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DEXTRANS IN SUGARS FROM SAO PAULO STATE. The characterization of dextran in sugars by size exclusion chromatography
(SEC) has been carried out according to the number-average molecular weight (Mn), the weight-average molecular weight (Mw),

the Z-average molecular weight (Mz), and the polydispersity (Mw/Mn). The results suggest that all the analyzed thirty sugar samples

from Sao Paulo state were contaminated with two or three different dextran polymers. The collected data clearly point out that the
total dextran content together with the mass distribution parameters Mw, Mn, Mz, and Mw/Mn should be considered during the
evaluation of the quality of the sugar used for the cachaca sweeting process.
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INTRODUCAO

As dextranas constituem uma classe de polimeros de férmula
empirica (CH, O,), cujo mondmero € o a-D-glucaconopiranosil.'?
Sdo contaminantes endémicos da sacarose, originados principal-
mente devido a presenca de bactérias do género Leuconostoc
comumente presentes nas plantagdes de cana-de-acicar.”*

A massa molar média (Mw) das dextranas pode variar de 1.500
até varios milhdes de daltons (Da), e a sua estrutura dependerd
principalmente da espécie bacteriana e do tipo de dextranasacarase
presente no meio.’ Normalmente as dextranas produzidas pelas ce-
pas mais comuns do Leuconostoc mesenteroides apresentam mais
de 90% de ligacdes glicosidicas o1—6), sendo o restante de suas
ligagdes do tipo a(1—4), o(1—3), a(1—2), as quais sdo respon-
sdveis pelas ramificagdes ao longo da cadeia.'*¢

As ramificagdes, além de influenciarem diretamente na exten-
sdo da cadeia polimérica, atuam conjuntamente com a variagdo da
massa molar média nas propriedades fisico-quimicas das dextranas,
como viscosidade intrinseca, solubilidade em 4gua e em solucdes
hidroalcodlicas e, conseqiientemente, nas caracteristicas do seu pre-
cipitado.">7

Embora indcuas a saide humana e com aplicagdes variadas,' a
presenca das dextranas em acucares estd associada a problemas
que conduzem a perdas na produgdo.*>* Sua presenca em agticares
utilizados na adogagem de bebidas alcodlicas € responsdvel pela
formacgéo de precipitados*® denominados flocos alcodlicos, os quais
sao considerados defeitos sensoriais.’

Estes precipitados podem ainda ser conseqiiéncia de alteracdes
estruturais nas dextranas por associa¢do a fons metdlicos.!*!!

E bem estabelecida a precipitacio de dextranas em funcdo de
sua massa molar e do percentual de etanol presente em diferentes
matrizes.*'> A relagdo massa molar versus concentracao de etanol
¢ o fundamento de varias metodologias para a andlise quantitativa
de dextranas, tais como os métodos de Robert’s* e Haze.*

Apesar da concentracdo de sacarose adicionada na cachaca ser
regulamentada,” a sua concentra¢do ndo € informada no rétulo do
produto, e pouco se sabe a respeito das caracteristicas estruturais das
dextranas presentes no agucar utilizado pelos produtores de cachaga.

No intuito de contribuir para o melhor conhecimento da quali-
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dade do actcar utilizado na adogagem da cachaca, este trabalho
descreve o perfil das dextranas presentes em amostras de sacarose
em fun¢@o da sua massa molar média ponderal (Mw), massa molar
numérica média (Mn), massa molar média (Mz) e indice de
polidispersidade (Mw/Mn).

PARTE EXPERIMENTAL
Instrumentacao e reagentes

As andlises cromatograficas por exclusido por tamanho (SEC),
foram realizadas em um cromatdgrafo liquido Shimadzu, constitui-
do por um médulo controlador SLC-10AVP, duas bombas de alta
pressdo LC-10AD, um detector de indice de refracdo Shimadzu
RID-10A e um loop Rheodyne de 100 pL. O sistema foi operado
em modo isocratico com fluxo de 0,8 mL/min de Na,SO,0,5 M. As
separagdes foram efetuadas em trés colunas Waters Ultrahydrogel
linear (7,8 x 300 mm) conectadas em série.

Na etapa de isolamento das dextranas foi utilizada uma ultra-
centrifuga Hitachi Himac CR20b2.

A aquisic@o e o tratamento dos dados cromatogréficos foram
realizados utilizando, respectivamente, os softwares Shimadzu
Class-VP 6.12 e GPC for Class-Vp 1.02.

Os padrdes de dextranas foram adquiridos da American Polymer
(EUA), o etanol anidro e o sulfato de sédio da Mallinckrodt (EUA).
Das 30 amostras analisadas, 25 foram cedidas pelo Centro de Tecnologia
Canavieira — CTC (Piracicaba-SP) o qual certificou que estas apresen-
tam o mesmo padrdo de qualidade das adquiridas pelos produtores de
cachaga, e 5 foram obtidas junto a pequenos produtores.

Metodologia

O preparo das amostras seguiu o seguinte procedimento: em
um baldo volumétrico de 50,0 mL, 4,00 g do acicar foram dissol-
vidas em 10,0 mL de dgua tipo Milli Q. Em seguida o volume foi
completado com etanol anidro, resultando uma solu¢do hidroal-
codlica 80% de etanol v/v. Este procedimento foi adotado visando
garantir a precipitagdo das dextranas de alta e baixa massa molar.*

Todo o volume do baldo foi transferido em partes iguais para
dois tubos de centrifuga de 50 mL com tampa. Decorrido um peri-
odo de repouso de 24 h estes foram centrifugados a 15.000 rpm a
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temperatura de 4 °C por 2 h.

Ap6s a centrifugacdo dispensou-se a fase liquida e ao precipitado
de cada tubo foi adicionado 1,0 mL de Na,SO, 0,5 M para a
solubilizacdo das dextranas. As solugdes resultantes foram transferidas
para um Uunico frasco que foi mantido sob refrigeracdo por 24 h. De-
corrido este periodo a solugdo foi filtrada em membrana de éster de
celulose (& 0,45 um), e uma aliquota de 100,0 pL do filtrado foi
injetada no sistema cromatogréfico.

Para a caracterizacio das dextranas foram empregados padrdes
com as seguintes massas molares médias: 5,2 x 10, 2,38 x 104,
1,48 x 10° 2,73 x 105, 4,10 x 10°, 1,10 x 10°, 2,10 x 105, 4,20 x 106,
5,90 x 10° e 7,40 x 10° Da.

Para avaliar o melhor tipo de curva de calibragdo, os tempos de
retengdo (t) dos padrdes foram substituidos em diferentes equa-
¢oes de calibragdo disponibilizadas pelo software GPC for Class-
vp. A calibragdo com a equagdo logMw=ax*+bx*+cx+d, com x=t,
foi escolhida por apresentar o menor valor de dispersdo dos pa-
drdes em relagdo a curva ideal (d = 0,0927).

A curva de calibragdo ilustrada na Figura 1 (Mw: 5,2 x 10°* até
7,4 x 10° Da), foi construida utilizando colunas contendo na fase
estaciondria uma mistura de particulas com tamanho de poro de
120 até 2000 A, possibilitando uma ampla faixa de trabalho.
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Figura 1. Curva de calibragdo utilizada na caracterizagdo das dextranas,
presentes nas amostras de aglicar analisadas

RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenga de amido, eventualmente precipitado, em conjunto
com as dextranas pela adicdo de etanol foi considerada. E conheci-
da a baixa solubilidade do amido em dgua fria'*'®e do mesmo se
apresentar em granulos com didmetro de 1-100 pm.'*'¢ Assim, os
precipitados obtidos pela adi¢cdo de etanol em cada amostra, apds
sua separagdo, foram redissolvidos em Na,SO4 0,5 M, e as solu-
¢oes resultantes foram filtradas utilizando-se membranas com dia-
metro de 0,45 pm.

Solugdo de iodo 0,5% foi entdo adicionada as membranas e a
aliquotas do filtrado. Apenas nas membranas observou-se o desen-
volvimento da colorac¢do azul tipica do complexo amido-iodo,"”
descartando a presenga de amido nas solu¢des submetidas a andli-
se cromatogréfica.

A Figura 2 apresenta um cromatograma tipico das amostras de
acucar analisadas. Conforme observado na Figura 2, as amostras de
agucar apresentam dextranas com diferentes valores de massa molar,
sendo que em todas as amostras foram observadas pelo menos duas
dextranas distintas, de acordo com os dados apresentados na Tabela 1.
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Figura 2. Cromatograma tipico de dextranas presentes numa amostra de
agticar. Mw 6,08 x 10°; 6,88 x 10* ¢ 1,79 x 10*(picos 1,2 e 3, respectivamente)

Os valores de massa molar média ponderal (Mw), massa molar
numérica (Mn), massa molar média (Mz) e indice de polidis-
persidade sdo reconhecidos parametros para avaliar caracteristicas
de tamanho e linearidade de polimeros,'® tais como as dextranas
presentes em agucares.*>!

Dados sobre a polidispersividade (razio Mw/Mn) propiciam
avaliar a amplitude da distribui¢do das massas molares de um
polimero.'® Dextranas mais polidispersas apresentam uma maior
amplitude na sua distribuicdo de massa, tendendo assim a apresentar
um maior nimero de ramificacdes, sendo bem estabelecido que a
solubilidade das dextranas em solugdes hidroalcodlicas e dependen-
do da bactéria produtora, mesmo em agua, diminui a medida que
aumenta o ndmero de ramificacoes.>!$*

As massas molares de polimeros devem ser expressas em ter-
mos médios, uma vez que suas curvas de distribui¢do de massas
molares (DPM) sado relativamente largas. A massa molar média
(Mz) € mais sensivel as fracdes de mais alta massa de um polimero,
que a massa molar média ponderal (Mw) e a massa numérica (Mn).'®
Isto torna importante o seu conhecimento em usinas, pois dextranas
com alta Mz estdo associadas a problemas como entupimento de
filtros, interferéncias na remog¢do de particulas suspensas durante a
etapa de clarificacdo do agticar bruto e aumento da viscosidade do
caldo, o que reduz a eficiéncia de cristalizagdo da sacarose.’

Com relacio a cachaca, dextranas mais polidispersas e com
massa molar mais elevada tenderdo a precipitar mais rapidamente
mesmo em destilados de menor teor alcodlico.

Conforme a Tabela 1, dextranas com alta massa molar média
ponderal (média = 5.100.080 Da) estdo presentes em todas as amos-
tras. O que € esperado, pois dextranas com massa molar da ordem
de 5.000.000 Da e polidispersas (valores de Mw > Mn),?! sdo con-
sideradas evidéncias da presenca das espécies mais comuns do
Leuconostoc em plantagdes de cana.”!

Ainda com relac@o a Tabela 1, em 96,7% das amostras foi iden-
tificado um segundo grupo de dextranas com massas molares infe-
riores as do primeiro grupo (média 41.052 Da). Um terceiro grupo
(média 13.389 Da) esta presente em 36,7% das amostras.

Nao se pode atribuir a presenca destas dextranas de menor massa
molar a uma tnica causa. Kim e colaboradores® demonstraram que
uma mesma cepa do Leuconostoc pode produzir simultaneamente
dextranas com diferentes massas molares, cujas propor¢des serdo
funcdo da concentragdo de sacarose, do pH e da temperatura do
meio. Em altas concentragdes de sacarose, as dextranas produzi-
das pelo Leuconostoc apresentam uma distribui¢ao bimodal entre
baixa e alta massa molar (10°~10* e 10° Da), respectivamente.®
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Tabela 1. Perfil da distribuicdo de massas molares das dextranas nas amostras de agucar analisadas

Quim. Nova

Dextrana 1 Dextrana 2 Dextrana 3
Amostra  Massa Massa Massa Polidisper- Massa Massa Massa Polidisper- Massa Massa Massa Polidisper-
molar molar molar  sividade molar molar molar sividade molar molar molar sividade
numérica média (Mz) (Mw/Mn) numérica média (Mz) (Mw/Mn) numérica média (Mz) (Mw/Mn)
(Mn) (Mw) (Mn) (Mw) (Mn) (Mw)
1 1.118.520 3.245.905 6.681.120 2,90 15.557 24.418 39.170 1,57
2 4.442.255 6.199.935 8.551.340 1,40 52.030 58.001 64.697 1,11
3 1.940.870 4.397.855 6.784.230 2,27 12.193 13.727 15.584 1,13
4 4.599.180 5.618.515 6.795.140 1,22 20.401 32.424 53.658 1,59
5 4.537.125 5.597.235 6.812.415 1,23 19.945 30.243 46.086 1,52
6 4.127.660 5.946.590 8.501.295 1,44 7.273 24.836 42.468 3,41
7 1.472.720 3.627.260 6.361.355 2,46 56.284 61.839 68.073 1,10 13.313 14.094 14978 1,0586645
8 5.242.275 6.025.300 6.907.505 1,15 52.933 58.493 64.594 1,11 12.801 13.250 13.698 1,0350754
9 2.517.990 4.731.240 6.923.050 1,88 19.540 32.825 52.887 1,68
10 5.223.190 6.082.520 7.054.205 1,16 50.687 59.238 70.462 1,17 12.121 13.888 13.987 1,1457801
11 5.567.550 6.083.355 6.620.545 1,09 41.315 68.808 83.731 1,67 12.107 17910 64.141 1,4793095
12 3.397.310 6.084.045 10.027.140 1,79 13.111 13.673 14.272 1,04
13 2.494.730 4.236.410 5.887.480 1,70 13.287 14.122 15.068 1,06
14 4.937.251 6.072.835 7.442.820 1,23 52.029 58.554 65.836 1,13 11.722  12.204 12.750 1,0411193
15 1.163.370 3.233.595 6.117.410 2,78 11.751 19.373 27.518 1,65
16 2.668.075 3.908.180 5.373.405 1,46 53.455 61.309 70.639 1,15 11.340 11.758 12.222 1,0368607
17 4.866.940 5.759.240 6.767.905 1,18 29.486 38.251 40.599 1,30
18 4.751.890 6.081.630 7.712.635 1,28 30.494 61.207 65.589 2,01 11.203 12.160 13.246 1,0854235
19 2.041.805 5.222.485 11.892.600 2,56 12.484 21.263 197.824 1,70
20 4.665.845 5.748.525 7.030.370 1,23
21 1.582.145 3.904.165 6.751.915 247 55.965 60.886 66.194 1,09 13.463 14.145 14.909 1,0506574
22 1.427.940 3.703.230 6.650.935 2,59 16.182 24.446 38.198 1,51
23 2.887.040 4.241.315 5.956.185 1,47 59.309 65.776 73.284 1,11 11.998 12.637 13.343 1,0532589
24 3.488.945 5.099.945 7.056.280 1,46 37.719 48.580 60.096 1,29
25 3.640.220 5.013.590 6.516.980 1,38 56.532 61.936 68.013 1,10 11.778 12.450 13.202 1,0570555
26 2.329.560 4.915.390 7.510.790 2,11 57.388 63.180 69.443 1,10 11.505 12.933 14.463 1,1241199
27 2.139.395 4.568.905 7.069.800 2,14 57.784 62.443 67.519 1,08 12.183 13.238 14.421 1,0865961
28 4.020.295 5.650.620 7.541.650 1,41 13.795 23.234 40.005 1,68
29 3.492.330 5.714.333 9.787.690 1,64 6.902 11.622 20.008 1,68
30 4.184.225 6.288.240 34.426.430 1,50 11.386 15.787 26.294 1,39
Média  3.365.622 5.100.080 8.183.754 1,72 32.318 41.052 56.131 1,42 12.128 13.389 17.947 1,10

Apesar do Leuconostoc mesenteroides ser o principal responsavel
pela presenca de dextranas em agticar de cana-de-agtcar, o surgimento
de dextranas com diferentes massas molares pode também ser atribu-
ido a presenca de outras espécies bacterianas como Lactobacillus e
Streptococcus,’® as quais podem contaminar a cana ainda no campo
ou nas usinas, por exemplo por meio da dgua de lavagem da cana.

Outra possivel explica¢do para a presenca das dextranas de me-
nor massa molar (Mw < 5,0 x 10* Da) pode ser atribuida a adigdo de
dextranases no caldo de cana. Estas enzimas quando adicionadas
durante o processo de fabricacdo do agticar nas usinas hidrolisam as
dextranas originando dextranas de menor massa molar e
oligossacarideos.”

O decréscimo no indice de polidispersividade 1,72 — 1,42 —
1,10 observado € coerente pois, o nimero de ramificacdes nas
dextranas tende a diminuir simultaneamente com a reducdo da sua
massa molar (Mw).062324

Mesmo levando-se em consideracdo o cardter majoritariamente
qualitativo da cromatografia por exclusdo por tamanho, com detec¢io
por indice de refragdo, em nossos experimentos padrdes de dextranas
com massas molares significativamente distintas apresentaram em
funcdo da drea do pico, respostas da mesma ordem de grandeza para
as mesmas concentracdes de dextranas, como observado na Figura 3.

Assim, atribuindo-se a metodologia empregada um cardter semi-
quantitativo, foi possivel estimar os percentuais relativos de cada

frag@o de dextrana com relag@o ao total de dextranas presentes em
uma amostra, conforme apresentado na Tabela 2. De acordo com
estes dados, as proporgdes entre as dextranas nas amostras, na
sequéncia decrescente de massa molar, foram de 47,9 e 52,1% e
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Figura 3. Cromatograma da mistura de 250 ppm dos padrées de dextranas
Mw 5,90 x 10° e 1,48 x 10’ (picos 1 e 2 respectivamente)
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Tabela 2. Percentuais relativos para as dextranas determinadas nas
30 amostras de agticar analisadas

Amostra % Dextrana 1 % Dextrana 2 % Dextrana 3 C.V.
1 54,6 45,4 8,8
2 54,3 45,7 6,9
3 92,6 7.4 10,6
4 19,5 80,5 7,7
5 33,5 66,5 6,3
6 16,4 83,6 11,2
7 65,3 19,8 14,9 3,6
8 7,7 46,3 46,0 4.8
9 82,8 17,2 8.8
10 60,4 14,0 25,6 8.4
11 25,3 31,6 43,1 5,7
12 41,0 59,0 5,8
13 83,9 16,1 5,5
14 56,7 8.9 34,5 7,9
15 15,5 84,5 6,2
16 35,0 41,5 23,6 7.4
17 43,1 56,9 11,3
18 19,1 24,7 56,2 6,0
19 37,3 62,7 4.4
20 100,0 -

21 36,1 34,5 29,4 8,1
22 62,1 37,9 5,6
23 27,8 42.8 29,4 4,5
24 42,7 57,3 3,5
25 52,7 29,8 17,5 4,8
26 83,6 4,8 11,6 8.4
27 86,6 4,9 8,5 7,1
28 54,6 454 9,7
29 46,6 53,4 2,9
30 34,4 65,6 5,9

46,4; 25,3; 28,3%, respectivamente.

Visando a eliminagdo de particulas sélidas no produto a ser
envasado, a cachaca € geralmente filtrada a temperatura ambiente.
Esta operacdo raramente € efetuada sob resfriamento e a maioria
dos filtros empregados sdo mais apropriados para retenciio de par-
ticulas macroscdpicas, como € o caso dos filtros de areia.”

Filtros especiais como os a base de celulose, capazes de reter pe-
quenas particulas, s@o utilizados pela minoria destas industrias, em
fungdo do seu custo. De modo geral, € comum o emprego de filtros de
eficiéncia bem inferior 2 de membranas com poros de 0,45 pm.»

Procurando avaliar a eficiéncia da filtragdo no controle de
dextranas, a solugdes etandlicas (40% v/v) foram adicionados 500
ppm de cada um dos padrdes de dextranas com Mw 5,90 x 10°,
4,86 x 10* e 1,16 x 10* Da. Ap6s 24 h a 4 °C, estas solugdes foram
filtradas e analisadas. Comparando-se as dreas de cada padrdo an-
tes e apds a filtracdo verificou-se que este procedimento eliminou
83,3% das dextranas de Mw 5,90 x 10°, e somente de 5,0 a 12,1%
das demais dextranas Mw = 4,86 x 10, e 1,16 x 10* Da).

Os resultados acima indicam que procedimentos como o
resfriamento e a posterior filtracdo da cachaga, nas condigdes do
ensaio, ndo sdo suficientes para retirar as dextranas, principalmen-
te a fracdo de menor massa molar.

Apesar da maior parte do conteido da fracdo de massa molar
mais elevada ser retida por filtraciio, a concentracdo remanescente
(16,7%) ainda poderd desencadear a formacdo de flocos. Além de
possuir menor solubilidade em etanol, estas dextranas por apre-
sentarem um maior nimero de ramificacdes possuem uma maior
capacidade de se ligar a metais, como o cobre e o ferro.!!*!!
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As dextranas presentes nas fracdes de menor massa molar, cuja

presenca € pouco alterada pela filtragdo em funcdo da sua concen-
tragdo no agucar utilizado, também poderdo desencadear a forma-
¢do de flocos conforme j4 relatado em solugdes parenterais de
dextrana com massa molar de 4,00 x 10* ou 7,00 x 10*Da.>

Atualmente nosso laboratério realiza estudos que buscam con-

tribuir para o entendimento da dinamica da formagdo de precipita-
dos, em funcdo das diferentes fragdes de dextrana presentes em
amostras de agtcares e do perfil quimico da cachaca.

CONCLUSOES

As amostras de agtcar analisadas indicam a presenca de dextranas

de massa molar entre 10° e 10* Da, e que somente o conhecimento do
teor de dextranas totais em acucares pode ndo ser suficiente para a
prevengdo do surgimento de precipitados em solucdes hidroalcodlicas.
Assim, serd de grande utilidade para os produtores de agtcar, de ca-
chaga e industria alimenticia, conhecerem além do teor de dextranas
totais, também o perfil da sua distribui¢cdo em termos de massa molar.
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