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QUANTIFICATION OF DEXTRANS IN SUGARS AND IN BRAZILIAN SUGAR-CANE SPIRITS. Solid dextrans are thermally
stable polysaccharides losing water only at 160°C. According to IR, X-ray, DTA and DSC data no noticeable changes in dextran

configuration occurs at this temperature. The total content of dextrans analyzed in 26 samples of Brazilian sugars and 57 samples
of sweetened cachagas ranged from 109.5 to 1840 mg/kg and 1.6 to 11.2 mg/L with medians of 999.8 mg/kg and 5.9 mg/L

respectively. Samples of sweeted cachacas have been monitored for turbidity, total soluble dextran content and weight of precipitate

formed during 275 days. Precipitate formation is a kinetically controlled process which ends after 275 days when the total

concentration of soluble dextrans becomes smaller than 0.25 mg/L.
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INTRODUCAO

Para os produtores de actcar a presenca das dextranas € o princi-
pal indicador do grau de deterioragdo da cana pela acdo da bactéria
Leuconostoc mesenteroides'?. Esta deteriora¢do ocorre em funcéo
de fatores ambientais e de processamento, tais como idade da cana,
variacOes abruptas de temperatura nas planta¢des, umidade no peri-
odo da colheita e do tempo decorrido do corte até a moagem'?.

As dextranas estdo constantemente associadas aos problemas
operacionais em usinas de agtcar e industrias alimenticias, como o
aumento da viscosidade dos xaropes e concentrados, o entupimento
de filtros e o alongamento dos cristais de acucar. Nas industrias de
bebidas ¢ bem conhecido que as dextranas podem conduzir a forma-
¢éo de precipitados e alteracdes na estabilidade do produto acabado®>.

A legislagdo vigente para a cachaca® permite a adi¢do de até
6,0 g/L de sacarose, sem a necessidade de qualquer indicagdo no
rétulo. A partir de 6,0 até 30,0 g/L, torna-se obrigatdria a inser¢ao
da expressdo “cachaca adocada” no rétulo do produto.

Para a cachaga adogada, o principal problema relacionado a
presenga de dextranas € a formacdo de flocos. Estes apesar de
atéxicos, sdo indesejdveis sob o ponto de vista comercial podendo,
inclusive, conduzir ao descarte do produto’.

Procurando contribuir para o esclarecimento da presenca de
flocos em aguardentes, o presente trabalho descreve a aplica¢do do
método de Robert’s® na determinacéo de dextranas totais em acu-
cares e em cachacas. A formagdo de flocos em aguardentes adogadas
é acompanhada em fung¢do das variagdes na concentragdo de
dextranas totais, massa de precipitado acumulado e turbidez das
amostras. A influéncia da temperatura de secagem das dextranas
para a elaboracdo de solugdes padrio € também discutida.

PARTE EXPERIMENTAL
Instrumentacio e reagentes

As determinagdes espectrofotométricas foram executadas em
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espectrometro Perkin-Elmer modelo Lambda 400. As curvas
termogravimétricas foram obtidas utilizando-se uma balanca
termogravimétrica Perkin-Elmer TA-50 WSI. Para os experimen-
tos de calorimetria exploratdria diferencial (DSC) empregou-se
um equipamento DSC-2010 da TA Instruments. Os difratogramas
foram obtidos em difratdmetro de raios-X de pé Siemens-D 5000.

Os padrdes de dextranas T Toor Tsor Toor Ty © T indicando
uma variagido de massa molecular média de 1 x 10° a 2 x 10° Da,
foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

Todas as solugdes empregadas nas andlises de dextranas totais
pelo método de Robert’s foram preparadas de acordo com o descri-
to na metodologia®.

A quantificacido de dextranas foi realizada em 26 amostras de
agucar comercial e em cachagas adocadas (46 industriais e 11
artesanais) procedentes de vdrias regides do Brasil.

Metodologia

Apesar de inespecifico com relacdo as caracteristicas estrutu-
rais das dextranas, devido a sua simplicidade, o método descrito
por Roberts®’ é muito popular em laboratérios de controle de qua-
lidade de industrias que adicionam agtcar em seus produtos. Se-
guindo esta metodologia®'®, o preparo da curva de calibracdo foi
efetuado com a secagem de 1,000 g dos padrdes de dextranas (T,
T, Tsp Topo Tygr Thpo) POT 4 h a 105 °C. Estes em seguida foram
transferidos (0,500 g) para baldes volumétricos de 500 mL onde
foram dissolvidos com dgua tipo Milli-Q. As demais solugdes fo-
ram obtidas a partir destas, por meio de dilui¢@o.

A reag@o de desenvolvimento colorimétrico utilizada na cons-
trucdo da curva de calibragio e na quantificacao das dextranas iso-
ladas das amostras foi realizada em tubos de ensaio, misturando-se
2,0 mL dos padrdes de dextranas (4,0 mL para amostras) com 1,0
mL de solucdo de fenol 5% e 10,0 mL de 4cido sulftrico concen-
trado. Em seguida os tubos foram imersos em dgua a 100 °C por 2
min, e entdo foram resfriados até a temperatura ambiente (15 a 20
min), efetuando-se as leituras de absorbancia a 485 nm®°.

Na determinac@o do teor de dextranas totais nas cachagas fo-
ram tomadas aliquotas de 10,0 mL, nas quais adicionaram-se 40,0
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mL de etanol absoluto e 0,4 g de celite para a precipitagido de todos
os polissacarideos. Estes foram separados por filtragdo em um fu-
nil com placa de vidro sinterizado (& de poros de 40 a 60 wm).

O precipitado retido no funil foi transferido quantitativamente
para um baldo de 25 mL, que teve seu volume ajustado com agua.
Posteriormente, todo o volume do baldo foi filtrado em papel de
filtro Whatman n° 42.

Uma aliquota de 10 mL do filtrado foi transferida para um tubo
de ensaio e a esta foram adicionados 2 mL de NaOH 1,25 Mol/L, 2
mL da solu¢do reagente de cobre e 0,2 g de celite. Apds ser agita-
do, o tubo de ensaio foi aquecido em dgua (ebuli¢do) por 5 min
para precipitagdo do complexo Cu-dextrana formado.

Depois de atingir a temperatura ambiente, o complexo foi fil-
trado em funil com placa de vidro sinterizado (& de poros de 40 a
60 um) e imediatamente lavado com duas por¢des de 10 mL de
solucdo de lavagem. O filtrado foi descartado e o precipitado
redissolvido por adi¢do de 2,0 mL de acido sulfiirico 1,0 mol/L e
2,0 mL de dgua. Os 4,0 mL resultantes da dissolugdo foram reco-
lhidos em um tubo de ensaio e submetidos a reagdo colorimétrica.

Para as andlises de dextranas totais nas amostras de agucar, a
mesma rotina analitica foi empregada, diferindo apenas na tomada
inicial de amostra que foi de 20 g de agticar dissolvidos com dgua
em baldo volumétrico de 50 mL.

Para avaliacdo de reprodutibilidade, 10 réplicas das amostras
(1 de cachaga e 1 de agucar) contendo a mesma concentracio de
dextranas foram preparadas e cada medida foi realizada em dupli-
cata. O limite de detec¢do (LD) foi estimado por diluigdes suces-
sivas de uma solu¢@o contendo concentragdo conhecida de dextranas
até que o valor da absorbancia medida correspondesse a trés vezes
o valor do ruido'’.

As andlises turbidimétricas foram realizadas utilizando-se um
turbidimetro Hach (modelo 21700). A calibragdo foi efetuada com
um conjunto de padrdes entre O e 70 NTU, preparados por dilui¢ao
de uma solug@o-estoque (5,00 mL de solugdo de sulfato de hidrazina
0,01 mg mL" e 5,00 mL da solu¢do hexametilenotetramina 0,10 mg
mL") em um volume de 100 mL.

Nos experimentos turbidimétricos, de determinacdo de massa
de precipitado e teor de dextranas totais, amostras de aguardentes
adocadas eram estocadas a temperatura ambiente e ao abrigo da
luz. Nos diversos tempos indicados, as andlises de turbidez foram
realizadas. Em seguida, a amostra era submetida a filtragcdo (mem-
brana Milipore-ME 24 & de poro de 0,2 um e & 47 mm), efetuan-
do-se no filtrado as andlises de dextranas totais pelo método de
Robert’s, conforme descrito anteriormente. Por diferenga de peso
da membrana previamente tarada e apds a sua secagem foi deter-
minada a massa de precipitado formado.

Nos experimentos termogravimétricos, 6 a 8 mg de amostras
foram aquecidas de 20 a 600 °C a uma razdo de aquecimento de 20
°C min’', sob atmosfera de ar sintético e de nitrogénio, respectiva-
mente, com fluxo de 20 mL min" para ambas as atmosferas’. Em
atmosfera de ar sintético também foram realizados os testes
isotérmicos a 105 e 160 °C”.

Nas andlises calorimétricas (DSC), 8 a 9 mg de amostras fo-
ram aquecidas de 20 a 200 °C na presenca de nitrogénio com fluxo
de 20 mL min, com 20 °C min" de razdo de aquecimento’.

As andlises de difracdo de raio-X foram conduzidas para 1,0 g
das amostras T, e T, nas seguintes condigdes experimentais: passo
de 0,33° s, tempo de exposicdo de 1 s em médulo de varredura
continuo, com monocromador secunddrio de grafite e fendas de
divergéncia com antiespalhamento de 3°, fenda varidvel do detector
de 0,6 mm, tubo de raios-X de Cu, a uma tensido de 40 kV e uma
corrente de 40 mA. A radiagdo utilizada foi Cu Ko = 1,54056 Ae
o tempo de exposicao foi de 5 h'>.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a metodologia original®!® os padrdes de dextranas
devem ser secos a 105 °C por 4 h. Segundo a literatura®®, as dextranas
pré-secas ndo podem ser usadas para preparo de solucdes-estoque
devido a possibilidade de retrogradagio e reducdo da solubilidade.
Desta forma, a secagem seria aplicada apenas para cdlculo do teor
de dgua nas dextranas. As solucdes padrdo seriam preparadas pesan-
do-se as dextranas ndo secas, com a posterior corre¢do do valor de
sua concentragdo em funcdo da sua umidade?.

Com o objetivo de verificar variacdo no teor de dgua em
dextranas, em funcdo da temperatura de aquecimento, foram reali-
zadas andlises termogravimétricas para amostras de dextranas com
massa molecular entre 1,0 x 10* a 2,0 x10° Daltons.

As curvas termogravimétricas obtidas apresentaram compor-
tamento semelhante ao da Figura 1. Estas indicam duas regides
onde ocorrem perdas de massa: a primeira de 25 a 160 °C e a se-
gunda de 280 a 450 °C (Tabela 1). A partir de 160 °C observa-se a
existéncia de um patamar, que se mantém até 300 °C; acima desta
temperatura ocorre variagdo de massa, indicando a decomposi¢io
da amostra (Figura 1).
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Figura 1. Termograma tipico para as dextranas estudadas: 8 mg da dextrana

T Ti = 20 °C, razdo de aquecimento de 20 °C min™ até 600 °C, fluxo de

nitrogénio

Nos testes isotérmicos efetuados a 105 e 160 °C por um perio-
do de 3 h, observou-se que ap6s 1 h de aquecimento a perda média
de dgua nas dextranas se estabilizou em aproximadamente 10%.

Na Tabela 1, confrontando-se os valores a 105 e 160 °C, nota-se
que o aquecimento a 105 °C acarreta uma eliminagio incompleta da
dgua nos padrdes T, , T, T, T,, T, e T, respectivamente, de 2,5;
2,9;2,4;3.4; 2,5 e 2,4%. Isto ocasionaria um erro sistematico, levando
a uma quantificagdo do teor de dextranas totais inferior ao teor real.

Tabela 1. Perda de massa e transi¢do vitrea (Tg) em padrdes de
dextrana observada experimentalmente em funcido da temperatura

Dextranas Perda de Perda de Tg°C
(Daltons) massa (%) massa (%)
105 °CA 160 °CB

T10 (1,0 x 10%) 10,5% 13,0% -
T40 (4,0 x 10%) 11,2% 14,1% 57,1
T50 (5,0 x 10% 6,5% 8,9% -
T70 (7,0 x 10%) 9,8% 13,2% 57,0
T500 (5,0 x 10°) 7,9% 10,4% 56,7
T2000 (2,0 x 10 11,2% 13,6% 62,9

A) Incerteza de = 1,2%
B) Incerteza de + 1,0%.
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A andlise por calorimetria diferencial exploratéria, DSC, reali-
zada para a faixa de peso molecular das dextranas estudadas, de-
monstrou apenas uma transi¢do endotérmica, em torno de 63 °C
para a amostra T, atribuida & transi¢do vitrea (Tg). Os valores de
Tg para as demais amostras estdo mostrados na Tabela 1.
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Figura 2. Termograma (DSC) tipico para a dextrana T500: massa de 8,7 mg

em atmosfera de nitrogénio com um fluxo de 20 mL min' e razdo de

aquecimento de 20 °C min™ até 200 °C

As andlises por espectroscopia de absorcdo na regido do
infravermelho das amostras padrdo de dextranas, antes e ap6s o aque-
cimento, ndo apresentaram deslocamentos perceptiveis das bandas
na regido de 960 — 730 cm™ caracteristicos da ligacdo glicosidica,
ndo fornecendo, portanto, evidéncias a respeito de alteracdes na es-
trutura molecular das dextranas'®. Analogamente, os difratogramas
de raio-X também ndo sugerirem alteragdes'® na estrutura cristalina
das dextranas com o aquecimento a temperaturas de 70 e 200 °C.

Quantificacoes de dextranas totais em aciicares e bebidas

A reprodutibilidade obtida nas andlises de dextranas totais re-
alizadas com padrdes na faixa de peso molecular médio de 1,0 x
10* a 2,0 x 10° Daltons variou de 2,6 a 4,4% com média de 3,8% e
limites de deteccdo da ordem de 5,0 x 102 mg mL"".

A Tabela 2 retne os resultados referentes ao teor de dextranas
totais em agucares.

Tabela 2. Teor de dextranas totais em acticares comerciais

Actcar Dextrana (mg/kg) Actcar Dextrana (mg/kg)
A01 4,75 x 107 Al4 1,00 x 10°
A02 1,26 x 10° AlS 1,10 x 10*
A03 2,88 x 10* Al6 2,30 x 10*
A04 6,95 x 10* Al7 1,29 x 10°
A05 6,09 x 10? Al8 1,16 x 10°
A06 434 x 10? Al9 8,20 x 10?
A07 1,27 x 10° A20 1,25 x 10°
A08 7,39 x 10* A21 1,13 x 10°
A09 1,63 x 10° A22 1,09 x 10°
A10 4,75 x 107 A23 1,04 x 10°
All 3,89 x 10* A24 1,16 x 10°
Al2 3,64 x 10* A25 1,66 x 10°
Al3 2,37 x 10* A26 1,84 x 10°

Segundo a Tabela 2, o teor médio de dextranas totais nos agu-
cares analisados foi de 8§70 mg/kg, com mediana de 820 mg/kg. Os
valores de dextranas totais determinados nas amostras distribuem-
se por uma ampla faixa e sdo comparaveis com outros dados dispo-
niveis na literatura>>®.

As Figuras 3 e 4 ilustram o acompanhamento da formagdo de
flocos em uma das amostras de aguardente, em funcdo da variagdo

Quantificacio de dextranas em agticares e em cachacas 1117

da concentragdo de dextranas totais em solucdo, da massa de pre-
cipitado e turbidez da amostra em funcio do tempo. As demais
amostras apresentaram comportamento semelhante e conforme an-
tecipado, a presenca de dextranas € um fator extremamente impor-
tante para a formagdo de flocos em bebidas alcodlicas.
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Figura 3. Acompanhamento da concentragdo de dextranas totais em solucdo
(curva A) e da massa de precipitado formada (curva B) em fungdo do tempo
para uma amostra de aguardente 21
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Figura 4. Acompanhamento da turbidez em fun¢do do tempo para uma
amostra de aguardente 21

Nota-se que o teor de dextranas (curva A) diminui com o tem-
po até 275 dias de estocagem, quando a concentragdo de dextranas
totais se encontra em torno de 0,5 mg/L. A partir deste ponto, exis-
te uma tendéncia para estabiliza¢@o no valor do teor de dextranas e
na massa do precipitado formado. Em concordincia com as curvas
A e B da Figura 3, a amostra apresentou um aumento de turbidez,
com tendéncia a estabilidade a partir de 275 dias. Estes resultados
em conjunto sugerem que a formagdo de precipitado na amostra
em questdo deixa de ser significativa a partir de 275 dias de
estocagem.

Embora os aguicares analisados ndo tenham sido coletados jun-
to aos produtores de cachaca, pode-se observar que o uso de actca-
res, mesmo em quantidades de 6 g/L°, com teor de dextranas em
torno do valor mediano da Tabela 2, transferird para a cachaga uma
quantidade de dextranas suficiente (4,9 mg) para formagdo de pre-
cipitados em curto periodo de tempo.

Ainda com relacdo as Figuras 3 e 4, a amostra em questdo
apresenta um teor de dextranas da mesma ordem da mediana obti-
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Tabela 3. Teor de dextranas totais em cachacas adocadas industriais, artesanais

Cachaga  Dextrana (mg/L) Cachaga Dextrana (mg/L) Cachaga Dextrana (mg/L) Cachaga  Dextrana (mg/L)
CI 01 3.4 CI 17 7.8 CI 33 7,1 CA 01 7,0
CI02 1,9 CI 18 6,0 CI 34 6,3 CA 02 4,0
CI 03 8.9 CI19 8.9 CI 35 5.5 CA 03 6,5
CI 04 4,5 CI 20 5,6 CI 36 7,5 CA 04 2,3
CI 05 33 CI 21 4,2 CI 37 7,0 CA 05 7,5
CI 06 8,7 CI 22 5,0 CI 38 6,0 CA 06 11,2
CI 07 4,7 CI23 5,9 CI 39 4,6 CA 07 7,5
CI 08 3,1 Cl 24 9.0 CI 40 6,8 CA 08 5.8
CI 09 1,6 CI 25 6,8 Cl 41 5.8 CA 09 9,3
CI 10 3,2 CI 26 7,5 CI 42 7.8 CA 10 7,8
CI11 6,0 CI 27 5,6 CI 43 6,6 CA 11 7,9
Cl12 4.5 CI 28 33 CI 44 <0,05

CI13 2,0 CI 29 7,1 CI 45 4,8

Cl 14 8,7 CI 30 5,3 CI 46 2,3

CI 15 7,0 CI 31 5,0

CI 16 5.4 CI 32 5,1

CI = Cachaca Industrial, CA = Cachaga Artesanal.

da para as cachacas industriais e artesanais contidas na Tabela 3,
ou seja de 5,6 e 7,5 mg/L, respectivamente. Isso levard a turbidez e
conseqiiente formagdo de precipitados ao longo do tempo, no caso
de teores mais elevados, pois a formacdo de flocos, pelo menos
para o conjunto de amostras estudadas, cessa quando a concentra-
cdo de dextranas em solu¢do se torna inferior a 0,25 mg/L.

Nota-se claramente pelas curvas das Figuras 3 e 4 que a forma-
¢do de flocos em aguardentes ¢ um processo cineticamente depen-
dente. Portanto, uma simples filtragdo, mesmo a baixa temperatu-
ra, de uma bebida logo apés a adiciio do actcar pode ndo ser sufi-
ciente para contornar o problema.

Acrescente-se a isso o fato de que a formagdo de flocos ndo
estd restrita somente a presenga de dextranas. A presenga de outros
carboidratos, polifendis e aminodcidos € citada na literatura*'*¢
como componente de precipitados ou névoas em bebidas destila-
das e fermentadas.

Um claro exemplo disto diz respeito ao aminodcido prolina,
potencial formador de precipitados ou turbidez em bebidas con-
tendo polifendis!” '8,

Em analises de cachacas adogadas realizadas no Laboratdrio
para o Desenvolvimento da Quimica da Aguardente (LDQA), a
prolina apresentou-se como o segundo aminodcido mais abundan-
te, com teores médios de 0,502 mg/L'°. Em floco isolado de uma
amostra de cachaca comercial adocada, a percentagem em peso de
prolina foi de 18,76%*.

Assim, a formacao de flocos em bebidas destiladas é um pro-
blema que estd merecendo aten¢do de nosso Laboratdrio. Estuda-
se a génese dos flocos em solu¢des modelo contendo aminodcidos,
dextranas e polifenéis avaliados em funcdo de suas respectivas con-
centragdes, da temperatura, da luz e do tempo de estocagem. Os
resultados serdo relatados futuramente.

CONCLUSOES

Os resultados indicam que a secagem dos padrdes de dextranas
usados na elaboragdo de curvas de calibracido pode ser efetuada a
105 ou 160 °C. Testes isotérmicos indicam que nestas temperaturas
o tempo de 4 h pode ser diminuido pela metade com a mesma
eficiéncia na secagem das amostras.

Apesar dos actcares analisados ndo serem os mesmos que fo-
ram utilizados pelos produtores de cachacgas, percebe-se que a adi-
¢do de agucares, mesmo em valores que atendam a legislacio, pode
introduzir no produto dextranas em concentragdes suficientes para
desencadear o aparecimento de flocos e que a simples filtracéo
apos a adi¢do de agticar pode ndo ser suficiente para eliminar este
problema.
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