzimas pelo
tratamento térmico utilizado na fabricacdo destes produtos. O conteudo de
compostos fendlicos em acucares € bem varidvel, pois depende de varios
fatores, como das condi¢cfes agrondmicas e de processamento. No trabalho de
LEE e colaboradores (2018), o conteudo de compostos fendlicos foi de 0,39 -
321,24 pg de equivalentes de é&cido galico/ mg de acucar, em diferentes

acucares comercializados na Coréia do Sul.

2.6.2 Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos largamente distribuidos no reino vegetal,
sendo encontrados em em frutas, folhas, sementes e em outras partes da
planta, na forma de glicosidios (ligados a carboidratos ou proteinas) ou de
agliconas. Sdo compostos de baixo peso molecular consistindo em 15 atomos
de carbono, organizados na configuracdo C6—-C3-C6 (ANGELO & JORGE,

2007). A estrutura quimica dos flavonoides consiste em dois anéis aromaticos,
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denominados anel A e B, que unidos por trés carbonos que formam um anel

heterociclico, denominado anel C (Figura 5).

Figura 5. Estrutura quimica genérica dos flavonoides.
Fonte: ANGELO & JORGE (2007).

Os flavonoides constituem o maior grupo de compostos fendlicos
presentes em plantas, e sdo classificados de acordo com as substituicbes na
estrutura do anel carbbnico, dando origem a sete classes principais: flavonais,
flavonas, flavanonas, flavanodis, flavanas, isoflavonas e antocianidinas
(MARTINS et al., 2011).

No caldo de cana e nos seus produtos, os principais flavonoides
encontrados foram a apigenina, tricina, luteolina e flavonas principalmente C-
glicosiladas (COLOMBO et al., 2008; DUARTE-ALMEIDA, 2007).

No trabalho de LEE e colaboradores (2018), o conteudo de flavonoides
encontrado foi de 4,11-72,69 ug de equivalentes de quercetina/ mg de agucar,

em diferentes acucares comercializados na Coréia do Sul.

2.6.3 Carotenoides

Os carotenoides pertencem a uma classe de pigmentos naturais e
lipossoluveis, responsaveis por coloragdes que variam entre amarelo, laranja e
vermelho, em diversas frutas e vegetais. Os carotenoides sdo conhecidos por
serem precursores de vitamina A (retinol), sendo que essa atividade pro-
vitamina A ocorre naturalmente no figado dos humanos, e apresentam
importante papel como agentes antioxidantes (MALDONADO-ROBLEDO et al.,
2003; RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). A vitamina A € essencial para a
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diferenciacédo celular, visdo, desenvolvimento ésseo, reproducdo e integracao
do sistema imunoldgico (LAYRISSE, 2000). Os carotenoides sdo classificados
em dois grupos. Os que sdo compostos apenas de carbono e hidrogénio séo
denominados carotenos ou carotenoides hidrocarbonos; neste grupo
encontram-se o B-caroteno e o licopeno (RODRIGUEZ-AMAYA; 1999). O outro
grupo de carotenoides é o das xantofilas, que sdo derivados oxigenados dos
carotenos que contém pelo menos uma fungéo hidroxi, ceto, epdxi, metdxi ou
acido carboxilico. Neste grupo estdo inclusos a luteina, zeaxantina e
astaxantina (RODRIGUEZ-AMAYA; 1999).

O contetdo de carotenoides na cana e nos seus produtos pode ser
variavel, uma vez que a temperatura, bem como outros fatores como luz e
oxigénio, podem ocasionar transformacdes e/ou degradacdes destes

compostos.

2.6.4 Métodos espectrofotométricos de determinacdo de compostos
bioativos e atividade antioxidante (DPPH e ABTS)

E bem conhecido que o processo oxidativo € iniciado pelo ataque aos
radicais livres, bem como que a eliminacdo desses radicais é um importante
mecanismo para evitar a oxidacdo. Portanto, normalmente usa-se o artificio de
analisar a capacidade ou atividade que diferentes compostos possuem para
inibir a oxidacdo, através da eliminacdo dos radicais presentes. Os radicais
mais usados com essa finalidade sdo o DPPH e o ABTS (BUENO-COSTA.,
2016; CANADANOVIC-BRUNET et al., 2014).

A espectrofotometria € uma das técnicas analiticas mais simples para
quantificar o teor de polifendis. O método de Folin-Ciocalteu (F-C) é
reconhecido pela sua simplicidade, rapidez e baixo custo, e € comumente
empregado para a determinacdo do teor de polifendis nos frutos (ANGELO &
JORGE, 2007; KHODDAMI et al., 2013). O método baseia-se na oxidacéo dos
polifendis e na consequente redugdo do reagente F-C (mistura de
fosfomolibdato e fosfotungstato), resultando a formacao de um complexo de cor
azul, que é proporcional a concentracéo de polifenois presentes na amostra. A
reacdo entre os polifendis e o reagente F-C ocorre em um pH alcalino. Nestas

condicdes, ocorre a desprotonagcdo dos grupos hidroxila da molécula dos
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polifendis e a consequente liberacdo de elétrons que, por sua vez, levam a
reducdo do reagente F-C. A cor azul formada tem um méximo de absorcéo a
760 nm (SINGLETON et al., 1999). A grande desvantagem deste método € o
elevado numero de interferentes (o acido ascoérbico é um dos principais).
Algumas modificacbes tém sido propostas para aumentar a seletividade do
método, contudo, o método original continua a ser o mais utilizado nos
trabalhos publicados nesta &rea (ANGELO & JORGE, 2007; PINTO, 2016).

Varios métodos espectrofotométricos foram também desenvolvidos para
a determinacéo de algumas classes e grupos especificos de polifenois. Para a
determinacao dos flavonoides, é utilizado um método baseado na formacgéo do
complexo aluminio-flavonoides. Neste método, uma solugcdo de cloreto de
aluminio (AICl3) € adicionada a amostra, dando-se a formacgédo de um complexo
com um maximo de absorbancia entre 405 a 430 nm (PINTO, 2016).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar a atividade
antioxidante in vitro. A técnica da captura do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazil), inicialmente descrita por Brand-Williams em 1995, é baseada na
reacao quimica apresentada na Figura 6, que avalia essa captura do radical
livre DPPH por antioxidantes, produzindo um decréscimo na absorbancia a 517
nm e mudanca da coloracao violeta-escura do reagente DPPH (SANTOS et al.,
2011).

N—N—(  )—NO, + R —>= N—N NO,
oR CS o
cor: violeta-escura cor: violeta-clara

Figura 6. Reacéo de captura do DPPH.
Fonte: SANTOS et al. (2011).

Outro método muito utilizado para avaliar a atividade antioxidante é
através da captura do radical 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) (ABTS™), que pode ser gerado através de uma reac¢do quimica,

eletroquimica ou enzimatica. Com essa metodologia, pode-se medir a atividade

52



de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica (BUENO-COSTA, 2016). A
Figura 7 ilustra a reacdo que apresenta a estabilizagdo do radical ABTS™ de
coloracdo verde-escura, 0 qual reage com 0S componentes da amostra

ocasionando uma descoloracao da cor inicial (RUFINO et al., 2007).

ks

g 503'. . S S0y
80 S>_ ,N=< j:j/ +antioxidante go.- 5>_ ,N:‘< U
= I | =N M
" c.H! 50 " chl
CH: 5 C,H:

cor: verde-escura cor: verde-clara

Figura 7. Estabilizacdo do radical ABTS por um antioxidante e sua formacéo pelo persulfato de
potéssio.
Fonte: RUFINO et al. (2007).
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3 CAPITULO 1 ATRIBUTOS FiSICO-QUIMICOS EM PRODUTOS DA
CANA-DE-ACUCAR DA REGIAO SUL DO BRASIL

3.1 Introducéo

O acgucar, sem outra designacdo especifica, € a sacarose obtida da
cana-de-acucar (Saccharum officinarum) ou da beterraba (Beta vulgaris). De
acordo com a tecnologia empregada, 0 acucar € obtido em diferentes tipos e
graus de pureza (IAL, 2008).

Segundo o Instituto Adolfo Lutz, as determinacdes fisico-quimicas mais
usuais para aglcares e produtos correlatos compreendem o teor de sacarose,
umidade, cor por ICUMSA, cinzas e, eventualmente, minerais e metais
pesados e dioxido de enxofre. Também € incluso a determinacao de glicidios
redutores e ndo redutores.

No Brasil, o Regulamento Técnico do agucar do MAPA apresenta
valores de referéncia para os parametros dos acucares produzidos em nivel
industrial, destinados a alimentacdo humana, definindo o seu padréo oficial de
classificagdo, com os requisitos de identidade e qualidade (MAPA, 2018). No
entanto, neste documento n&do sao inclusos o0s produtos artesanais como
melado, rapadura e o acucar mascavo. Valores de referéncia para alguns
parametros fisico-quimicos para os produtos artesanais e agucares comerciais
sdo apresentados na Tabela Brasileira de Composi¢cado de Alimentos (TACO),
como cinzas, umidade e nutrientes, os quais constituem médias das principais
marcas comercializadas no pais (TACO, 2011).

O objetivo deste estudo foi avaliar os parametros fisico-quimicos: pH,
umidade, cinzas, cor (parametros L, a e b) e ICUMSA, sdlidos soluveis totais,
acucares totais e redutores, e 0s mono e dissacarideos (glicose, frutose e
sacarose), em produtos da cana-de-agucar provenientes da regido Sul do

Brasil (Parana e Rio Grande do Sul).

3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Amostras
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As amostras utilizadas neste trabalho foram adquiridas em um
estabelecimento comercial situado na cidade de Pelotas/RS. Estas amostras,
em pacotes de 1 kg cada, sao oriundas de Parana e do Rio Grande do Sul, e
para fins de comparacéo foi utilizada uma amostra de Sdo Paulo. As amostras
foram designadas pelas seguintes siglas: acucar refinado (AR), acuUcar cristal
(AC) e acucar demerara (AD), todas de mesma marca e oriundas do Parana;
melado (ME), rapadura (RA) e acucar mascavo (AMA) todas de mesma marca
e oriundos do Rio Grande do Sul; e outras trés marcas de aclcar mascavo
oriundas de Séo Paulo (AMB), e do Rio Grande do Sul (AMC e AMD),
apresentadas na Figura 8. Dentre os produtos, apenas os acuUcares AMB e
AMC séo organicos e todos os demais séo produtos convencionais.

Todas as amostras foram armazenadas em local seco e ventilado, com
desumidificador de ar, em temperatura ambiente e em frascos de polipropileno

(PP) previamente limpos e descontaminados, até o momento das analises.

Figura 8. Amostras de produtos da cana-de-agUcar avaliados.
AR = acgucar refinado; AC = aguUcar cristal; AD: agUcar demerara; AMA, AMB, AMC e AMD:
aclicares mascavos marcas A, B, C e D; RA: rapadura e ME: melado.

Fonte: o autor

3.2.2 Instrumentacao

Para a determinacdo de umidade foi utilizada uma estufa de

esterilizacdo e secagem, a 105 °C, (Odontobras, Brasil, modelo EL 1.2), e um
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dessecador de silica-gel. Para todos os procedimentos de pesagem foi utilizada
uma balanca analitica com precisdo de 0,1 mg e tara maxima de 210 g (Ohaus
Adventurer, Modelo AR 2140, Pine Brook, NJ, E.U.A).

O teor de cinzas presente nas amostras foi avaliado utilizando forno tipo
mufla da marca Marconi, modelo MA 385/3. O pH das solucdes aquosas dos
produtos 10% (m/v) foi avaliado em medidor de pH MS Tecnopon, previamente
calibrado com as solugbes tampdes 4 e 7. Para as determinacdes da cor foi
utilizado colorimetro digital CR-300 marca MINOLTA e espectrofotbmetro
(mono feixe) para trabalhos na faixa visivel (325-1000 nm) marca Biospectro
SP-22. Para a determinacdo dos compostos que compdem os aclUcares das
amostras foi utilizado um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC)
Shimadzu, equipado com uma bomba quaternaria, desgaseificador, injetor
automatico, coluna Luna NH; modelo 100A - 250 mm x 4 mm x 5 ym -
Phenomenex — USA, forno de coluna e detector de indice de refracdo (RID-
Shimadzu).

3.2.3 Parametros fisico-quimicos

Os parametros fisico-quimicos avaliados, em triplicata, para as amostras

de acucares, rapadura e melado sédo descritos na sequéncia.

3.2.3.1 pH

O pH foi avaliado pelo método potenciométrico. Para as medidas de pH
foram preparadas solugbes 10% m/v de cada amostra em agua deionizada e
posteriormente realizada a leitura em pHmetro devidamente calibrado (IAL,
2008; GUERRA & MUJICA, 2010).

3.2.3.2 Teor de umidade

A umidade foi avaliada pelo método de secagem a pressao atmosférica,
onde as amostras foram diretamente secas em estufa a uma temperatura de
105 °C. O método serve, ndo somente para remover a agua, mas também

outros residuos que possam ser volatilizados nessa condigéo (IAL, 2008). Além
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disso, este parametro também € importante para avaliar a quantidade de
amostra que serd pesada nos procedimentos, que somente sera levado em
consideragao os resultados de umidade acima de 10%, tomando como base a
massa seca.

Para isso, 10 g de cada amostra foram pesadas, em triplicata, em
béqueres de vidro previamente secos e pesados, e aquecidos a 105 °C durante
2 horas e, posteriormente, retiradas da estufa e colocadas em dessecador, até
atingir a temperatura ambiente. Pesou-se novamente e repetiu-se o0
procedimento de secagem até que nao houvesse mais variacdo na massa das
amostras, com peso constante, conforme recomenda o método do IAL (2008).
Os resultados foram expressos em %, calculados pela Eq. 1.

3.2.3.3 Teor de cinzas

Ap0s a andlise da umidade, foi realizada a determinacéo de cinzas, onde
5 g de cada amostra foram pesados em cadinhos de porcelana, seguido da
carbonizacdo em bico de Bunsen para evitar a projecdo da amostra no interior
do forno. Apds esfriar em dessecador até temperatura ambiente, as amostras
foram pesadas. As operagbes de aquecimento (por cerca de 1 hora) e
resfriamento, até peso constante. Os resultados foram expressos em %,
calculados pela Eq. 1.
O teor de umidade e de cinzas foi calculado através da Equagdo 1,
conforme descrito por Adolfo Lutz (IAL, 2008).

Umidade ou cinzas (%) = (100 x N) / P Equacédo 1

Onde: N é o numero de gramas de umidade ou cinzas (perda de massa em Q)

e P é a massa da amostra (em gramas).

3.2.3.4 Cor

A cor das amostras foi avaliada através de dois métodos, sendo
primeiramente pela leitura em um colorimetro (GUERRA & MUJICA, 2010). Os

parametros obtidos usando colorimetro padrdo CIELAB foram: luminosidade (L)
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e as coordenadas cromaticas a* e b*, sendo:

L = 0 (escuro) e 100 (claro);

a* = + a (indica vermelho) —a (indica verde);

b*= + b (indica amarelo) —b (indica azul).

Posteriormente a cor foi avaliada também conforme o método ICUMSA
(Comisséo Internacional para Métodos Uniformes para Analise de Agucar),
onde a cor de uma solucdo de agucar € determinada em concentragfes e pH
definidos, cuja absorbancia € medida a 420 nm, e expressa em unidades
ICUMSA (Ul).

Neste método 1 g de amostra foi dissolvido em 100 mL de &gua
deionizada e o pH foi ajustado a 7,0 com solugédo de NaOH 0,1 M. A mistura foi
filtrada em papel filtro Advantec nUmero 2 e a absorbancia medida a 420 nm
em espectrofotometro (ASIKIN et al., 2014).

A cor das amostras foi calculada usando a Equagéao 2:

Unidade de cor ICUMSA ou Ul = (absorbancia x 1000) / (b x C) Equacéao 2

Onde b é o comprimento do caminho da célula usado (cm) e C é a

concentragdo da solugdo de acgucar (g/mL).

3.2.3.5 Teor de Solidos sollveis totais, aclcares totais e redutores

A medida dos solidos soluveis totais foi realizada através de refratbmetro
de bancada (modelo Palette Atago), as solucdes foram preparadas na
concentracdo 1:10 a 20° C e os resultados expressos em ° Brix.

O conteldo de acucares redutores e totais foram avaliados pelo Método
Lane-Eynon, através da titulacdo das amostras na presenca de solucdes de
Fehling A e B (ZAMBIAZI, 2010), sendo os resultados expressos em %.

3.2.3.6 Determinacdo de mono e dissacarideos

A determinacdo da composicdo de acuUcares (sacarose, glicose e
frutose) foi avaliada através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),

acoplada ao detector de indice de refracdo (RID). Para o preparo das amostras
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utilizou-se a metodologia descrita por (ASIKIN et al., 2014), com pequenas
modifica¢des. Para isto foi utilizado 0,3 g de amostra dissolvidas em 20 mL de
agua deionizada, apés a solucao foi centrifugada a 5000 rpm por 5 minutos.
Posteriormente as amostras e os padrbes dos respectivos acgucares foram
injetados no sistema de HPLC-Shimadzu, e separados utilizando como fase
mével acetonitrila / 4gua (70:30) a um fluxo de 0,8 mL.min™, com tempo de
andlise de 20 minutos.

Foram preparadas curvas padrfes para cada tipo de componente que

compde os aclcares, tendo o contelido expresso em g 100 g™.

3.2.3.7 Anélise estatistica

Os resultados das determinacdes fisico-quimicas foram expressas pela
média + desvio padrdo (n=3), e os resultados foram avaliados por meio de
andlise estatistica descritiva dos dados utilizando a analise de variancia
(ANOVA), teste de Tukey (p < 0,05) e teste- t (P<0,05) para duas variaveis.

3.3 Resultados e discussdes

3.3.1 Parametros fisico-quimicos de diferentes produtos da cana

O contetdo de umidade dos acucares teve variacao de 0,06 a 1,94%,
tendo a amostra de aclcar mascavo (AMA) a maior umidade. Em geral os
acucares processados industriais (AR, AC e AD) sdo produtos relativamente
estaveis em funcdo da baixa umidade. No Regulamento técnico do aglcar do
MAPA sao apresentados valores referéncia de umidade (MAPA, 2018), os
quais podem variar de 0,05 (agucar refinado granulado) a 1,20% (acucar
demerara). Na Tabela 7 estdo os dados dos parametros fisico-quimicos

avaliados para os diferentes tipos de produtos da cana-de-agucar.
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Tabela 7. Resultados dos parametros fisico-quimicos dos produtos da cana-de-acucar

Amostras
Parametros AR AC AD AMA RA ME
Umidade (%) 0,27°+0,02 0,06°+0,01  0,10°+0,01 1,94°+0,03 10,4°+0,13 27,73%+1,27
Cinzas (%) 0,006°+0,01 0,014°+0,01 0,06°+0,01 046°+0,01 0,35°+0,02 0,55 0,01
pH 6,02°+0,05 6,67°+0,01 6,79%+0,01 6,81*°+0,01 4,90°+0,01 5,32°+0,01
Cor
L 97,87%+0,7; 90,71" +0,2; 66,73°+0,9;  62,00° +0,4; 42,65°+0,2; 39,00' +0,3;
a 0,22° +0,02;  0,09° +0,01; 2,07% +0,1; 4,80°+0,2;  6,60°t0,1;  7,53%+0,2;
b 1,66° +0,2 3,97° +0,1 18,63" +0,3 19,8%+0,2  13,38°+0,1  3,83°+0,1
Cor 199°+158  474°+19,53  3123°+383 21342°+1281 13959°  24482% + 291
(ICUMSA UI) +1494
SST (° Brix)*  91°+0,21 92°+ 0,42 91° + 0,07 91°++ 0,14 85°%0,21  72°+0,07
Aclcares  79,70°+1,35 78,40°+0,90 84,20°+1,22 71,00°+1,49 65,14° 50,51° +0,58
totais* +0,26
Aclicares - - - 1,65° +0,02 11,97° 25,612 +2,12
Redutores* +1,37

(Média + Desvio padrido%); n=3; SST (solidos soluveis totais) expressos em ° Brix; umidade, cinzas e aglcares expressos em %; cor (ICUMSA) expressos
em unidades ICUMSA (Ul). AR = agucar refinado; AC = agucar cristal; AD: acUcar demerara; AMA: acicar mascavo marca A; RA: rapadura e ME: melado.

As médias foram comparadas por ANOVA, usando o teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%. Médias seguidas de mesma letra minuscula na linha
nao diferem estatisticamente.
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As amostras de rapadura (RA) e de melado (ME) apresentaram teores
de umidade acima de 10%, e estes valores foram levados em consideracao na
massa a ser pesada nos experimentos para considerar em base seca. A
umidade das amostras de melados e rapaduras produzidas no Brasil € em
media de 22,1 e 7,1%, respectivamente (TACO, 2011). Em trabalho de LOPES
e colaboradores (2019), a umidade de méis de engenho comercializados na
Paraiba variaram de 22,41 a 24,48%; no presente estudo o valor de umidade
do melado foi de 27,73%, e para a rapadura o valor foi de 10,4% (Tabela 7).
GUERRA & MUJICA (2010), ao analisarem rapaduras (termo “panelas” na
Venezuela) artesanais e produzidas em laboratorio, encontraram teores de
umidade entre 1,66 e 4,36 g 100 g, valores superiores a 1,1% da TACO.

O acgUcar mascavo apresentou umidade inferior (1,94%) ao apresentado
pela TACO, cuja media é de 3,3%. GENEROSO e colaboradores (2009), ao
analisarem 31 marcas de aglcares mascavo brasileiros, encontraram teores de
umidade que variaram entre 2,13 a 6,02%. VERRUMA e colaboradores (2007),
analisando 9 marcas comerciais de acucar mascavo, obtiveram teores de
umidade entre 1,35 a 4,44%.

A umidade das amostras normalmente esta diretamente relacionado ao
teor de agua livre, altos teores de umidade em acucares podem causar
problemas como empedramento, dissolucéo de cristais (0 acucar apresentar-se
melado), inversdo da sacarose (desdobramento em glicose e fructose) e
crescimento de microrganismos, implicando assim em baixo periodo de
validade do produto.

As cinzas indicam o teor de minerais fixos, sendo que 0s maiores teores
de cinzas corresponderam aos produtos menos processados, na ordem
crescente: rapadura, agucar mascavo e melado. De acordo com LOPES &
BORGES (2004), para uma melhor qualidade do acucar é importante que a
variedade de cana utilizada forneca um caldo com baixo teor de cinzas; os
mesmos autores propoem que este valor ndo exceda 2,2%. Em trabalho de
GENEROSO e colaboradores (2009), os acucares mascavos apresentaram
teor de cinzas entre 1,15 a 3,45%. No presente estudo o teor de cinzas foi
inferior a 0,46% para os agucares, sendo o valor médio da TACO de 1,4%. A

TACO apresenta como referéncia 1,1 e 1,3% de cinzas para rapadura e
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melado, respectivamente. No presente estudo estes valores ndo excederam a
referéncia (0,35 e 0,55%, respectivamente para rapadura e melado). Em
trabalho de GUERRA & MUJICA (2010), na andlise de rapaduras, este
parametro fisico-quimico ficou na faixa de 1,15 a 2,63 g 100 g™.

Os valores de pH mais proximos da neutralidade sédo devido ao emprego
de produtos quimicos, como a cal que € empregada na clarificacao do caldo
(JAFFE, 2015). Nos aglcares analisados neste estudo, o pH variou entre 6,02
a 6,81. Em meio &cido, a sacarose passa pela reacédo de inversao, resultando
em aumento do conteudo de acucares redutores: glicose e frutose. A inversao
ocorre em condi¢des &cidas, no pH menor que 7,0 (CHEN & CHOU, 1993).
Para minimizar as perdas de sacarose, por inversdo acida, bem como por
degradacdo alcalina, as condi¢cbes de trabalho durante o processamento do
caldo de cana-de-acucar sdo monitoradas, de maneira que o pH permaneca o
maior tempo possivel proximo da neutralidade (pH 7,0) (ANDRADE, 1998).

A cor dos acgUcares, rapadura e melado, em geral, depende da
guantidade de compostos responsaveis pela formacdo de pigmentos de
coloracdo escura, como as melanoidinas que sédo produzidos durante a
extragdo e o aquecimento do caldo de cana durante o processamento
(GENEROSO et al., 2009). Os pigmentos presentes nos acucares Ssao
produzidos pela oxidacdo de compostos fendlicos, caramelizacdo de acucares
redutores e nao redutores, pela reacdo de Maillard e pela decomposicdo
alcalina da sacarose (FOGLIANO et al., 2009).

Ao avaliar os parametros de cor, observou-se que o0 parametro L
apresentou valores mais proximos de 100 na escala (claro), para os agucares
refinado e cristal; e valores menores foram obtidos para os produtos mais
escuros como da rapadura e melado. A coordenada cromatica “a” na faixa de
0,09 a 7,53, respectivamente para o0 acucar cristal e melado; e a coordenada
“b” na faixa de 1,66 para o acgucar refinado e 1,98 para Agucar mascavo A.

A mesma tendéncia da cor observada para o parametro L nos produtos
foi observada para a avaliagdo da cor em unidades ICUMSA.

ASIKIN et al. (2014) ao avaliarem a cor do agucar mascavo armazenado
durante 12 meses, observaram que a cor no armazenamento inicial (més 0) era
18119 UI, e este parametro aumentou significativamente a uma taxa média de

12,5% para cada estadio de armazenamento para 28875 Ul na amostra
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armazenada de 12 meses (p <0,01). Os autores comentam que a cor marrom
neste acucar pode ser o resultado da ndo remocdo de mel durante sua
producdo, em que os pigmentos fendlicos e flavondides podem ser retidos no
acucar mascavo. Alem disto, a reacdo de escurecimento ndo enzimatico
(reacdo de Maillard) também pode ocorrer durante ou apds o processo de
esmagamento do colmo da cana (ASIKIN et al., 2014; SEGUI et al., 2015).

Observou-se nos produtos analisados no presente estudo que a
coloracdo esta de acordo com o grau de purificacdo dos acucares, sendo 0s
acucares brancos (refinado e cristal, com Ul 199 e 474, respectivamente),
seguido do agucar demerara (Ul 3123). Estes valores sdo préximos aos
definidos no Regulamento Técnico do Acucar, sendo 100 Ul Max. para os
acucares refinado amorfo, 400 Ul Méax. para o cristal e até 5000 Ul para o
demerara. As pequenas diferencas podem ser em funcdo do tempo de
armazenamento das amostras no laboratério e também durante a producéo até
a comercializagao.

Nas amostras avaliadas, o teor de soélidos soluveis totais variou de 72-
92° Brix, agucares totais de 50,51% para o melado a 84,20 para o acucar
demerara e acUcares redutores de 1,65 a 25,61%. No processamento dos
acucares, a medida dos acucares redutores € importante, pois quanto maior a
porcentagem de acUcares redutores maior é a tendéncia do acucar em melar,

empedrar e ndo cristalizar.
3.3.2 Parametros fisico-quimicos de diferentes tipos de aglcar mascavo
Na Tabela 8 estdo os dados de parametros fisico-quimicos para as

diferentes marcas de agucar mascavo, oriundas do estado de S&o Paulo (AMB)
e do Rio Grande do Sul (AMA, AMC e AMD).
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Tabela 8. Dados de parametros fisico-quimicos dos acglcares mascavos oriundos de SP e RS.

Amostras de AMA AMB AMC AMD
mascavo
Tibo/oriaem Convencional/ Organico/ Organico/ Convencional/
poiong RS SP RS RS
Umidade (%) 1,94° + 0,03 2,96 + 0,03 1,70° + 0,01 1,53+ 0,03
Cinzas (%) 0,46° + 0,01 0,99 + 0,08 0,28°+ 0,03 0,08°+ 0,01
pH 6,81% + 0,01 5,57°+ 0,03 5,97° £ 0,01 4,87% + 0,06
Cor (UI) 21342° +1281 67217°+478  17513°+186  22429°+ 173
Cor (L) 62,00% +0,4; 49,49° +0,4; 63,89% +0,9; 53,94° +1,1;
a 4,80° +0,2; 7,70° +0,07; 4,51° +0,11; 9,44% +0,1;
b 19,8%+0,2 17,09° +0,4 17,51° +0,04 19,83%+1,1

(Média = Desvio padrao); n=3.

AMA, AMB, AMC e AMD: agUcares mascavos marcas A, B, C e D.

As médias foram comparadas por ANOVA, usando o teste de Tukey ao nivel de significancia
de 5 %. Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha ndo diferem estatisticamente.

O teor de umidade das amostras de acUcares variou de 1,53% para a
amostra convencional do Rio Grande do Sul (AMD) a 2,96% para amostra de
acucar mascavo organica oriunda de Séo Paulo (AMB) que apresentou o maior
teor de umidade. A mesma tendéncia foi observada para o contetdo de cinzas,
onde a amostra oriunda do RS (AMD) apresentou 0,08% e o maior teor de
cinzas para a amostra oriunda de Sado Paulo (AMB), indicando um maior teor
de minerais fixos.

O valor do pH das amostras de aclUcares apresentou variacdo
significativa, ficando na faixa de 4,97-6,81. A cor das amostras seguiu a
seguinte ordem crescente de intensidade: AMC<AMA<AMD<AMB, tendo a
amostra AMB de cor mais intensa. A mesma sequéncia foi observada para o
parametro L, confirmando o agUcar mascavo oriundo de SP (AMB), como a
amostra de coloracdo mais escura e 0 aglcar mascavo organico oriundo do RS
(AMC) como o mais claro. A coordenada cromatica “a” na faixa de 4,51 a 9,44,
respectivamente para AMC e AMD; e a coordenada “b” na faixa de 17,09 para
AMB e 19,83 para AMD.
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3.3.3 Composicdo em mono e dissacarideos das amostras de acgucares,

rapadura e melado

Ao avaliar a concentracdo dos mono e dissacarideos nas amostras, foi
observado uma quantidade de 0,14-20,14% de frutose, 1,16-29,84% de glicose
e de 29,47-98,85% de sacarose (Tabela 9), sendo que as amostras de
acucares refinado (AR), cristal (AC) e demerara (AD) apresentaram 0s maiores
teores de sacarose (92,87; 98,85 e 94,50 g 100 g, respectivamente). Em geral
0s teores de sacarose nas amostras foram proximos ou superiores a 90 g 100
g!, enquanto que os aglicares mascavos apresentaram os menores valores.
Os teores de sacarose nao redutor no melado (ME) e na rapadura (RA) foram
de 29,47 e 54,03 g 100 g*, respectivamente. O teor de aclcares redutores
(glicose e frutose) foi baixo nos agucares refinado (AR), cristal (AC) e demerara
(AD), e proporcionalmente superiores no agucar mascavo AMB, melado (ME) e
rapadura (RA). Estes resultados sdo concordantes com os dados apresentados
por Lee et al. (2018) ao avaliar acucares comerciais refinados e ndo refinados
na Coréia do Sul, os quais observaram que os produtos nao refinados
continham contetdos significativamente superiores de acUcares redutores
(3,30 g glicose 100 g™ e 2,56 g frutose 100 g*) e contetdo inferior de sacarose
(88,46 g 100 g™).

Na amostra de rapadura (RA) e de melado (ME) foi observado maiores
concentracdes de frutose e glicose (> 9,01 e > 1812 g 100 g?
respectivamente). Salienta-se que para 0s aclUcares em geral, a maior
concentracdo de acucares redutores causa higroscopicidade, o que afeta a

textura e a estabilidade dos acUcares durante a estocagem (LEE et al., 2018).
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Tabela 9. Contetdo de mono e dissacarideos nos produtos da cana-de-acucar (n=3).

Mono e dissacarideos

(g 10097
Amostras Frutose Glicose Sacarose
AR 0,28%°+ 0,03 0,00 + 0,00 92,87°"+ 0,43
AC 0,14"°+0,01 0,00°® + 0,00 98,85 + 0,84
AD 0,00™ + 0,00 0,08°°+ 0,01 94,50°* + 0,89
AMA 1,86"™+ 0,02 1,36°°+ 0,1 89,44+ 0,16
AMB 3,72°°+ 0,02 1,92°“+ 0,06 82,26" + 1,49
AMC 2,26°°+0,13 1,16°°+ 0,12 90,64°*+ 0,52
AMD 2,70+ 0,11 2,35+ 0,17 86,65+ 1,74
RA 9,01°°+0,18 18,12°% + 0,54 54,03%"+ 0,53
ME 20,14*°+ 0,17 29,84*"+ 0,23 29,47+ 0,06

As médias foram comparadas por ANOVA, usando o teste de Tukey ao nivel de significancia
de 5%. Médias seguidas de mesma letra minUscula na coluna e médias de mesma letra
mailscula na linha néo diferem estatisticamente.

AR = aclcar refinado; AC = acucar cristal; AD: aglcar demerara; AMA, AMB, AMC e AMD:
aclcares mascavos marcas A, B, C e D; RA: rapadura e ME: melado.

3.4 Conclusdes

De acordo com os resultados obtidos observou-se variagcdo nos
parametros fisico-quimicos conforme a regido de origem, tipo e em funcao do
grau de processamento das amostras.

Em geral, as amostras de aclUcares mascavo provenientes do Sul
apresentaram menores valores de umidade e cinzas e cor mais clara que a
amostra proveniente de Sdo Paulo, em virtude de ser atualmente a regido que
retne as condicbes mais adequadas ao desenvolvimento da cultura.

As amostras de rapadura, melado e agucar mascavo (AMB)
apresentaram maiores teores de acUcares redutores. A sacarose foi o acucar
majoritario em todas as amostras,. Em geral, os valores de cinzas e umidade

foram concordantes com a TACO.
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4 CAPITULO 2 - DETERMINACAO MULTIELEMENTAR EM PRODUTOS
DA CANA-DE-ACUCAR POR MIP OES APOS DECOMPOSICAO ACIDA
COM SISTEMA DE REFLUXO

4.1 Introducao

A cana-de-acucar (Saccharum officinarum L) € industrialmente utilizada
para a producdo de acglcar e alcool, sendo o Brasil o maior produtor mundial,
com destaque para o estado de Sédo Paulo (EMBRAPA, 2016; UNICA, 2020).

Comercialmente sdo disponiveis diversos tipos de acucares, como 0
mascavo, demerara, cristal, refinado, dentre outros. Na Regidao Sul do Brasil,
destaca-se o estado do Parana como quinto maior produtor nacional de cana-
de-acucar e de acuUcar, e no estado do Rio Grande do Sul, muitas cidades tem
na producdo de derivados artesanais como melado, rapadura e acucar
mascavo, 0s quais sdo de grande importancia econdmica e social (EMBRAPA,
2016; UNICA, 2020).

Os minerais essenciais presentes nos diferentes produtos da cana-de-
acucar podem ser oriundos da matéria prima ou incorporados durante o
processo industrial, como por exemplo, o calcio, que € um macronutriente
secundéario para a planta; no entanto, também esta presente nos produtos
qguimicos utilizados na clarificacdo do caldo. Atualmente diversos trabalhos vém
sendo realizados objetivando a determinacdo de minerais essenciais e nao
essenciais nos diferentes produtos da cana-de-aglUcar. Estes elementos
incluem macrominerais como Ca, K, Mg e P; microminerais como Cu, Fe, Mn,
Zn; e ndo essenciais ou potencialmente toxicos como Al, Cd, Pb, dentre outros
(JAFFE, 2015; LUCCHINI, 2014).

Devido a complexidade dos produtos oriundos da cana-de-acUcar, a
mineralizacdo das amostras com acidos inorganicos fortes e sob aquecimento
tem sido demonstrada como uma boa alternativa no preparo de amostras para
a analise de minerais. Este procedimento propicia a eliminacdo da matéria
organica, possibilitando o uso de solu¢des padrdo aquosas para a calibracéo,
ja que as propriedades fisicas e quimicas da amostra tratada sao similares aos
dos padrbes aquosos utilizados para a calibracdo (KRUG, 2008).

O processo de decomposicao pode ocorrer em sistema aberto com

chapa de aquecimento ou em bloco digestor; no entanto, a decomposi¢cao por
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via Umida em altas temperaturas usando sistemas abertos pode ocasionar
perdas de analitos mais volateis e pela evaporacdo do solvente. Uma
alternativa € o uso do sistema de refluxo com dedo frio para a decomposicéo
completa das amostras em um sistema aberto com aquecimento convencional
(FERREIRA et al., 2013; ORESTE et al., 2013).

O método adaptado por ORESTE e colaboradores (2013) o qual utiliza a
técnica do dedo frio, tem sido aplicado em amostras de dificil decomposicao,
como amostras biolégicas, carvdo e cinzas, goma xantana e erva-mate (llex
paraguariensis) (ORESTE et al., 2013; OLIZ et al., 2016; SOUZA et al., 2015;
PEREIRA et al, 2016), demonstrando ampla versatilidade e resultados
satisfatorios para a determinacéo de elementos volateis e metalicos.

Apos a mineralizacdo das amostras, diversas técnicas analiticas podem
ser utilizadas na determinacdo da concentracdo dos elementos, como a
Espectrometria de Absorcéo Atdmica com Chama (F AAS) ou a Espectrometria
de Absorcdo Atdmica com Forno de Grafite (GF AAS) (OZBEK & AKMAN
2016).

A Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Induzido por Micro-
ondas (MIP OES) é uma técnica com capacidade para determinagdo
multielementar, e tem como vantagens em relacdo aos espectrometros de
absorcdo atbmica por ndo usar gases téxicos e inflamaveis; e por possibilitar a
determinacao dos elementos refrativos ou formadores de carbonetos, devido a
temperatura do plasma ser mais alta que a da chama (OZBEK & AKMAN
2015).

O plasma de nitrogénio é considerado menor se comparado ao plasma
induzido de argbnio; esse plasma de menor energia reflete em limitacées ao
teor de acidez (maximo de 5% (v/v)) e de sélidos dissolvidos (3% (m/v))
remanescentes da decomposicdo das amostras (LEAO et al., 2018).

Sendo assim, a etapa de preparo das amostras é fundamental para a
eficiéncia das determinacdes, principalmente para diminuir interferéncias no
equipamento, como depdsitos na tocha do plasma, 0s quais sdo sais
dissolvidos que podem danifica-la. Os cuidados nas etapas de preparo de
amostra reduzem a necessidade de diluicbes posteriores da amostra, 0 que
aumenta os limites de deteccdo (OZBEK & AKMAN 2016; OZBEK et al.,
2016b).
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Neste contexto, 0 objetivo deste estudo foi desenvolver uma metodologia
que utiliza decomposi¢cdo acida com sistema de refluxo utilizando dedo frio, e
posterior determinagéo de Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn e Na por MIP OES em

produtos da cana-de-acucar.

4.2 Materiais e métodos

4.2.1 Reagentes e amostras

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e as solucdes
usadas foram preparadas com agua deionizada, obtida a partir de um sistema
de destilacdo de vidro modelo MAQ78/5 (Marconi, SP, Brasil) e, posteriormente,
eluida em um desionizador modelo CS1800 Evolution (Permution, PR, Brasil).
Foi utilizado HNO3 65% (v/v) (Vetec), bidestilado em destilador de quartzo MA-
075 (Marconi, Piracicaba, Brasil), H,O, 35% (m/v) (Dinamica) e pérolas de vidro
(Synth) para minimizar possiveis turbuléncias no sistema. D-glicose anidra
(Dextrose) (Synth, SP, Brasil) foi utilizada para a determinacdo do Contetdo
Residual de Carbono (CRC). As solugbes de calibragcdo foram preparadas a
partir de uma solucao estoque multielementar para ICP (Sigma-Aldrich, Suica)
contendo 100 mg L™ de cada analito.

Todas as vidrarias e frascos volumétricos utilizados foram previamente
descontaminados por imersdo em uma solucdo de HNO3z 10% (m/v) por 48
horas, sendo posteriormente lavados com &gua deionizada e secos a

temperatura ambiente. As amostras foram descritas no Capitulo 1 item 3.2.1.

4.2.2 Instrumentacao

Para as determinagBes multielementares foi utilizado um espectrébmetro
de emissdo Optica com plasma induzido por micro-ondas da Agilent
Technologies, modelo MP-AES 4200 (Melbourne, Australia), equipado com o
sistema de nebulizacdo convencional para introducdo da amostra no plasma do

tipo OneNeb inerte (Figura 9).
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Figura 9. Sistema de nebulizacdo convencional do espectrébmetro de emissdo 6ptica com
plasma induzido por micro-ondas.

Fonte: Agilent Technologies, 2014

Os gases utilizados para a geracao do plasma foram o nitrogénio obtido
a partir do ar atmosférico comprimido, gerado a partir de um gerador de
nitrogénio da Agilent 4107 (Melbourne, Australia), operando numa vazao de
gas de 20 L min™ e vazdo de gas para nebulizacdo de 1,5 L min™. Para
protecdo pré-optica foi utilizado um fluxo de ar comprimido de 25 L min™. Para
a ignicao do plasma foi utilizado ainda um pequeno fluxo de gas Argdnio (Ar)
com pureza de 99,996% (Linde, Barueri, SP). Os sinais de fundo foram
corrigidos de forma automatica por meio de subtracdo entre espectros do
branco e das amostras. As condicdes operacionais utilizadas para a
determinacao dos analitos estdo apresentadas nas Tabelas 10 e 11.
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Tabela 10. Condi¢Ges gerais de funcionamento do MIP OES para as determinacfes de

minerais em amostras de produtos da cana-de-acUcar

Parametros do instrumento Condicdes de operacéo
Frequéncia do Magnetron (MHz) 2450
Nebulizador Inert OneNeb
Spray chamber Cyclonic double-pass

Poténcia aplicada (kW) 1,0
Vazao de introducdo da amostra (mL min™) 2
Tempo de leitura (s) 3

Numero de replicatas 3

Tempo de estabilizacao (s) 15

Correcéo de sinal de fundo Automético

Tabela 11. Condicbes operacionais para determinacdo dos minerais por MIP OES em

amostras de produtos da cana-de-agucar

Analit Comprimento de onda Posicao de visualizagao Vazéo do nebulizador
nalito

(hm) (mm) (L min™
Ba 455,403 10 0,65
Ca 393,366 10 0,6
Cu 324,754 0 0,6
Fe 371,993 0 0,75
K 766,491 10 1,0
Mg 285,213 10 0,7
Mn 403,076 0 0,85
Na 588,995 0 1,0

Para a mineralizacdo das amostras foi utilizado um bloco digestor
convencional (Marconi, modelo MA 4025, Brasil), no qual os tubos de
decomposicdo foram acoplados ao sistema de refluxo (dedo frio) com um
encaixe de teflon dotado de uma ranhura lateral para alivio da pressao
(ORESTES et al., 2013). O sistema também possui circulacdo interna de agua
com temperatura controlada de 15 °C através de um banho termostatizado,
modelo Q-214M2 (Quimis, Diadema, SP, Brasil).
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4.2.3 Otimizacdo do método de preparo de amostra

O procedimento de decomposi¢cdo acida com sistema de refluxo foi
realizado pela pesagem em triplicata, de aproximadamente 1000 mg de
amostra diretamente nos tubos de decomposicdo, apéds foi adicionado 15
micropérolas de vidro e 5 mL de HNO3; 65% (m/v), e posteriormente foram
colocadas as rolhas de teflon e o dedo frio em cada tubo. O conjunto foi
posicionado no bloco digestor e submetido ao aquecimento, com circulacéo
continua de agua a aproximadamente 15 °C nas mangueiras acopladas ao
dedo frio.

Depois de concluido o processo de decomposicdo e 0 respectivo
resfriamento das amostras a temperatura ambiente, as solucdes resultantes
foram transferidas para frascos volumétricos e avolumadas a 50 mL com agua
deionizada. Para avaliar a eficiéncia do processo de decomposic¢éo foram feitos
estudos do teor de soélidos totais dissolvidos e da acidez remanescente das
solucdes resultantes, ao longo das otimizacdes (IAL, 2008- adaptado).

Para a otimizacdo do método foi utilizada uma amostra comercial de
acucar mascavo, por ser a matriz mais complexa dentre as avaliadas. Para o
estudo de otimizacdo considerou-se as seguintes variaveis: massa de amostra
(200-1000 mg), tempo (1-5 h) e temperatura de decomposicédo (150-180 °C).
Por fim, testou-se a adicdo de 1 mL de peréxido de hidrogénio (H,0;) 35% (v/v)
a 150 °C por mais uma 1 hora, com o intuito de aumentar o poder de oxidacao
e clarificagéo da solugéo.

Para todos o0s procedimentos de otimizacdo foram realizadas
determinacdes da acidez remanescente e o teor de solidos totais dissolvidos.

Para a determinacdo da acidez remanescente, uma aliquota de 500 uL
do digerido foi diluida em 25 mL de agua deionizada e titulada com NaOH 0,1
mol L™ previamente padronizado com biftalato &cido de potassio. Como
indicador, utilizou-se a fenolftaleina. A acidez foi calculada através da Equacéo
3, adaptada de (IAL, 2008).

ACIdEZ (%) = (VNaoH X CNaOH X MM HNO3 X 100) / Vpipetado Eq UaQéO 3

Onde:
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- Vnaon € 0 volume de NaOH, em litros, gasto na titulacao;

- Cnaon € a concentracdo real de NaOH, em mol L™

- MMynos € a massa molar do HNOg, em gramas por mol;

- Vpipetado € O VOlume, em litros, da aliquota da amostra utilizada para a

titulacao.

Para a determinacao do teor de solidos dissolvidos, uma aliquota de 5,0
mL do digerido foi transferida para um béquer vazio previamente pesado. O
béquer foi colocado em uma chapa de aquecimento, no interior de uma
capela,onde se deixou evaporar os acidos até secura. Logo apos, o residuo
contido no béquer foi seco em estufa a 180 °C por 1h, transferido para um
dessecador e pesado subsequentemente ao resfriamento, repetindo-se o
procedimento até obter peso constante.

A porcentagem de solidos presentes na amostra foi calculada através da
Equacéo 4, adaptada de Adolfo Lutz (IAL, 2008).

Sé“dOS (%) = (Pseco / Pamostra) Xloo Equa(;é.o 4

Onde:
- Pseco € @ massa, em gramas, da amostra seca,;
- Pamostra € @ massa, em gramas, da aliquota de 5,0 mL do digerido

Foi ainda levado em consideragao o volume total da amostra (50 mL).

Para a determinacdo do conteudo residual de carbono, foi preparada
uma solucdo a 5% de carbono pela dissolucdo da dextrose anidra em agua
deionizada. A curva de calibracdo foi construida em seis niveis de
concentracédo (0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0% m/v) com acidez residual de
3,0% (v/v), subsequentemente as amostras decompostas foram analisadas na
condigéo otimizada. O comprimento de onda do carbono usado nas medi¢des
foi 193,027 nm.

4.2.4 Parametros de mérito

Apos foi feito o estudo de validacdo do método, onde foram avaliados os
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parametros de mérito: inclinacdo (sensibilidade), linearidade, limites de
deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ), sendo instrumentais e do método, precisdo
e exatiddo. Todos os célculos empregados estado de acordo com as orientacdes
do guia de validacdo do INMETRO.

Curvas de calibracdo foram preparadas usando a solucdo em branco e
as solucoes padroes em 3,0% (v/v) HNOs. A faixa linear empregada foi 0,1 a
50 mg L' Os limites de deteccdo e quantificacdo foram avaliados
considerando trés e dez vezes o desvio e a média de dez replicatas da solucao
do branco, utilizando a curva de calibracdo (INMETRO, 2016).

A inclinacédo foi expressa pelo coeficiente angular da curva de calibragéo
para cada elemento. A linearidade foi avaliada pelo coeficiente de correlacdo
da curva de calibragdo (R?). Foram consideradas como satisfatérias as curvas
com valores de R? maiores ou iguais a 0,99. Para a obtencao dos valores dos
limites de deteccdo e quantificacdo do método, foram analisados os brancos
analiticos de cada analito e os mesmos foram calculados de acordo com as
definicbes:

O limite de deteccdo (LD) corresponde a quantidade minima que é
possivel ser detectada de um analito, isto €, € a menor concentracdo do analito
que pode ser detectada com seguranca, diferenciando-se do branco analitico.

Este parametro é calculado conforme a Equacéao 5.
LD=3SD/a Equacéo 5

Onde:
SD: desvio padrédo das dez medidas do branco

a: coeficiente angular da curva de calibracéo

O Limite de Quantificagdo (LQ) € conhecido como a menor concentracao
de um analito que pode ser determinada com um erro menor que 5%. Este
parametro é calculado de acordo com a Equagéo 6.

LQ=10SD/a Equacéo 6

Onde:
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SD: desvio padréo de dez medidas do branco;
a: coeficiente angular da curva da curva de calibragéo.
A precisdao de um método analitico € verificada através do valor do

desvio padréo relativo (RSD) sendo obtida através da Equacéo 7:

RSD (%) = (SD/X).100 Equacéo 7

Onde:
SD: estimativa de desvio padrao das medidas,
X: concentracdo média das medidas.

A exatiddo do método € definida como sendo a concordancia entre o
resultado de um ensaio e o valor de referéncia aceito como convencionalmente
verdadeiro. Para avaliar a exatiddo do método, devido a falta de material de
referéncia certificado de acucar, foi utilizado o método de adicdo de padréo,
onde a recuperacao do analito pode ser estimada pela analise das amostras
fortificadas com quantidades conhecidas do mesmo (Spike). As amostras foram
fortificadas com o analito em trés niveis de concentracdo: adigdo baixa, média
e alta. As concentracdes adicionadas foram baseadas nas concentracdes dos
analitos nas amostras e na faixa linear de trabalho das curvas analiticas,
obtidas por MIP OES. Todas as medidas foram executadas em triplicata
(INMETRO, 2016).

As recuperacdes foram avaliadas através da Equacéo 8:

Recuperacéo (%) = C1-C2 x 100/ C3 Equacéo 8

Onde:
C1 = concentragao do analito na amostra fortificada,
C2 = concentragao do analito na amostra nao fortificada,

C3 = concentracao do analito adicionada a amostra fortificada.
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4.3 Resultados e discussoes

4.3.1 Otimizagéo do preparo de amostra

4.3.1.1 Efeito da massa de amostra

O uso de maiores massas de amostras geralmente leva a necessidade
de diluicdo da amostra antes das analises; no entanto, massas maiores de
amostra também favorecem a obtencéao de melhores limites de deteccao para o
método proposto. Para isso, foram testadas massas de amostra de acucar
mascavo na faixa de 200 a 1000 mg. Em todas as condi¢cbes avaliadas houve

uma completa solubilizacdo da amostra (Figura 10).

El Acidez

—— Sélidos dissalvidos
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Figura 10. Otimizacdo da variagdo da massa de aglUcar mascavo para o sistema de
decomposicdo com refluxo em condi¢cdes fixas (5 mL de HNO;, 150 °C, 2 horas de

decomposicao, volume final de 50 mL).

De acordo com o gréfico, pode-se observar que a medida que a massa
de amostra foi aumentando, o teor de sdlidos dissolvidos também aumentou
(0,13-1,32% m/v, com desvio padrdo menor que 0,36%); no entanto, estes
valores néo ultrapassaram o limite de 3,0% (m/v) para soélidos dissolvidos e de
5,0% (v/v) para a acidez remanescente, parametros que sédo importantes para
verificar se a decomposicéo da matriz organica foi eficiente (LEAO et al., 2018).

Para a acidez, a medida que a massa de amostra aumentou, a acidez
diminuiu (6,15 a 3,77% v/v, com desvio padrdo menor que 0,1%), ou seja, mais

acido é requerido na decomposicado da matéria organica da amostra. Por conta
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disso, foi adotado a massa de 1000 mg de amostra para 0s estudos seguintes.

Em trabalho de NOGUEIRA e colaboradores (2009) também foi adotada
a massa de 1000 mg de melado para 15 mL de acido nitrico e de 1 mL de
acido perclérico para decomposicdo acida em chapa de aquecimento, sendo
que as amostras foram diluidas para 50 mL com agua deionizada. Neste
mesmo trabalho, os teores de Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn e foram determinados
por espectroscopia de absor¢cdo atdbmica com chama;, o P por
espectrofotometria no ultravioleta-visivel; e o Na e K por fotometria de chama
(NOGUEIRA et al., 2009).

4.3.1.2 Efeito do tempo e temperatura de decomposicao

Outros parametros importantes a serem avaliados no processo de
decomposicdo das amostras sdo o tempo de decomposicao e a temperatura do
bloco digestor. Observou-se que nos diferentes tempos (1-5 h) a 150 °C, a
acidez variou de 3,37% a 4,10% (v/v) com desvio padrao menor que 0,37%; e 0
teor de sdlidos totais dissolvidos de 1,12 a 1,99% (m/v), com desvio padréao
menor que 0,34% (Figuras 11a e 11b). Ao otimizar o tempo, foi observado que
a acidez e o teor de solidos dissolvidos tiveram variacbes mais acentuadas em
até 4h de decomposicdo, e apdés esse tempo mantiveram-se praticamente
constantes. Por conta disso, foi estabelecido para o tempo de decomposicéo
de 4 horas.

O tempo de decomposicdo de 4 horas também foi relatado no trabalho
de ORESTE e colaboradores (2016), para a determinacdo de metais em
amostras de leite em pd, onde os autores otimizaram o0 tempo de
decomposicdo em funcdo do conteddo de carbono residual. Estes autores
observaram que no tempo de 4 horas ocorreu o0 menor percentual de carbono;
e em menores tempos, como em 30, 60 e 90 minutos, um maior percentual de
carbono residual foi encontrado. Segundo os autores, menores tempos podem
nao ser suficientes para total decomposicdo de amostras com alto teor de

matéria organica.
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Figura 11. Otimiza¢&o da variagdo do tempo de decomposi¢éo do aglcar mascavo: (a) 150 °C,
1000 mg de amostra, 5 mL de HNO3, volume final de 50 mL. (b) 180 °C, 1000 mg de amostra, 5
mL de HNOs, volume final de 50 mL.

Ao testar a temperatura de 180 °C, os valores de acidez ficaram na faixa
de 2,97-3,70% (com desvio padrdo menor que 0,1%), e de sélidos dissolvidos
de 1,05 a 2,25% (com desvio padrdo menor que 0,1%) (Figura 11b). Assim,
observou-se que o uso de temperaturas mais elevadas nao representa uma
diminuicdo dos parametros de solidos dissolvidos e de acidez para as amostras
de aclUcar mascavo, permanecendo com valores proximos ao utilizar a
temperatura de 150 °C. Sendo assim, foi adotada a temperatura mais baixa
(150° C) para o estudo posterior com uso de peroxido de hidrogénio.

Temperaturas proximas a 150 °C foram usadas em outros trabalhos,
como por exemplo: para o preparo de amostras de carvao mineral (145 °C), e
na decomposicdo de amostras de cerveja (160 °C), ambos utilizando sistema
de decomposicdo acida com sistema de refluxo (OLIZ et al., 2016; LEAO et al.,
2018).

Na decomposicdo de materiais organicos por via Umida, com &cido
mineral sob aquecimento, torna-se possivel oxidar completamente a maioria
das amostras, deixando os elementos a serem determinados em formas
inorganicas simples, proprias para a analise. Temperaturas superiores ao ponto
de ebulicdo do azeotropo do acido nitrico formado com a agua (120 °C) sdo
necessarias para possibilitar maior eficiéncia nas quebras das ligacdes

carbono-carbono das moléculas organicas (KRUG, 2008).
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4.3.1.3 Efeito da adicéo de perdxido de hidrogénio (H205)

A utilizagdo de pequenas quantidades de H,O,, utilizado em combinagéo
com acidos minerais como o HNOg3, é bastante comum como tratamento final
para a remocdo de produtos coloridos que permanecem em solugcdo em
procedimentos para a oxidagcdo de materiais organicos. A utilizacdo de H,0,
apresenta a vantagem de ser um agente oxidante poderoso, onde a 4gua € o
anico produto de decomposicao, além de estar disponivel com alto grau de
pureza (KRUG, 2008). Desta forma, observou-se no presente estudo, que ao
se utilizar 1 mL de H,O, apGs a decomposicdo acida, as soluc¢des ficaram mais
limpidas, o que foi comprovado por menores teores de solidos dissolvidos
(0,41-1,58% com desvio padrdo menor que 0,19%) e de acidez (3,04-3,57%
com desvio padrdao menor que 0,14%) (Figura 12). A Figura 13 apresenta o

aspecto visual da solugédo apés decomposicao.

Fa] Acidez

—#— Solidos dissolvidos

%

1 23 4 5

Tempo (h)
Figura 12. Otimizacdo da variacdo do tempo de decomposi¢do do aglicar mascavo para 0
sistema de refluxo (150 °C, 1000 mg de amostra, 5 mL de HNO3 15 micropérolas, 1 mL de

H,O, por mais 1 h, volume final de 50 mL)
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Agucar + HNOs Aquecimento no bloco digestor e a reacdo de decomposigao

Ao final da decomposigado
com uso de HNO3 +H202

Figura 13. Etapas da decomposic¢édo, apresentando ao final, solu¢gdes com aspecto limpido.

Fonte: o autor.

Assim, foi possivel usar apenas HNO3; em associacdo com H,O, sem a
necessidade de usar outros reagentes oxidantes fortes e perigosos, como o
acido perclorico, que apresenta riscos de explosdo. Portanto, o uso do sistema
de refluxo permitiu o desenvolvimento de um método seguro e eficaz para a

decomposicao das amostras.

4.3.2 Procedimento de preparo de amostra otimizado

Como pode ser observado, a completa otimizagdo dos parametros para
o desenvolvimento do método de preparo de amostras de agucares permitiu o
uso de 1000 mg de amostra de acucar e 5 mL de HNO3; e 1 mL de H,0..

A decomposicao de amostras em bloco digestor com sistema de refluxo
apresenta vantagens como da massa de amostra e do volume de acido nao
serem parametros criticos para 0s experimentos e também pelo risco de
explosdes ser minimo (FERREIRA et al., 2013). FERREIRA e colaboradores
(2013) relatam que a principal desvantagem € que as solucdes residuais dos
processos de decomposicdo utilizando o sistema de refluxo geralmente

apresentam alta concentracdo de acido. Esse inconveniente, quando possivel,
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pode ser resolvido diluindo a solugéo final obtida do processo. Outra opc¢éo é
preparar as solugcdes das curvas de calibragdo com a mesma concentracao
acida das amostras digeridas, evitando assim o efeito da matriz. No presente
estudo, as solucdes resultantes da decomposicdo foram transferidas para
frascos de polipropileno e o volume final foi avolumado a 50 mL com agua
deionizada, e o procedimento de preparacdo da amostra foi otimizado para que
a acidez remanescente e os solidos dissolvidos totais fossem em menores
qguantidades e adequados para a determinacdo pelo MIP OES, sem a
necessidade de diluicdes sucessivas (Figura 14). Ao final, a acidez foi de 3,0%
(v/v) e, assim, as curvas de calibracdo foram construidas em 3,0% (v/v) de
HNOg, evitando assim o efeito da matriz.

Comparando com o sistema aberto, o sistema semifechado com refluxo
€ uma alternativa promissora, pois reduz a quantidade de reagentes e evita o
risco de contaminacgéo e perdas de volatilizacdo e, comparando com o sistema

fechado por micro-ondas, pode ser uma alternativa de menor custo.

4 4 N / =
85— v 4 Resfriar
d 1N | M
« L~ —p A = —_— |
1000 mg amostra @ C
J - S
5 mL HNO: (= 1 mL Hz02
150°C por 4h por mais 1h
a 150°C
Volume final . T —— )
50 mL Resiriar]

Figura 14. Esquema do procedimento de preparo otimizado para as amostras de produtos da

cana-de-acgucar.

Fonte: o autor.

4.3.3 Conteudo residual de carbono (CRC)

Embora o teor de sélidos dissolvidos totais seja importante e pode ser

uma medida indireta do contetdo residual de carbono (CRC), ndo tem a
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especificidade de identificar espécies de carbono, o qual pode ser uma maior
fonte de interferéncia nas determinacdes espectrométricas.

Para este proposito, o CRC foi avaliado em todas as amostras de
produtos da cana-de-acucar apO0s o procedimento otimizado, onde o valor
meédio de CRC para as amostras decompostas foi de 0,22% (m/v). Por ultimo, a
eficiéncia de decomposicao das amostras foi calculada, sendo superior a 90%.
O HNO;3; ndo é um agente oxidante suficientemente forte para mineralizar
completamente o material organico em sistemas abertos. Dependendo da
natureza da amostra, de 2 a 50% do teor de carbono original permanece como
material ndo decomposto (FLORES et al., 2008).

Entdo, no presente estudo, usando um sistema de decomposi¢cdo com
refluxo e semifechado, foi possivel obter baixo conteddo residual de carbono
nas solucdes das amostras decompostas, sendo inferior que os resultados de
sélidos dissolvidos totais, 0os quais incluem em sua composi¢cdo o contetdo
residual de carbono e a porgdo mineral, ndo sendo especifico para o carbono.

4.3.4 Parametros de mérito

Os parametros de mérito obtidos para as determinacdes de Ba, Ca, Cu,
Fe, K, Mg, Mn e Na em produtos da cana-de-acUcar estdo apresentados na
Tabela 12. Valores adequados de coeficiente de correlacdo linear ao quadrado
podem ser observados para todos os analitos (R*>> 0,999). As curvas de
calibracdo sédo apresentadas no apéndice. Os limites de deteccdo do método
variaram de 0,02 a 0,26 mg kg™ para todos os analitos e sdo adequados para a

determinacao de metais em amostras de acucar.
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Tabela 12. Parametros de mérito para a determinacdo multielementar em amostras de

produtos da cana-de-acUcar, utilizando MIP OES

Analito Inclinag_flo LD_l LQ_1 LD* i LQ* i
(Lmg") (mg L") (mg L") (mg kg™) (mg kg™)
Ba 863590 0,0006 0,0020 0,03 0,10 0,9998
Ca 1104199 0,04 0,13 0,03 0,08 0,9996
Cu 270331 0,0008 0,003 0,04 0,14 0,9999
Fe 22593 0,002 0,005 0,08 0,27 0,9999
K 100229 0,004 0,012 0,18 0,60 0,9998
Mg 470918 0,0006 0,002 0,03 0,11 0,9997
Mn 88915 0,0004 0,001 0,02 0,07 0,9999
Na 941553 0,005 0,012 0,26 0,89 0,9998

a: Sensibilidade da curva de calibracdo; R”: Coeficiente de correlagdo linear ao quadrado; LD: Limite de
deteccdo instrumental; LQ: Limite de quantificacdo instrumental; LD* Limite de detec¢do do método e LQ*
Limite de quantificacdo do método.

Para avaliar a exatiddo do método desenvolvido, foram empregados
testes de adicao e recuperacdo em trés niveis de concentracao para Ba, Cu,
Fe, Mn e Na (0,5; 1,0 e 1,5 mg L™); para Ca (2,0, 7,0 e 12 mg L™), para Mg
(4,5,6,5e85mgL™) eparakK (1,5 3,75 e 7,5 mg L™). O fator de diluicdo foi 5
para Ca e Mg e de 15 para K. As adi¢cdes foram baseadas nas concentracées
determinadas nas amostras e na faixa linear das curvas de calibracédo, e os trés
niveis de adi¢éo foram calculados considerando os valores de desvio padrédo
relativo de cada elemento multiplicado por dez, para garantir que algum ponto
estivesse abaixo da incerteza do método. Os resultados obtidos estdo na
Tabela 13. As recuperacdes médias para todos os analitos variaram de 80 a
119%, com desvio padrao relativo menor que 9,2%, exceto para o0 elemento
Na, na adicdo baixa (recuperacdo de 68%). Nas demais adi¢cdes, médias e
altas, foram obtidos valores de recuperagéao de 114 e 119 %, respectivamente,

sendo considerados satisfatorios.
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Tabela 13. Concentragbes de Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn e Na em acgUcar mascavo por MIP

OES, ap06s adicdes de diferentes concentraces (n=3)

Adicdo (mg L™ Encontrado (% + SD, mg L™ (RSD, %)) Recuperac&o (%)
Ba
0,0 0,02 0,01 (0,1) i
05 0,46 + 0,03 (6,7) 91
1,0 0,87 + 0,02 (2,9) 87
15 1,27 + 0,03 (2,7) 85
Ca
0,0 8,77 + 0,46 (5,2) -
2.0 1,62 + 0,13 (7,8) 81
7.0 6,20 + 0,55 (8,9) 88
12,0 9,70 £ 0,79 (8,1) 80
Cu
0.0 0,01 £ 0,00 (0,0) -
0.5 0,52 + 0,03 (5,9) 103
1,0 1,00 £ 0,04 (3,6) 100
15 1,48 + 0,07 (4,5) 98
Fe
0,0 1,03+ 0,01 (0,6) -
0,5 0,55 + 0,04 (6,6) 109
1,0 1,00 £ 0,03 (3,5) 100
1,5 1,57+0,12 (7,4) 105
K
0,0 21,45 + 0,08 (5,3) -
1,5 1,75+0,01 (0,1) 117
3,75 3,48 £ 0,02 (9,2) 93
7,5 8,05 £+ 0,006 (2,6) 107
Mg
0,0 6,80 « 0,44 (6,5) -
45 3,82 + 0,15 (4,0) 85
6,5 5,70 + 0,27 (4,9) 87
8,5 7,20 + 0,17 (2,4) 84
Mn
0.0 0,13 + 0,00 (0,0) -
0.5 0,52 + 0,03 (5,9) 103
1,0 1,01 £ 0,02 (2,8) 101
15 1,52 + 0,04 (3,1) 102
Na
0,0 1,17 + 0,01 (1,3) -
0.5 0,34+ 0,02 (5,1) 68
1,0 1,15+ 0,02 (1,3) 114
1,5 1,79 £ 0,05 (2,8) 119
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4.3.5 Analise elementar das amostras de cana-de-acucar

Nas Tabelas 14 e 15 estdo os resultados de concentracdo obtidos para
as concentracdes de Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn e Na nas amostras de
acucares (refinado, cristal, demerara e mascavo marca A) e nos demais
produtos da cana-de-acucar (melado e rapadura), respectivamente. Os valores
de desvio padréo relativo (RSD) foram inferiores a 9%, indicando uma boa
precisdo do método.

As concentracbes medidas de analitos, expressas em mg kg, foram
calculadas considerando o teor de umidade das amostras (Tabela 7). Os
resultados apresentados nas Tabelas 14 e 15 foram submetidos ao teste de
Tukey ao nivel de confianca de 95%, comparando semelhanca / diferenca entre
as amostras de aclUcares. Ao analisar as amostras de acucares mais
semelhantes (refinado e cristal), observou-se que nédo ha diferenca significativa
entre os resultados para os elementos investigados, exceto para o Na. Ao
comparar 0s acucares refinado e cristal com o demerara, foi observado
diferenca significativa para o contetdo de alguns elementos (Fe, K e Mg)

Ao comparar 0 aglcar mascavo com 0s outros acucares, foi observado
uma diferenga significativa entre as concentra¢cdes dos minerais, uma vez que
0 aclcar mascavo apresenta maior complexidade em relacdo aos demais
acucares. Ao analisar os produtos da cana-de-acucar (melado e rapadura), foi
aplicado o teste- t, por se tratar de duas amostras e observou-se diferenca
significativa para todos os elementos da Tabela 15 para o teste- t (P<0,05).

O conhecimento sobre a composi¢cdo dos alimentos € essencial para o
controle de qualidade, avaliacdo da ingestdo de nutrientes essenciais e
avaliacao dos riscos de exposicéo resultantes da ingestdo de metais (PINTO et
al., 2019). De acordo com os resultados do presente estudo, a ordem (de
macrominerais a micro) média dos elementos encontrados nas amostras de
acucares foi: K > Ca > Mg > Na > Fe > Mn > Ba > Cu. O mesmo
comportamento foi obtido para o melado e rapadura, com valores de
concentracdo variando na mesma ordem que nas amostras de acucar.

De acordo com os resultados apresentados nas Tabelas 14 e 15, pode-
se observar maior quantidade de Ca, Mg e K nos produtos de cana-de-agucar

menos processados, como no melado, na rapadura € no an]C&I’ mascavo, em
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comparacao aos produtos mais processados (acgucar refinado, acucar cristal e
acucar demerara).

Os valores de referéncia da TACO, para os acUcares refinado e
mascavo, rapadura e melado, sdo apresentados juntamente com os resultados
nas amostras comerciais analisadas da Regido Sul do Brasil. Com isso, pode-
se confirmar que os produtos mais processados perdem grande parte de seus
minerais, apresentando apenas pequenas quantidades ou tragcos, sendo que
alguns dos minerais ainda presentes nas amostras processadas, como o calcio
e 0 sodio, podem também serem oriundos do processamento industrial.

Cabe salientar que os valores da tabela TACO se referem as médias dos
resultados analiticos de no minimo trés, e no maximo de cinco amostras das
principais marcas comerciais dos produtos da cana-de-acUcar de diferentes
regibes do Brasil (LUCHINI, 2014). Segundo JAFFE (2015) ha uma ampla
dispersdo de dados sobre o conteldo de minerais em aclUcares mascavo, e
esta dispersdo deve-se as variedades de cana, tipo de solo, praticas de
fertilizacdo, condicfes de colheita e de processamento industrial, bem como os
tipos de acucares se organicos ou convencionais (LUCHINI, 2014; NOGUEIRA
et al., 2009).

LEE e colaboradores (2018) ao determinarem minerais em acucares
comerciais refinados e nao refinados da Coréia do Sul observaram que as
amostras nao refinadas apresentaram varios elementos essenciais como Ca,
Fe, K e Mg, estando o K em quantidades superiores (82 - 3930,17 mg kg™).
GUERRA & MUJICA (2010) também observaram que o K foi o mineral mais
abundante em rapaduras artesanais e produzidas experimentalmente, além de
conteudos superiores de Ca, Fe P, Na e Zn nas rapaduras artesanais.

Diferentemente de outros trabalhos, nos quais sao relatadas técnicas de
determinacdo como a Espectrometria de Emissdo Atbmica com Plasma
Indutivamente Acoplado (ICP OES) e a Espectrometria de Absor¢cdo Atémica
(LEE et al., 2018; GUERRA & MUJICA, 2010; LUCHINI, 2014), ndo ha na
literatura, ao nosso conhecimento, trabalhos que utilizem a técnica de MIP OES
para determinacdo de metais em produtos da cana-de-aglucar. Os minerais
contemplados na TACO (Ca, Fe, Mg, Mn, P, Na K, Cu, e Zn) foram
determinados pela técnica de ICP-OES, com mineralizagdo por via seca ou

Uumida, de acordo com a amostra (TACO, 2011).
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Tabela 14. Concentracdes de minerais nas amostras de agUcar por MIP OES. Valores em mg kg'l (n=3)

Referéncia TACO

Elemento AR AC AD AMA
Refinado : Mascavo

Ba <LD” <LD" <LD 0,990% + 0,001 (0,1) -

Ca 39,9°+ 3,1 (7,7) 55,4° + 4,8 (8,6) 67,8+ 2,2 (3,2) 333,3%+ 25,8 (7,7) 4:1270

Cu <LD" <LD" <LD" 0,490% + 0,001 (0,2) Tracos : 1,7

Fe 1,490°+ 0,002 (0,1) 0,990° + 0,001 (0,1) 2,990° + 0,005 (0,2) 47,9+ 0,5 (1,0) 0,1:83

K 42,1°+0,8 (1,9) 57,7°+ 0,3 (0,5) 182,55° + 0,68 (3,8) 678,7°+ 14,9 (2,1) 6 : 5220

Mg 7,6°+0,3 (3,9) 10,8°+ 0,3 (2,7) 37,5°+1,2 (3,2) 261,9% + 4,3 (1,6) 1:800

Mn <LD" <LD" <LD" 6,490% + 0,005 (0,1) Tracos : 20,3

Na 29,1+ 0,8 (2,7) 7,5°+0,5(6,6) 6,5°+ 0,5 (7,6) 7,15 + 0,58 (8,1) 12 : 250

Concentragdo média + Desvio padrao (Desvio padréo relativo%); <LD : inferior ao Limite de detec¢do do método

- : ndo ha referéncia na TACO. AR = acucar refinado; AC = agucar cristal; AD: acUcar demerara; AMA: aclicar mascavo marca A.
As médias foram comparadas por ANOVA, usando o teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%. Médias seguidas de mesma letra miniscula na linha
nao diferem estatisticamente.
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Tabela 15. Concentracbes de Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn e Na em amostras de rapadura e

melado determinados por MIP OES. Valores em mg kg™ (n=3)

Referéncia TACO

Elemento ME RA
Melado : Rapadura

Ba 0,76" + 0,03 (0,4) 0,460° + 0,004 (0,9) -

Ca 358,0" + 13,7 (3,8) 201,6° + 7,0 (3,4) 1020 : 300

Cu <LD® 0,460" + 0,004 (0,9) 8,4:1,7

Fe 69,1 + 0,9 (1,3) 38,7°+1,3(3,3) 54 : 44

K 1953" + 93 (4,8) 490° + 14 (2,9) 3950 : 4590

Mg 538" + 12 (2,2) 146,4° + 0,9 (0,6) 1150 : 470

Mn 17,00" + 0,06 (0,4) 5,54° + 0,05 (0,9) 26,2 :16,6

Na 169,3° + 3,6 (2,1) 199,2" + 2,8 (1,4) 40 : 220

Concentracdo média + Desvio padrdo (Desvio padrdo relativo%); <LQ : inferior ao Limite de
deteccéo do método; ME= melado; RA= rapadura.

- : ndo ha referéncia na TACO. As médias foram comparadas por ANOVA usando teste - t
(p<0,05). Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha ndo diferem pelo teste —t.

Na Tabela 16 estdo dados da concentracdo de minerais nas amostras
de aclUcar mascavo de diferentes marcas. De acordo com os dados foi
observado que a amostra oriunda de SP (AMB) apresentou as maiores
concentracdes de minerais para todos os elementos avaliados, enquanto uma
das marcas do RS (AMD) apresentou as menores concentracdes para todos os
elementos avaliados. Isso pode estar relacionado com os valores encontrados
do teor de cinzas nas amostras, pois a amostra oriunda de SP (AMB) foi a que
obteve o maior valor, e consequentemente teria 0 maior teor de minerais. A
amostra AMD apresentou um menor teor de cinzas, e consequentemente o teor
de minerais deveria ser o menor, o que foi confirmado no presente estudo. Os
valores de referéncia da TACO para 0 acgUcar mascavo, sdo apresentados

juntamente com os resultados nas amostras comerciais analisadas.
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Tabela 16. Concentragdes de minerais nas amostras de aglicar mascavo por MIP OES (n=3)

Amostras
Minerais Referéncia TACO*
. AMA AMB AMC AMD ,
(mg kg™) (mg kg™)
Ba 0,990° + 0,001 (0,1) 2,0° + 0,0006 (1,43) 0,5° + 0,0007 (6,7) <LD" -
Ca 333'3b + 258 (7,7) 1711,9% + 0,101 (6,8) 320,7b +0,0141 (3,4) 121,7° + 0,0566 (9,6) 1270
Cu 0,490 + 0,001 (0,2) 1,0% + 0,0006 (2,8) 0,5” £ 0,0006 (5,6) <LD* 1,7
Fe 47.9°+ 0.5 (1,0) 65,9% + 0,0346 (2,5) 1,3° £ 0,0231 (4,3) 0,8° £ 0,0115 (3,8) 83
K 678,7°+ 14,9 (2.1) 604,1° + 0,1473 (3,0) 298,4° + 0,0208 (2,2) 71,0° + 0,0513 (3,8) 5220
Mg 261,9° + 4,3 (1,6) 602,7% + 0,2381 (9,8) 293,4° + 0,0058 (1,9) 70,0°  0,0306 (2,1) 800
Mn 6,490b +0,005 (0,1) 6,9% + 0,0058 (4,0 3,0° £ 0,0006 (1,0) :I.,Od + 0,0006 (2,8) 20,3
Na 715°+ 0,58 (8,1) 28,7%° + 0,0625 (3,8) 18,9° + 0,1127 (7,8) 31,3% +0,1266 (7.5) 250

Concentracdo média + Desvio padrdo (Desvio padréo relativo (%); <LQ: inferior ao Limite de detecgdo do método - : ndo ha referéncia na TACO*- Tabela
Brasileira de Composicdo de Alimentos. As médias foram comparadas por ANOVA, usando o teste de Tukey ao nivel de significAncia de 5 %. Médias
seguidas de mesma letra mindscula na linha ndo diferem estatisticamente. AMA, AMB, AMC e AMD: acUcares mascavos marcas A, B, C e D.
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Logo, observa-se que para todos os valores de referéncia, as diferentes
marcas de acUcar mascavo apresentaram concentracbes dos minerais
inferiores as apresentadas pela tabela TACO, apenas AMB extrapolou o valor
médio para o conteudo de célcio (Ca). Esta amostra provém da regido Sudeste,
mais precisamente de S&o Paulo. As condi¢cbes climaticas e de solo desta

regido sao favoraveis ao cultivo, sendo a maior produtora de cana do pais.

4.4 Conclusodes

O método de preparo de amostra para a determinacdo de minerais
empregando a decomposicdo acida com sistema de refluxo com dedo frio,
demonstrou-se eficiente para as amostras de produtos da cana-de-acucar, 0
que foi comprovado pelos baixos valores de acidez remanescente, solidos
totais dissolvidos e teor residual de carbono, bem como pelo aspecto
visualmente limpido da solucdo final e muito adequada para a introducédo de
amostras no MIP OES por nebulizacdo convencional.

Devido a falta de material de referéncia certificado semelhante as
amostras analisadas, a exatiddo do método foi avaliada pela técnica de adicéo
de analito e apresentou boas recuperacdes, de 80 a 119%, exceto para 0 Na
na adicdo baixa, comprovando a exatiddo do método proposto. Além disto, o
preparo de amostra por decomposi¢cao acida em sistema de refluxo utilizado
pode ser uma alternativa mais econémica e segura que o sistema aberto, uma
vez que o sistema de refluxo com dedo frio ndo h& necessidade de substituicao
de acido, gerando menos residuo e diminuindo potenciais fontes de
contaminacgdo, o que € mais provavel de acontecer em sistemas abertos.

As concentracdes dos minerais nas diferentes amostras variaram
conforme o grau de processamento, sendo encontrados valores superiores
para as amostras menos processadas, acucar mascavo, mel e rapadura,
respectivamente. Pelo conjunto dos resultados, a metodologia desenvolvida foi
eficiente para a determinacdo de minerais em produtos com alto teor de aglcar

(diferentes tipos de acucar, melado e rapadura).
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5 CAPITULO 3 COMPOSTOS BIOATIVOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
EM PRODUTOS DA CANA-DE-ACUCAR DA REGIAO SUL DO BRASIL

5.1 Introducéo

A cana-de-acucar (Saccharum officinarum L), também conhecida como
cana nobre, € uma das culturas mais importantes industrialmente, devido ao
seu alto conteudo de sacarose e baixo teor de fibras, sendo a principal matéria-
prima (70%) para producdo do acgucar, sendo que os 30% restantes provém da
beterraba sacarina (KONG et al., 2015).

Para a producéo industrial do acucar, a cor € um indicador que afeta a
qualidade, e durante a remocao de pigmentos, varios compostos sao perdidos
parcial ou totalmente, conforme o tipo de acucar produzido. Os pigmentos
presentes no caldo de cana-de-acUcar séo principalmente devido a presenca
de alguns compostos fendlicos e de minerais (EGGLESTON, 2018; JAFFE,
2015).

Autores vém estudando a composicdo da cana-de-acucar e de seus
produtos néo refinados, com o objetivo de elucidar as propriedades funcionais
que estes alimentos podem proporcionar, além da conhecida funcao
energética. As propriedades descritas na literatura incluem atividade
antioxidante, antiprofilerativa, citoprotetiva e anticariogénica (PATON &
DUONG, 1992; TAKARA et al., 2002; DUARTE-ALMEIDA, et al., 2007,
DUARTE-ALMEIDA, et al., 2011; COLOMBO et al., 2005, JAFFE, 2012.,
KONG et al., 2015.; WEERAWATANAKORN et al.,, 2016). Todas estas
propriedades vém sendo correlacionadas aos compostos fendlicos presentes
na cana-de-agucar e seus coprodutos (JAFFE, 2015).

Os compostos fendlicos presentes no caldo da cana-de-acucar sao
originados do metabolismo secundéario da planta, e o grupo que mais se
destaca sédo os flavonoides, os quais ocorrem na forma livre (aglicona) como a
apigenina, luteolina, naringenina e tricina, ou como flavonas carbono-
glicosiladas a acucares (glicosideos), e em menor extensdo como
fenilpropandides (acidos fendlicos) (COLOMBO et al., 2005, DUARTE-
ALMEIDA, et al., 2011; JAFFE, 2015; SINGH et al, 2015; TAKARA et al.,
2002).
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Os compostos fendlicos, juntamente com as vitaminas C e E, e os
carotenoides, sao os principais antioxidantes fornecidos pela alimentacdo, os
quais a espécie humana ndo produz, e sdo muito importantes devido a
atividade antioxidante de sequestramento de radicais livres, tendo efeitos
positivos na prevencdo de doencas cardiovasculares, cancer, doencas
degenerativas, dentre outros males (KONG et al., 2015).

Autores também tém pesquisado a atividade antioxidante na cana-de-
acucar e nos seus produtos, sendo que ja foram identificados compostos com
atividade antioxidante superior ao alfa-tocoferol (TAKARA et al., 2002).

A presenca de compostos bioativos, principalmente de compostos
fendlicos, em produtos da cana-de-agucar, tem apontado que os produtos da
cana-de-acucar menos refinados, além de serem alimentos energéticos e
nutritivos, tém apresentado proporcionalmente maior conteudo destes
compostos, sendo justificativas para um maior consumo destes alimentos
(JAFFE, 2015; LEE et al., 2018).

Muitos dos compostos que conferem o aroma e sabor dos agUcares e
dos produtos da cana-de-acUcar, podem se originar através das reacdes de
Maillard durante o processamento industrial ou artesanal da cana-de-agucar
(ASIKIN et al., 2014; JAFFE, 2015; SEGUI et al., 2015).

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o conteddo dos
principais compostos bioativos, incluindo os compostos fendlicos, flavonoides e
carotenoides, além da atividade antioxidante in vitro (DPPH e ABTS) nos

produtos da cana-de-acUcar.

5.2 Materiais e métodos

5.2.1 Reagentes e amostras

Todos o0s produtos quimicos utilizados nas determinacdes
espectrofotométricas foram de grau analitico, incluindo: quercetina, acido
gélico, Folin Ciocalteu solugéao 2N, 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico (trolox) e acido 2, 2’azino-bis (3-
etilbenzotiazolina- 6-sulfonado) (ABTS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, 67 EUA) e

metanol (Merck, Alemanha). Ainda foram utilizados etanol, carbonato de sédio
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e persulfato de potassio (Vetec); acetona, éter de petroleo e cloreto de aluminio
(Synth), todos com grau para andlise. As amostras foram descritas no Capitulo
1item 3.2.1.

5.2.2 Instrumentacéo

Para as determinacdes espectrofotométricas foi utilizado um
espectrofotometro (mono feixe) para trabalhos na faixa visivel (325-1000 nm)

marca Biospectro SP-22.

5.2.3 Determinacdo dos compostos bioativos

5.2.3.1 Conteudo total de compostos fenélicos (CTCF)

Para a determinacdo do CTCF foram preparadas solu¢des a 10% (m/v)
em etanol 50% (v/v), de cada amostra. Desta solucdo homogeneizada, uma
aliquota de 500 pL foi utilizada na reagdao com 2,5 mL de Folin-Ciocalteu (0,2
Eg-g L") e ap6s 5 minutos, 2 mL de uma solucdo de carbonato de sédio
(Na;CO3 75 g L™ foi adicionada. Posteriormente as amostras foram deixadas
na auséncia de luz por duas horas. A absorbancia foi medida em
espectrofotdmetro a 760 nm, e os resultados obtidos foram relacionados com a
curva padréao construida com acido gélico na faixa de concentracéo entre 0 e
200 mg L™ Os resultados foram expressos em miligramas de equivalentes
(EQ) de acido galico por 100 gramas de amostra (BUENO-COSTA et al., 2016).

5.2.3.2 Conteudo total de flavonoides (CTF)

Para determinacao do CTF, soluc¢des a 10% (m/v) em etanol 50% (v/v)
foram preparadas e homogeneizadas. A reacgao foi realizada com 5 mL de
tricloreto de aluminio (AICl3) 2% (m/v) em metanol e 5 mL de amostra. Apos
homogeneizacdo, a mistura foi deixada no escuro por 30 minutos. A
absorbéancia foi determinada a 415 nm, e a curva padrdo foi construida com
quercetina na faixa de concentracdo entre 0 e 40 mg L™. Os resultados foram

expressos em miligramas de equivalentes de quercetina (EQ) por 100 gramas
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de amostra (BUENO-COSTA et al., 2016).

5.2.3.3 Conteudo total de carotenoides (CTC)

A determinacdo do conteudo total de carotenoides foi realizada
utilizando-se 5 g de amostra, a qual foi extraida com os solventes acetona e
éter de petroleo. A leitura do extrato final foi realizada em espectrofotémetro a
450 nm, usando éter de petréleo como branco. O CTC foi expresso em pg g™
de B-caroteno (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999) e a Equacéo 9 foi utilizada para o
calculo.

Carotenoides totais (ug g™*)* = Absorbancia x volume do extrato(mL)x10°

2500 x 100 x g de amostra

(Equacéo 9)

*Expresso em [(3-caroteno.

5.2.4 Atividade antioxidante in vitro

5.2.4.1 DPPH

A técnica de captura de radicais DPPH (2,2 difenil-1-picril-hidrazil) foi
adaptada de outros trabalhos (BUENO-COSTA et al., 2016; LEE et al., 2018;
SEGUI et al., 2015), onde foram testadas diferentes concentra¢ées de solucdes
das amostras em etanol 50% (v/v) e de solugcédo de DPPH, para todos os tipos
de amostras.

Observou-se que ao utilizar 500 yL da solucdo de cada amostra na
reacdo com 3900 pL de solucdo de DPPH em metanol (0,02mg.mL™), obteve-
se bons resultados para todos os produtos. A mistura foi homogeneizada e
permaneceu durante 30 min a temperatura ambiente e, em seguida, a
absorbéancia foi medida no comprimento de onda de 517nm. A curva padréao foi
construida com trolox na faixa de concentracdo entre 0 e 2000 pM. Os
resultados da atividade antioxidante foram calculados através da equacéo da
reta expressa por y = -0,0012 x + 0,5765 (R?*=0,9902), e os resultados foram

expressos em pM de trolox g™.

94



5.2.4.2 ABTS

A técnica de captura de radicais acido 2, 2'azino-bis (3-
etilbenzotiazolina- 6- acido sulfénico) (ABTS™) foi adaptada de outros trabalhos
(BUENO-COSTA et al., 2016; RE et al., 1999; RUFINO et al., 2007). O ensaio
de ABTS foi feito utilizando a mesma solucao utilizada no método do DPPH. Na
reacdo foi usado 100 pL de solugdo e 3900 pL de solugdo ABTS
(0,700+0,05nm), homogeneizada e deixada em repouso durante 6 minutos. A
absorbancia foi medida no comprimento de onda de 734 nm, e a curva padréo
foi construida com trolox na faixa de concentracdo entre 0 e 2000 uM. Os
resultados foram calculados através da equacao de reta expressa por y = -
0,0003 x + 0,6895 (R?=0,9979), e os resultados foram expressos em pM de

trolox.

5.2.5 Anédlise estatistica

Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata e expressas pela
média + desvio padrao (n=3). Os resultados foram avaliados por meio de
andlise estatistica descritiva dos dados utilizando a analise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05).

5.3 Resultados e discussdes

5.3.1 Conteudo total de compostos fendlicos (CTCF)

A cor mais clara no caldo é importante para obtencdo do acucar
refinado, e os compostos fendlicos sdo um problema na industrializacdo do
acucar branco e por isso sdo removidos no processo. No presente estudo, a
quantificacdo dos CTCF foi baseada em uma curva de calibragdo de (Y=
0,0096 x — 0,0012), apresentada no apéndice, constituida de 7 niveis de
concentracdo, a qual apresentou coeficiente de correlagéo linear de 0,9930,
indicando ser adequada para a quantificacdo dos compostos fendlicos. A
Figura 15 representa a comparacdo visual entre a cor nas amostras (parametro

fisico-quimico descrito no capitulo 1) dos diferentes produtos avaliados (AR,
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AC, AD, RA, AMA e ME) e a cor obtida na reacdo com Folin para a avaliacao
do CTCF. Quanto mais intensa a coloracao azul, maior a intensidade da reacao

colorimétrica entre os componentes da amostra e o reagente de Folin, e

consequentemente maior o teor de compostos fendlicos.

1991U 47410 31231U 213421U 244821U 13959 IU

Figura 15. Comparagéo visual de cor nas amostras e da reacdo de Folin na determinacédo do
CTCF.
Fonte: o autor

Os teores de compostos fendlicos variaram significativamente de 3,01
(AC- acUcar cristal) a 279,56 mg EAG 100 g* (ME- melado), com valores de

desvio padréo inferiores que 23,6 (Tabela 17).

Tabela 17. Conteudo total dos principais compostos bioativos nos produtos da cana-de-aglcar
(n=3).

Amostras CTCF 1 CTF 1 CTC 1
(mg EAG 100g™) (mg EQ 100 g™) (ug B caroteno g™)
AR 3,91°+0,8 0,63°+ 0,04 0,59” + 0,003
AC 3,01°+ 0,25 0,69°+ 0,01 0,99+ 0,34
AD 11,92°+ 0,43 1,78%+ 0,06 0,91+ 0,04
AMA 129,88°+ 1,4 8,29°+ 0,28 1,09°+ 0,01
AMB 235,69°+ 23,6 28,33%+ 0,56 1,23°+ 0,02
AMC 128,29°+ 3,4 8,66°+ 0,35 0,57+ 0,04
AMD 111,92+ 7,8 9,34+ 0,15 0,18+ 0,1
RA 89,22+ 0,5 6,63+ 0,02 437%+1,1
ME 279,56%+ 8,5 10,18°+ 1,08 0,73+ 0,08

As médias foram comparadas por ANOVA, usando o teste de Tukey ao nivel de significancia
de 5%. Médias seguidas de mesma letra minldscula na coluna diferem estatisticamente.

AR = acucar refinado; AC = acglcar cristal; AD: aclcar demerara; AMA, AMB, AMC e AMD:
acucares mascavos marcas A, B, C e D, RA: rapadura e ME: melado.

Outros autores relatam a mesma tendéncia em teores inferiores de
compostos fendlicos em acucar refinado e teores superiores nos agucares nao
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refinados; 0,39 a 321,24 pg EAG mg™, determinados em amostras de agucar
branco e acucar mascavo, respectivamente, comercializados na Coréia do Sul
(LEE et al.,, 2018). Em amostras de produtos da cana comercializados em
Valéncia (Espanha), o conteudo total de compostos fendlicos néao foi detectado
em aclcar branco, e foi na faixa de 0,371-0,800 mg EAG g* em diferentes
tipos de acticar mascavo com diferentes coloracdes, 1,00-2,33 mg EAG g* em
rapaduras e 2,62 mg EAG g™ em mel de cana (SEGUI et al., 2015). No estudo
de BARRERA et al. (2020) ao avaliar compostos fenélicos em amostras de
rapaduras, melado e acucar mascavo o teor de fendlicos variou na faixa de
0,587-3,64 mg EAG g™.

Em amostras de agucares ndo centrifugos de diferentes cultivares da
Tailandia, o conteudo total de compostos fendlicos variou de 2,33-13,95 mg
EAG g™. Diferencas no processamento, bem como a origem e cultivar da cana-

de-acUcar pode ser responsavel por estas diferencas (KADAM et al., 2008).

5.3.2 Conteudo total de flavonoides (CTF)

Os flavonoides sdo uma importante classe de produtos naturais
presentes nas plantas como metabdlitos secundarios, e estdo associados a um
amplo espectro de efeitos promotores de salde, tendo importantes atividades
biolégicas como atividade antioxidante, anti-inflamatério, anti-mutagénico e
anti-carcinogénico (PANCHE et al.,, 2016). Dentre os compostos fenolicos
presentes no caldo de cana-de-agUcar destacam-se os fenilpropanoides e os
flavonoides. Com relacdo aos flavonoides, os principais sao flavonas agliconas
e na forma ligada (glicosiladas) como apigenina, naringenina, luteolina e tricina
(DUARTE-ALMEIDA et al., 2011; WEERAWATANAKORN et al., 2016).

No presente estudo, a quantificacdo do CTF foi realizada utilizando uma
curva de calibracdo (Y = 0,0338 x — 0,0579) apresentada no apéndice, com 9
niveis de concentracdo de quercetina, a qual apresentou coeficiente de
correlacao linear de 0,9932, indicando adequada linearidade. O teor de
flavonoides nas amostras analisadas foi entre 0,63 a 28,33 mg EQ 100 g* de
amostra, com valores de desvio padrao inferiores ou iguais a 1,08 (Tabela 17).

Cabe ressaltar que o teor de flavonoides é uma parcela do teor total de

compostos fendlicos, uma vez que outros compostos também podem estar
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presentes como alguns compostos de alto peso molecular formados pelas
reacbes de escurecimento ndo enzimatico e de caramelizacdo. Além do
método de Folin ndo ser especifico e pode reagir com outros interferentes
como proteinas, acucares redutores, vitamina C e compostos gerados durante
0 processamento dos agucares.

Acidos fenolicos foram avaliados no presente estudo com o mesmo
método utilizado por BUENO-COSTA e colaboradores (2016), no entanto nédo
foi possivel a quantificagdo. Segundo o estudo de ALMEIDA (2006) foi
confirmada a perda de compostos fendlicos durante o processamento industrial
do acucar. Segundo o autor nos colmos da cana-de-acUcar foi evidenciado
altas concentragbes de &cido clorogénico e cumarico e baixos teores de
flavonoides, no decorrer do processamento foi verificado perdas significativas
de acidos cindmicos e aumento dos teores de flavonoides, sendo os maiores
teores observados no xarope de cana e no agucar VHP (ALMEIDA, 2006).

No estudo de BARRERA et al. (2020) &cidos hidroxicinAmicos
especificos (clorogénico, cafeico, cumarico, ferdlico) e flavonas (apigenina,
tricina, luteolina) foram identificadas e quantificadas nos produtos da cana.
foram identificados e quantificados em produtos da cana-de-acucar. Tricina e
apigenina foram os fendlicos mais abundantes nos aglcares mascavos, ambos
considerados importantes constituintes bioativos de alimentos que postulam
como nutracéuticos, agentes antiproliferativos e quimiopreventivos. Alguns
derivados e seus extratos também exibiram propriedades antibacterianas
contra  Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus  (bactérias
cariogénicas).

Em nosso estudo, da mesma forma que os compostos fendlicos, teores
superiores de flavonéides foram encontrados na rapadura (RA), no acglcar
mascavo (principalmente na amostra AMB) e no melado (ME) e teores
inferiores nos acucares refinados (AR) e cristal (AC). Importante destacar que
os produtos com maior teor de compostos fendlicos também apresentaram
maiores teores de flavonoides e coloracdo mais escura (Figura 16). Esta
mesma tendéncia esta de acordo com o relato de outros estudos (LEE et al.,
2018; SEGUI et al., 2015; WEERAWATANAKORN et al., 2016).

98



Figura 16. Avaliacdo visual da cor durante o procedimento de deteminacdo do conteldo de
flavonoides nas amostras.

Fonte: o autor.

5.3.3 Conteudo total de carotenoides (CTC)

O CTC foi baixo para todas as amostras (na ordem de pg g*), sendo os
menores valores (0,59; 0,57 e 0,18) encontrados para o acucar refinado (AR) e
0 acucar mascavo (AMC e AMD). Os maiores teores de carotendides (1,23 e
4,37) foram determinados respectivamente no agucar mascavo (AMB), o qual
também apresentou dentre os acucares avaliados a maior coloracdo (67217
Ul), e narapadura (RA) (Tabela 17).

Em geral amostras acucaradas apresentaram baixos teores de
carotenoides em estudos que avaliaram carotenoides em mel de abelhas (0,56
a 6,19 mg kg™) expressos em B-caroteno (BUENO-COSTA et al., 2016), e
maior contetido no mel de laranjeira (4,72 mg B-caroteno kg™) (BOUSSAID et
al., 2018). Nos acucares da cana pode haver a perda parcial destes compostos
em funcdo da temperatura utilizada durante o processamento artesanal ou na

industrializagéo (purificacao, refino e etapas de concentracao).

5.3.4 Atividade antioxidante in vitro (DPPH e ABTS)

Os resultados da atividade antioxidante in vitro determinados pelos
métodos DPPH e ABTS estdo na Tabela 18. As curvas de calibracdo estdo no
apéndice. De forma geral, as amostras dos produtos que apresentaram cor
mais escura (ICUMSA), obtiveram maiores conteudo de fendlicos, flavonoides
e atividades antioxidantes, como o melado (ME) a amostra AMB. As amostras
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de acucares brancos (AC- cristal e AR- refinado) ndo mudaram visualmente a
coloracdo dos reagentes DPPH e ABTS, apresentando apenas pequena
alteracdo da absorbéancia registrada no equipamento; onde os valores
calculados através da curva de calibracdo foram 10,88-9,99 e 14,03-14,08 uM
trolox g* pelo DPPH e ABTS, respectivamente. No entanto, as amostras de
acucar mascavo AMB e do melado (ME) apresentaram alta atividade
antioxidante, por ambos os métodos, de 184,7-275,33 e 1087,11-1263,46 ym
trolox g* por DPPH e ABTS, respectivamente.

Tabela 18. Atividade antioxidante nos produtos da cana-de-agucar (n=3).

Amostras DPPH 1 ABTS 1
(UM trolox.g™) (UM trolox.g™)
AR 10,88%+ 0,64 14,03%+ 3,20
AC 9,99% + 1,29 14,08% + 3,25
AD 24,81°°+ 1,88 234,2"+ 11,09
AMA 104,59°° + 0,87 495,34+ 4,88
AMB 184,70 + 13,95 1087,11°" + 17,57
AMC 108,49 + 3,69 498,7% + 27,02
AMD 93,40+ 7,76 260,41+ 37,01
RA 131,58%® + 4,86 555,82 + 18,14
ME 275,33+ 2,31 1263,46™ + 76,02

As médias foram comparadas por ANOVA , usando o teste de Tukey ao nivel de significancia
de 5 % e teste - t (p<0,05). Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna nédo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey e médias seguidas de letra mailscula na linha néo
diferem pelo teste- t.

*Amostras ndo significativas para o teste- t.

AR = acgucar refinado; AC = agucar cristal; AD: aglucar demerara; AMA, AMB, AMC e AMD:
aclcares mascavos marcas A, B, C e D, RA: rapadura e ME: melado.

As diferengas significativas nos resultados observados entre os métodos
ABTS e DPPH (teste -t), exceto para as amostras AR e AC, podem ser em
funcdo do método ABTS ser um ensaio de descoloracdo aplicavel a ambos
antioxidantes, lipofilicos e hidrofilicos, incluindo flavonoides, hidroxicinamatos,
carotenoides e antioxidantes plasmaticos (RE et al., 1999), o ensaio usando
DPPH tem sido muito utilizado para avaliar a capacidade antioxidante de frutas,
0 método apresenta vantagens quando os antioxidantes analisados sao mais
sollveis em solventes organicos, e por ser um radical livre estavel e estar

disponivel comercialmente, o que evita sua geracao por distintas formas (como
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ocorre com o método ABTS) o que facilita seu uso (LIMA, 2008). Outra
explicacdo para diferengca entre os métodos pode ser em fungdo da
sensibilidade dos compostos antioxidantes em relagdo as espécies radicais
(LEE et al., 2018).

Para uma melhor comparacdo visual, o contelddo dos compostos
bioativos e as atividades antioxidantes das amostras avaliadas estdo
apresentados na forma de gréficos na Figura 17.

Compostos fendlicos totais Flavonoides Carotenoides
(mg EAG 100 g) (mg EQ 100 g) (Mg B caroteno g-)
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Figura 17. Graficos representativos do conteddo dos compostos bioativos e da atividade
antioxidante de amostras de agUcar e produtos da cana-de-agucar.
Fonte: o autor

Relatos da literatura apontam para a atividade antioxidante de produtos
da cana-de-acucar. PAYET et al. (2005) ao avaliarem sete variedades de
acucares marrons, observaram que 0s extratos de diclorometano exibiram
atividades antioxidantes de 14-69% frente ao radical DPPH e de 34-54%
frente ao radical ABTS. INAFUKU et al. (2007) relataram a atividade
antioxidante de 328-446 pmol equivalente de trolox g™ em trés variedades de
Kokuto (um acgucar da cana ndo centrifugo) no Japdo. O mesmo grupo de
pesquisa também demonstrou alta atividade antioxidante, de 504 pmol
equivalente de trolox g*, da fracdo fendlica de Kokuto (LEE et al., 2018;
OKABE et al., 2009).

101



Importante citar também que nos produtos da cana-de-agucar, 0
tratamento térmico durante o processamento pode produzir produtos da reacao
de Maillard, os quais podem aumentar a capacidade antioxidante, devido a
formacdo de compostos de alto peso molecular oriundos das transformacodes
quimicas durante o processamento do acucar, como as melanoidindas, além
de outros compostos da reacdo de Maillard como furanos, furanonas, 5-
hidroximetilfurfural, dentre outros, produzidos na degradacdo térmica dos
carboidratos (JAFFE, 2015; SEGUI et al., 2015). (SEGUI et al., 2015). SEGUI
et al. (2015) estudaram a influéncia do tratamento térmico na atividade
antioxidante de produtos da cana e concluiram no estudo que o tratamento
térmico ndo produziu uma mudanca severa na capacidade antioxidante, e que
as propriedades antioxidantes das rapaduras particularmente ndo foram
afetadas. Os autores relatam no estudo que dependendo da combinacdo de
tempo e temperatura usados no processamento, a atividade antioxidante das
amostras reduziu, ou ndo foi afetada ou ainda apresentou um aumento.
Tempos curtos e baixas a médias temperaturas podem destruir 0s
antioxidantes naturalmente presentes nas amostras, e a intensificacdo do
tratamento térmico poderia originar novos compostos, inclusive com maior
atividade.

No presente estudo, todas as amostras de acucar mascavo (MA), aclUcar
demerara (AD), rapadura (RA) e o melado (ME), apresentaram atividade
antioxidante, pela ocorréncia da reacdo com ambos reagentes DPPH e ABTS.
No entanto, o melado de cana oriundo do RS (ME) e a amostra de acucar
mascavo oriunda de Sao Paulo (AMB), apresentaram maiores teores de todas
as classes de compostos bioativos avaliados, dentre os acuUcares estudados.
Isto pode estar relacionado ao fato da regido Sudeste reunir as caracteristicas
ideiais para o desenvolvimento da cana. No estado do Rio Grande do Sul a
Embrapa Clima Temperado vem desenvolvendo estudos de gendétipos de cana
que se adaptem as condic¢fes climaticas do estado, incluindo boa tolerancia ao
frio e ao déficit hidrico, alta produtividade e qualidade, elevado teor de acucar e

com resisténcia as pragas e doencas (BORGES FILHO et al., 2019).
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5.4 Conclusdes

Os resultados do presente trabalho confirmaram que os produtos néo
refinados da cana exibiram maior atividade antioxidante in vitro frente ao DPPH
e ABTS, e maior conteldo de compostos bioativos quando comparados com 0s
produtos da cana mais refinados.

Produtos da cana-de-agUcar mais processados perdem importantes
propriedades nutricionais e atividade antioxidante. Observou-se, em geral, nas
amostras do aclUcar mascavo oriundo de SP (AMB) e no melado maiores
teores de compostos bioativos e maior atividade antioxidante.

Em geral, para a maioria das avaliacdes, ndo foram observadas
diferencas significativas nas determinacdes entre os tipos de acucar mascavo
oriundos do estado do Rio Grande do Sul; no entanto, ao comparar com a
amostra de S&o Paulo, foram observadas diferengas significativas.

A substituicdo dos acucares refinados por acucares nao refinados pode
ser uma alternativa na dieta com efeitos benéficos para a salde, devido a
presenca de maior conteldo de minerais e de compostos bioativos além de

maior atividade antioxidante.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo atingiu os objetivos propostos. No 1° Capitulo, as
amostras de aclUcar mascavo, rapadura e melado apresentaram valores
superiores de cinzas, umidade, acucares redutores (glicose e frutose) e
menores teores de sacarose, valores inferiores de parametros de cor (L, a e b)
e superiores pelo método ICUMSA, na comparagdo com o0s acgucares
industriais (refinado, cristal e demerara), 0s quais apresentaram a sacarose
como o agucar majoritario.

No 2° Capitulo, o método de preparo de amostra para a determinacéo de
minerais empregando a decomposi¢do acida com sistema de refluxo com dedo
frio, mostrou-se preciso e eficiente, o que foi comprovado pelos baixos valores
de acidez remanescente, solidos totais dissolvidos e teor residual de carbono,
bem como pelo aspecto visualmente limpido da solucao final e muito adequada
para a introducdo de amostras no MIP OES por nebulizagdo convencional. As
concentracbes dos minerais nas diferentes amostras  variaram
significativamente, sendo encontrados valores superiores para amostras de
acucar mascavo, melado e rapadura. Pelo conjunto dos resultados, o método
desenvolvido foi adequado para a determinacdo de minerais em produtos com
alto teor de acucar.

No 3° Capitulo, os resultados do presente trabalho confirmaram que os
produtos nao refinados da cana exibiram maior atividade antioxidante in vitro e
maior conteudo de compostos bioativos quando comparados com os produtos
da cana mais refinados, os quais perdem importantes propriedades nutricionais
e capacidade antioxidante. A substituicdo dos acucares refinados por acucares
nao refinados pode ser uma alternativa na dieta com efeitos benéficos para a
saude.

O artigo referente ao segundo capitulo foi aceito em janeiro de 2020
para publicacdo na revista Analytical Methods (DOI: 10.1039/C9AY02675D). O
segundo artigo encontra-se em fase de submisséo.

Ainda, pretende-se realizar um estudo futuro em parceria sobre a
“Avaliagdo sensorial e do perfil volatil de produtos da cana da Regido Sul do

Brasil”.
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Como sugestdes para trabalhos futuros: avaliacdo de minerais,
compostos bioativos e atividades antioxidantes em produtos de mesma
matéria-prima (cana-de-acUcar), estudo sobre o0s compostos bioativos
individuais em produtos da cana-de-acUcar apOs preparo de amostra e
determinacdo por Cromatografia liquida acoplada a detectores como

ultravioleta ou espectrometro de massas.

105



7 APENDICE
CURVAS — MINERAIS (Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na)
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Intensity

Intensity
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Intensity

Mn {403.076 nm) Calibration
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CURVAS- BIOATIVOS

Absorvancia
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CURVAS - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Curva- DPPH
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