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RESUMO

Este trabalho estuda a relacdo da formacéo de cor associada a presenca de compostos
fendlicos encontrados durante o processamento da cana-de-agucar, desde a matéria-prima in
natura até & obtencdo do acucar VHP. Todas as amostras coletadas e analisadas nesta
pesquisa foram obtidas em parceria com duas usinas produtoras de agucar VHP do estado de
Alagoas. Foi avaliada a cor do caldo de cana-de-aglicar em um planejamento experimental 22,
tendo como variaveis independentes: concentragdo de impureza vegetal (5 e 10%), variedade
de cana (RB92579 e VAT90-212) e tipo de colheita (mecanizada e manual). A maior
intensidade de cor (27365 Ul) foi encontrada na variedade RB92579 e colheita mecanizada,
onde a concentracdo de impureza vegetal ndo apresentou influéncia significativa, dentro dos
limites pré-estabelecidos para este estudo. A variedade VAT90-212 colhida manualmente
apresentou menor indice de cor. A variedade da cana-de-acUcar foi a varidvel que obteve
maior influéncia sobre a cor, confirmando que o gendétipo RB92579 fornece um caldo mais
escuro ao processo de fabricacdo de acUcar. Foi constatado que a colheita mecanizada
promove escurecimento do caldo de cana-de-acUcar. Os polifenois catequina (CAT), acido
clorogénico (ACL), acido cafeico (ACF), vanilina (VAN), seringaldeido (SIR), acido p-
cumarico (ACU), cumarina (CUM) e rutina (RUT) foram quantificados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). O acompanhamento do processo de fabricacdo de acglcar
VHP foi realizado em seis pontos do processamento da cana-de-agUcar, os quais foram
designados da seguinte forma: caldo cru, caldo misto, caldo caleado, caldo clarificado,
xarope, massa cozida. Os maiores indices de ACL, SIR e CUM foram obtidos no produto de
cristalizacdo da sacarose (massa cozida), da mesma forma que a cor, fendis totais e o
contetdo total de polifendis. ACL foi o polifenol predominante nas amostras de caldo
clarificado, xarope, massa cozida e aglcar VHP, nesta Gltima com concentracfes acima de
50%. A presenca de compostos fenolicos proporcionou diferentes indices relacionados a cor
durante o processo de producdo. Nesse contexto, o &cido clorogénico (ACL) foi 0 composto
que apresentou os resultados mais expressivos, contribuindo de forma significativa na
formacdo de cor nos produtos de processamento da cana-de-acUcar, fato este ainda néo
reportado na literatura. A cor dos cristais agicar VHP também teve relacdo positiva com a

concentracdo dos fendlicos, com maior evidéncia para ACL.

Palavras-chave: aclUcar VHP; cana-de-acucar; compostos fendlicos; cor; &cido

clorogénico.



ABSTRACT

This work studies the relationship between the formation of color associated with the
presence of phenolic compounds found during the processing of sugarcane, from raw material
in natura to obtaining VHP sugar. All samples collected and analyzed in this research were
obtained in partnership with two VHP sugar producing plants in the state of Alagoas. The
color of sugarcane juice was evaluated in an experimental design 23, having as independent
variables: concentration of impurity (5 and 10%), sugarcane variety (RB92579 and VAT90-
212) and type of harvest (mechanized and manual). The highest color intensity (27365 1U)
was found in the variety RB92579 and mechanized harvest, where the concentration of
vegetable impurity did not have a significant influence, within the limits established for this
study. The VAT90-212 variety harvested manually had the lowest color index. The variety of
sugar cane was the variable that had the greatest influence on color, confirming that the
RB92579 genotype provides a darker juice for the sugar manufacturing process. It was found
that mechanized harvesting promotes browning of sugarcane juice. The polyphenols catechin
(CAT), chlorogenic acid (ACL), caffeic acid (ACF), vanillin (VAN), syringealdehyde (SIR),
p-coumaric acid (ACU), coumarin (CUM) and rutin (RUT) were quantified by high-
performance liquid chromatography (HPLC). Monitoring of the VHP sugar manufacturing
process was carried out at six sugarcane processing points, which were designated as follows:
raw juice, mixed juice, lime-treated juice, clarified juice, syrup, massecuite, and VHP sugar.
The highest concentrations of ACL, SIR and CUM were obtained from the sucrose
crystallization product (massecuite), similarly to the parameters of color, total phenols and the
total polyphenol content. ACL was the predominant polyphenol in the samples of clarified
juice, syrup, massecuite and VHP sugar, with the latter presenting concentrations above 50%.
The presence of phenolic compounds provided different indices of color during the
production process. In this context, chlorogenic acid (ACL) was the compound that presented
the most expressive results, contributing significantly to the formation of color in sugarcane
processing products, a fact that has not yet been reported in the literature. The color of the
VHP sugar crystals also had a positive relationship with the concentration of phenolics, with

greater evidence for ACL.

Key words: VHP sugar; sugar cane; phenolic compounds; color; chlorogenic acid.
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1 INTRODUCAO

A producdo mundial de acucar se aproxima de 200 milhdes de toneladas, onde o Brasil
€ 0 maior produtor com aproximadamente 20% desse total (USDA, 2021). O agucar VHP
(Very High Polarization) é utilizado em diversos paises como matéria-prima para producao
do acUcar refinado ou em outros processos de industrializacdo (MORILLA et al., 2015). Do
total de acgUcar bruto produzido no mundo, mais de 70% do acUlcar é processado a partir da
cana-de-agucar, enquanto o restante € produzido com beterraba sacarina (ZHANG et al.,
2021)

O Brasil na safra 2022/23 produziu 37 milhdes de toneladas de acucar, sendo Alagoas

0 maior produtor da regido nordeste com a producéo de 1,7 milhdes (CONAB, 2023).

A producdo de agucar VHP é praticamente toda destinada ao mercado externo, onde 0s
principais paises compradores do acucar brasileiro no de 2022 foram: China, que comprou
US$ 1,3 bilhdo, seguida pela Argélia e Marrocos com aproximadamente 6% cada, Indonésia e
Bangladesh, com pouco mais de 5% cada, Canada e Nigéria, com 4,9%. Juntos, estes paises

representam metade de todo o volume exportado (CONAB, 2022).

O acucar VHP de Alagoas é produzido exclusivamente para atender o mercado
externo, sendo responsavel pela maior parte dos produtos exportados no porto de Macei6. De
acordo com Nealdo (2022) esse produto registrou exportacdes de US$ 314 milhGes em 2022,

0 equivalente a 71% do total exportado pelo estado.

Nos ultimos anos, o estado de Alagoas vem enfrentando dificuldades para garantir a
qualidade do actcar VHP dentro dos padrdes internacionais de exportacdo. O parametro de
qualidade que mais penaliza as industrias produtoras é a cor. De acordo com EMPAT (2018)
mais de 50% destas empresas tém dificuldade na fabricacdo de aclcar VHP com cor < 1000
Ul (Unidades ICUMSA). Segundo EMPAT (2018), em média, 40% do acucar VHP
produzido em Alagoas apresentam cor fora do padréo, sendo que na safra 2014-2015 73% dos

embarques destinados & cota mundial tiveram seus resultados de cor acima de 1000 UI.

Um dos principais fatores para o controle da producdo de qualquer tipo de agUcar € a
qualidade da matéria-prima. Cana-de-agucar no estado de maturacdo completa e com eficiente
controle de impurezas proporciona a unidade industrial grandes possibilidades de producéo de
acucar no mais alto padrao de qualidade (BARROS et al., 2018). Nas ultimas décadas houve
um aumento significativo na oferta de gendtipos de cana-de-aglcar com excelente

produtividade agricola e industrial. Entretanto, alguns deles trazem consigo compostos que
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agregam cor ao caldo, interferindo negativamente no controle de qualidade da fabrica. Um
exemplo no Brasil € o0 genotipo RB92579, desenvolvido pela RIDESA (Rede
Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergético), o qual em menos de 20
anos apos seu inicio de cultivo comercial j& alcangcou a terceira posi¢do de cultivo nos
canaviais brasileiros com mais de 487 mil hectares plantados (OLIVEIRA et al., 2021). No
entanto, este gendtipo oferece um caldo extremamente escuro e com alto teor de fendis,

dificultando a producéo de agucar de menor cor (AZEVEDO et al., 2019).

A cor é um dos principais fatores de qualidade do acgucar, sendo um importante
atributo utilizado para determinar o preco na sua comercializacdo (OLIVEIRA et al., 2007;
REIN, 2012). A remocdo da cor gerada durante o processamento de acUcar bruto representa
um custo elevado para a industria de refino de acucar, sendo um dos principais gargalos do
processo industrial (FANG et al., 2019). Os componentes quimicos responsaveis pelo
escurecimento do aglcar sdo encontrados na prdpria matéria-prima (cana-de-agucar) ou
originados durante o processo de producdo. Dentre os compostos fendlicos presentes no caldo
de cana-de-acUcar se destacam os flavonoides e acidos fendlicos, principalmente os acidos
cafeico, sinapico e clorogénico (DUARTE-ALMEIDA et. al., 2006).

A busca por um processo de remocdo de cor mais eficiente e de menor custo para o
acucar VHP é um desafio constante para industria agucareira, sendo necessario um melhor
conhecimento do comportamento dos compostos que agregam cor ao longo das etapas de
producdo, como os polifendis. Diante do exposto foi realizada uma investigacdo sobre a
influéncia dos compostos fendlicos na formacédo de cor dos produtos de beneficiamento da

cana-de-acucar para a producao de actcar VHP.

Este trabalho tem por objetivo geral avaliar a relacdo entre os compostos fendlicos e a
formacdo de cor no processo de fabricacdo de aclUcar VHP, desde a matéria-prima até o

produto final.
Como objetivos especificos:

e Validar um método de analise cromatogréfica satisfatoria para anélise de compostos

fendlicos nos produtos de em produtos da fabricacdo de agucar VHP.

e Avaliar a matéria prima considerando a influéncia da impureza vegetal, variedades

de cana e tipo de colheita sobre a cor, fendis totais e compostos fenoélicos;

e Identificar e avaliar as etapas do processo produtivo do agucar VHP que possuem

maior influéncia na formacéo de cor;
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Quantificar os fendis totais e compostos fendlicos nas principais etapas do processo

produtivo do aglcar VHP;

Avaliar a cor, compostos fendlicos e fendis totais em diferentes niveis de

concentracdo do caldo, durante os estagios de evaporacao;

Avaliar a cor, compostos fendlicos e fendis totais durante o processo de cozimento

do agucar;
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Neste capitulo foi realizada uma revisdo bibliografica sobre os principais aspectos
relacionados a esta pesquisa. Foram eles: cana-de-agucar, tipos de acucar, parametros de
qualidade do acgucar, processo de fabricacdo de acucar VHP, precursores do escurecimento do
acucar e compostos fenolicos.

2.1 CANA-DE-ACUCAR

Saccharum officinarum L., comumente conhecida como cana-de-aglcar, é planta
cultivada globalmente ha centenas de anos (ALI et al., 2019). Um dos fatores importantes
para o controle da producdo de qualquer tipo de agucar é a qualidade da matéria-prima. Cana-
de-aclcar no estado de maturacdo completa e com eficiente controle de impurezas
proporciona a unidade industrial grandes possibilidades de producdo de agucar no mais alto

padréo de qualidade.

De acordo com Castro e Andrade (2007), a cana-de-acUcar é a principal matéria-prima
para fabricacdo de acUcar, pertencente a familia das Poaceae e ao género Saccharum, sendo
cultivada desde a antiguidade. Embora as variedades pertencam a espécie officinarum,

existem quatro espécies adicionais: S. berberie; S. sinense; S. spontaneum e S. robustum.

Segundo Payne (1989), o colmo da planta da cana-de-agucar é constituido por um
sistema de duas fases, sdo elas: sélida e liquida. A fase sélida é comumente chamada de fibra,
a qual é composta basicamente de celulose, hemicelulose e lignina. Ja a liquida, o caldo, é
uma solucdo aquosa, contendo uma grande variedade de substancias orgénicas, entre as quais,

aproximadamente 90% sao sacarose.

Santos et al. (2011) afirmam que a composicdo dos colmos de cana-de-agUcar varia de
acordo com diversos fatores dentre os quais: idade cronoldgica e fisiologica, variedade,
estagio de corte e florescimento, sanidade das plantas, condi¢Ges climaticas, maturacéo,
adubacdo e fertirrigacdo e tipo do solo. Para beneficiamento industrial, os colmos sé&o
constituidos de fibra (10 a 16%) e caldo (84 a 90%), variando de acordo com seus
constituintes.

Basicamente existem dois tipos de colheita da cana-de-agucar: manual e mecanizada.
Leite et al. (2018) afirmam que a colheita manual é caracterizada pela necessidade de queima
da cana antes da colheita e utilizacdo de trabalho bracal. J& na colheita mecanizada a cana é

colhida crua através de maquinas colhedoras, as quais cortam, picam, limpam parcialmente e
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as carregam em unidades de transporte. Segundo Bastos et al. (2016), o corte mecanizado era
realizado em cana queimada, pratica realizada com intuito de eliminar palha e facilitar
colheita. Contudo, a partir de pressdes constantes de entidades ambientais, a forma de colheita
da cana-de-agucar vem sofrendo alteragdes, prevalecendo, atualmente, a colheita da cana crua,
ou seja, sem o0 uso do fogo para eliminagdo da palha.

Com o aumento significativo da colheita mecanizada, ocorre consequentemente, 0
aumento de entrada de material vegetal nas fabricas de acUcar, as chamadas impurezas
vegetais. Trombeta e Caixeta (2017) mostram que os indicadores agrondmicos para uma usina
tipica no Brasil apresentaram moagem media de 3 milhdes de toneladas, 8,1% de impureza
vegetal e 88% de colheita mecanizada. Ao mesmo tempo, novas variedades de cana tomam
conta dos canaviais brasileiros, sendo de valiosa importancia a analise desses fatores para o

controle de qualidade da matéria-prima.

2.1.1 Variedades de cana-de-acgucar

Reis (2009) destaca que um dos componentes tecnologicos fundamentais a sustentacdo
do setor sucroalcooleiro é a disponibilidade de variedades com boas caracteristicas
agrondmicas (resisténcia a pragas e doencas, alta produtividade, precoces, tolerancia a seca
alta producéo de biomassa, entre outros) e industriais (riqueza em aguUcar e boa qualidade de
fibras). Essas caracteristicas desejaveis apenas se manifestam se tais variedades mostrarem-se

adaptadas as condicGes especificas de cultivo e manejo, nas diferentes unidades produtoras.

Os responsaveis pelo suprimento de variedades melhoradas sdo os programas de
melhoramento genético de cana-de-aclcar. No Brasil, as variedades cultivadas séo
provenientes basicamente de trés programas: o do Instituto Agrondmico (IAC, em Séo Paulo),
0o do Centro de Tecnologia Canavieira (CTC), antiga Copersucar, e 0 da Rede

Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (RIDESA).

De acordo com Oliveira et al. (2021), as inovagdes tecnoldgicas desenvolvidas e
transferidas pela RIDESA para o setor produtivo vem contribuindo significativamente para a
elevacdo da produtividade e da qualidade agroindustrial das unidades produtoras de agUcar,
etanol e bioeletricidade. Dentre as variedades de cana produzidas nos ultimos anos, destacam-
se as variedades RB92579, RB93509 e RB951541 pelas elevadas produtividades
agroindustriais, alcangando mais de 35% da area canavieira do Nordeste nos ultimos cinco

anos, e expectativa de crescimento de cultivo na regido centro-sul do Brasil. Ressalte-se que a
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variedade RB92579 impactou a produtividade da cana-de-acUcar na regido Nordeste, com

rendimentos de até 60% acima das variedades cultivadas anteriormente.

Oliveira et al. (2021) complementam que a RIDESA ja produziu 95 cultivares desde
1990, que somados com a cultivares liberadas pelo PLANALSUCAR (Programa Nacional de
Melhoramento da Cana-de-agUcar, extinto em 1990) somam 114 variedades RB, produzidas
em 50 anos de pesquisa em cana-de-acucar. Atualmente a rede responde por 60% da area total

de cultivo com essa planta no Brasil.

A Tabela 1 mostra as oito variedades de cana mais colhidas no estado de Alagoas na
safra 2021/202. A variedade RB92579 se destaca como a mais colhida com 46% do total,

representando mais de 90 mil hectares de area colhida.

Tabela 1 — Censo varietal de cana-de-agUcar no estado de Alagoas, safra 2021/2022.

Variedade Area Colheita %
1 RB92579 90704 46
2 SP79-1011 17746 9
3 VAT90-212 9859 5
4 RB867515 9800 5
4 RB0442 7888 4
5 RB951541 7677 4
6 RB93509 5900 3
7 RB943047 3900 2
8 RB011549 3800 2

Fonte: Adaptado de Braga Junior et al. (2022).

2.2 TIPOS DE ACUCAR

Caldas (2012) afirma que no Brasil, industrialmente sdo produzidos cinco tipos de
acucar, sendo trés escuros (demerara, VHP e VVVHP) e dois brancos (cristal e refinado). Nas
fabricas € utilizado um fluxograma basico que envolve diversas operac¢@es unitarias, acrescido
como no caso do agucar cristal da sulfitacdo ou de outro sistema de clarificagdo do caldo, para

minimizar o desenvolvimento de cor e acimulo de impurezas.
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23PARAMETROS DE QUALIDADE DO ACUCAR VHP (VERY HIGH
POLARIZATION)

Os parametros analisados para o agucar VHP produzido no estado de Alagoas séo: pol,
umidade, cor, amido, cinzas e dextrana. Os trés primeiros, 0s quais sdo descritos a seguir, séo

os principais indices de qualidade para este tipo de agucar dentro de uma unidade industrial.

2.3.1 Pol
Conforme Oliveira et al. (2007), a polarizacdo do agUcar oficialmente expressa em °Z
(graus Zucker) define a porcentagem de sacarose no agucar, cujo valor para acglcar de

consumo direto é sempre superior a 99,7°Z.

EMPAT (2018) afirma que para o agucar tipo exportacdo (VHP), a pol deve apresentar
valores entre 99,10 e 99,40°Z.

2.3.2 Umidade

Icumsa (2005) define umidade como a quantidade de &gua existente no acucar,
tornando-se um item de grande importancia para a qualidade do produto final: Segundo
EMPAT (2018), o actcar VHP é controlado abaixo de 0,15%.

2.3.3 Cor

Para Oliveira et al. (2007), a cor é o principal item de caracterizacdo da qualidade do
acucar, mede a maior ou menor capacidade de passagem da luz através de uma solucdo de
acucar na concentracdo de 50%, em um comprimento de onda definido (420 nm). Este
parametro é obtido de uma equacdo matematica estabelecida pela International Commission
for Uniform Methods of Sugar Analysis — ICUMSA, dado em unidades ICUMSA (Ul). De
acordo com EMPAT (2018), o agucar VHP deve apresentar cor inferior a 1000 UI.

2.4 PROCESSO DE FABRICACAO DO ACUCAR VHP

O caldo extraido da cana-de-agucar passa por varias etapas de clarificacdo antes da
producdo de aclcar ou etanol. Essas etapas envolvem adi¢do de produtos quimicos para
purificacdo e clarificacdo do caldo, principalmente quando este € destinado a producéo de
acucar (ESPERANCA et al., 2021).
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O processo de fabricagdo de acucar VHP difere basicamente do agucar cristal em
termos da nédo utilizacdo de alguns processos de tratamento, como a sulfitacdo do caldo e a
flotacdo do xarope. Tais procedimentos proporcionam ao agucar cristal um teor de

escurecimento menor, além de maior polarizagéo.

Li et al. (2017) divide a producéo de aclcar bruto de cana-de-aglcar em quatro etapas:
(1) esmagamento da cana-de-agucar para extracdo do caldo (2) clarificacdo do caldo com
utilizacdo de produtos quimicos (por exemplo, cal, dioxido de enxofre, acido fosforico e
floculante) (3) evaporacdo do caldo clarificado, formando o xarope (4) e cristalizagdo da

Sacarose.

A Figura 1 mostra o fluxograma béasico do processo de producdo de agucar VHP, o
qual se inicia pela moagem da cana-de-acUcar, seguido das etapas de tratamento de caldo
(peneiramento, caleacdo, aquecimento, flasheamento e decantagéo), evaporacao, cozimento,

resfriamento, centrifugacdo, secagem e armazenamento.

Lopes (2011) explica que a cana-de-acUcar, apés ser previamente desfibrada através de
picadores e desfibradores, é esmagada pelos conjuntos de moendas (também chamados de
ternos de moendas), os quais sdo compostos de trés rolos, conhecidos como: rolo superior,
rolo de entrada e rolo de saida. Para melhor e maior extracdo da sacarose, € introduzido &gua
no ultimo terno de moenda, sendo este processo denominado de embebicdo. O caldo extraido
no primeiro terno nao recebe agua e é chamado de primario, enquanto no segundo terno o
caldo é chamado de secundario e assim por diante até o ultimo terno. A mistura dos caldos

primario e secundario é chamada de caldo misto.

O processo de utilizagdo de difusores consiste predominantemente numa lixiviagéo, ou
seja, ocorre uma lavagem da sacarose contida nas células da cana devidamente abertas pelo
desfibrador durante a etapa de preparo da cana. A temperatura nos difusores deve estar entre
70 e 80°C a fim de permeabilizar a parede celular da cana para sacarose (FEDOZZI et al.,
2018).

Apos extracdo, o residuo sélido conhecido como bagaco é direcionado para queima
nas caldeiras geradoras de vapor. Na esteira transportadora ocorre 0 peneiramento do bagaco,
no qual é obtido o bagacinho, material que é misturado ao lodo (residuo do processo de

decantacgéo).

O caldo extraido passa por diversos processos que englobam a etapa de tratamento do

caldo, tais como: peneiramento, aquecimento, caleagéo, flasheamento e decantagdo. Segundo
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Albuquerque (2010), o tratamento do caldo tem a finalidade de eliminar as impurezas
proporcionando um caldo purificado e limpido, isento de matéria em suspensdo, com reacao
aproximadamente neutra e com cor adequada ao agucar que ira produzir. O peneiramento €
realizado logo apds o caldo ser extraido da cana-de-agUcar, proporcionando remog¢do de
material grosseiro em suspensao (bagacilho).

Figura 1 — Fluxograma do processo de fabricacdo de agtcar VHP.

CANA-DE-ACUCAR

l v \ 4
MOAGEM FLASHEAMENTO RESFRIAMENTO
PENEIRAMENTO DECANTACAO CENTRIFUGACAO
l l v
CALEACAO EVAPORACAO SECAGEM
AQUECIMENTO COZIMENTO ARMAZENAMENTO

Fonte: O Autor (2023).

Araujo (2017) define caleagdo como a operagdo que consiste em adicionar ao caldo o
CaO (6xido de cal), sob a forma de leite de cal, Ca(OH)2 (hidréxido de célcio) com funcéo
neutralizante, coagulante e precipitante. Sendo esta Gltima a mais importante, pois o calcio
reage com fosfatos (contidos no caldo) produzindo sais insollveis, os quais vao ser
eliminados na etapa de decantagdo. A dosagem de cal proporciona elevagéo de pH do caldo
de 5,0 - 5,5 para 7,0 - 7,5 em média, promovendo assim, inibicdo da reacdo de inversdao da
sacarose. Entretanto, ndo se pode exagerar na dosagem, pois com elevados valores de pH
poderd ocorrer degradacdo dos acucares redutores (frutose e glicose), provocando

escurecimento do caldo.

De acordo com Payne (1989), a etapa de aquecimento consiste em elevar a
temperatura do caldo para faixa entre 103 e 105°C, com a finalidade de: acelerar as reacfes
quimicas, facilitar a decantacéo por diminuicdo da densidade e viscosidade do caldo, acelerar
a decantacdo pela formacdo de particulas de maior tamanho e densidade, facilitar a floculacao
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das impurezas insollveis e promover a coagulacdo de proteinas. Sao utilizados trocadores de
calor tipo casco-tubo, onde o caldo circula internamente nos tubos, enquanto o fluido
aquecedor (vapor) circula na parte externa, ou seja, o caldo ndo entra em contato com o vapor.
O conjunto de tubos, chamado feixe tubular, forma a calandra do trocador de calor. A
temperatura do caldo ndo deve ultrapassar 105°C para evitar a fusdo das ceras, pois ocorrera
elevacdo da cor. Por outro lado, a temperatura do caldo ndo deve ser inferior a 103°C, para

garantir que as reagdes quimicas se completem e que ocorra um bom “flasheamento”.

Segundo Albuquerque (2010), o flasheamento tem por principio a evaporagdo
espontanea por conta da queda brusca de pressdo do caldo, através do baldo flash,
promovendo a eliminacdo produtos gasosos incondensaveis, principalmente o ar. Neste
processo ocorre a eliminacdo das bolhas de ar contidas no caldo, liberando as particulas em
suspensdo, as quais estavam agregadas. Araljo (2017) salienta que se o flasheamento for
deficiente, por consequéncia, a decantacdo sera imperfeita.

A Ultima etapa do processo de clarificacdo do caldo é a decantacdo. Esta é
fundamentada nas diferencas existentes entre as densidades dos componentes da mistura, ou
seja, do caldo clarificado e do lodo (também chamado de cachacga). O primeiro € enviado para
0 processo de evaporagdo, enquanto o segundo, que consiste no material compactado na parte
inferior do decantador, é destinado a etapa de filtracdo, na qual ocorre a recuperagdo de parte

da sacarose contida neste residuo.

O caldo clarificado deve apresentar teores minimos de compostos organicos e
inorganicos sem que ocorram remogdo, precipitacdo ou destruicdo de aglcares. Quando
presentes em quantidades elevadas esses compostos podem ficar retidos na superficie dos
cristais de acucar (COSTA et al., 2015).

Lopes (2011) cita que os principais objetivos da decantacdo sdo: proporcionar
coagulacdo e precipitacdo completa do material coloidal; produzir quantidade minima de lodo
e obter o caldo clarificado com baixo teor de turbidez. O caldo de cana contém particulas
instdveis que prontamente sofrem aglomeracdo e sedimentacdo (TARAFDAR E KAUR,
2021). Santos et al. (2011) explica que quando a clarificacdo é ineficiente, o caldo retém
impurezas que vdo se acumulando a medida que o caldo é concentrado, incorporando-se ao

acucar, prejudicando a qualidade.

A producdo do acucar propriamente dita se inicia com a evaporacdo do caldo

clarificado, a qual, de acordo com Crivellaro (2016), tem a finalidade de concentrar uma
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solugdo mediante a eliminacdo do solvente em forma de vapor. No caso da producdo de
acucar, acontece o aumento da concentracdo do caldo de aproximadamente 15 para 60 °BriX,
removendo cerca de 75% da agua contida no caldo. O produto da evaporagdo, o caldo
concentrado, denominado de xarope, é obtido através de um conjunto de evaporadores do tipo
multiplo efeito. Segundo Payne (1989), multiplo efeito é definido como sistema em que
utiliza varios evaporadores acoplados entre si, de forma que o vapor da ebuli¢do do caldo de
um corpo é usado como fonte de calor para o corpo seguinte. A medida que o caldo passa de
um efeito para outro, sua concentracdo vai aumentando, até o ultimo efeito, no qual obtém-se
0 xarope. A elevada concentracdo do xarope acontece por conta da reducdo do ponto de

ebulicdo do caldo, devido ao decaimento de pressdo a cada efeito seguinte.

De acordo com Albuquerque (2010), o processo de cozimento tem por objetivo a
formacdo de cristais de acucar (cristalizacdo) através da concentracdo do xarope proveniente
da evaporacdo. Para que haja formagdo e crescimento dos cristais de agucar, é condicdo
essencial a supersaturacdo. Esta, acontece quando uma solucdo contém quantidade de agucar

dissolvido maior do que sua solubilidade e é dividida em trés zonas:

e Zona Metaestavel: ocorre o crescimento dos cristais existentes, mas ndo se formam

NoVos cristais.

e Zona Intermediaria: ocorre a formacdo de novos cristais na presenca de cristais

existentes.

e Zona Labil: ocorre formacdo e crescimento de cristais de forma espontanea, sem

controle.

De acordo com Lopes (2011), o nimero de cristalizacdes sucessivas realizadas varia
em funcdo do sistema adotado pela usina. Caso se trabalhe com duas cristalizacGes, 0 sistema
é denominado duas massas, que € o0 processo mais adotado no Brasil. Quando se deseja
aumentar a recuperacdo da sacarose existente no mel, adota-se o sistema de trés massas, 0

qual € constituido por trés cristalizacdes.

Castro e Andrade (2007) relatam que ao final do cozimento as massas produzidas
estdo em uma temperatura média de 60°C, devendo ser resfriadas a fim de se completar o
crescimento dos cristais e promover o esgotamento maximo do licor-mée (mel). Este processo
¢ realizado em tanques com se¢do reta em “U”, providos de agitacdo, comumente chamados

de cristalizadores abertos. Apos resfriado, a massa cozida é processada na etapa de
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centrifugacgdo, a qual tem por objetivo separar os cristais de sacarose do mel pela da forca
centrifuga e por fim, ocorre a secagem para reducdo de umidade do agucar produzido. O
secador € constituido de um tambor rotativo, no qual sua parte interna deve ser bem projetada
para evitar a quebra dos cristais de agucar. Durante a operacao de secagem ocorre a injecao de
ar quente e ar frio, na qual o primeiro tem a finalidade de reduzir a umidade do agUcar,

enguanto o segundo promove o controle de temperatura na saida do equipamento.

2.5 PRECURSORES DO ESCURECIMENTO DO ACUCAR

De acordo com Mersad et al. (2003), os corantes (precursores de cor) da industria
acucareira se apresentam de duas formas: os que estdo contidos na propria matéria-prima e
aqueles que se formam durante o processamento do aclcar. Estes autores distinguem o0s
corantes formados durante o beneficiamento da cana-de-acicar em funcdo do mecanismo ao
qual eles sdo formados, sdo eles: melaninas, melanoidinas, caramelos e produtos de
degradacdo alcalina de hexoses (HADP). Ja Larrahondo e Ordofiez (2014) afirmam que os
principais corantes naturais encontrados na cana-de-agucar sdo: clorofila, carotenos, xantofilas

e flavonoides

Segundo Wang et al. (2011), as melanoidinas sdo compostos gerados nos estagios
finais da reacdo de Maillard a partir da reducdo de agUcares e proteinas ou aminoacidos
durante o processamento e preservacdo de alimentos. Os mesmos autores revelam que a
reacdo de Maillard é uma reacdo de escurecimento ndo enzimatica envolvendo acUlcares
redutores e 0s grupos amino de aminoacidos, peptideos ou proteinas. As melanoidinas sao

uma mistura de polimeros heterogéneos macromoleculares (SHAHEEN et al., 2021).

Bento (2008) afirma que a formagao de melanoidinas é influenciada pela concentracéo
de acucares, compostos amino, temperatura, pH e tempo de reagdo. Paton e Cowage (1987)
ressaltam que no final do processamento do agucar (xarope e massa cozida) hd um aumento
de °Brix, 0 que vem a concentrar os produtos que se formam pela reacdo de Maillard,
elevando assim a cor do caldo. Herrera et al. (2015) afirma que a reacdo de Maillard é o

principal mecanismo de geracdo de cor no estagio de cristalizacéo.

Pacheco et al. (2012) avaliaram o comportamento de inibidores da reacdo de Maillard
para 0 processamento da cana-de-aclcar em solugbes contendo diferentes concentragcdes de
aminoacidos e glicose. As taxas de reacdo de Maillard foram representadas pela formacéao de

cor e expressas diretamente pela densidade Optica, onde foi comprovado que o 4acido
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ascorbico (0,05%), a cisteina (0,1%) e o &cido nicotinico (0,05%) possuem efeitos inibitorios
na reacdo de Maillard, reduzindo significativamente o efeito de escurecimento em até 50%,

comparado com amostras néo tratadas.

Kroh (1994) define caramelizacdo como o processo de degradacdo térmica da sacarose
em elevadas temperaturas (acima de 180°C) sem qualquer catalise (auséncia de proteinas e
aminoéacidos). O mesmo autor relata que os produtos obtidos desta desidratacdo, chamados de
caramelos, sdo formados basicamente de HMF (hidroximetilfurfural), o qual ndo apresenta
cor visivel, mas quando polimerizado, forma compostos de cor de elevada intensidade.
Mersad et al. (2003) salientam que a Unica etapa do processamento do agucar com
temperatura elevada para formar caramelos é a evaporacdo, muito embora o caldo nesta etapa

esteja com o pH préximo da neutralidade.

MARASINGHEGE et al. (2022) constataram que temperaturas acima de 148°C no
primeiro efeito de evaporacdo provoca perda significativa de sacarose, degradacdo de
aminoacidos, lignina (associada a fibra do caldo) e despolimerizacdo a acidos
hidroxicinamicos. Este estudo também revelou que elevadas temperaturas promovem

aumento de cor, queda de pH e diminuicao do coeficiente de transferéncia de calor.

De acordo com De Bruijn et al. (1986), produtos da degradagéo alcalina de hexoses
(HADP) séo polimeros de acidos carboxilicos, de cor amarelo acastanhado, resultantes de
degradacdo de monossacarideos em condi¢cfes alcalinas através de uma série reacfes de
ionizacdo, reacGes de enolizacdo e isomerizacdo levando a formacdo do anion enediol

intermediario.

Coca et al. (2004) divide os HADP em dois grupos, de acordo com o numero de
atomos de carbono: acidos carboxilicos com seis ou menor nimero de carbonos e 0s que
possuem mais de seis &tomos de carbono. A maior parte dos monossacarideos é convertida em
acidos carboxilicos com seis ou menor nimero de carbonos, e sdo compostos incolores,
principalmente &cido lactico, acido sacarinico, acido férmico, &cido acético e acido oxalico.
Mersad et. al. (2003) citam que os HADP produzidos na etapa de clarificacdo do processo de
producdo de agUcar a partir da beterraba sdo superiores em relacao a cana-de-agucar, enquanto

no refino do agUcar a situagéo é inversa.

Toledo et al. (2017) definem melaninas como metabolitos secundarios constituidos
por polimeros heterogéneos complexos de monémeros fendlicos. Possuem cor intensa e sao

sintetizados a partir da oxidagéo enzimatica de compostos fendlicos. Paton (1992) explica que
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quando a cana-de-agUcar é cortada e exposta ao ar, os fenodis podem sofrer oxidacdo
enzimatica pela acdo da enzima polifenol oxidase (PPO) resultando na formacgédo de quinona
e, em seguida, ap6s condensacdo, polimeros de elevada coloracdo (Figura 2). Como essas
substancias se formam a temperaturas entre -18 e 55°C e em valores de pH entre 4,5 e 8,0, as
reacOes de escurecimento enzimético sdo muito ativas durante o corte da cana e extra¢do do

caldo.

Figura 2 — Reac¢do de oxidagdo de fenois.

OH OH OH
PPO o1 ppo OH Melaninas
Tb + H;0 —— (polimerode
2 0, alta coloragio)

Monofenol O-difenol Quinona

Fonte: Adaptado de Paton (1992).

Caldas (2012) cita que os compostos fenolicos podem sofrer oxidagdo com auséncia
de enzimas, como o0 &cido clorogénico por exemplo. De acordo com Bento (2008), acidos
fenolicos e outros compostos fendlicos também estdo presentes na cana-de-aclcar e
desempenham um papel importante na formacéo da cor do aglcar. Os compostos fenolicos
apresentam VI (Valor Indicador — variagcdo de cor e pH) elevado e estdo envolvidos em

reacOes ndo enzimaticas e reagdes com o ferro, formando compostos muito escuros.

2.6 COMPOSTOS FENOLICOS

Segundo Li et al. (2023) os compostos fenolicos, também chamado de polifendis, sdo
um grande grupo de compostos que consistem em pelo menos um anel aromatico com um
grupo hidroxila e varios substituintes. Nos vegetais, esses compostos, podem estar em formas
livres ou complexadas a acucares e proteinas. Exemplos: flavonoides, acidos fendlicos,
taninos e tocoferodis (SHAHIDI e NACZK, 2006).

De acordo com Czajkowska—Gonzalez et al. (2021), os compostos fendlicos formam
uma variedade de ligagcbes quimicas com os componentes da matriz alimentar, incluindo

ligagdes de hidrogénio, ligacOes idnicas e intera¢des hidrofdbicas.

Soares (2002) classificou os compostos fendlicos da seguinte forma: pouco

distribuidos na natureza, polimeros e largamente distribuidos na natureza. Na familia dos
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poucos distribuidos na natureza estdo os fendis simples, pirocatecol, hidroguinona e o
resorcinol. Os polimeros, que ndo se apresentam em forma livre nos tecidos vegetais, sdo 0s
taninos e as ligninas. Na familia dos compostos largamente distribuidos na natureza estdo os
fendlicos encontrados geralmente em todo o reino vegetal, mas as vezes podem estar
localizados em uma s0 planta. Estes fendlicos estdo divididos ainda em dois grandes grupos:
os flavonoides e derivados; e os acidos fendlicos (acidos benzoico, cinamico e seus derivados)

€ cumarinas.

Angelo e Jorge (2007) fizeram uma revisdo no que diz respeito aos métodos utilizados
para analise e quantificacdo de materiais fendlicos. Eles destacaram que os principais estudos
utilizam ensaios baseados em métodos: espectrofotométricos, eletroquimicos e
cromatograficos. Entretanto, ndo ha um método satisfatorio para extracdo de todos ou uma
classe especifica de fendlicos presentes nos alimentos, muito por conta de alguns fatores,
entre eles: solubilidade dos fendlicos, que varia de acordo com a polaridade do solvente
utilizado; grau de polimerizacdo dos fenolicos e suas interacBes com outros constituintes dos
alimentos. Outro aspecto importante abordado por esses autores sobre o desenvolvimento de
métodos de quantificacdo de compostos fenolicos é a dificuldade de se encontrar um padréo
especifico e conveniente, devido a complexidade das substancias fendlicas presentes nos

alimentos e as diferencas de reatividade entre estas substancias e os reagentes.

2.6.1 Flavonoides

Segundo Lobo et al. (2022), os flavonoides sdo considerados metabdlitos secundarios
sintetizados pelas plantas, pertencentes ao grupo dos compostos fenolicos. Dornas et al.
(2007) afirmam que esses compostos fendlicos sdo precursores de varios grupos de
substancias como aminoacidos alifaticos, terpenoides, acidos graxos dentre outros. Os
flavonoides sdo uma familia bem conhecida de polifendis naturais devido as suas

propriedades predominantes no campo fisiologico e medicinal (L1U, 2022).

De acordo com Tohge et al. (2013) a estrutura quimica dos flavonoides consiste em
dois anéis aromaticos, denominados A e B, unidos por trés carbonos que formam um anel
heterociclico (C6 — C3 — C6), denominado de anel C (Figura 3).
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Figura 3 — Estrutura quimica dos flavonoides.
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Fonte: Angelo e Jorge (2007)

Segundo Machado et al. (2008), ocorrem algumas modificagdes na estrutura quimica
dos flavonoides (substituicdes dos anéis A e B) que ddo origem a diversos compostos dentro
de cada classe destes polifendis. Essas alteracbes podem ser por meio de hidrogenacéo,

hidroxilagdes, metilagdes, malonilacdes, sulfatacdes e glicosilagoes.

Lopes et al. (2000) descreve as principais classes dos flavonoides, onde 0s grupos
flavonois e flavonas sdo incolores e que a classe das antocianinas possui substancias que
variam no seu espectro de coloracdo do verde ao azul. O Quadro 1 apresenta algumas das
principais classes de flavonoides, assim como alguns dos seus principais representantes e

caracteristicas.



Quadro 1 — Principais classes de flavonoides e descri¢do de suas caracteristicas basicas.

Classes

Coloracéo

Exemplos

Comentarios

Antocianinas

Flavanas
(mono, bie
triflavans)

Flavanonas

Flavonas

Flavonois

Isoflavonoides

Azul, vermelha e
violeta

Incolor

Incolor para um
amarelo palido

Amarelo palido

Amarelo pélido

Incolor

Cianidina;
Delfinidina;
Peonidina

Catequina;
Epicatequina
Luteoforol;
Procianidina.
Theaflavina

Hesperidina;
Naringenina.

Apigenina;
Luteolina;
Diosmetina;
Tangeretina;
Nobiletina

Quercetina;
Rutina;
Miricetina;
Kaempferol

Daidzeina;

Genisteina.

Antocianinas estdo predominantemente
em frutas e flores e provavelmente
foram os primeiros flavonoides a serem
isolados — provenientes de pigmentos
florais, conforme indicam seus proprios
nomes. S&o usadas como corantes.

Flavanas séo encontradas em frutas e
chés (verdes ou pretos). Biflavanas séo
encontradas em frutas, lUpulo, nozes e
bebidas como chés e &gua de coco. O
sabor peculiar de algumas bebidas,

frutas, chds e vinhos ¢é devido,
principalmente, & presenca das
biflavanas.

Flavanonas sdo encontradas quase que
exclusivamente em frutas citricas.

Flavonas sdo encontradas quase que
exclusivamente em frutas citricas, mas
também em cereais, frutas, ervas e
vegetais. Conferem o pigmento amarelo
em flores. Os compostos mais comuns
s80 a apigenina e a luteolina.

Os flavonbis estdo presentes em
diversas fontes, sendo predominantes
em vegetais e frutas. A quercetina é o
principal representante da classe.

Isoflavondides sdo encontrados quase
que exclusivamente em legumes,
particularmente na soja.

Fonte: Adaptado de Peterson & Dwyer (1998).

2.6.1.1 Antocianinas

32

As antocianinas sdo compostos polifendlicos que produzem varios tons de rosa,

vermelho, roxo e azul em flores, vegetais e frutas. As cores de antocianina sao suscetiveis ao

pH, luz, temperaturas e ions metalicos. Métodos cromatograficos e espectrométricos tém sido

extensivamente usados para extracdo, isolamento e identificacdo de antocianinas (ALAPPAT

e ALAPPAT, 2020).

Devido as suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias, as antocianinas sao

polifendis largamente estudados em diversos alimentos como frutas, legumes e grdos. Wang
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et al. (2020) identificaram doze antocianinas no tomate fresco, ja Strauch et al. (2019)
analisaram a variacdo dos perfis de antocianina de 27 genotipos de repolho roxo e Abdel-Aal
et al. (2018) avaliaram as propriedades composicionais e antioxidantes de produtos ricos em
antocianinas preparados a partir de trigo roxo.

Thamaphat et al. (2015) afirmam que as cores vermelha, violeta e azul de muitas
plantas sdo derivadas da presenca de antocianinas. De acordo com Abid et al. (2018), um dos
critérios basicos de qualidade para geleia de frutas € a cor, a qual depende principalmente do

teor de antocianinas.

Segundo Paton (1992), as antocianinas sdo o tipo de flavonoide responsavel pelo
colorido da casca de algumas variedades de cana-de-agucar, sendo instaveis em solucGes
neutras ou alcalinas e facilmente decompostas na presenca de calor. Ordofiez (2009)
identificou a presenca de antocianinas em oito variedades de cana-de-agUcar cultivadas na
Colémbia, em concentragdes entre 0,13 e 6,05 mg/100g nas plantas analisadas.

2.6.1.2 Flavanas

De acordo com Mena et al. (2014), as flavanas (ou flavanois) constituem uma classe
de flavonoides que sdo derivados de benzopiranos com uma estrutura 2-fenil-3,4-di-hidro-2H-
cromen-3-ol. Esses compostos sdo classificados da seguinte forma: flavan-3-6is, flavan-4-0is

e flavan-3,4- didis.

Neiva et al. (2003) afirmam que o representante mais importante do grupo dos flavan-
3-6is é a catequina, a qual exibe indmeros efeitos bioldgicos incluindo acdo antiviral,
antioxidante e antitrombdtica. Segundo Nakano et al. (2019), as catequinas sdo abundantes no
ché verde e tem atraido atencdo por conta de suas propriedades benéficas a saide humana. As
principais catequinas incluem (+)-catequina (Figura 4), (+)-galocatequina (GC), (-)-
epicatequina (EC), (-)-epigalocatequina (EGC), (-)-galato de epicatequina (ECg) e (-)-galato
de epigalocatequina (EGCQg).
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Figura 4 — Estrutura quimica da catequina.
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Fonte: Nakano et al. (2019)

2.6.1.3 Flavonas

Segundo Wang et al. (2019), as flavonas sdo uma classe de flavonoides muito
encontradas em vegetais, plantas e flores. Elas atuam como protetores quimicos naturais, as
quais absorvem luz em comprimentos de onda mais curtos do que aqueles visiveis ao olho
humano, protegendo as células vegetais dos danos causados pela fotoxidacdo. Para Paton
(1992), as principais flavonas encontradas na cana-de-agUcar sdo as derivadas de: apigenina,
luteolina e tricina. Esses flavonoides estdo presentes na cana-de-agucar como glicosideos, ou
seja, eles possuem unidades de agucar ligadas a sua estrutura, proporcionando estabilidade no
processo de clarificagdo do caldo e etapas posteriores. Além disso, possuem grande variacdo
de cor entre pH 4,0 e 9,0, sendo incolores em meio &cido e amarelos ou verdes em solugédo

alcalina.

De acordo com Damodaran et al. (2010), apigenina e luteolina, livres (agliconas) ou
conjugadas (heterosideos) sdo as flavonas mais abundantes encontradas nas plantas.
Valdameri (2008) afirma que a Apigenina (5,7,4’-triidroflavona) e seus glicosideos sdo
encontrados frequentemente em graos de cereais, ervas e vegetais, enquanto que a Luteolina
(5,7,3’,4’-tetraidroxoflavonona) esta presente em cereais e ervas e a luteolina glicolisada é
encontrada em folhas de vegetais.

Smith e Paton (1985) coloca o grupo de derivados de tricina como um dos mais
importantes pigmentos vegetais encontrados na cana-de-agucar, onde a aglicona de tricina tem
sido detectada em pelo menos 16 dos 20 géneros da familia Gramineae. O género Saccharum
(grupo botéanico que inclui a cana-de-agucar) teve varios derivados de tricina (por exemplo:

tricin 5 - glucdsico) identificados em folhas e material colorido oriundo dessas plantas.
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Segundo Larrahondo e Ordofiez (2014), os grupos de apigenina e luteolina sdo mais
suscetiveis a oxidacdo enzimatica em relagcdo aos de tricina. Isto ocorre porque nos derivados
de apigenina e luteolina as hidroxilas estdo posi¢ao 4’ ou 3°, 4’ do anel B, enquanto no grupo
da tricina, os metilados se encontram nas posigdes 3’ e 5°, como mostra a Figura 5,
consequentemente, s&0 mais resistentes a oxidag&o.

Larrahondo e Ordofiez (2014) também destacam que flavonas resistem a etapa de
clarificacdo do processo fabril agucareiro devido a sua existéncia em formas aniénicas em
elevados valores de pH do caldo, enquanto as antocianinas, sob as mesmas condi¢cfes se

degradam e por consequéncia, ndo apresentam influéncia na formacgdo de cor dos produtos

finais.
Figura 5 — Exemplos de estruturas quimicas dos derivados de apigenina, luteolina e tricina.
OH
3
HO o HO o /
OH OH
| « | «
OCH, O OH 0
Exemplo do grupo apigenina Exemplo do grupo luteolina

370CH3
R;0 ]
OH
41'
5’
OCH,
OH 0
Exemplo do grupo tricina

Fonte: Adaptado de Larrahondo e Ordofiez (2014).

2.6.1.4 Flavonodis

De acordo com Barreca et al. (2021), flavondis sdo os flavonoides mais difundidos no
reino vegetal, caracterizados pelo grupo hidroxila na posicdo 3 do anel C. Esses autores

afirmam que os flavonois possuem uma ampla gama de atividades biolégicas e importantes
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aplicacOes terapéuticas devido as suas varias propriedades bioldgicas, como atividades
antioxidantes, anti-inflamatdrias, antivirais, hipolipemiantes e anticancerigenas. Os principais

representantes desta familia s&o: quercetina, miricetina, rutina e kaempferol (Quadro 1).

A quercetina (3,5,7,3",4-pentahidroxiflavona) é considerada por Souza e Giovani
(2004) um forte antioxidante devido a sua capacidade de eliminar os radicais livres e ligar
ions de metais de transi¢do. De acordo com Doersch e Newell-Rogers (2017), a quercetina é
uma das formas mais abundantes de flavonoides, apresentando elevado potencial
antioxidante, antialérgico, antiinflamatério, anticancer, antipropriedades diabéticas,
antimicrobianas e cardioprotetoras. Wianowska (2015) afirma que a quercetina € um
flavonoide amplamente presente em vegetais, frutas, folhas e gréos.

Kaempferol é um tipo de flavondide natural encontrado em brécolis, repolho, feijao,
tomate, morango e maca. Chen e Chen (2013) afirmam que o kaempferol exerce extensas
atividades bioldgicas, incluindo atividades anti-oxidacdo, antiinflamatdria, antibacteriana e
antitumoral.

Segundo Gupta et al. (2020), a miricetina (3,5,7,3°,4°,5’-hexahidroxiflavona) é um
flavonol natural que pode ser encontrado em diversas variedades de plantas, incluindo nozes,
frutas e vegetais. Kim et al. (2015) constataram que extratos naturais com alto teor de
miricetina podem ser desenvolvidos como fitoquimicos para produtos alimentares funcionais
para prevenir a retinopatia diabética. Gu et al. (2023) demosntraram que a miricetina possuli

efeitos farmacoldgicos significativos no tratamento de cancer de pulmao.

A rutina é um flavondide encontrado principalmente em plantas, sendo utilizada,
segundo Silva et al. (2016), na protecdo de plantas contra insetos, principalmente

lepiddpteros, devido aos seus efeitos antinutricionais.

2.6.2 Acidos fendlicos

Lorigooini et al. (2020) relatam que os &cidos fendlicos sdo o tipo mais comum de
compostos fendlicos vegetais e se caracterizam por possuir um grupo funcional de &acido

carboxilico.

D'Archivio et al. (2007) divide os &cidos fendlicos em duas classes: os derivados de
acido benzoico (&cidos hidroxibenzoicos) e derivados de 4&cido cinamico (acidos
hidroxicindmicos). Os &cidos hidroxibenzoicos, como o acido gélico e acido protocatecuico,

sdo encontrados em poucos vegetais consumidos por humanos. Ja os acidos hidroxicindmicos,
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como 0s acidos cafeico, cumarico e ferulico, estdo presentes em varios alimentos e bebidas de

origem vegetal, como o café, erva mate, frutas, cruciferas e cereais.

Mattila et al. (2006) identificaram e quantificaram 10 &cidos fenolicos (cafeico,
feralico, sinapico, protocatecuico, vanilico, p-cumarico, p-hidroxibenzoico, siringico,
cindmico e galico) em 24 tipos de frutas e 12 bebidas. Entre os frutos, os maiores teores (28
mg / 100 g) foram determinados em ameixa preta, cereja e uma variedade de maca (Valkea
Kuulas). Café (97 mg / 100 g), bem como chés verdes e pretos (30-36 mg / 100 g) foram as
melhores fontes entre as bebidas. O acido cafeico foi predominante nas amostras estudadas,
exceto em preparagdes de cha.

Szwajgier et al. (2017) afirmam que devido a uma ampla distribuicdo em fontes
naturais, estabilidade relativamente alta nos alimentos, 6tima absorcéo intestinal e cerebral, os
acidos fenolicos podem ser considerados como compostos promissores para tratamentos de

distarbios neurologicos.

Segundo Soares (2002), os acidos fendlicos além de se apresentarem sob sua forma
natural, podem também se ligar entre si ou com outros compostos. Destas combinac@es, a
mais importante ocorre com o acido cafeico, o qual, associado a um alcool-acido ciclico,

denominado acido quinico, origina o &cido clorogénico.

Zheng et al. (2023) afirmam que os acidos fendlicos sdo excelentes antioxidantes
naturais porque os grupos hidroxila fendlicos em suas estruturas podem eliminar os radicais

livres de forma eficaz.

De acordo com Bastos et al. (2007), os &cidos clorogénicos sdo ésteres que pertencem
a familia dos é&cidos cindmicos, que compreendem uma série de acidos trans-fenil-3-
propendicos que diferem na sua substituicdo do anel aromatico, sendo o acido 5-cafeolquinico
(Figura 6) o mais comum dos &cidos clorogénicos. Hou et al. (2017) afirmam que o acido
clorogénico é um éster do &cido cafeico e do &cido quinico, sendo um composto fendlico

amplamente encontrado em plantas superiores, como frutas, vegetais e chas pretos.
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Figura 6 — Estrutura quimica do &cido 5-cafeoilquinico.
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Fonte: Oliveira e Bastos (2011).

Mohtar et al. (2014) afirmam que o &cido cafeico (acido 3,4-diidroxicindmico) é um
derivado fenolico isolado de alguns tecidos vegetais, como grdos de café, folhas de cha,
membrana celular de frutas e palha de gréos de cereais. Erge e Eren (2021) demonstraram que
0 &cido cafeico tem potencial para ser um fator de reticulagdo natural de proteinas, em teste
realizados com carne de frango. O &cido cafeico e o &cido clorogénico sdo os principais
4cidos fenolicos no cacau e nos graos de café (CERRI et al., 2019; KROL et al., 2020)

O écido ferulico (4-hidroxi-3-metoxicinamico), segundo Mancuso e Santangelo
(2014), é um polifenol natural encontrado ricamente em farelos de cereais, vegetais e ervas
medicinais. O 4acido ferulico é um fitoconstituinte polifendlico sintetizado a partir do
metabolismo dos aminoacidos fenilalanina e tirosina encontrados em frutas e vegetais
(SINGH et al., 2022). O teor de acido ferulico do grdo de trigo é de 0,8 a 2 g/kg seco, 0 que
pode representar até 90% do total de polifendis. Colonnello et al. (2018) afirma que o acido
feralico € encontrado em varios vegetais, incluindo a cana-de-agucar, possuindo propriedades

antioxidantes e citoprotetoras.

Segundo Clifford (2000), o acido cumarico € um acido hidroxicinamico e um
micronutriente alimentar abundante presente em uma ampla variedade de plantas comestiveis,
incluindo cereais, frutas e vegetais. O acido cumarico se apresenta nas formas (isbmeros) o-
cumarico, m-cumarico e p-cumarico, os quais se diferem pela posi¢cdo do grupo hidroxila no

anel aromatico.

Soares (2002) define as cumarinas como uma classe de metabdlicos secundarios
derivadas do acido cindmico por ciclizagdo da cadeia lateral do &cido o-cumarico, como
mostrado na Figura 7. Kuster e Rocha (2010) explicam que as cumarinas além de serem

amplamente distribuidas nos vegetais, onde cerca de 1300 variedades ja foram isoladas de
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fontes naturais, elas também podem ser encontradas em fungos e bactérias. Além disso, essa

familia dos fendis possui propriedades farmacoldgicas, bioquimicas e aplicacdes terapéuticas.

Figura 7 — Estruturas quimicas do acido o-cumarico e cumarina.
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Fonte: Adaptado de Soares (2002).

2.6.3 Taninos

Segundo Ferrero-del-Teso et al., (2022), os taninos sdo compostos polifenolicos de
alto peso molecular presentes em madeira, bebidas e frutas e se dividem em duas grandes

familias: taninos condensados e taninos hidrolisaveis.

De acordo com Radebe et al. (2012), os taninos condensados (também conhecidos
como poliflavonoides ou proantocianidinas) sdo baseados em unidades de flavonoides, que
sofrem reacgdes de condensacao e polimerizagdo para formar oligbmeros com varios graus de
polimerizacdo. Ja& os taninos hidrolisaveis diferem dos taninos condensados, pois séo
derivados do acido galico e geralmente sdo esterificados em um ndcleo de carboidrato,

principalmente glicose.

Madritch e Lindroth (2015) asseguram que os taninos podem fornecer beneficios as
plantas por meio de vias independentes e interativas de defesa de herbivoros e ciclagem de
Nitrogénio.

Qudsieh et al. (2002) avaliaram a varia¢do do teor de tanino na cana-de-agutcar colhida
em diferentes estagios de maturacdo. Os resultados demonstraram que ocorreu uma
significativa reducédo (p < 0,01) do teor de tanino do 3° (0,24 %) até o 10° més (0,025 %) de
maturacdo. 1sso demonstra que quanto mais precoce for a colheita da cana-de-agtcar (0 que

ndo é recomendado), maior sera o contetido de tanino contido no caldo.
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2.6.4 Ligninas

De acordo com Feldman (2016), a lignina € um biopolimero de grande rigidez e um
dos principais constituintes das plantas lenhosas, onde desempenha o papel de agente de
revestimento e é comparavel neste aspecto ao cimento em concreto armado de aco. A
estrutura quimica de diferentes ligninas naturais varia dependendo de sua fonte. Este autor
classifica a lignina em trés grupos principais: lignina de madeira macia, lignina de madeira

dura e lignina de grama com base na estrutura quimica de unidades monomericas.

Segundo Miranda et al. (2006), a lignina é constituida por um sistema aromatico
composto de unidades de fenilpropano que irdo dar origem aos fendis, acidos e aldeidos
aromaticos. A lignina é um composto fendlico que ndo se apresenta na forma livre nos
vegetais, ela é encontrada na forma de polimero, sendo que sua hidrélise alcalina libera uma

grande variedade de derivados do acido benzéico e do acido cinamico.

A lignina apresenta caracteristicas estruturais distintas, dependendo do tipo de plantas,
tecidos, tipo de célula, estagios de crescimento e condi¢cdes ambientais. Atributos esses que a
diferem dos outros componentes da parede celular vegetal, como celulose e hemiceluloses,
que possuem estruturas bem definidas (RENCORET et al., 2018; RENCORET et al., 2023).

Para Mota et al. (2016) a lignina é uma fonte secundaria subexplorada da inddstria de
celulose e papel e biorrefinarias, sendo usado para producéo de energia na fabrica ou como
material de baixo valor para dispersantes ou ligantes formularios. No entanto, algumas
alternativas vém sendo estudadas para melhor aproveitamento deste material, como por
exemplo, o processo integrado de reacao e separacao para a producao de compostos fendlicos
monomeéricos de alto valor agregado (vanilina e seringaldeido). A lignina é uma importante
fonte de compostos fendlicos e aromaticos e sua conversao em vanilina é uma forma eficaz de
utilizar a lignina em alto valor (CASIMIRO et al., 2019).

A composicdo de lignina no bagaco e palha de cana-de-agucar é amplamente
encontrada na literatura, a partir de diversas metodologias. Estudos realizados por Rocha et al.
(2011), Silva et al. (2011), Canilha et al. (2011), Pereira et al. (2015), Gambarato (2014) e
Oliveira (2015) mostram que o conteudo de lignina no bagaco encontra-se na faixa de 13,2 a

26,7%, enquanto para a palha esse percentual varia entre 11,4 e 30,0%.
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2.6.5 Vanilina e seringaldeido

Segundo Oliveira (2015), vanilina e seringaldeido sao aldeidos aromaticos obtidos do
processo de oxidacao da lignina em meio alcalino. De acordo com Mota et al. (2016), vanilina
e seringaldeido sdo precursores do 3,4,5-trimetoxibenzaldeido, o qual é utilizado como

matéria-prima na inddstria farmacéutica.

Rendimentos de 33 kg seringaldeido e 22 kg de vanilina por tonelada de lignina foram
alcancados por Pinto et al. (2013), os quais avaliaram a oxidacdo da lignina a partir de
madeira da espécie Eucalyptus globulus. Aquino et al. (2006) afirmam que siringaldeido e
vanilina sdo os compostos predominantes em bebidas alcodlicas envelhecidas em barris de

madeira, devido a hidrolise da lignina.

Sridhar (2005) afirma que a vanilina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido) é um importante
agente aromatizante utilizado na industria alimentar, principalmente como aroma de baunilha.
A vanilina pode ser obtida por via natural, através de extracdo das sementes de baunilha, no
entanto, isto € um processo de custo elevado e de baixa eficAcia em comparacdo a via

sintética.

Vanilina e seus derivados apresentam aplicacdes nos mais diversos ramos, entre eles:
industria alimenticia, medicamentos e defensivos agricolas. Yadav et al. (2018) demonstraram
que derivados de vanilina possuem potencial antimicrobiano significativo contra a bactéria
Escherichia coli. Prabawati et al. (2018) constataram a eficacia na sintese do composto 4-(4-
hidroxifenil-3-metoxi)-4-hidroxi-2-butanona (derivado de vanilina) e utilizacdo do mesmo no
combate a moscas de frutas. Xu et al. (2023) afirmam que a vanilina desempenha um papel
importante ndo apenas em alimentos e aromatizantes, mas também como na sintese de outros
produtos valiosos, como os derivados da descarboxilacdo oxidativa da producdo de guaiacol a

base de petroleo.

De acordo com |lbrahim et al. (2012), o seringaldeido (3,5-dimetoxi-4-
hidroxienzaldeido) ¢ um aldeido fendlico de grande importancia porque possui valiosas
propriedades bioativas, sendo utilizado na industria farmacéutica, alimenticia, cosmética,

téxtil, de papel e celulose e até mesmo em aplicacGes de controle biologico.
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2.6.6 Compostos fendlicos na cana-de-agUcar e seus produtos

De acordo com Lima et al. (2016), a cor do caldo de cana é originada principalmente
dos compostos fenolicos que podem influenciar na cor do produto. A cor no processo de
producdo de agucar € causada principalmente por compostos fendlicos encontrados na cana-
de-acucar, bem como pigmentos de caramelo e amdnias carboniladas produzidas durante o
processo (IBRAHIM et al., 2023). Diante do exposto, a seguir sdo descritos os principais
estudos relacionados aos compostos fendlicos e a cor da cana-de-acUcar e seus produtos de

processamento.

Payet et. al. (2005) quantificou polifenois presentes em amostras de 7 tipos de agucar
mascavo. Foram mais de 65 compostos fendlicos analisados, sendo que nenhum flavonoide
foi identificado. Os principais compostos identificados foram os acidos fendlicos, dentre os
quais se destacaram: vanilina e os acidos feralico, p-cumarico, siringico e benzoico. O acido
siringico apresentou maiores niveis de concentragdo em praticamente todas as amostras,
variando de 7,13 a 161,0 mg/kg de acUcar. Dentre as amostras estudadas, as maiores
concentracfes encontradas para os acidos feralico e p-cumarico foram 16,1 e 33,2 mg/kg de

acucar, respectivamente.

Simioni et al. (2006) estudaram o efeito da variedade e época de colheita da cana-de-
acucar sobre o teor de fendis totais, constatando haver correlagBes positivas em seis
variedades estudadas entre idade e compostos fendlicos. Também neste trabalho foi
desenvolvido um estudo que relacionou a concentracdo de compostos fendlicos com a cor dos
acucares cristal e VHP. Para o agUcar cristal, a cor variou de 95 a 180 Ul e os fenois de 33 a
65 ppm, enquanto no agucar VHP a cor foi de 270 a 1240 Ul e a concentragdo dos compostos
fenolicos variaram de 78 a 270 ppm. Entretanto, a concentracdo de acido clorogénico foi
insignificante. No decorrer do processo de fabricacdo do acucar, ficou evidenciado que os
teores de derivados de &cido hidroxibenzoico (&cidos protocatecuico, p-hidroxibenzoico,
vanilico, siringico e benzoico) aumentaram, provavelmente devido a degradacdo dos
derivados de acido hidroxicindmico, como indicado pela presenca de acido benzdico a partir
da etapa de cristalizacdo. O maior e menor teores de vanilina foram encontrados no mel final
(melaco) e caldo clarificado, respectivamente. Observou-se que 0 processo de agucar resultou

em um aumento de teores de compostos fendlicos em seus produtos.

Duarte-Almeida (2006) identificou alguns compostos fendlicos contidos na cana-de-
acucar e seus produtos, utilizando a Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A partir

do caldo da variedade SP813250 foram detectados nove derivados de flavonas, sendo a
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maioria proveniente de tricina, apigenina e luteolina. Ja os acidos fenolicos encontrados sao
da familia dos &cidos cinamicos (derivados dos acidos clorogénico, cafeico e cumarico).
Neste estudo foram apresentadas duas novas substancias: uma flavona, tricina-7-O-p-(6"-p-
metoxicinamato)-glucosideo; e uma lignana, 3-hidroxi-1-[4,5-dihidroxi-3-metoxifenil]-2-[4-
(3-hidroxi-1-(E)-propenil)-2,6-dimetoxifenoxi]-propil--D-glucopiranosideo.

Ordofiez (2009) realizou um estudo sobre a implantacdo de técnicas rapidas de
extracdo e quantificacdo de flavonoides e fendis em folhas, raizes e gemas de diferentes
variedades de cana-de-agucar, com base em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
espectrofotometria (UV/VIS). Com relagdo ao teor total de flavonoides, a maior média foi
encontrada nas folhas (32,1 mg/kg), seguida das gemas (14,2 mg/kg) e raizes (5,7 mg/kg).
Concentrac@es de rutina, naringina, quercetina, luteolina e apigenina foram mais elevados nas

folhas, com destaque para a primeira, encontrada em niveis muito mais altos do que as outras.

Duarte-Almeida et al. (2011) quantificaram os principais flavonoides e &cidos fenolicos
em trés variedades de cana-de-agucar (RB855486, SP813250 e SP801842), bem como durante
0 Seu respectivo processamento, como o caldo misto, xarope, melaco e actcar VHP. Foi
observado que as variedades de cana-de-agucar in natura possuem perfis que se destinguem
dos seus produtos, quanto a concentracdo de flavonoides e &cidos cindmicos. O perfil dos
fendlicos das variedades de cana-de-acucar foi composto predominantemente por acidos
cindmicos (cafeico, clorogénico, p-cumarico e feralico), com destaque para o acido
clorogénico, o qual foi a substdncia encontrada em maior quantidade, enguanto o0s

flavonoides, se apresentaram em menor propor¢ao.

Duarte-Almeida et al. (2011) identificaram outros acidos na cana-de-aglcar em
quantidade significativa, como o cafeico e p-cumarico. Os derivados de luteolina foram os
flavonoides com maior expressdo nas variedades analisadas, representando cerca de 44% do
total de flavonoides detectados. Um detalhe importante foi a quantificacdo dos acidos cafeico
e fertlico, o primeiro presente apenas em colmos e o Gltimo em produtos do processamento
da cana-de-aclcar. Foram encontradas concentragfes proximas de 1,5 mg/100g de &cido
clorogénico na cana-de-acUcar in natura, enquanto no caldo misto (caldo extraido das

moendas ou difusores) a concentracdo nao ultrapassou 0,5 mg/100g.

Segundo Bucheli e Robinson (1994), o acido clorogénico € um o-difenol presente na
cana, € um 6timo substrato para atividade da enzima PPO, provocando assim, a reagdo
mostrada na Figura 2, ou seja, ap0s extracdo do caldo da cana-de-agUcar houve uma

diminuicdo nos niveis de acido clorogénico.
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Nguyen e Doherty (2011) investigaram a degradacdo, em pH 3, 4 e 5, do &cido cafeico
(4cido 3,4-di-hidroxicinamico), o qual estd presente no caldo de cana-de-agUcar, usando tanto
0 peroxido de hidrogénio como o reagente de Fenton. Os resultados mostram que num
periodo de 30 min, 85,8% de acido cafeico foi degradado com a adigdo de 200 ppm de Fe*2 e
400 ppm de H20. em pH 5. Em pH mais baixo, 3 e 4, a degradacgéo apresentou 61,7 e 66,4%,

respectivamente.

Valli et al. (2012) constataram que a concentracdo de compostos fendlicos do melago
proveniente da cana-de-agUcar é seis vezes superior ao melaco oriundo da beterraba. Foi
constatado que o &cido siringico é o principal componente fenodlico do melago de cana-de-
acucar, enguanto vanilina, acido ferulico e luteolina/Kampferol foram as principais espécies
encontradas no melaco de beterraba.

Caldas (2012) avaliou a cor do aclcar branco (cristal e refinado) durante
armazenamento pelo periodo de 123 dias, constatando um progressivo escurecimento ao
longo do tempo, tendo como precursores 0s compostos fenolicos. Ao identificar e quantificar
os constituintes polifendicos, através de cromatografia liquida acoplada a espectrometro de
massa (LC-MS), foi comprovado que os acidos fendlicos eram 0s principais componentes das
extracOes, com predominio dos acidos ferulico e p-cumarico. Este Gltimo, presente em maior
quantidade, apresentando concentracdes médias de 8,26 e 9,15 mg/kg nos acgucares cristal e
refinado, respectivamente. O acucar refinado apresentou elevacdo de cor de 15 Ul durante o
armazenamento, promovendo uma elevagdo no percentual de escurecimento de 20,92% em
relacdo ao primeiro dia. J& o do agUcar cristal teve crescimento mais modesto (13,89%),
apesar do aumento de pouco mais de 30 Ul na coloragéo.

Thamaphat et al. (2015) determinaram o teor de antocianina em diversos tipos de
acucar (refinado, branco, mascavo e bruto) espectroscopia de ressonancia de spin eletrdnico
(ESR). Nenhum sinal ESR foi observado para acucar refinado e aglcar branco, enquanto o
acucar bruto e o aglcar mascavo exibiram um sinal ESR de aproximadamente 164 mT (g =
4,27). Os espectros ESR de antocianina padrdo, agucar bruto e aglcar mascavo exibiu sinais
de Fe (I11), Mn (1) e radicais livres. Além disso, a intensidade da cor no agucar aumentou
com 0 aumento das concentracdes de ferro devido as reacGes entre antocianina e ferro. Esta
descoberta indicou que o contetdo de antocianina em aclcares de cana (refinado, branco,
mascavo e bruto) sdo correlacionados com sinais ESR.

Mandro et al. (2015) avaliaram a degradagdo da rutina em caldo de cana-de-agucar

pela acdo do peroxido de hidrogénio (H202). Foi avaliada a intensidade da taxa de



45

absorbancia da rutina e cor do caldo de cana-de-aclcar em trés diferentes quantidades de
H>0>, constatando-se que tanto a taxa de absorbancia como a cor estdo interligados com a
concentracdo de H>O: na solucdo, ou seja, quanto maior a dosagem de H>O, maior sera a
degradacdo e menor sera a cor. Tais resultados demonstram que a rutina tem participaco
direta na coloracdo do caldo de cana-de-agucar.

Manarim e Aguiar (2016) avaliaram a remocao de pigmentos (clorofila, compostos
fenolicos e flavonoides) de cana-de-acucar (variedade RB855453) empregando coluna
cromatografica de adsorcdo, utilizando a resina SD-2 Dow™ Optipore™ como adsorvente.
Foi obtido uma eficiéncia de extracdo de 96% em etanol, e a analise resultou em
concentracdes de fendlicos, flavondides e clorofila ao longo das fragdes eluidas e adsorcao da
resina, juntamente com os eluentes. A separacdo foi obtida com sucesso para todos 0s
compostos, onde uma diminuicdo na polaridade das moléculas de pigmentos ocorreu durante
a execucdo cromatogréfica.

Sartori et al. (2017) utilizaram o mecanismo de Criegee para avaliar as melhores
condi¢cbes operacionais de pH e temperatura na degradacdo de compostos fenolicos (em
termos de é&cido galico) do caldo de cana-de-aclcar por ozonizagdo. Os ensaios foram
realizados pelo periodo de 4 horas com uma taxa de dosagem de 3,82 mg O3 min™. A maior
degradacdo de &cido galico foi obtida sob condicdes de reagdo de pH igual a 7,82 e 50°C.
Nestas condicdes ficou evidenciado que ndo houve degradacdo da sacarose, que é um

parametro importante para o rendimento industrial.

Fonseca et al. (2017) investigaram a decomposi¢do de uma mistura de quatro acidos
fenolicos (p-cumarico, cafeico, siringico e clorogénico) e uma flavona (quercetina) em agua e
solucdo aquosa de sacarose, através do método de ozonizacdo. Ficou constatado que o
consumo médio de ozdnio foi semelhante para a remocao dos &cidos clorogénico, cafeico e p-
cumarico em agua e solucdo de sacarose, e um pouco maior para quercetina. Houve consumo
significativo de oz6nio (18,7 ppm) para alcangar niveis de 90% de remocdo em solugdo
aquosa de sacarose para 0s acidos clorogénico, cafeico e p-cumarico. Entretanto,
concentracdo de acido siringico ndo pdde ser medida com precisdo em solucdo de sacarose,
devido a presenca de espécies intermediarias resultante da degradacdo de compostos
fendlicos, quase ao mesmo tempo que o referido acido. Por outro lado, a degradacdo da
quercetina aumentou principalmente quando o0s compostos fendlicos foram quase
completamente oxidados, ou seja, em dosagens de ozdnio superiores a 20 ppm. Ficou

evidenciado que a remocdo de compostos fendlicos foi claramente prejudicada durante a
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ozonizagdo na presenga de sacarose e que o impacto dos produtos intermediarios de

degradacédo na formacéo de cor ou toxicidade deve ser investigada com mais profundidade.

Ogando et al. (2019) utilizaram a eletrocoagulacdo como substituto do processo de
clarificacdo do caldo da cana-de-acucar por sulfitacdo, sendo avaliados o0s seguintes
parametros: cor ICUMSA, turbidez e teor de compostos fendlicos. Os ensaios foram divididos
de acordo com a tensdo aplicada: 35, 45, 55 e 65 V. A tensdo mais alta nos tratamentos
alcancaram maior reducdo da cor, turbidez e compostos fendlicos totais. No entanto, nenhum
dos tratamentos impactou no teor de fendlicos simples analisados. As concentragdes de acidos
benzoicos (galico, p-hidroxibenzdico, vanilico e siringico), &cidos hidroxicindmicos (cafeico,
p-cumarico e feralico) e flavonas (naringenina e quercetina) ndo foram afetados pela

eletrocoagulacdo, e consequentemente, ndo apresentaram correlacdo com a cor ICUMSA.

Sartori et al. (2019) avaliaram as reacOes envolvidas na degradagdo de compostos
fendlicos (rutina e acido cafeico) no caldo de cana-de-agUcar por ozonizagdo. Foi constatado
que a degradacao de rutina é mais rapida do que a do acido caféico, porque ap6s 30 minutos
(consumo de 44,3 mg O® min™t) nenhum pico de rutina pode ser detectado por analises de
HPLC/PDA. Para o acido cafeico, nenhum pico foi detectado apds 60 minutos (consumo de
88,6 mg O*min™).

Song et al. (2019) utilizaram uma diatomita modificada com quitosana magnética
(MCMD) como um novo tipo de agente clarificante para agucar, com o objetivo de adsorver
acido galico e &cido cafeico. As capacidades maximas de adsorcdo alcancadas para acido
galico e &cido cafeico por MCMD foram de 31,949 mg gt e 27,640 mg g2, respectivamente.
Os resultados desse estudo mostraram que o MCMD teve potencial significado para o estudo

do mecanismo de descoloracao da clarificacdo de acUcar.

Rodrigues et al. (2021) fizeram uma analise fendlica abrangente do caldo de cana-de-
acucar in natura de trés diferentes safras. Também foi avaliado o efeito do aquecimento
ohmico e tratamento de ultra-som sobre o conteudo fendlico e a cor do caldo. Entre os 32
compostos fendlicos identificados, um total de 17 foram quantificados, compreendendo em
ordem decrescente de abundancia, flavonas (38-49 mg/L), diligois (22-29 mg/L) e acidos
fenolicos (17-30 mg/L). Os principais grupos fendlicos afetados nas diferentes safras foram os
flavonas e os &cido fendlico. Foi constatado que a variabilidade dos compostos fendlicos
parece estar relacionada principalmente ao menor volume de chuvas nos meses anteriores a

colheita.
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3 MATERIAIS E METODOS

As anélises necessérias para realizacdo da pesquisa foram realizadas no laboratorio de
Quimica Analitica pertencente a Coordenadoria de Quimica do Instituto Federal de Alagoas —

Campos Maceid e nos laboratdrios das usinas parceiras deste trabalho.

3.1 AMOSTRAS

As amostras foram coletadas em duas unidades industriais do estado de Alagoas: a
primeira, Usina Porto Rico, denominada de Usina A (UA) localizada na regido da Zona da
Mata, apresentando aproximadamente 30% de sua colheita de forma mecanizada; a segunda,
Usina Santa Maria, denominada de Usina B (UB) localizada na regido Norte do estado, a qual
é caracterizada pelo terreno bastante acidentado e colheita de cana-de-agucar realizada 100%
de forma manual. O periodo de coleta ocorreu durante as safras 2019/2020 e 2020/2021. A
coleta das amostras foi realizada de acordo com a divisdo das etapas do trabalho e seu
respectivo local, da seguinte forma: delineamento experimental para avaliacdo da matéria-
prima (realizada sé em UA), etapas do processamento do acucar VHP (UA e UB), evaporacao
(UA), cozimento (UA) e acucar VHP (UA e UB).

3.1.1 Delineamento experimental para avaliacdo da matéria-prima

Cana-de-acUcar colhida de forma mecanizada e manual, nas variedades RB 92579 e
VAT90-212, foram coletadas de caminhdes de transporte pela sonda de amostragem. Tais
variedades foram escolhidas porque foram predominantes no processo produtivo,

representando juntas cerca de 55% da cana-de-acUcar utilizada no periodo de moagem.
3.1.2 Etapas do processamento do agucar VHP

As amostras foram nomeadas de acordo com o produto obtido nas respectivas etapas

do processo (Figura 8):

e Caldo cru: cana-de-acucar coletada na sonda de amostragem. A extracdo do caldo
foi realizada de acordo com (ABNT, 2019);

e Caldo misto: caldo do primeiro e segundo terno de moenda submetido ao

peneiramento;

e Caldo caleado: caldo obtido apds processo de caleacéo;
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e Caldo clarificado: caldo obtido no decantador;
e Xarope: caldo concentrado a saida da evaporacéo.

e Massa cozida: material composto de cristais de sacarose e mel, obtido apds

cozimento do xarope.

A coleta foi realizada em um dia de cada més durante as safras 2019/2020 e
2020/2021. Neste dia foram tomadas amostras de 6, 9 e 12 horas da manha, fazendo assim um
pool em cada ponto citado acima, em seguida congeladas (-15°C) para posteriormente serem

analisadas quanto a cor, fendis totais e 0s compostos fendlicos.

Figura 8 - Principais produtos obtidos do processo de fabricacdo do agtcar VHP.

Fonte: O Autor (2023).

3.1.3 Evaporacao

Para avaliacdo do processo de evaporagdo, foram coletadas amostras nos seguintes
pontos: caldo clarificado, que alimenta o processo de evaporacdo; caldo a saida do 1°efeito;
caldo a saida do 2°efeito; caldo a saida do 3°efeito e o caldo a saida do 4°efeito, o qual €
denominado de xarope. Em todas as amostras foram analisadas cor, fendis totais e o0s

compostos fenolicos.

3.1.4 Cozimento

O processo de cozimento foi avaliado a partir de uma operacdo em batelada (cozedor

de 400 HL de capacidade), a qual teve inicio com a injecédo de, aproximadamente, 250 HL de
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massa pré-cozida oriundo de um corte de um outro cozedor. Este material, chamado de “pé de
cozimento”, foi o primeiro ponto a ser coletado. Em seguida, com alimentacdo de xarope ao
cozedor, foi coletada uma aliquota, chamada de massa 1, ao nivel de 300 HL. Da mesma
forma, foram coletados em 350 HL (massa 2) e 400 HL (massa 3), esta Gltima sendo a massa
que representa a finalizagdo do cozimento, ou seja, a coleta ocorre quando acontece o
descarregamento do cozedor para os cristalizadores. Em todas as amostras foram analisados

cor, fendis totais e os compostos fendlicos.

3.1.5 Acgucar VHP

O acucar VHP foi coletado em seis coloracGes diferentes, dentro das mesmas
condi¢cBes do processo de producdo. Amostras de aclcar VHP foram obtidas da seguinte
forma: 100 g de agucar VHP foram coletados a cada 2 horas durante um periodo de 6 horas,

ao final foi realizado um mix de 400g com o montante.

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

As amostras para realizagdo do delineamento experimental foram coletadas apenas em

UA porque UB néo possui colheita mecanizada.

Foi utilizada a metodologia de superficie de resposta com o objetivo de avaliar o efeito
do tipo de colheita, % de impureza vegetal e variedade da cana (variaveis independentes)
sobre as respostas: cor, fendis totais e compostos fenolicos da matéria-prima (cana-de-acucar).
Para colheita mecanizada as amostras correspondem a cana crua, enquanto para colheita
manual a cana € queimada. Os ensaios experimentais foram realizados de acordo com o
planejamento fatorial 23, totalizando 8 ensaios, e estes realizados com trés repeticdes. Os

dados obtidos foram ajustados ao seguinte polinémio (Equacao 1):
Yo(C,F,P)=,+ BTC+ S,IV + BNC + B,TCIV + B,,TCVC + 3,,IVVC 1)

Em que Bn sdo 0s coeficientes de regressdo, Y € a resposta em questdo, C é a cor (Ul), F é
Fenois (%) e P é Polifenois (%). TC, IV e VC sdo as varidveis codificadas (Tipo de Colheita;
% Impureza Vegetal e Variedade de Cana). A Tabela 2 apresenta as variaveis independentes

codificadas e decodificadas.
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Tabela 2 — Niveis codificados e decodificados das variaveis independentes do planejamento fatorial 22,

Ensaio Variedade Impureza (%) Colheita
1 VAT90-212 (-1) 5(-1) Mecanizada (-1)
2 RB92579 (1) 5(-1) Mecanizada (-1)
3 VAT90-212 (-1) 10 (1) Mecanizada (-1)
4 RB92579 (1) 10 (1) Mecanizada (-1)
5 VAT90-212 (-1) 5(-1) Manual (1)
6 RB92579 (1) 5 (-1) Manual (1)
7 VAT90-212 (-1) 10 (1) Manual (1)
8 RB92579 (1) 10 (1) Manual (1)

Fonte: O Autor (2023).

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram avaliados pela ANOVA utilizando o teste de Duncan para comparacgao

ao nivel de 5% de significancia, sendo utilizado o software Statistica 7.0.

3.4 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

A seguir é descrita a metodologia utilizada nas anélises fisico-quimicas realizadas nas

amostras do processamento do agtcar VHP.

3.4.1 pH

Para medicéo de pH foi utilizado pHmetro de bancada digital PHTER PHS-3B, com
controle de temperatura e previamente ajustado nas solucdes padréo pH 4,0 e pH 7,0.

3.4.2 Sélidos soluveis totais (Brix)

A determinagdo dos solidos soltveis totais (°Brix) foi feita através de refratdbmetro
digital portatil, marca HANNA HI 96801, com compensacdo automatica de temperatura e

faixa de medicédo de 0 a 85°Brix.
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3.4.3 Cor ICUMSA

A intensidade de cor ICUMSA (International Comission for Uniform Methods of
Sugar Analysis) foi obtida utilizando uma adaptacdo dos métodos GS 2/3-9 e GS 1/3-7
(ICUMSA, 2005; ICUMSA, 2011). Para caldos, xarope e massa faz-se a leitura do Brix das
amostras para posterior diluicdo, promovendo a corre¢do para 5 °Brix. O material diluido
passa por uma filtracdo a vacuo, utilizando pré-filtro AP25 e membrana filtrante (porosidade
0,45 um), em que o filtrado tem o pH corrigido para 7£0,1. Por fim, faz-se uma nova medicgéo
de brix para posterior leitura no espectrofotémetro, o qual é configurado em comprimento de
onda de 420 nm e aferido em cubeta de 1 cm em zero de absorbancia e 100% de transmitancia
com agua destilada. A cor é expressa em unidades ICUMSA e determinada através da

Equacéo 2.

ABS
_ 8B 2
Cor (UD) A_Bx100 2)

Onde: ABS: Absorbancia da solucéo.
A: Comprimento interno da cubeta.

B: Concentragéo do filtrado em g/mL em func¢éo do °Brix.

Para o acucar VHP, foram diluidos 20 g de amostra em baldo de 100 mL com adi¢do
de 10 mL da solucéo tampédo de MOPS (acido 4-morfolino propano sulfénico), depois ocorre
a filtracdo, medicdo de brix e leitura espectrofotométrica da mesma forma descrita para
caldos, xarope e massa. A cor € obtida utilizando a Equacéo 2. Cada ensaio foi realizado em

duplicata e os resultados expressos em Ul.

3.4.4 Fenois totais

Os fendis totais foram determinados pelo método de Folin-Ciocalteu, de acordo com
Fonseca et. al. (2017), com algumas modificacdes. A curva de calibracdo foi preparada
utilizando solugdes de acido galico nas concentracdes entre 2 e 10 mg/L. Na quantificacdo dos
fenois, 2 g de amostra foram solubilizadas e transferidas para um baldo volumétrico de 50
mL, completando-o com &gua destilada. Uma aliquota de 2 mL da amostra diluida foi
misturada com 0,4 mL do reagente de Folin-Ciocalteu e 0,4mL da solugdo de hidroxido de
sodio (7,0% v/v). Apds 60 minutos de repouso foi realizada a leitura com espectrofotémetro
ajustado para 760 nm, utilizando agua destilada para o branco, o qual € preparado da mesma
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forma da amostra. Cada ensaio foi realizado em duplicata, sendo os resultados para caldos,
Xarope e massa expressos em ppm/°Brix, enquanto para as amostras de agucar os resultados

foram expressos em mg/kg.

3.5 ANALISES CROMATOGRAFICAS

Nesta secdo é descrita a metodologia utilizada nas analises cromatograficas para um

cromatografo Shimadzu.

3.5.1 Padrdes e reagentes

Foram utilizados os seguintes padrdes para a analise cromatografica: acido galico,
catecol, catequina, acido clorogénico, &cido cafeico, vanilina, siringaldeido, acido p-cumarico,
cumarina, rutina, miricetina e quercetina. Tais padrdes foram obtidos da Sigma-Aldrich Brasil
LTDA de acordo com a disponibilidade analitica. Os solventes (grau HPLC) utilizados foram:
alcool metilico (J. T. Baker) e acido férmico (Dinamica). Para preparacdo das solucdes foi

utilizada a4gua ultra-pura obtida de um sistema Milli-Q.

3.5.2 Extracgao

A extracdo foi realizada de acordo com Caldas (2012) com algumas modificaces.
Amostras liquidas (caldo e xarope) foram previamente centrifugadas (2000 rpm) e filtradas
em papel filtro (didmetro de 7 cm). Em seguida ocorreu a solubilizacdo de 0,50 g das
amostras (caldo, xarope, massa e agucar) com 5 mL de ciclohexano em banho ultrassom a
35°C, sendo os fendlicos extraidos com aliquotas de 15 mL de metanol:agua (70:30 v/v)
divididas em trés secdes. Fez-se a separacdo em baldo de decantacdo, sendo o solvente do
extrato evaporado sob vacuo em rotaevaporador até volume aproximado de 2 mL. Por fim,
fez-se uma nova filtragem em membrana de polietileno de 0,45 pm (Mili-pore) e 0 extrato

colocado em vial de 1,5 mL para inje¢éo.

3.5.3 Determinacdo dos compostos fendlicos

Concentracdes de acido galico, catecol, catequina, &cido clorogénico, &cido cafeico,
vanilina, siringaldeido, &cido p-cumarico, cumarina, rutina, miricetina e quercetina foram

determinadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em cromatdgrafo
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Shimadzu (LC-20A) (Figura 9) com os seguintes componentes: amostrador automatico (SIL-
20A), detector UV/VIS (SPD-20A) e coluna C18 Shim-pack (4,6 x 250mm). Foi utilizado o
software LC-Solution 1.0 para processamento dos dados. Todas as analises cromatograficas

foram realizadas no Instituto Federal de Alagoas, Campus Maceio.

Figura 9 — Cromatografo Shimadzu (LC-20A).
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As condicbes experimentais foram configuradas da seguinte forma: fluxo de 0,6
mL/min, tempo de anélise de 80 min, volume de injecdo de 20uL, temperatura do forno de 33
°C e comprimento de onda de 290 nm, sendo a fase moével constituida dos solventes A
(solucdo de é&cido formico 0,1%) e B (metanol). As amostras e padrdes analiticos foram
eluidos de acordo com o gradiente de variacdo: de 0 a 15 minutos (7-25% B); 15 a 38 minutos
(25-50% B); 38 a 58 minutos (50-85% B); 58 a 62 minutos (85-25% B); 62 a 80 minutos (25-
7% B). A identidade dos analitos foram confirmadas pelo tempo de retengdo dos picos das
amostras em comparagdo com o cromatograma dos padrfes analiticos. Cada ensaio foi
realizado em duplicata e os resultados expressos em ppm/°Brix.

Para determinacdo do tempo de retencédo foi preparada uma solucao padrdo a 10 mg/L
para cada composto fendlico, as quais foram injetadas separadamente e identificadas através
dos picos cromatograficos obtidos pela resposta do detector em funcdo do tempo de eluigdo.

Com a identificacdo do tempo de retencdo de cada composto, foi preparada uma
solucdo mix de 200 mg/L da seguinte forma: dissolucdo de 1 mg de cada padrdo analitico em

banho ultrassom, utilizando solu¢do metanol:agua (70:30 v/v) como solvente, e transferéncia
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para baldo volumétrico de 5 mL, totalizando uma solu¢do mix de 200 mg/L para cada

polifenol.

3.5.4 Validacao do método analitico

Segundo Inmetro (2016) a validagdo tem como objetivo confirmar que os métodos sdo
apropriados para 0 uso pretendido, devendo ser suficientemente abrangente para atender as
necessidades de uma determinada aplicacdo ou area de aplicacdo, assegurando assim a
confiabilidade dos resultados obtidos. Com base no documento DOQ-CGCRE-008
(INMETRO, 2016), os parametros de validacdo utilizados neste trabalho foram: seletividade;
linearidade e sensibilidade; precisdo (repetibilidade); limite de deteccdo (LD) e limite de

quantificacdo (LQ). O nivel de confianca utilizado para os testes de hipoteses foi de 95%.

3.5.4.1 Seletividade

A seletividade foi avaliada comparando as analises das injecdes da fase movel e da
solucdo mix (acido galico, catecol, catequina, &cido clorogénico, acido cafeico, vanilina,
siringaldeido, acido p-cumarico, cumarina, rutina, miricetina e quercetina) a 200 mg/L,

verificando a presenca de interferentes e separacdo dos picos.

3.5.4.2 Linearidade

A linearidade foi obtida a partir da analise dos dados das curvas de calibracdo das
solugdes mix contendo os doze polifendis citados anteriormente. Para tal, foram preparadas
10 solugdes mix de 1 a 10 mg/L a partir da coleta de aliquotas da solu¢do mix de 200 mg/L.
Cada nivel de concentracdo foi injetado em triplicata, ocorridos em dias diferentes, sendo
cada ponto da curva determinado pela média das areas dos picos. Os parametros de regressdo
foram obtidos de acordo com o método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO), no qual

foi proposto o modelo linear descrito na Equagao 3.

y=Dbx+a (3)

Sendo: y: resposta medida (area do pico)
X: concentracdo dos analitos
b: coeficiente angular

a: coeficiente linear
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Os coeficientes a e b séo obtidos de acordo com as Equacdes 4 e 5.

a_Zlyi_bZXi L (4)

— i=1 Zy—bX
n

n

D% =X)(y; - Y)
b= (5)

> % -0)

Onde: xi: valores individuais de cada nivel de concentragéo
yi: area do pico para cada nivel de concentracdo
x: média de X;
y: media de yi
n: nimero de niveis da curva de calibracao

O residuo (ei) é obtido da diferenca entre o valor observado (yi) e o valor estimado

(i), de acordo com a Equacéo 6.
€=Yi—Yi (6)

O coeficiente de determinacéo (R?) é quantificado pela Equacéo 7.

> (v - y)*
RZ — SQR _ =1 (7)

Y-y

Onde: SQr: soma quadratica da regressao
SQr: soma quadrética total

Quanto mais préximo de um (1) estiver o valor de R2, menor serd o residuo e,

consequentemente, melhor tera sido o ajuste do modelo as respostas observadas.

A verificacdo da presenca de outliers (valores aberrantes) foi realizada com base nos
residuos padronizados de Jacknife, como descrito por Souza e Junqueira (2005), os quais
identificam os outliers como pontos fora do intervalo * t(;_q/2;n-2)- Se; » ONde a € 0 nivel de

significancia, n € o nimero de ensaios e s,, € 0 desvio padrdo dos residuos. O residuo
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padronizado de Jacknife (Je) € calculado para cada ponto da curva de calibracdo de acordo
com a Equacéo (8). Valores de Je superiores a t critico sdo considerados outliers e devem ser

eliminados.

n-p-1
J=r [——=—
‘ r.1/n_p_ri (8)

Sendo: p: nimero de parametros do modelo

e
= S—' é o residuo padronizado

&

Para verificar a efetividade da regresséo linear foi realizado a verificacao das seguintes
hipdteses estatisticas: (i) os erros seguem uma distribuicdo normal (normalidade); (ii) a

variancia dos erros é constante ao longo de toda a faixa estudada (homoscedasticidade).

Conforme o proposto por Souza (2007), a normalidade dos residuos foi avaliada a
partir do teste de Ryan-Joiner, o qual baseia-se na relagdo linear entre a estatistica de ordem
da distribuicdo normal de uma amostra de tamanho n e a amostra da populacdo em estudo
apos ser ordenada. Um grafico foi construido entre os valores dos quantis tedricos de uma
distribuicdo normal e os valores das areas dos picos para cada nivel de concentragdo. Os

quantis normais (q;) sdo obtidos pela Equacao (9).

qi=¢‘1('_3/8j i=1.2,3...n 9)

n+1/4

Sendo: gi: valor normal
¢ inverso de uma distribuicdo normal padrédo

A estatistica do teste de Ryan-Joiner é o coeficiente de correlacdo da reta ou
coeficiente de Ryan-Joiner (R;), onde a hipotese nula (normalidade dos dados) é rejeitada se
Ry < R¢ sendo R¢ o valor critico do teste. Ry e Rc sdo calculados de acordo com as Equagdes
(10) e (12).



57

> -G -

R, = - ~ p — (10)
\/Z(yi —y)z\/Z(qi -q)°*
i—1 i—1
0,1288 0,6118 1,3505
RC =1,0063 - ’\/ﬁ —— " += 7z para o = 0,05 (1)

Sendo g é a média de q;

A homoscedasticidade foi avaliada através do teste de Levene (LEVENE, 1960 apud
ALMEIDA et al., 2008), o qual consiste em fazer uma transformagéo dos dados originais e
aplicar aos dados transformados no teste da ANOVA (andlise de variancia). O valor
experimental de Levene obtido (FL) é comparado com o valor critico (Fc) tabelado sob um
nivel de significancia de 5% (o = 0,05). A hipotese nula é aceita quando F. < F¢ , indicando
que a diferenca entre as variancias ndo tem significado estatistico (p > 0,05). Em
contrapartida, a hipotese alternativa indica que as variancias sao estatisticamente diferentes. O

valor transformado z; é calculado pela Equagéo (12).

zijz‘yij—g/i‘ Ci=1,..k e j=1,...n (12)

Onde: z;;: valor apos transformagéo
yij- j-ésima resposta medida do i-ésimo nivel de concentragéo
y;: média das respostas do i-ésimo nivel de concentracdo

Realizando o teste da ANOVA, o valor de F é calculado relacionando as médias
quadréticas entre os niveis (MQen) e dentro dos niveis (MQpobn), como descrito pela Equagéo
(13).

Kk

> (zi-2) /(k-1)

F = MQey _ k Ii.l — (13)
MQpy Zl:Z:l:(EU —Ei) /Z:l:(ni —1)

Onde;:
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k : nimero de niveis distintos da variavel independente
ni: nimero de repeticdes em cada nivel

A significancia estatistica da regressdo foi realizada baseada no teste F, como descrito
por Barros Neto et al. (2010), onde a razdo entre as medias quadraticas da regressdo (MQR) e
residuos (MQy) segue uma distribuicdo F. Para avaliacdo deste teste tem como hipdtese nula
que a regressdo linear ndo é significativa (ndo ha relagdo entre X e y) contra a hipotese
alternativa que a regressdo linear é significativa (ha relacdo entre x e y). A hipétese nula é
rejeitada quando o valor de F calculado for maior que o valor critico F(i-¢;1:0-2). O valor de F é

calculado pela Equagdo (14).

>3 (3-3) 1060

F_MQR_ i

~MQ, Zk:i(yl _;i)zli(ni— P)

[ i=1

(14)

Onde p € namero de parametros do modelo

3.5.4.3 Precisdo

A precisao foi avaliada pela repetibilidade, como descrito por Silva (2012). Foram
preparadas trés solugdes mix de 5 ppm e outras trés de 10 ppm, contendo todos os polifendis,
onde as solucBGes foram injetadas no mesmo dia, no mesmo equipamento e pelo mesmo
analista. A repetibilidade foi medida através da analise do coeficiente de variacdo (CV) das
areas dos picos cromatogréficos de trés réplicas consecutivas em dois niveis de concentracao
(5 e 10 ppm). O coeficiente de variacdo representa 0 desvio-padrdo expresso como

porcentagem da média e é determinado de acordo com a Equacao (15).

CV =10034 (15)
X
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Onde: s,: desvio padrao das areas de pico
X: média das areas de pico

3.5.4.4 Limites de deteccdo e quantificacdo

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram quantificados de acordo com
Anvisa (2017), considerando o desvio padrdo do ruido do branco em razdo ao coeficiente
angular (inclinacdo da reta) obtidos pela linearidade. LD e LQ foram determinados pelas
Equacdes (16) e (17), respectivamente.

LD=3,3 [I)(F:)B (16)
LD :10% 17)

Onde: DPg: desvio padrdo da &rea do branco
IC: inclinacéo da reta



60

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos das analises descritas na se¢éo
anterior. Primeiro € mostrado o tempo de retencdo e a validacdo do metdédo cromatogréfico,

em seguida é apresentado a quantificacdo dos compostos fendlicos e sua relagdo com a cor.

4.1 TEMPOS DE RETENCAO

Os tempos de retencdo para os compostos fendlicos sdo apresentados na Tabela 3. Os
cromatogramas das solu¢Bes padrdo (10 mg/L) individuais com os respectivos tempos de

retencdo sdo mostrados no Apéndice A.

Tabela 3 — Tempos de retencdo (TR) obtidos por CLAE para padrdes de compostos fenélicos na concentracao de

10 mg/L.
Composto TR (min)
Acido galico 12,189
Catecol 18,202
Catequina 25,884
Acido clorogénico 28,852
Acido cafeico 30,644
Vanilina 32.392
Seringaldeido 36.584
Acido p-cumérico 41.235
Cumarina 45.638
Rutina 49.389
Miricetina 50.660
Quercetina 53.191

Fonte: O Autor (2023).
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4.2 VALIDACAO DO METODO

A seguir sdo apresentados os dados dos parametros de validacdo: seletividade;
linearidade e sensibilidade; precisdo (repetibilidade); limite de detec¢do (LD) e limite de

quantificacgéo (LQ).

4.2.1 Seletividade

Apos diversos testes e inimeras variagdes de condi¢des instrumentais (temperatura do
forno, comprimento de onda e o gradiente da fase movel), a seletividade foi alcangada com
satisfatoria capacidade de separacdo dos analitos e auséncia de interferentes. A Figura 10
mostra 0 cromatograma da solu¢do mix (200 mg/L) dos padrdes analiticos com separacao

completa e efetiva dos picos cromatograficos.

Figura 10 — Cromatograma da solugdo mix a 200 mg/L dos padroes analiticos.
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Fonte: O Autor (2023).

4.2.2 Linearidade

A Figura 11 mostra a representacdo grafica do teste de residuos padronizados de
Jacknife, pelo qual foi possivel identificar um outlier para os residuos de regressdo das curvas
dos seguintes compostos: catequina (Figura 11c), cumarina (Figura 11i), miricetina (Figura
11K) e quercetina (Figura 111). Cada outlier identificado foi devidamente excluido, sendo
aplicado o teste sucessivamente até que ndo houvesse mais nenhum valor extremo. Para a

curva da quercetina foram necessarios a exclusdo de mais dois outliers, totalizando 10% da
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quantidade original de resultados, valor este bem inferior aos 22,2% de exclusdo maxima

colocada por Horwitz (1995).
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Figura 11 — Identificacdo de outliers através dos residuos de regresséo.
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Fonte: O Autor (2023).

A Figura 12 mostra os graficos obtidos através do teste de Ryan-Joiner, confirmando
que os residuos seguem uma distribuicdo normal (normalidade) para todos os compostos
fendlicos. A normalidade foi evidenciada pela superioridade dos coeficientes de correlacdo de

Ryan-Joiner frente aos coeficientes criticos (R; > R).

A Tabela 4 apresenta os resultados referentes aos testes de Levene, confirmando a
homogeneidade da variancia dos residuos (homoscedasticidade) ao longo dos niveis de
concentragdo. A estatistica do teste de Levene ndo foi significativa (p > 0,05) com F_ < F¢

para todas as curvas, comprovando assim, a homoscedasticidade.

Tabela 4 — Teste de Levene para homoscedasticidade.

Entre niveis Dentro dos niveis
Compostos Fo Fc p
GL SQ MQ GL SQ MQ
Acido galico 9  4,99.107 5,55.10° 19 7,24107 3,81.10° 145 242 0,233
Catecol 9 1,12.10° 1,25.10° 19 1,36.10° 7,16.10° 1,74 2,42 0,146
Catequina 9 1,49.108 1,65.107 19  1,39.108 7,34.10° 225 242 0,065
Acido clorogénico 9 6,82.10" 7,57.10° 20 1,18.10% 5,89.10° 128 2,39 0,304
Acido cafeico 9 3,80.107 4,20.10° 20 3,81.10" 1,90.108 2,21 2,39 0,067
Vanilina 9 3,99.108 4,43.107 20 4,51.10° 2,25.10" 1,96 2,39 0,099
Siringaldeido 9 6,70.10° 7,46.10° 20 7,61.10° 3,80.10° 1,96 2,39 0,100
Acido p-cumérico 9  2,59.107 2,88.106 20 2,58.10" 1,29.10° 223 2,39 0,064
Cumarina 9 1,41.107 1,57.108 19 1,4410" 7,61.10° 206 242 0,088
Rutina 9 2,58.10° 2,87.10° 19 3,17.105 1,67.10° 1,72 242 0,193
Miricetina 9 1,04.108 1,16.107 19 2,22.108 1,11.10" 1,04 2,42 0,438
Quercetina 9 296.10° 3,28.10" 17 2,89.108 152107 2,15 249 0,075

Fonte: O Autor (2023).
GL.: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; MQ: quadrado médio; F.: F de Levene; F¢: F critico.
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Figura 12 — Graficos de probabilidade normal.
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Fonte: O autor (2023).
R, = coeficiente de correlacdo de Ryan-Joiner, R. = coeficiente de correlagdo critico.

Como as hipdteses estatisticas de normalidade e homoscedasticidade foram
comprovadas, foi possivel utilizagdo do MMQO, sem ponderacdes, para obtencdo dos

parametros de regressao.

Os resultados da analise da variancia (ANOVA) da regressdo é apresentada na Tabela
5, baseada no teste F (F-Snedecor). Todas as curvas apresentaram alta significancia da
regressdo (F >> Fc e p < 0,001). Dessa forma a hipdtese nula foi rejeitada, demonstrando

assim, existir uma relacdo linear entre as variaveis x e y.

Tabela 5 — Andlise da variancia (ANOVA) da regresséo.

Regressdo Residuo
Compostos F Fe P
GL SQ MQ GL SQ MQ
Acido galico 1 1,11.10%2% 111102 27 9,7410° 3,60.10% 3098,66 421 211.10%
Catecol 1 2,00.10% 2,15.10% 27 1,40.10° 5,24.10° 3772,86 421 1,50.10%
Catequina 1 2,60.10% 2,60.10° 27 8,19.10° 3,00.10’ 858,55 421 5,30.10%
Acido clorogénico 1 1,20.10"2 1,20.10%* 28 9,60.10° 3,40.10°  3546,65 419 4,90.10%
Acido cafeico 1 560102 5,60.102 28 3,90.10° 1,40.10° 3977,62 419 1,00.10%
Vanilina 1 4,10.102 4,10.102 28 3,10.10° 1,10.10° 3713,68 419 2,60.10%
Siringaldeido 1 290.102 2,90.10%2 28 2,00.10° 7,30.10®% 3993,86 4,19 9,40.10%
Acido p-cumarico 1 1,20.10** 1,20.10% 28 8,40.10° 3,00.10°  3997,06 419 9,30.10%
Cumarina 1 7,20.10% 7,20.10% 27 530.10° 2,00.108 3671,80 421 2,20.10%
Rutina 1 1,40.10% 1,40.10% 27 1,10.10° 3,90.10" 3678,88 421 2,0.10%
Miricetina 1 1,60.10%* 1,60.10% 26 3,10.10° 1,20.10®% 1350,40 4,22 6,10.10%
Quercetina 1 3,30.10% 3,30.10% 25 2,00.10° 8,10.10" 4124,65 424 2,80.10%

Fonte: O Autor (2023).

GL.: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; MQ: quadrado médio; F: F calculado; F: F critico.

A Figura 13 mostra as curvas de calibracdo obtidas para os compostos fendlicos em

estudo, bem como os seus respectivos coeficientes de determinacdo (R?) e suas respectivas

equacOes. Observa-se que todos os compostos apresentaram perfil linear na faixa de
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concentracéo estipulada (1 a 10 mg/L) com elevados coeficientes de determinacdo. Para cada

curva de calibracdo foi obtida a sensibilidade analitica, a qual € expressa pela inclinacdo da

curva analitica (coeficiente angular da equacéao da reta).
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Fonte: O Autor (2023).

4.2.3 Precisao

A preciséo por repetibilidade foi confirmada a partir dos dados mostrados nas Tabelas
6 e 7. Observa-se que 66,67% dos resultados apresentaram CV < 1,0%, enquanto apenas a
curva da catequina a 10 ppm obteve CV > 5,0. O método pode ser considerado preciso em
termos de repetibilidade porque nenhum valor de coeficiente de variagdo excedeu ao limite de
7,3% estipulado pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2012).
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Tabela 6 — Teste de repetibilidade para solucdo mix de concentracdo teérica de 10 ppm.

Compostos Area Média DP CV (%)
Al A2 A3
Acido gélico 716857 706988 710513 711453 5001 0,70
Catecol 95051 94394 94394 94613 380 0,40
Catequina 114375 104600 103204 107393 6086 5,67
Acido clorogénico 722161 686379 692693 700411 19098 2,73
Acido cafeico 1517722 1510218 1514720 1514220 3777 0,25
Vanilina 1300502 1305623 1312025 1306050 5773 0,44
Siringaldeido 1101220 1099050 1099050 1099773 1253 0,11
Acido p-cumarico 2223441 2223441 2225640 2224174 1270 0,06
Cumarina 569759 569194 569194 569382 327 0,06
Rutina 252549 256339 257349 255412 2531 0,99
Miricetina 241284 248129 253452 247622 6100 2,46
Quercetina 376672 387332 394439 386148 8943 2,32

Fonte: O Autor (2023).
Al: area 1; A2: area 2; A3: area 3; DP: desvio padrdo; CV: coeficiente de variacao.

Tabela 7 — Teste de repetibilidade para solugdo mix de concentragdo tedrica de 5 ppm.
Area

Compostos Média DP CV (%)
Al A2 A3
Acido galico 355228 354523 357343 355698 1467 0,41
Catecol 46777 47434 46683 46965 409 0,87
Catequina 53903 51540 49606 51683 2152 4,16
Acido clorogénico 326458 330668 336982 331369 5297 1,60
Acido cafeico 750793 750793 756796 752794 3466 0,46
Vanilina 656496 661617 669299 662470 6444 0,97
Siringaldeido 553330 553330 552245 552969 626 0,11
Acido p-cumérico 1108366 1110565 1108366 1109099 1270 0,11
Cumarina 284667 288060 288060 286929 1960 0,68
Rutina 128240 126471 127482 127398 887 0,70
Miricetina 140138 129744 129491 133124 6075 4,56
Quercetina 178467 185574 185574 183205 4103 2,24

Fonte: O autor (2023).
Al: drea 1; A2: area 2; A3: area 3; DP: desvio padrdo; CV: coeficiente de variacao.

4.2.4  Limites de deteccdo e quantificacdo

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram determinados a partir de trés
réplicas da area de cada composto fenolico no branco, sendo apresentados na Tabela 8.
Observa-se em todos 0s casos que o limite de quantificacdo foi inferior ao menor nivel de

concentracéo utilizado nas curvas de calibragéo.
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Tabela 8 — Limites de deteccdo e quantificacdo obtidos para as curvas de calibracdo dos compostos fenélicos.
Area do branco

Composto IC LD LQ
Al A2 A3 DP
Acido galico 70 298 154 1153 70493 0,005 0,016
Catecol 28 429 139 207,0 9391 0,073 0,220
Catequina 60 197 337 138,5 10741 0,042 0,129
Acido clorogénico 984 209 285 427,2 70160 0,020 0,061
Acido cafeico 234 121 105 70,3 150084 0,002 0,005
Vanilina 773 200 259 3152 128033 0,008 0,025
Seringaldeido 451 391 194 134,5 108493 0,004 0,012
Acido p-cumarico 10 15 26 8,18 219936 0,0001  0,0004
Cumarina 304 218 258 43,0 56566  0,0025 0,008
Rutina 267 348 352 47,9 25266 0,006 0,019
Miricetina 404 285 250 80,7 25350 0,010 0,032
Quercetina 497 389 242 127,9 39483 0,011 0,032

Fonte: O autor (2023).
Al: area 1; A2: area 2; A3: area 3; DP: desvio padrdo; IC: inclinacéo da curva de calibragéo;
LD: limite de deteccdo; LQ: limite de quantificacéo.

4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL: AVAL IACAO DA MATERIA-PRIMA

Verifica-se na Tabela 9 as respostas das variaveis dependentes do planejamento
fatorial 23: cor, fendis totais e polifenois. Foram identificados seis polifenois a partir do
cromatograma dos padrées analiticos (Figura 10): catequina (CAT), acido clorogénico (ACL),
acido cafeico (ACF), seringaldeido (SIR), &cido p-cumarico (ACU) e cumarina (CUM).

Observa-se na Tabela 9 que o ensaio 4 (variedade RB92579, colheita mecanizada e
10% de impureza vegetal) apresentou maior intensidade de cor (27365 Ul) e fendis totais
(6309 ppm/°Brix). O ensaio 7 (variedade VAT90-212, colheita manual e 10% de impureza
vegetal) teve os menores indices de cor (15277 Ul) e fendis totais (2930 ppm/°Brix). A
diferenca entre a maior e menor coloracdo dos respectivos ensaios foi de quase 80%, valor
inferior aos 318% encontrado por Barker e Davis (2005), os quais avaliaram a cor de mais de
trinta gendtipos de cana-de-acUcar. Esta variacdo percentual possivelmente é devido a
diversas variedades de cana-de-aglUcar serem processados a0 mesmo tempo nas unidades
industriais, ou seja, sem controle pode ocasionar variagdes significativas na cor do caldo, o

gue provoca controle de qualidade do produto final ineficiente.
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Tabela 9 — Respostas das variaveis dependentes do Planejamento Fatorial 22,

Fenois Polifendis (ppm/°Brix)
. Cor .
Ensaios ) Totais _

(Ppm/°brix) CAT ACL ACF SIR ACU CUM Total

1 20827 3713 442 25,6 34,5 23,3 19,1 46,0 1929
+ 373¢ + 353¢ +1,2¢ +0,2f +1,3° +2,5° +0,8¢ +1,78 +2,3%

2 26759 6215 57,5 27,5 41,2 34,6 14,8 24,4 200,2
+ 778 + 6082 +11,28 +6,2¢d + 6,28 +2,12 +4,1¢f +1,0° +5,28

3 18589 3389 33,0 26,7 33,6 18,8 17,6 28,3 158,0
+168¢ +51¢cd +1,2d +0,2%f  +711b +0,6¢ + 1,00 +3,5P + 7,44

4 27365 6309 51,9 27,3 35,3 31,8 16,1 20,9 1835
+ 1652 + 482 +5,2b +0,2¢d  +Q,5° +0,62 +0,2% +1,0%  +550

5 17445 3022 34,7 27,6 225 22,6 19,5 19,4 146,4
+471f +9g¢ +2,1¢ +05%  +0,8¢ +0,1° £1,9° £14°  £52°

6 20065 5489 33,9 31,8 26,7 33,9 31,9 23,8 182,1
+ 3019 +318P +1,2d +1,7° +0,2¢ +0,32 +1,72 +2,2cd + 4,00

7 15277 2931 34,1 28,9 21,6 25,1 13,3 18,1 1411
+ 3619 +121d +2,0d +0,6° +1,5¢ +0,6° + 1,4 +1,7¢ +7,4¢

8 21907 5823 + 33,4 35,0 26,1 33,1 27,4 20,9 176,0
+ 480° 1592 +9,3d +4,18 +5,3¢ +1,88 +6,4P +0,9¢% +1,7¢

Fonte: O Autor (2023).

Valores com letras sobrescritas iguais na vertical ndo diferem significativamente (p > 0,05) pelo teste de Duncan.
CAT: catequina; ACL: &cido clorogénico; ACF: &cido cafeico; SIR: seringaldeido; ACU: acido p-cumarico;
CUM: cumarina.

A correlacdo entre a formacdo de cor e concentracdo de fendis totais foi r = 0,88
(Figura 14a), positiva e significativa (p<0,05), ou seja, demonstra existir uma relevancia
importante dos compostos fenolicos como precursores de cor no caldo de cana-de-agUcar.
Tomando como base os indices maior e menor de cor e fendis (Tabela 9), estes tiveram o
mesmo comportamento, ou seja, 0 ensaio 4 apresentou 0s maiores valores para ambos e 0
ensaio 7 os menores, comprovando assim a boa correlacdo entre a cor e os fenois. Resultado
similar de correlacdo entre cor e contetdo de fendlicos (r = 0,87) foi obtido por Bucheli e
Robinson (1994), o qual avaliaram o caldo de nove variedades de cana-de-agUcar da Australia
(81C236, Q87, H56-752, 81C337, 81C497, Q96,81C542,81C558 e 81C509). Simioni et al.
(2006) demonstraram que em seis variedades de cana-de-agcucar (RB855536, RB845210,
RB835054, RB53754, RB85113 e SP80-1816) houve um aumento significativo dos
compostos fendlicos com a idade da planta, principalmente no intervalo de treze a quinze

meses, observando-se uma diferenga significativa do contetdo fendlico entre as variedades.
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Figura 14 - Correlacédo entre a cor e (a) fenois totais (b) polifenois.
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Da mesma forma que os fenois totais, o conteldo total de polifendis apresentou
correlagéo positiva e significativa (p < 0,05) com a cor (r = 0,82) (Figura 14b). Este fato pode
ser observado na Tabela 9, em relacdo a variedade de cana, RB92579 (ensaios 2, 4, 6 e 8) foi
superior em 16% e 25% (polifendis e cor, respectivamente) em relacdo a VAT90-212 (ensaios
1, 3,5 e 7). O mesmo comportamento teve em relacdo ao tipo de colheita, na qual a colheita
mecanizada (ensaios 1, 2, 3 e 4) teve 13% e 20% (polifendis e cor, respectivamente) de

superioridade para manual (ensaios 5, 6, 7 e 8).



Tabela 10 — Anélise de variancia do planejamento fatorial 22.

Polifendis (ppm/brix)

Cor (UI) Fenois totais

Variaveis (PPmM/°brix) CAT ACL ACF SIR ACU CUM
QM p QM p QM p QM p QM P QM p QM P QM p

(1) Variedade

da cana de 215247965 0,00 43585286 000 3572 000 612 000 1092 000 7165 000 1618 000 1776 0,00

acucar (L)

(2) Impureza 435475 0,01 58 098 1192 001 104 000 258 000 124 005 441 0,00 2433 0,00

vegetal (L)

(3) Tipo de 133191056 000 2001759 0,00 9561 000 988 0,00 853 0,00 004 2252 000 5279 0,00

colheita (L) 133191056 0, 175 ' 5.1 0, , : 535 0, 144 004 225, 00 5279 O,

1x2 17613798 0,00 265998 0,15 127 028 01 068 81 002 08 058 78 004 5866 0,00

1x3 11170000 0,00 1390 091 4247 000 220 000 005 084 95 008 3900 000 4911 0,00

2x3 639008 006 83857 041 924 001 48 003 112 001 306 001 421 0,00 1083 0,00

Faltade ajuste 509331 0,09 19 099 113 030 37 004 102 001 90 009 04 059 941 0,00

Erro puro 163649 121882 10,2 0,82 1,2 2,8 1,6 35

R2 0,992 0,959 0,918 0,921 0,927 0,934 0,971 0,914

Fonte: O Autor (2023).
CAT: catequina; ACL.: &cido clorogénico; ACF: &cido cafeico; SIR: seringaldeido; ACU: &cido p-cumérico; CUM: cumarina.



Tabela 11 — Efeitos das variaveis independentes.

Polifenois (ppm/brix)

Fenois totais

S Cor (UI -

Variaveis orh (Ppm/brrix) CAT ACL ACF SIR ACU CUM
Efeito p Efeito p Efeito p Efeito p Efeito P Efeito P Efeito p Efeito p

Média 21029 0,00 4611 0,00 40,3 0,00 28,8 0,00 30,2 0,00 27,9 0,00 199 0,00 25,2 0,00

(1) Variedade

da cana de 5989 0,00 2695 0,00 7,7 0,00 31 0,00 4,2 0,00 10,9 0,00 51 0,00 -54 0,00

acucar (L)

(2) Impureza -489 0,01 3,1 098 -44 0,00 13 0,00 -2,1 0,00 -14 0,06 -2,7 0,00 -6,3 0,00

vegetal (L)

) Tipo de -4711 0,00 -590 0,00 -12,6 0,00 4,1 0,00 -11,9 0,00 15 0,04 61 0,00 -93 0,00

colheita (L)

1x2 1713 0,00 210 0,15 145 0,28 0,1 0,68 -1,1 0,02 -0,4 058 11 0,04 31 0,00

1x3 -1364 0,00 -15,2 091 -841 0,00 1,9 0,00 0,1 0,84 -1,2 0,08 8,0 0,00 9,0 0,00

2x3 326 0,06 118,2 041 392 0,01 0,9 0,02 1,3 0,01 2,2 0,00 -2,6 0,00 4,2 0,00

Fonte: O autor (2023).
CAT: catequina; ACL.: &cido clorogénico; ACF: &cido cafeico; SIR: seringaldeido; ACU: &cido p-cumérico; CUM: cumarina.
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O fator variedade da cana teve maior influéncia significativa (p < 0,05) tanto sobre a
cor como nos fenois totais (Tabela 11). Na Figura 15a e b verifica-se que o caldo oriundo do
genotipo RB92579 possui elevada coloragéo e maior indice de fendis totais, respectivamente.
Em seguida, a varidvel que teve maior influéncia (p < 0,05) foi o tipo de colheita (Tabela 11),
tanto para a cor como para os fendis totais. A colheita mecanizada promove elevagdo de cor
em torno de 25% em relacdo a colheita manual (Figura 15b). Por outro lado, o contetido de
impureza vegetal, dentro da faixa estudada, teve pouca influéncia nestes parametros (cor e
fendis totais) (Tabela 11), o que pode ser explicado pela ndo diferenca significativa (p > 0,05)
entre os ensaios 2 (variedade RB92579, colheita mecanizada e 5% de impureza vegetal) e 4
(variedade RB92579, colheita mecanizada e 10% de impureza vegetal) (Tabela 9), os quais s6
diferem pelo percentual de impureza vegetal.

Ao analisar a Figura 15, constata-se que SIR teve 0 mesmo comportamento da cor e
dos fendis, maior influéncia da variedade de cana vindo em seguida o tipo de colheita,
diferindo apenas neste Ultimo em que os maiores indices de SIR foram alcancados com

colheita manual (Figura 15c).

Figura 15 - Superficies de respostas para (a) fendis totais (b) cor e (c) seringaldeido: variedade de cana-
de-acucar x tipo de colheita.
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Fonte: O Autor (2023).
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CAT foi o Unico dos compostos fendlicos que apresentou concentracdes acima de 50
ppm/°Brix, nos ensaios 2 (variedade RB92579, colheita mecanizada e 5% de impureza
vegetal) e 4 (variedade RB92579, colheita mecanizada e 10% de impureza vegetal),
coincidindo com os maiores indices de cor e fendis totais (Tabela 9).

Observa-se que a cor, fendis totais e os polifendis CAT, SIR e ACU tiveram um bom
ajuste dos dados ao modelo proposto, ou seja, a falta de ajuste ndo significativa (p > 0,05)
(Tabela 10).

Na Tabela 11 constata-se que CAT e ACF tiveram comportamentos semelhantes, nos
quais a variavel que teve maior influéncia em ambos foi o tipo de colheita (mecanizada)
seqguida pela variedade da cana-de-acucar (RB92579) (Figura 16a e b). Na Figura 16b
percebe-se que a concentracdo de CAT teve pouca variacdo na colheita manual, independente
da variedade de cana, o que pode ser confirmado nos ensaios 5, 6, 7 e 8 (Tabela 9) nédo
possuirem diferenca significativa (p > 0,05). Entretanto, na colheita mecanizada houve um
aumento de 41,7% de CAT quando ocorre a passagem da variedade VAT-90212 para
RB92579 (Figura 16b).

Quanto ao ACF, Tabela 9, ao obter as médias dos ensaios impares (1, 3, 5 e 7),
variedade VAT90-212, e o0s ensaios pares (2, 4, 6 e 8), variedade RB92579,
independentemente do tipo de colheita, tém-se 28,06 e 32,33 ppm/°Brix respectivamente, 0
que reforca a influéncia da variedade de cana, ou seja, com o0 genétipo RB92579 se tem
maiores indices de ACF.

Nos quatro primeiros ensaios (Tabela 9), com cana mecanizada, os valores da CAT e
ACF sdo bem maiores (exceto o ensaio 3 para CAT) do que os Ultimos quatro ensaios com
cana manual, ou seja, a queima da cana-de-agucar provoca a reducdo destes polifendis. Como
a mecanizacdo canavieira estd cada vez mais presente nos sistemas de producdo do Brasil
(BACCARIN et al., 2020), CAT e ACF configuram como importantes compostos fendlicos
na composicdo da cana-de-aclcar. O ACF ja tinha sido relatado com destaque por Duarte-
Almeida et al. (2006) e Fonseca et al. (2017) como um dos principais polifendis identificados

no caldo de cana-de-agucar.
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Figura 16 — Superficie de resposta para (a) acido cafeico e (b) catequina: tipo de colheita x variedade de cana.
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Fonte: O Autor (2023).

Diferente de CAT e ACF, observa-se que ACL e ACU foram mais acentuados no
caldo de cana oriundo de colheita manual (Tabela 9), a qual necessita da queima da cana antes
do corte. A colheita manual (ensaios 5, 6, 7 e 8) teve um aumento de aproximadamente 15% e
36% para ACL e ACU, respectivamente, em relacdo a colheita mecanizada (ensaios 1, 2, 3 e
4) (Figuras 17a e b). Em ambos os casos foi constatado que a variedade RB92579 possui 0s
maiores indices para estes acidos.

Ainda com relacdo ao ACL, verifica-se na Figura 17b que a colheita manual
apresentou aumento deste &cido em relacdo a colheita mecanizada de 8,1% e 21,7% para as
variedades VAT90212 e RB92579, respectivamente.

Duarte Almeida et al. (2011) encontraram elevados indices de ACL para trés
variedades de cana-de-agucar (RB855486, SP813250 e SP801842), resultados estes similares
ao da presente pesquisa com relacdo a variedade RB92579. Entretanto, Kong et al. (2015)
encontraram na variedade chinesa 54-474 conteudo ndo expressivo de ACL.

Quanto ao ACU, este teve maior influéncia da interacao entre variedade de cana e tipo
de colheita como pode ser observado na Tabela 11 e Figura 17a, apresentando maiores indices
para RB92579 com colheita manual. Verifica-se que o teor de ACU na variedade VAT90-212
praticamente ndo teve variagdo, independentemente do tipo de colheita, comportamento
oposto para a variedade RB92579, que teve elevacao significativa (p < 0,05) ao passar da
colheita mecanizada para manual, o que pode ser percebido na Tabela 9 ao somarmos 0s
ensaios 2 e 4, ambos colheita mecanizada (30,95 ppm/°Brix) contra 0s ensaios 6 e 8 de

colheita manual (59,34 ppm/°Brix). A superioridade do teor de ACU em cana queimada
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frente a cana crua também foi evidenciada por Nguyen e Doherty (2011), os quais nao

identificaram a variedade de cana estudada.

Figura 17 — Superficies de respostas para (a) acido p-cumarico e (b) &cido clorogénico: tipo de colheita x
variedade da cana e (c) cumarina: tipo de colheita x % impureza vegetal.
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Fonte: O Autor (2023).

Ao analisar os efeitos na Tabela 11 constata-se que a impureza vegetal pouca
influéncia teve na cor, fendis totais e polifendis (exceto CUM). Este fato pode ser observado
na Figura 17c, na qual a reducdo do teor de impureza vegetal favoreceu o aumento da CUM.
Esta teve influéncia maior do tipo de colheita (mecanizada), mostrando a cana crua favorece a
presenca deste polifenol. CUM foi o Unico composto fendlico que obteve suas maiores
concentracBes no gendtipo VAT90-212, principalmente através de colheita mecanizada
(Tabela 9).
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Quanto a relacdo entre a cor e os polifendis, este estudo obteve boas correlagdes para
CAT (r =0,85) e ACF (r = 0,78) (Figura 18a e b), demonstrando que quanto maior o indice
desses polifendis maior sera a cor do caldo da cana-de-agUcar. Paton (1992) afirmou que a
coloragdo do caldo esta diretamente relacionada com a concentracdo de ACL, ressaltando que
foram 18 variedades de cana, todas diferentes das variedades pesquisadas e pH do caldo igual
a 9, resultados estes opostos a esta pesquisa onde a correlacdo do ACL com a cor foi r = 0.
Provavelmente esse resultado foi devido as variedades de cana utilizadas e pH, este foi de 7

na presente pesquisa, o recomendado pela ICUMSA.

Figura 18 - Correlacédo entre a cor e os polifendis (a) catequina (b) acido cafeico.
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Fonte: O Autor (2023).

4.4 ETAPAS DE PROCESSAMENTO DO ACUCAR VHP

Para representar de forma transparente e objetiva o comportamento da cor e 0s
compostos fenodlicos, foram escolhidos seis produtos do processo de fabricacdo de aglcar
VHP para acompanhamento. Foram eles: caldo cru, caldo misto, caldo caleado, caldo
clarificado, xarope e massa cozida. Em todas as amostras foram obtidos o °Brix, a cor
ICUMSA, os fenais totais (Folin-Ciocalteu) e os polifendis (CLAE).

441 °Brixe Cor ICUMSA”

A Tabela 12 apresenta os resultados referente ao °Brix, e cor ICUMSA para as etapas
de fabricacdo de acucar VHP nas usinas A (UA) e B (UB). Tais dados foram obtidos a partir

da media em trés repeticGes de diferentes datas de coleta de amostras.

Para efeito de comparagéo, as usinas participantes desta pesquisa utilizam basicamente

0 mesmo tipo de tratamento de caldo: peneiramento através de peneira rotativa; dosagem de
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leite de cal (Ca(OH)>) para ajuste de pH (caleagéo); aquecimento do caldo em torno de 105 °C
em trocadores de calor casco-tubo; dosagem de polimero de alto peso molecular para auxiliar

a decantacao.

O caldo cru representa a matéria-prima in natura do processo, a qual foi obtida a partir
de amostras individuais de cana-de-agUcar, coletadas antes de seu processamento (sonda de
amostragem). Dentre os produtos analisados, o caldo cru apresentou os menores indices de
cor (Tabela 12). Segundo Azevedo et al. (2019) este fato pode ser explicado devido a
individualizacdo das amostras, as quais dependem de fatores relacionados com as
caracteristicas da cana-de-agucar, tais como: genotipo, condi¢fes climaticas, maturacgdo e tipo

de colheita.

Nas duas usinas avaliadas observa-se que a cor do caldo misto (caldo extraido da cana-
de-acucar através de moendas) foi superior ao caldo cru (p < 0,05) (Tabela 12), isso devido a
extracdo do caldo ocorrer com utilizacdo simultdnea de diversas variedades de cana-de-
acUcar. Entretanto, nas duas situacdes houve decaimento significativo (p < 0,05) do teor de
solidos soluveis (°Brix), que segundo com Lopes (2011), é provocado pelo processo de

embebicgéo realizado nas moendas.

Tabela 12 — °Brix e cor para as etapas de fabricagdo do agtcar VHP de UA e UB.

°Brix Cor (Ul)
Etapas
UA uB UA uB
Caldo cru 20,7 +1,3° 21,4+ 1,1° 20978 + 1728° 19692 + 1448°
Caldo misto 14,0 £ 0,4° 13,4 +0,2¢ 26433 £ 2118* 28233 + 1189%®
Caldo caleado 13,7+0,1° 13,5 +0,3¢ 26578 + 34222 26773 + 2444°
Caldo clarificado 14,7 £ 0,3° 14,5 + 0,49 24140 + 2296 18834 + 1075°
Xarope 61,4 + 3,2° 53,7+1,7° 23641 + 1318° 20855 + 1458°
Massa cozida 93,5+0,4% 94,0+0,3% 26660 £ 9562 30624 * 14892

Fonte: O Autor (2023).
Valores com letras sobrescritas iguais na vertical ndo diferem significativamente (p > 0,05) pelo teste
de Duncan. UA: usina A; UB: usina B.

O escurecimento do caldo misto ocorre devido a oxidacdo enziméatica de compostos
fenolicos por acdo das enzimas polifenoloxidase (PPO) resultando na formacdo de quinonas e,
em seguida, apds condensacéo, polimeros de elevada coloragdo (LI, 2008). Esta reacdo ocorre
a partir do rompimento dos tecidos vegetais da cana-de-agucar nas moendas e é catalisada

pela presenca de metais como o ferro.
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Na Tabela 12 observa-se para UA e UB que o caldo caleado (caldo obtido ap6s adicéo
de cal) promove variagdo insignificante (p > 0,05) na cor e °Brix em relacdo ao caldo misto.
O principal parametro a ser controlado nesse caldo é o pH, o qual ndo deve ultrapassar 8,0
para evitar a formacdo de cor pela reagdo de Maillard e ndo ser inferior a 6,0 para evitar
inversdo da sacarose (BENTO, 2009).

O caldo clarificado, livre de impurezas, apresentou médias de cor de 24140 e 18834
Ul para UA e UB, respectivamente (Tabela 12). Estes valores foram superiores aos
encontrados por Barbosa et al. (2008), os quais avaliaram a cor do caldo clarificado a partir de
43 genoOtipos de cana-de-aglcar no processamento de acUcar cristal, apresentando valores
entre 2000 e 15000 UI. Salientando que o presente trabalho avaliou apenas o processo de
fabricacdo do acucar VHP, o qual requer um tratamento mais brando comparado ao agucar
cristal. Barbosa et al. (2008) também destacam que as variedades RB855113 e RB99386
apresentaram caldo com baixa coloragdo (menor que 4000 Ul), enquanto a RB92579 obteve
média de 11363 Ul, 33% superior a média geral, ficando no grupo de genotipos que

apresentaram maiores intensidades de cor.

A Tabela 12 mostra que a descoloragdo promovida pela clarificacdo do caldo
(diferenca entre a cor dos caldos caleado e clarificado) em UB foi de 29,6%, muito superior
aos 9,2% obtidos em UA. Este parametro é muito importante para o controle de qualidade

porque a cor do agucar produzido tem influéncia direta com cor do caldo clarificado.

O aumento ou diminuicdo do percentual de descoloracdo do caldo clarificado é
influenciado por alguns fatores, dentre eles a qualidade da matéria-prima e a operacdo do
tratamento de caldo. UA utiliza colheita mecanizada e como visto no subitem anterior, o tipo
de colheita e variedade de cana-de-agucar possuem influéncia significativa na elevacéo de cor,
ou seja, quanto maior a insercdo da variedade RB92579 crua (colheita mecanizada) ao
processamento, maior sera a cor do caldo da cana-de-acUcar in natura, e consequentemente,

maior sera a cor do caldo clarificado.

Outro detalhe que pode influenciar na clarificacdo do caldo ¢ a deficiéncia de alguma
etapa no tratamento ou operacdo de equipamentos, como por exemplo, o decantador (ou
clarificador). Em UA ¢ utilizado o clarificador rapido tipo SRI (Sugar Research Institute), o
qual trabalha com um sistema de controle totalmente automatizado e possui tempo de
residéncia de aproximadamente 40 min. Este tipo de clarificador & muito sensivel a qualquer
variagao do processo, como por exemplo, temperatura e pH. Na maioria das usinas do estado

de Alagoas, como no caso de UB, utiliza-se clarificadores de bandejas, 0s quais possuem
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tempo de residéncia superior ao SRI, em torno de 3 horas. Bourzutschky (2005) afirma que a
estabilidade na temperatura e pH, menor tempo de residéncia nos clarificadores e adicdo
correta de produtos quimicos sdo fatores que favorecem a ndo formacdo de cor durante a

clarificacdo do caldo.

O xarope (produto obtido da operagéo de evaporagéo do caldo clarificado) apresentou,
em ambas as usinas, elevado indice de sélidos soltveis totais (°Brix) por conta da eliminacédo
de grande parte da agua contida no caldo (Tabela 12). O °Brix do xarope de UA foi superior
ao de UB, tal diferenca pode ser justificada por alguma falha operacional em UB, como por
exemplo: pressdo de vapor baixa, alta vazao de caldo ou vazamento em algum evaporador. De
acordo com Mersad et al. (2003), um fator que pode elevar a cor do xarope na operagéo de
evaporacdo seria em caso de caramelizacdo (processo de degradacdo térmica da sacarose) do
caldo, ainda no 1° efeito, devido a elevadas temperaturas (acima de 180°C). Shah (2014) cita
alguns fatores importantes para minimizar a formagéo de cor durante a evaporagéo, sao eles:
temperatura, circulacdo do caldo, tempo de residéncia e niveis de concentracdo. Campiol et al.
(2019) conseguiu reduzir a cor do xarope de acUcar VHP em 82% utilizando solucdo de

perdxido de hidrogénio (H202) (35%, v/v) em condicdes pH 7,5 e temperatura 50°C.

A cristalizacéo é a etapa onde ocorre a formag&o e crescimento dos cristais de sacarose
e seu produto € chamado de massa cozida. Constata-se que a massa cozida possui
concentracdo elevada de sélidos e alta intensidade de cor (Tabela 12). UB apresentou
diferenca significativa (p < 0,05) entre o °Brix do xarope e massa cozida, ao passo que UA
ndo. A maior elevacdo de cor da massa cozida (em relacdo ao xarope) foi obtida em UB, com
46,6% contra 12,7% de UA. Booysen e Davis (2019) afirmam que a cristalizagdo é o
processo mais critico para o controle de cor na fabrica de cana-de-agUcar, porque dependera
da qualidade do xarope a ser processado e de controle de parametros operacionais, como:

circulacdo da massa, temperatura e tempo de residéncia.

4.4.2 Fenois totais e conteudo total de polifenois

Na Tabela 13 observa-se que o teor de fendis totais em UA ndo variou
significativamente (p > 0,05) entre o caldo cru e caldo clarificado. Entretanto houve aumento
significativo (p < 0,05) nos produtos de maior concentracdo de aglcar (xarope € massa
cozida). Em UB a maior concentracdo de fendis totais foi encontrada na massa cozida (5686

ppm/°Brix), proporcionando um crescimento de 113% em relacdo ao xarope. N&o
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considerando a relacdo com a concentracao de sélidos (°Brix), o teor de fendis totais do caldo
cru e xarope em UA seriam 685 e 2446 mg/L, respectivamente, valores estes proximos aos
728 mg/L e 1988 mg/L encontrados por Eggleston (2018).

O conteldo total de polifendis foi crescente em praticamente todo processo produtivo,
com destaque para a elevagédo de 33,1 e 25,6% do caldo caleado para o caldo clarificado em
UA e UB, respectivamente (Tabela 13).

Registra-se em todas as etapas que a quantidade de fendis totais foi maior que o total
de polifendis, variando de 5,2 a 13,6%, ficando evidente que existe uma quantidade
significativa de compostos fendlicos nos produtos analisados (Tabela 13). Além disso, 0
método de Folin-Ciocalteu mede todos os compostos (fenolicos ou ndo) que oxidam em

condigdes de teste, superestimando os resultados (PAYET et al., 2006).

Tabela 13 — Fendis totais e conteddo total de polifendis para as etapas de fabricacdo do aclcar VHP de UA e
UB.

Fendis totais (ppm/°Brix) Polifendis CLAE (ppm/°Brix)

Etapas
UA uB UA uB
Caldo cru 3311 +192°¢ 2999 + 141 172,5 + 6,8° 199,2 £ 22,7¢
Caldo misto 3417 + 353¢ 3193 +174° 238,4 + 20,6¢ 266,0 + 16,01
Caldo caleado 3130 + 387¢ 2793 + 118« 297,6 £ 14,5¢ 308,6 £ 11,6°
Caldo clarificado 3150 + 216° 2841 + 103« 396,1 + 30,2° 387,6 £ 35,42
Xarope 3984 + 189° 2664 + 458¢ 406,3 +20,7°  327,6 + 24,7
Massa cozida 4572 + 9207 5686 + 434%  438,2 +109,0° 351,9 + 44,6®

Fonte: O Autor (2023).

Valores com letras sobrescritas iguais na vertical ndo diferem significativamente (p > 0,05) pelo teste de
Duncan.

UA: usina A; UB: usina B.

4.4.3 Quantificacdo dos compostos fendlicos e sua relacdo com a cor

Foram identificados oito polifendis a partir do cromatograma dos padrdes analiticos
(Figura 10): catequina (CAT), acido clorogénico (ACL), éacido cafeico (ACF), vanilina
(VAN), seringaldeido (SIR), acido p-cumarico (ACU), cumarina (CUM) e rutina (RUT). As
Tabelas 14 e 15 apresentam as concentracdes dos compostos fendlicos ao longo das etapas de
fabricacdo de aclcar VHP. Os cromatogramas de cada produto analisado sdo mostrados no

Apéndice B.
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De acordo com as Tabelas 14 e 15, VAN e RUT ndo foram identificados nas etapas
anteriores a clarificacdo do caldo (caldo cru, caldo misto e caldo caleado). Observa-se que a
operagdo de evaporacdo provocou uma queda significativa (p < 0,05) no teor de RUT em
ambas as usinas, seguida da etapa de cozimento com outro decaimento significativo (p < 0,05)
para UA e elevacéo insignificante (p > 0,05) para UB, demonstrando comportamento avesso
ao escurecimento da massa cozida (Figura 19). O decaimento de RUT (p < 0,05) apds
obtencdo do xarope (UA e UB) pode ser atribuido, de acordo com Ravber et al. (2016), a
decomposicdo hidrotérmica (temperatura acima de 120°C) provocada pelo estagio de

evaporacéo.

Tabela 14 - Polifendis identificados nas etapas de fabricacéo de aglcar VHP na usina A (UA).

Polifendis (ppm/°Brix)

Etapas
CAT ACL ACF VAN SIR ACU CuM RUT Total
Caldo cru 50,6 £ 274 292 + 0,0+ 28,4 + 134 + 236+ 00+ 1725+
9,6° 1,7 1,4¢ 0,0° 0,7° 0,4 2,7 0,0¢ 6,8°
Caldo 54,0 + 453 + 36,3+ 00+ 34,9+ 31,2+ 36,8 + 0,0+ 2384 +
misto 5,92 2,0° 2,4 0,0° 2,8® 10,1° 2,6° 0,0¢ 20,61
Caldo 55,0 + 471+ 40,4 £ 00+ 34,4+ 55,7 + 65,0 + 0,0+ 2976 +
caleado 8,4° 6,0° 2,0% 0,0°¢ 4,5® 9,3% 11,62 0,0¢ 14,5°
Caldo 40,8+ 135,4 + 18,1+ 12,2+ 39,1+ 54,9 + 63,2 + 3254+ 396,1+
clarificado 0,7° 40,4° 1,24 1,3 3,5 4,6° 2,9° 7,6° 30,2°
Xarope 332+ 164,3 212+ 109 + 29,2+ 57,6 + 61,5+ 28,4 406,3 £
P 6,26 27,9° 2,3 0,5° 12,2 4,3 5,6° 3,6" 20,7°
Massa 289+ 2016 £ 16,7 + 113+ 40,2 £ 545+ 65,1+ 20,0 £ 438,2 +
cozida 6,7 72,00 0,9 1,7% 9,0° 7,00 13,12 1,2¢ 109,0°

Fonte: O Autor (2023).

Valores com letras sobrescritas iguais na vertical ndo diferem significativamente (p > 0,05) pelo teste de Duncan.
CAT: catequina; ACL: acido clorogénico; ACF: acido cafeico; VAN: vanilina; SIR: seringaldeido; ACU: &cido
p-cumarico; CUM: cumarina; RUT: rutina.



Tabela 15 - Polifenois identificados nas etapas de fabricacdo de actcar VHP na usina B (UB).

Polifendis (ppm/°Brix)

Etapas

CAT

50,4 +
Caldo cru 5,10
Caldo 61,6 =
misto 5,22
Caldo 60,1 +
caleado 6,8%
Caldo 425+
clarificado 4,2°

26,1+
Xarope 279
Massa 239+
cozida 3,7¢

ACL
30,2
5,8
58,9 +
1,3°
52,6 +
4,5¢
1305+
24.6°
1236 £
21,7°

1574 +
33,67

ACF
32,1+
2,0°
315+
3,5°
36,6 +
2,1*
229+
2,3
24,0 =
1,5
216+
2,5°

VAN
0,0+
0,0°
00+
0,0°
0,0+
0,0°
149 +
1,42
114+
1,2¢
13,6 £
2,0°

SIR
18,3+
1,9¢
29,3+
2,3
26,7 +
3.2°
19,7+
1,4
131+
1,06
12,7+
2,4¢

ACU
33,7+
3,7°
399+
9,2°
716+
1,9
742 %
4,6
63,1+
7,9°
67,8 =
12,28

CUM
344+
4,4
448 +
45°
60,8 +
4,10
48,8 +
2,7
426+
74
495+
1,6

RUT
00+
0,0°
00+
0,0°
00+
0,0°
338+
5,4°
235+
6,5
254+
2,9

Total
199,2 +
22,7¢
266,0 +
16,01
308,6 +
11,6¢
387,6 £
35,42
3276 £
24,7

351,9+
44,6%

Fonte: O Autor (2023).
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Valores com letras sobrescritas iguais na vertical ndo diferem significativamente (p > 0,05) pelo teste de Duncan.
CAT: catequina; ACL: &cido clorogénico; ACF: &cido cafeico; VAN: vanilina; SIR: seringaldeido; ACU: &cido
p-cumarico; CUM: cumarina; RUT: rutina.

VAN foi identificada a partir da clarificacdo do caldo (caldo clarificado) em ambas as

usinas, provavelmente devido a decomposicdo da lignina presente no bagacilho contido no

caldo misto, a qual, segundo Mota et al. (2016), é favorecida em condicdes alcalinas e de

aquecimento. A variacdo de concentracdo de VAN foi semelhante em UA e UB, havendo

decaimento significativo (p < 0,05) no processo de evaporagéo, seguido de crescimento com a

cristalizacdo da sacarose (Tabelas 14 e 15). Este ultimo de forma significativa apenas em UB,

a qual acompanhou a elevacao de cor da massa cozida (Figura 20).

Caldo cru  Caldo
misto

Figura 19 - Relacéo entre cor e rutina em (a) UA e (b) UB.
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Fonte: O Autor (2023).
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Figura 20 - Relagdo entre cor e vanilinaem (a) UA e (b) UB.
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Fonte: O Autor (2023).

A concentracdo de CAT em UB apresentou elevacgéo significativa (p < 0,05) no caldo
misto em relacdo ao caldo cru, diferente de UA que teve crescimento insignificante (p > 0,05)
(Tabelas 14 e 15). A partir da clarificagdo do caldo houve seguidos decaimentos no teor de
CAT em ambas as usinas, até a massa cozida, onde foram identificados os menores contetido
deste polifenol. Comportamento este o inverso da cor, a qual obteve seus maiores

crescimentos nas Ultimas etapas do processo (Figura 21).

Figura 21 - Relagdo entre cor e catequina em (a) UA e (b) UB.
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Fonte: O Autor (2023).

A Figura 22 mostra que o perfil fendlico de ACL foi semelhante nas usinas A e B em
todas as etapas de producdo. A elevagdo da cor no caldo misto foi acompanhada de
crescimento significativo (p < 0,05) de ACL em relagdo ao caldo cru, seguido variagdo
insignificante (p > 0,05) na obtencdo caldo caleado. Em ambas as situacdes foi notorio e
significativo (p < 0,05) a elevacdo de ACL apoOs obtencdo do caldo clarificado, com

crescimento de 187 e 148 % para UA e UB, respectivamente (Tabelas 14 e 15). Este
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crescimento pode ser observado também pela distancia entre o terceiro e quarto ponto de

observacao dos perfis fenolicos de UA e UB (Figura 22).

Figura 22 - Relacéo entre cor e acido clorogénico em (a) UA e (b) UB.
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Fonte: O Autor (2023).

ACL foi predominante nas ultimas etapas de producdo, em UA por exemplo,
representou 40% do total de compostos fenolicos quantificados no xarope (Tabela 14), sendo
este valor superior aos 19% encontrado por Duarte-Almeida et al. (2011), o qual quantificou
flavonoides e acidos cinamicos no processo de fabricacdo do agucar VHP, mas néo

determinou a cor.

Em ambas as usinas o processo de cozimento promoveu elevacdo de cor e ACL
(Figura 22). Apesar dos maiores indices de ACL, UA cresceu 22,7% nesta etapa do processo,
contra 27,3% de UB (Tabelas 14 e 15), valores estes que se equiparam com maior
escurecimento da massa cozida promovida por UB (Figura 22b). A partir desses fatos fica
nitido que ACL fendlico possui relacdo positiva e significativa no escurecimento dos produtos
do beneficiamento da cana-de-agUcar.

A variacdo de ACF obtida nas duas usinas foram semelhantes, com destaque para
elevacdo no caldo caleado (p < 0,05) em relacdo ao caldo misto e acentuada queda no caldo
clarificado (p < 0,05) (Tabelas 14 e 15). A clarificagdo do caldo promoveu degradacdo de
acido cafeico de 55 e 37% em UA e UB, respectivamente, comparado com a etapa anterior
(caleagdo). Nao houve evolugdo significativa nos indices de &cido cafeico (UA e UB) apos a
clarificacdo do caldo, mesmo com o crescimento significativo na coloracdo do xarope e da
massa cozida (Figura 23). Dessa forma, fica evidente que este composto fenolico ndo possui

influéncia sobre a cor nos produtos da fase final do processo de fabricacdo do agucar VHP.
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Figura 23 - Relagdo entre cor e &cido cafeico em (a) UA e (b) UB.
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Fonte: O Autor (2023).

Na obtencdo do caldo clarificado ficou evidente o contraste entre a expressiva
elevacdo do teor de ACL e a abrupta reducdo de ACF, independente da usina (Tabelas 14 e
15). Este fato pode ser explicado pela natureza de formagdo do ACL. O &cido clorogénico
mais comum e o Unico comercialmente disponivel é o &cido 5-O-cafeoilquinico (5-CQA),
sendo este formado pela esterificacdo do acido cafeico (&cido 3,4-dihidroxicinamico) com o
acido quinico (&cido carboxilico 1L-1(OH),3,4/5-tetrahidroxiciclohexano) (CLIFFORD,
1999; CLIFFORD, 2000). A hipdtese de que esta reacdo ocorreu na etapa de clarificacdo
ganha forca por alguns motivos: o caldo de cana-de-agucar possui acido quinico (GLASSOP
et al., 2007); o pH proximo da neutralidade e a temperatura elevada (105 °C) favorecem a
reacdo (ALSALME et al., 2018); e o célcio, adicionado ao caldo na forma de Ca(OH). na
etapa de caleacdo, é comprovadamente um 6timo catalisador (DEMIRBAS, 2007; GUPTA et
al., 2017). Logo, é sensato afirmar que a etapa de clarificacdo do caldo promoveu a
degradacdo de &cido cafeico por conta da formacdo de &cido clorogénico.

Diferente do comportamento dos outros compostos, os perfis fendlicos de SIR foram
completamente distintos: UA apresentou tendéncia de crescimento de SIR ao longo das etapas
de produgdo, em sintonia com a variagdo de cor (Figura 24a); ja& UB demonstrou
comportamento inverso, com maior propensdo ao decaimento de SIR (Figura 24b). Observa-
se contetido de SIR em UA foi superior a UB em todos os produtos analisados (Tabelas 14 e
15). Essa discrepancia de comportamentos indica que cada unidade industrial pode apresentar
seu perfil especifico de SIR, devido a fatores operacionais e/ou da prépria caracteristica da

materia-prima.
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Figura 24 - Relagdo entre cor e seringaldeido em (a) UA e (b) UB.
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Fonte: O Autor (2023).

Em todas as etapas do processamento do acucar VHP avaliadas neste trabalho o teor
de ACU em UB foi superior ao de UA (Figura 25). Essa superioridade € justificada devido a
matéria-prima utilizada, na qual o conteudo de ACU no caldo cru em UB foi 2,5 vezes em
relagdo a UA (Tabelas 14 e 15). Em ambos os perfis ocorrem crescimento significativo (p <
0,05) e semelhante de concentracdo de ACU no caldo caleado (em comparacdo ao caldo
misto), sendo este aumento de 78,5 e 79,9% para UA e UB, respectivamente. Observa-se que
apos a etapa de caleacdo ndo houve modificagdes significativas de ACU até a ultima etapa

(massa cozida), mesmo com variagdes de cor, como mostra os Ultimos quatro pontos na

Figura 25 - Relagdo entre cor e &cido p-cumarico em (a) UA e (b) UB.
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Fonte: O Autor (2023).

A Figura 26a mostra que o perfil fendlico de CUM em UA foi semelhante aos perfis
de ACU (Figura 25), onde ocorreu crescimento significativo no caldo caleado (em relagéo ao

caldo misto) e depois estabilizacdo até o final do processo. Entretanto, em UB o
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comportamento foi diferente, onde reducdo de cor promovida pela clarificacdo do caldo foi
acompanhada de um decréscimo de 19,7% (p < 0,05) do teor de CUM (Figura 26b). Ainda na
Figura 26b observa-se que mesmo com a elevacao de cor, a variagdo de CUM no xarope (em
relacdo ao caldo clarificado) e massa cozida (em relacdo ao xarope) foi insignificante (p >
0,05).

Figura 26 - Relacéo entre cor e cumarina em (a) UA e (b) UB.
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Fonte: O Autor (2023).

ACU e CUM foram os compostos que apresentaram maiores contetdos, apés ACL,
nos produtos das Ultimas etapas do processo (caldo clarificado, xarope e massa), mas com
resultados distintos entre as usinas (Figuras 25 e 26). Enquanto em UA a quantidade de
cumarina foi mais expressiva, nas etapas acima citadas, representando cerca de 15% do
contetdo fendlico, ACU foi mais expressivo em UB, apresentando teores em torno de 19% no
caldo clarificado, xarope e massa cozida (Tabelas 14 e 15). Payet et al. (2006) néo
identificaram CUM nas etapas de fabricacdo de aclcar, entretanto, encontraram elevadas
concentragcOes de ACU no caldo clarificado e xarope, representando 54 e 39% dos compostos

fenolicos determinados nesses produtos, respectivamente.

45 EVAPORACAO

Foi avaliada a operacdo de evaporacdo em UA, a qual é composta de quatro efeitos
distribuidos em sete evaporadores. Ndo houve possibilidade de avaliar o processo de

evaporacdo de UB, pois ela ndo possui pontos especificos para coleta de amostras.

A partir do produto de cada estagio de evaporacdo foram analisados os seguintes
parametros: °Brix, cor, fendis totais e compostos fendlicos. Os resultados sao apresentados na

Tabela 16, onde se observa que o caldo clarificado, proveniente do decantador, alimenta os
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evaporadores com aproximadamente 21000 Ul de cor, ap6s o primeiro efeito ocorre uma
moderada elevagdo, permanecendo praticamente uniforme no segundo e terceiro efeito e por
fim, chega ao nivel de 22500 Ul, aproximadamente. Mesmo com o escurecimento do xarope
obtido no dltimo estagio de evaporacdo, observa-se que esse crescimento foi insignificativo

estatisticamente (p > 0,05).

De acordo com a Tabela 16 constata-se que mesmo com maiores niveis de
concentracOes de acgucar, de 24 a 45 °Brix, os caldos obtidos nas saidas do primeiro até o
terceiro efeito permanecem com intensidade de cor estaveis, havendo crescimento
significativo (p < 0,05) somente no Gltimo estagio do processo, quando se obtém o xarope,
com concentracdo acima de 60 °Brix. De acordo com Paton (1992), a medida que o °Brix
aumenta durante a evaporacdo, ocorre uma coloracdo intensa devido a formacdo de
melanoidinas, a partir da reacdo Maillard entre aminoacidos e agUcares redutores. Na Figura
27 observa-se a relacdo linear entre a formacdo de cor e 0 °Brix ao longo do processo de

evaporacéo, tendo um coeficiente de correlacéo significativo (p < 0,05) e elevado (r = 0,92).

Tabela 16 - °Brix, cor, fendis e polifendis durante os estagios de evaporacéo.

Fendis Polifendis (ppm/°Brix
Etapas °Brix Cor totais o !
un (ppm/

ogrixy CAT ~ACL ACF VAN SIR  ACU CUM RUT  Total

Caldo 15,2 21045 2845 + 41,4 192,5 18,0 10,3 38,2 48,4 65,5 21,9 436,3
clarificado  +0,0°  +102° 57,40 +0,1° +18 +01° 0,1*® £0,3° £0,1° +0,3* +04® +1,6%

24,3 21704 2312 + 37,8 129,0 23,8 10,9 18,9 36,7 40,6 24,0 321,6

Lefelto 019 s218 97,00  £28 £270° £23 13 £24" £72° £85 +36°  +£556°
2° efeito 34,0 21753 2134 + 25,3 117,9 18,2 8,3 14,1 31,9 36,3 17,3 269,1
+0,0° +229° 10,7° £04° +27° 05 £01° £03° +£0,5° £0,7° £0,2° +54°
o ~fai 45,2 21718 2930 + 24,9 161,3 19,8 9,0 15,8 42,6 49,0 19,7 342,1
3° efeito

+0,1° +879° 98,8" +0,2> +0,6® +0,0° 0,0 +0,1° +09® 05" +0,2% +0,5%®

4°efeito 639 22464 4021+ 290 2020 244 105 19,3 52,4 612 24,6 4234
(Xarope) ~ £01°  +390° 124¢  £22° +162*° +15 +07% +£13°  £39° 450 +16 32,00

Fonte: O Autor (2023).
Valores com letras sobrescritas iguais na vertical ndo diferem significativamente (p > 0,05) pelo teste de Duncan.
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Figura 27 - Correlacdo entre a cor e 0 °Brix durante os estagios de evaporagao.
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Fonte: O Autor (2023).

A partir da Tabela 16 € possivel observar que a variacao nos indices de fenois totais €
insignificante (p > 0,05) do caldo clarificado até o 3° efeito de evaporacdo, para posterior
crescimento significativo (p < 0,05) na obtencdo do xarope. Do inicio até o final da

evaporacao, o teor de fenais totais apresentou elevacao de 1100 ppm/°Brix.

Foram identificados oito polifendis na operacdo de evaporacdo, 0S MeSMOS
encontrados no subitem anterior (CAT, ACU, ACF, VAN, SIR, ACU, CUM e RUT), sendo
suas respectivas concentragdes mostradas na Tabela 16. ACL foi o composto que apresentou
maior concentracdo em todas as etapas da evaporacao, representando mais de 40% do total de
polifendis em cada estagio avaliado neste processo. Observa-se que no 1° efeito ocorreu
decaimento na concentragdo da maioria dos compostos fenodlicos, com destaque para o SIR,
que teve reducdo de quase 50%. Um detalhe interessante é que no 2° efeito todos os
compostos tiveram diminuicdo de concentracgdo, sendo que em CAT, ACF, VAN, SIR e RUT
a variacdo foi estatisticamente significativa (p < 0,05). Na obtencdo do xarope (4° efeito) foi
constatado elevacdo no teor de todos os polifendis, mas s6 em ACF ocorreu de forma
significativa (p < 0,05). Os maiores indices de ACL, ACF, ACU e RUT foram encontrados no
xarope, produto no qual obteve os maiores indices de °Brix, cor e fendis totais.

Outro destaque a ser mencionado sobre os estagios de evaporacdo € a semelhanca nos
perfis fendlicos de ACU e CUM, onde observa-se reducao de concentracdo no 1° e 2° efeito e
posterior crescimento no 3° e 4° efeito (Figura 28). Esse comportamento similar de ACU e
CUM, também observado anteriormente nas etapas de fabricacdo do aglcar VHP, pode ser
explicado pela origem da cumarina, a qual pode ser sintetizada através da reacdo de oxidacédo
do acido cumarico (SILVA, 2016).
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Figura 28 — Perfil fendlico no processo de evaporacdo para (a) acido p-cumarico e (b) cumarina.
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Fonte: O Autor (2023).

4.6 COZIMENTO

A Tabela 17 apresenta os resultados de °Brix, cor, fendis totais e polifendis obtidos
durante a etapa de cristalizacdo da sacarose (cozimento). Observa-se que a formacao de cor €
mais acentuada no inicio do processo, quando o pé de cozimento (33728 Ul) recebe a
primeira quantidade de xarope até obtencdo da massa 1 (43112 Ul). A partir deste ponto o
escurecimento € estatisticamente insignificante (p > 0,05) até chegar ao final do cozimento,
quando se obtém a massa 3 (45914 Ul). Segundo Lionnet (1998), a elevada formacao de cor
na massa cozida € influenciada pela taxa de cristalizacdo da sacarose e teor de impurezas no

cristal.

De acordo com a Tabela 17 o teor de sélidos (°Brix) e de fendis totais também

apresentam crescimento significativo, este Gltimo ocorrido s6 na obtencdo da massa 3.

Tabela 17 — °Brix, cor, fendis totais e polifendis durante o cozimento do agucar.

c Fendis Polifencis (ppm/°Brix)
Etapas  °Brix (Uolg (tsg":r'f/

griy CAT ~ACL ACF VAN SIR ACU CUM RUT Total
Pé de 853 33728 4726 241 2149 200 129 171 537 589r 182

cozimento  %002°  #875° 38> 110 52> 20 4090 010 18 01> 18
Massal 862 43112 4867 260 2375 5% 147 245 602 649 209 LS

assa £0,20 4216 4830 £02% 260 TS0 1040 230  x06° 200 060 T4
Massa 2 9, 44887 4979 268 2186 o5 138 234 528 604 199 ‘o3

assa +01° 1455  £152% 020 $93® To°  402® 1072 £03° +05° £03® T
Massa 3 935 45914 5094 272 2388 fgg 152 257 580 672 219 4771
$05 #6340 +45 209 19 20 403 00 02° £30° 020 #01°

Fonte: O Autor (2023).
Valores com letras sobrescritas iguais na vertical ndo diferem significativamente (p > 0,05) pelo teste de Duncan.
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Devido ao crescimento continuo nos niveis de °Brix e fenois totais no processo de
cozimento, foi possivel avaliar a correlagdo entre a cor e esses dois parametros (Figura 29).
Foi obtido um perfil linear com significativos coeficientes de correlagdo (r). Constata-se que a
medida que a massa fica mais concentrada, o conteGdo de fendis se eleva e,

consequentemente, ocorre 0 escurecimento da massa cozida.

Figura 29 — Correlagéo a cor e (a) °Brix (b) fendis totais durante o processo de cozimento do agucar.
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Fonte: O Autor (2023).

A Tabela 17 mostra também os compostos fendlicos encontrados durante o cozimento
do acucar. Da mesma forma que na evaporacdo, foram identificados os mesmos oito
polifendis: CAT, ACU, ACF, VAN, SIR, ACU, CUM e RUT. Observa-se que ha elevacédo
nos indices de todos compostos fendlicos apds alimentacdo de 50 HL de xarope no tacho de
cozimento (massa 1), sendo em ACL, SIR, ACU e RUT de forma significativa (p < 0,05).
Nessa fase do processo ocorreu 0 escurecimento da massa em 27,8% também de forma
significativa (p < 0,05). Quando o nivel do tacho alcanca 350 HL (massa 2) ndo ocorre
nenhuma variacao significativa entre os polifenois (exceto CAT) e nem com a cor. tal fato
pode ser explicado por uma possivel lavagem dos cristais que ocorrem no decorrer da
operacdo de cozimento. Na ultima fase do cozimento (massa 3) observa-se a elevacgao do teor
de todos os compostos fendlicos, com destaque para ACU e CUM que alcancaram 9,8 11,2%
de ascensdo. Considerando o inicio e fim (do pé de cozimento até a massa 3), 0 processo de
cozimento promoveu crescimento significativo (p < 0,05) na concentracdo de todos o0s

polifendis, exceto o &cido cafeico.

O ACL foi o destaque entre os compostos fendlicos, apresentando composi¢cdo em
torno de 50% do total de polifenois em cada ponto de avaliacdo. A relacdo entre a cor e o teor
de ACL durante o processo de cozimento é mostrado na Figura 30. E possivel observar que o

escurecimento da massa 1 (27,8%) é acompanhado de crescimento de 10,5% de ACL (p <
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0,05). Na sequéncia do processo ocorre seguidas elevacdes de cor e varia¢fes no teor de ACL,

mas estatisticamente insignificante (p > 0,05).

Figura 30 — Perfil fendlico no processo de cozimento para o acido clorogénico.
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Fonte: O Autor (2023).

4.7 ACUCAR VHP

A andlise do acucar VHP foi realizada a partir de seis amostras com diferentes
intensidades de cor, distribuidas em ordem crescente (Tabela 18). A elevada faixa de
coloragdo estudada (675 — 2981 UIl) (p < 0,05) foi importante porque durante o
armazenamento o agucar VHP pode sofrer variagdes significativas (GALATI, 2016). A cor do
actcar VHP produzido pode variar a partir de trés principais fatores: qualidade da matéria-

prima, tipo de tratamento de caldo e especificacdes desejadas pelos compradores.

A concentracdo de compostos fenélicos no aclcar VHP (Tabela 18) foi muito inferior
comparado as etapas de producdo (Tabelas 14 e 15), o que é explicado por essas substancias
estarem inseridas ao mel e este é eliminado nas centrifugas de acUcar, restando apenas uma
fina camada que envolve as faces dos cristais. A concentracédo de fendis totais variou entre 51
a 679 mg/kg, valores superiores aos encontrados por Ordofiez (2009) (4,5 — 300 mg/kg), o
qual avaliou diferentes tipos de aglcar (cru, orgéanico, branco organico e branco néo

organico).

Os seguintes compostos fendlicos foram identificados no agucar VHP (Figura 31):
ACL, VAN, ACU e CUM. Como relatado por Bento (2009), os acidos fenolicos (ACL e
ACU) sdo de dificil remocao durante a extracao e refino, atingindo os cristais de agtcar. ACL
foi 0o composto que teve maior concentragdo em todas as amostras, apresentando valores

superiores a 50% da composicdo dos polifendis. As concentracfes de ACU e CUM foram
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préximas nas duas primeiras amostras, mas a partir de cristais de agucar de cor mais
acentuada houve distanciamento por conta da elevacao do teor de CUM e néo crescimento de

ACU, chegando na altima amostra com diferenca de 153% entre os dois (p < 0,05).

Apesar de VAN ter sido o composto que apresentou menores concentragdes nas cinco
primeiras amostras, seu crescimento foi o mais significativo (137%) (p < 0,05) quando a cor
do aclcar passou de 1156 para 2981 Ul (Tabela 18). Payet et al. (2005) quantificou os
polifendis presentes em amostras de aglcar mascavo, ndo identificando nenhum flavonoide e

destacando VAN e ACU entre os compostos fendlicos contidos neste tipo de acucar.

Tabela 18 - Cor, fendis totais e polifendis para o agicar VHP.

Fenois Polifencis (mg/kg)
Amostras  Cor (Ul) totais

(mg/kg) ACL VAN ACU CUM TOTAL

1 675 51 6,12 0,97 1,88 2,13 11,1
+ 24,59 + 3,69 +0,04° + 0,008 +0,03¢ +0,09¢ +0,10¢

2 805 87 6,10 1,03 1,95 2,12 11,2
+5,0d +4,1% +0,01P +0,01d +0,03bc +0,12°¢ +0,12°¢

3 837 120 6,26 1,13 1,98 2,43 11,8
+1,5% + 4,4b¢ +0,04P +0,02¢ +0,02b +0,01bc + 0.05¢

4 1069 147 6,94 1,09 1,97 2,71 12,7
+4,0bc +12,9° +0,17° +0,01¢ +0,01b¢ +0,02b +0,15°

5 1156 152 6,60 1,30 2,16 2,59 12,6
+221,0° +6,5° +0,08° +0,00° +0,042 +0,06° +0,18°

6 2981 679 11,84 3,09 2,03 5,14 22,1
+175% + 32,62 + 0,692 + 0,032 +0,01P + 0,262 + 0,392

Fonte: O Autor (2023).
Valores com letras sobrescritas iguais na vertical ndo diferem significativamente (p > 0,05) pelo teste de Duncan.

Figura 31 — Cromatograma do aclcar VHP.
mV
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Fonte: O Autor (2023).
Na Figura 31, a correlacdo entre cor, fendis totais, polifenois e fendis CUM, VAN e

ACL mostrou um bom ajuste a equacdo linear, com coeficientes de determinacdo (R?)
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superiores a 0,98. As Figuras 32a, 32b, 32c, 32d e 32f mostram uma forte correlacdo positiva
de cor com fendis totais, contetdo total de polifendis, ACL, VAN e CUM, apresentando r =
0,99, enquanto ACU né&o apresentou correlacdo significativa (r = 0,34) (p > 0,05) (Figura
32e).

A correlacdo entre a cor e fendis totais (r = 0,99) foi superior & encontrada por Simioni
et al. (2006) (r = 0,73), os quais avaliaram 14 amostras de actucar VHP com faixa de cor
ICUMSA entre 270 e 1240 Ul e fendis totais entre 78 e 260 ppm. Herrera et al. (2015)
conseguiram 6timo ajuste (R? = 0,91) para um perfil linear na relacdo entre a cor e 0 conte(ido

de flavonoides em amostras de cristais de agUcar.

Dentre os polifendis identificados no acucar VHP ndo ha duvidas que o ACL foi o de
maior destaque, pelo contetudo quantificado e pela sua elevada correlagdo com a cor. Através
da equacéo obtida na Figura 32c pode-se afirmar que a cada elevagdo de 1 mg/kg de ACL (a
partir de 6 mg/kg) a cor do aglcar VHP aumenta quase 400 unidades de cor ICUMSA (Ul).

O armazenamento do acucar VHP deve ocorrer em boas condi¢cdes de aeracdo e
termometria, porque, de acordo com Nam et al. (2017), o &cido clorogénico ¢ instavel a luz e
calor, podendo ser facilmente oxidado (HWANG et al., 2018), e consequentemente, promover

0 escurecimento dos cristais.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos apresentam uma importante andlise na avaliacdo da
concentracdo dos compostos fendlicos na variacdo de cor da matéria prima e dos produtos
formados nas etapas de producéao do agucar VHP.

Os parametros de validacdo foram obtidos de forma satisfatéria, comprovando que o
método cromatografico utilizado é eficaz para determinacdo de compostos fendlicos em
produtos da fabricacao de agucar VHP.

A variedade da cana-de-acgucar foi a variavel que obteve maior influéncia sobre a cor,
confirmando que o genétipo RB92579 fornece um caldo mais escuro ao processo de
fabricagdo de aclcar. A impureza vegetal teve pouca influéncia nos parametros estudados. Foi
constatado que a colheita mecanizada proporciona maiores indices de cor e fendis totais no
caldo de cana-de-acUcar. Catequina foi o composto fendlico de maior conteddo no caldo de
cana in natura.

Todas as variaveis dependentes do planejamento experimental apresentaram seus
maiores indices no genodtipo RB92579, com excec¢do da cumarina.

O acido clorogénico foi o composto de maior destaque nas ultimas etapas de producéo
(caldo clarificado, xarope e massa cozida) pelo contetdo elevado e relagcdo positiva com o
escurecimento dos produtos.

Os resultados mostram que durante o processo de cozimento houve crescimento
significativo de todos os polifendis, com excec¢do do acido cafeico.

Os resultados das amostras de acucar VHP identificaram Otimas correlagdes entre a
cor e os compostos fendlicos, revelando que acido clorogénico, cumarina e vanilina possuem
interferéncia significativa na elevagdo de cor dos cristais de agtcar VHP.

Devido a forte relacdo com a cor, elevadas concentragdes nos cristais de agucar e nas
etapas de producdo, o acido clorogénico (ACL) se mostrou o composto fendlico de maior
influéncia na formacéo de cor durante o beneficiamento da cana-de-acucar para fabricacdo de
acucar VHP.

Os resultados desse estudo sugerem que os perfis fenolicos obtidos podem representar
uma ferramenta interessante no desenvolvimento de novas tecnologias associadas a remogéo

de cor na inddstria agucareira.
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6 RECOMENDACOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como trabalhos futuros, sugere-se:

Identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos em outras variedades de cana-de-
acucar.
Avaliacdo de outros compostos fendlicos no processo de fabricacdo de agucar, como:

tricina, apigenina e luteolina.

Avaliacdo dos compostos fendlicos no processo de fabricacdo de agucar branco (cristal

e refinado).

Investigacdo sobre o crescimento do teor de &acido clorogénico no processo de
clarificacdo do caldo.

Avaliacdo do teor de acido clorogénico no escurecimento do actcar VHP durante o

seu armazenamento.
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APENDICE A - CROMATOGRAMAS DAS SOLUCOES PADRAO (10 mg/L) DOS
COMPOSTOS FENOLICOS
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APENDICE B - CROMATOGRAMAS DOS PRODUTOS DAS ETAPAS DE
FABRICACAO DE ACUCAR
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