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APRESENTACAO

O presente trabalho é parte das exigéncias do programa de pés-graduagdo em Biologia
Celular, para obtencdo do titulo de Doutor em Biologia Molecular, e trata de aspectos
biotecnolégicos envolvidos na fermentagdo, destilagdo da cachaga e remogdo de congéneres
toxicos de destilados em geral, especialmente a cachacga.

Este trabalho foi dividido em duas partes para diferenciar os experimentos: o primeiro
sobre a sistematiza¢do e optimizacdo da fermentacdo e destilagdo em alambique de cobre de
trés corpos para produgdo de cachaca durante safras seguidas e o segundo sobre a remocao
dos congéneres secunddrios toxicos de destilados, especialmente a cachaga. A introducdo
enfatiza os principais conceitos, o panorama econdmico, o processo produtivo, os pardmetros
fisico-quimicos estudados na producido de aguardente e as estratégias de remocdo destes
congéneres.

A primeira parte foi escrita na forma de artigo cientifico (em portugués), submetido
na revista Pesquisa Agropecudria Brasileira (PAB). Esta escolha foi feita baseada na
importancia regional e nacional do tema. Para atingir os produtores e consumidores, uma
revista brasileira e em lingua portuguesa teria maior impacto, pois trata-se de processos
produtivos préticos realizados na maioria das instalagdes produtoras do Pais. A segunda parte
refere-se a uma patente requerida e publicada junto ao Instituto Nacional de Propriedade
Industrial (INPI) sobre o processo de remocdo de congéneres toxicos, portanto, foi escrito na
forma de patente de acordo com as exigéncias do 6rgdo. Além disso, foi redigido um artigo
cientifico sobre este processo de remogdo de congéneres secundirios da cachaga e que foi
submetido na revista Journal of Agriculture and Food Chemistry. Entretanto, ndo houve
preocupacio com a redundéncia das referéncias bibliograficas citadas no corpo da tese.

Posteriormente, foi feita uma discussio, tentando correlacionar os dois trabalhos e o

impacto destas inovagdes tecnoldgicas para o setor produtivo. Finalmente, no curso deste
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projeto de tese, foram realizados outros trabalhos em colaboracdo e encontram-se em anexo.
Porém, ndo fazem parte da discussdo desta tese. Esperamos, desta forma, facilitar a leitura e

compreensdo dos resultados alcancgados.
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RESUMO

Marra, Brener Magnabosco, Universidade de Brasilia, Agosto de 2008. Analise sistematica
da fermentacao e destilacao em alambique e remocao de congéneres secundarios toxicos

dos destilados ®. Orientador: Cezar Martins de S4.

Cachaca € o destilado genuinamente brasileiro produzido a partir da fermentacio e
destilacdo do caldo de cana-de-aciicar, cuja importancia econOmica vem crescendo
aceleradamente. Dessa forma; o manejo, controle e sistematizagdo das operagdes unitarias da
fermentagdo e destilacdo sdo fatores fundamentais no desenvolvimento de estratégias de
melhoria fisico-quimica, sensorial e rendimento industrial da cachaga comercial de
qualidade. Neste trabalho, avaliamos e sistematizamos os principais parametros fisico-
quimicos envolvidos no processo de fermentacdo e destilagdo durante safras seguidas (2005,
2006 e 2007), sob condi¢cdes operacionais praticas conduzidas na maioria das unidades
produtoras do Pais. O controle do tempo e temperatura da alimentacdo da dorna de
fermentagdo, teor alcodlico, velocidade e fracionamento da destilagdo, entre outros,
demonstraram-se fundamentais para a produgdo e produtividade da cachaca de qualidade.
Adicionalmente, foi desenvolvido um processo tecnologico de remocgdo de congéneres
secunddrios téxicos (aldeidos, furfural, hidroximetilfurfural, cobre, etc) e reducdo de valor
caldérico de destilados, especialmente a cachaca, através da utilizacdo do abrandador
quitosana.

Palavras-chaves: cachaca, fermentacao, destilacio, congéneres secundarios e quitosana.
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ABSTRACT

Marra, Brener Magnabosco, Universidade de Brasilia, August, 2008. Systematic evaluation
of the physical-chemical parameters implicated on the fermentation and distillation
process of cachaca and remove secundaries toxics compounds of spirits ®  Adviser:

Cezar Martins de Sa.

Cachaga is genuinely a Brazilian spirit produced from fermentation and distillation of
sugar cane, whose economic importance has been growing apace. Thus, the management,
control and systematization of fermentation and distillation operations are fundamental
factors to develop strategies for improvement of physico chemical and sensorial
charactetistics as well as performance industrial cachaca of commercial quality. In the
present study we have performed a long term systematic evaluation of the physico-chemical
parameters implicated in the fermentation and distillation processes during three seasons
(2005, 2006, 2007). We have shown that controlling the time and temperature of
fermentation vat feeding, alcohol level, distillation speed, distillation division, among others,
are crucial for higher production and productivity of cachaca. In addition, we developed a
technological process for removal of related toxic compounds and reducing the calorific
value of total spirits using chitosan.

Keywords: cachaca; fermentation, distillation; secundaries compounds and chitosan.
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1. INTRODUCAO

No principio era a cana, o agiicar, o melado, a rapadura e o melaco. E no
alambique, destilou-se o mosto fermentado. Nasceu o vinho de mel de cana,
aguardente da terra, vinho da terra, jeribita da terra. A exceléncia foi chamada de
paraty — um destilado superior e mais caro, feito na cidade do mesmo nome.
Finalmente a cachaga, do espanhol cachaza, bagaceira popular. Depois pinga, cana,
caninha. Bebida dos mesticos, negros e indios, dos brancos e dos primeiros
brasileiros. "Alimento”, oferenda, estimulante, moeda, mercadoria, meio de escambo,
produto de exportacdo. A cachaca, nos seus engenhos explora o territorio, coloniza,
finca a cruz, marca fronteiras, funda vilas, sustenta ciclos econdmicos, umedece nossa
historia. Perseguida, proibida e contrabandeada, discriminada e indiscriminada — a
cachaca resistiu a tudo e a todos. Foram 124 anos de proibicdo legal da produgdo,
comércio e consumo da cachaca: 1635 a 1759. Paulista, inventada em Sdo Vincente,
ela estd completando 474 anos de vida. A sua alma é a mesma do povo brasileiro:
feita de suor, sonho, alegria, mistica, sensualidade e beleza. Assim, a cachaca reina
como nome tipico e exclusivo da bebida nacional, tinica, feita no Brasil. (trecho

extraido do livro Cachaga — Prazer Brasileiro, de Marcelo Camara, 2003).

Atualmente, cachaca é um destilado alcodlico simples do caldo de cana-de-
acticar obtido a partir do mosto fermentado e com graduacdo alcodlica de 38% a 48%,
vol. a 20° C (Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento - MAPA, 2006).
Segundo a Associagdo Brasileira de Bebidas (2005), a producdo brasileira de cachacga
€ de aproximadamente 1,8 bilhdes de litros por ano (400 milhdes de litros de cachaca
artesanal, destilada em alambiques e o restante em destilarias automatizadas, a cachaca

industrial, produzida em destiladores continuos, com controle e intervencdo dos



pardmetros fisico-quimicos) e que ja movimenta aproximadamente U$ 2,5 bilhdes
anualmente em 125 mil hectares de cana-de-actcar dedicados apenas ao destilado. A
importancia econdmica da cachaca vem crescendo aceleradamente devido a recente
denominacdo de origem que a classificou como sendo um produto genuinamente
brasileiro pelo Decreto n® 4062 (MAPA, 2001), e que alavancou ainda mais sua
aceitacdo no mercado nacional e internacional. A cadeia produtiva da cachaca vem
desempenhando também um importante papel na estruturacdo de milhares de pequenas
propriedades rurais no Brasil, emprega até 1 milhdo de trabalhadores em toda a cadeia
e possui raizes culturais e historicas. Esse novo cendrio demanda do setor produtivo
uma sistematizacdo dos parametros e variantes do processo produtivo, sobretudo nas
fases de fermentagdo e destilacdo e sua influéncia e melhoria na composicio fisico-
quimica, tanto inorganica (metais e outros), como orginica (componentes secundarios)

desse tipo de bebida (Lima et al., 2006, Aresta et al., 2001).

O processo de producdo da cachaca consiste em obter o caldo de cana-de-
acucar, peneird-lo, decanta-lo, dilui-lo até 14-16° Brix, abaixar o pH e aquecé-lo até
28-30° C, ou seja, preparar o mosto de caldo de cana. Em seguida, o mosto é
adicionado na dorna de fermentacdo lentamente, onde se concentram as leveduras,
capazes de realizar a fermentacdo alcodlica, e nutrientes necessérios (pé-de-cuba). A
fermentacdo é completa e tem a duragdo entre 24-48 h. Os produtos da fermentacgdo
seguem dois caminhos: sedimentagdo ou centrifugacdo. Em ambas as operacdes
obtém-se fermento (sedimentado e recuperado, respectivamente) que retorna para
fermentacdo. A etapa seguinte é a destilagdo do vinho (mosto fermentado), que
consiste em separar e selecionar os produtos de acordo com as temperaturas de
ebulicdo ou de mudanga de fases do componente (Sales, 2001). O vinho possui

composicdo complexa, apresentando componentes sélidos (agtcares ndo fermentados,



sais minerais, substincias nitrogenadas, pectinas, células de leveduras e bactérias,
bagacilhos e argila), liquidos (dgua e etanol, representando 99% do total) e gasosos
(principalmente di6éxido de carbono). Com a destilagdo do vinho obtém-se o flegma
(fracdes de cabecga, coracdo e cauda) e o vinhoto (Yokoya, 1995). Através da
destilacdo, o vinho proveniente da fermentacdo alcodlica com 5 a 8% em volume de
alcool etilico, devera produzir 15 a 17% do volume do vinho destilado em aguardente,
contendo de 38 a 54% de volume em etanol. O flegma (aguardente) é armazenado em
tanques (ago carbono, ago inoxiddvel ou madeira) (Sales, 2001). A vinhaga ou vinhoto
€ utilizado como fertilizante, sendo aplicado na prépria cana que lhe deu origem, em
funcdo da proximidade da cultura com a industria e por possuir alto teor de potassio e
nitrogénio inorganicos (Evangelista, 2001). Os componentes da cachaca classificados
como primadrios sdo respectivamente a d4gua e o etanol e os secundérios constituem um
grupo de produtos minoritirios oriundos do processo de fermentacdo e separados
durante a destilagdo, principalmente os dlcoois superiores, dlcool metilico, ésteres,
aldeidos, cobre, entre outros. Tais substincias podem contribuir desde o aroma e sabor
até os aspectos toxicologicamente nocivos dos destilados em geral (Schwan et al.,

2001, Aresta et. al., 2001, Aquarone et al., 1983, Valsechi, 1960).

A histéria da fermentacdo alcodlica ao redor do mundo € antiga e atingiu as
sociedades de todos os niveis de complexidade. Cada sociedade descobriu como
realizar a fermentacdo alc6olica em seu habitat (McGovern, 2003). O fendmeno
universal da fermentacfo, inicialmente estava relacionado com os analgésicos,
desinfetantes e elixir da vida (Vallee, 1998). Além disso, como efeito farmacoldgico,
nutricional e sensorial, contribuindo para o desenvolvimento da cultura humana e
tecnologia, na intensificacio da agricultura, horticultura e para técnicas de

processamento de alimentos (McGovern, 2003; Underhill, 2002). A fermentagao



também participou e marcou os principais eventos da vida, tais como nascimento e
morte, celebracdes seculares ou cerimonias religiosas ao longo de todas as sociedades
(Dietler, 2001). De acordo com documentos arqueolégicos, histdricos e etnograficos,
um dos primeiros centros da civiliza¢gdo humana, que produziu, consumiu, celebrou e
possuiram rituais a partir da fermentacdo alcodlica foi a China (Underhill, 2003;
Huang, 2000; Zhang, 2004). Andlises quimicas de jarros a partir do periodo pré-
histérico na China demonstram o uso da fermentacdo alcodlica (McGovern et al.,
2004). A principal levedura utilizada nos modernos processos fermentativos é a
Saccharomyces cerevisiae e seus residuos de DNA ribossomal foram encontrados em
jarros de vinho de 3150 A.C. no Egito, sugerindo, dessa foma, sua utilizagdo
espontanea na fabricacdo de paes e cervejas (Cavalieri et al., 2003).

No Brasil, a fermentagdo espontanea em dornas de fermentagdo abertas sempre
foram as técnicas mais utilizadas na fabricagdo de cachaca, e é caracterizada por uma
mistura de culturas com sucessdes continuas de espécies de leveduras. Existem alguns
trabalhos de isolamento e utilizag¢do de S. cerevisiae na producdo de cachaca, tentando
caracterizar cepas com habilidades de se adaptar as condicdes de estresse durante a
fermentacdo, tais como: alta concentracdo de sacarose, alto teor de etanol e
temperatura, boa capacidade de floculagdo e alta fermentacdo (Vicente et al., 2006).
Além disso, as cepas devem possuir alta capacidade de producdo de compostos
organolépticos, que participam intensamente do sabor e aroma do produto final,
especialmente os ésteres e dlcoois superiores (Vicente et al., 2006).

Os ésteres sdo formados a partir de dcidos orgénicos e dlcoois durante a
fermentacdo, e estes compostos secundarios sd@o fundamentalmente os responsaveis
pelo tipico “bouquet” dos destilados (Kaosowski & Czuprynski, 2006). Dentre os

compostos organolépticos mais importantes do saqué, o acetato isoamilico é o que



mais contribui de forma citrica, frutada e doce no aroma (Yoshikawa, 1999).
Provavelmente, trata-se também de um dos principais ésteres responsiveis no aroma
da cachaca, e ¢ sintetizado a partir de dlcool isoamilico e acetil-coenzima A pela acdo
da enzima dalcool-acetiltransferase e hidrélisado por esterases (Yoshikawa, 1999;
Mason & Dufour, 2000; Kaosowski & Czuprynski, 2006). O dlcool isoamilico
também pode ser produzido a partir da via de biossintese de leucina, coordenada pela
enzima o-isopropil malato-sintase (Casalone et al., 1997). Neste caso, quando se
aumenta a sintese de leucina, produz-se mais &lcool isoamilico, fundamental na
producdo de ésteres na cachaga (Casalone et al., 1997). A mutagdo do gene LEU 4
provoca uma hiperprodugdo de dlcool isoamilico (Oba et al., 2005). Outro importante
composto aromdtico produzido pelas leveduras € o etil-caproato (Yoshikawa, 1999).
Sua sintese e acimulo na célula da levedura sdo dependentes da presenca de
precursores (etanol e dcido caprdico), que controlam a enzima dlcool acil-transferase e
esterases (Verstrepen et al., 2003). A biossintese de dcidos graxos ¢é catalizada pela
dcido-sintetase e € inibido pela cerulenina, que pode aumentar significativamente a
producdo de dlcoois superiores, interessantes também no aroma dos destilados
(Ichikawa et al., 1991).

Outros avancos tém sido obtidos na anélise e interpretagdo de ésteres em vinho,
brandy e uisque (Campo et al., 2006). As evidéncias sugerem que estes compostos sdo
formados pela esterificacio de 4dlcool e 4cidos formados por diferentes
microorganismos. Os niveis destes compostos variam proporcionalmente com a idade
do vinho e dos destilados, mas s@o particularmente altos em alguns vinhos, uisques e
brandies que foram obtidos a partir de frutas com alto teor de agtcar (Campos et al.,

2006). Estes dados podem sugerir que os altos indices de ésteres encontrados em



cachagas de qualidade, também sdo oriundos dos elevados teores de agticares redutores
(% Brix) da cana-de-actcar.

Portanto, a estratégia de usar cepas que podem aumentar a produtividade e os
teores de congéneres secunddrios importantes nos aromas da cachaga é fundamental
para o desenvolvimento e padronizacdo industrial deste produto (Vicente et al., 2006).
Entretanto, o processo fermentativo espontineo de 24-36 h da cachaga artesanal
demonstra uma alta variabilidade genética de cepas de S. cerevisiae, dentre outros
géneros conforme demonstrado por Guerra et al. (2001).

Apesar da S. cerevisiae ser a levedura predominante, outras também participam
efetivamente do processo fermentativo, principalmente apds 24 h, tais como:
Rhodotorula glutinis e Candida maltosa (Schwan et al., 2001). Outras espécies de
leveduras também estdo presentes durante o processo: Kluyveromyces marxianus,
Pichia heimii e Hanseniaspora uvarum estdo presentes apenas no inicio, Pichia
subpelliculosa e Debaryomyces hansenii foram detectados no meio para o fim da
fermentacdo, e Pichia methanolica apenas no final da fermentacdo (Schwan et al.,
2001). Normalmente, a sacarose ¢ imediatamente hidrolisada em glicose e frutose, e
em 12 h € concluida a sua fermentacao. Entretanto, a frutose pode persistir até mais de
24 h na dorna de fermentacdo. Infeccio bacteriana no mosto em fermentagdo pode ser
um potencial problema, particularmente quando a taxa de leveduras e bactérias é de
10:1 ou menos. Algumas bactérias produtoras de 4cido acético e enterobactérias
também sdo detectadas no final do processo fermentativo (Schwan et al., 2001).
Entretanto, muitos avancos ainda deverdo ser feitos do ponto de vista bioquimico,
microbioldgico e fisiol6gico na produgéo de cachaca de qualidade.

A evolugdo da composicdo microbioldgica durante a produgcdo de vinho

Vinsanto (Toscana — Itdlia) demonstra que baixas temperaturas durante a fermentacéo



aumentam a concentracdo de leveduras diferentes da Saccharomyces spp. Quando as
temperaturas de fermentacdo encontram-se entre 16-18° C, as populagdes de
Saccharomyces dominam o processo. Temperaturas maiores favorecem as bactérias
fermentativas conforme Domizio et al. (2006). Resultados indicam que a inoculag¢io
de cepas comerciais e altas temperaturas influenciam negativamente a evolug¢do do
vinho Vinsanto (Domizio et al., 2006). A presenca quantitativa de diferentes espécies
durante a fermentagdo e sua influéncia no “bouquet” final é determinada pelas
condicdes de fermentagdo, indculo inicial de S. cerevisiae, temperatura de
fermentacdo, concentragio de oxigénio e composi¢cdo do suco de uva (Gao & Fleet,

1988; Heard & Fleet, 1988; Hansen et al., 2001; Erten, 2002).

As quantidades mensuradas de compostos secunddrios variam muito entre as
diversas marcas comerciais de cachaca devido a conducdo da fermentacdo e
destilacdo, ultrapassando, em alguns casos, os niveis permitidos pela legislacido
(MAPA, 2005). Torna-se, portanto, necessario o controle fisico-quimico do processo
de fabricacdo da aguardente (Cerdan et al., 2002, Aquarone et al., 1983; Piggott et al.
1989). Além disso, ndo hd um padrdo legal definido entre os processos de destilacdo,
ou seja, entre cachaga de coluna, ou destilada em coluna de retificacdo, e cachaga de
alambique, destilada em alambique de cobre e/ou ago inoxiddvel, pois os compostos
secunddrios (aldeidos, ésteres, outros) estdo presentes em ambas, independentemente

do processo de destilagao.

Portanto, o manejo, controle e sistematizacdo das operacdes unitdrias da
fermentacdo e destilacdo sdo fatores fundamentais no desenvolvimento de estratégias
de melhoria fisico-quimica, sensorial e rendimento industrial da cachaca comercial de
qualidade. E os dados disponiveis sdo muitas vezes empiricos e/ou raros na literatura

cientifica. Apds todos os cuidados na fermentag@o e destilagdo, ainda estdo presentes



compostos secunddrios ou congéneres, que muitos sdo os responsaveis pelos efeitos
negativos (toxicologicos) da ingestdo da bebida e de sabores desagradaveis. Em
funcdo dos altos teores de aldeidos, cobre, dlcool metilico e outros congéneres
presentes na fracdo inicial (cabeca) e final (cauda) da destilacdo em alambiques de
cobre e/ou ago inoxidével, estas fracdes normalmente sdo descartadas por motivos
toxicologicos. A remog¢do destes cong€neres das fracdes cabeca e cauda poderiam
adequar o destilado final para consumo de acordo com a legislacdo de bebidas
brasileiras e o aproveitamento destas fragdes (cabeca e cauda), comumente
descartadas, poderia aumentar o rendimento industrial em até 30%. Dessa forma,
torna-se muito importante também o desenvolvimento de estratégias de recuperagdo
destas fragdes inicialmente descartadas ou ainda a melhoria da cachaga de coragéo.

Portanto, foi desenvolvido um processo de remog¢do destes congéneres
secunddrios baseado no uso da quitosana, que normalmente é preparada pela N-
desacetilacdo da quitina. A obtencdo de quitosana é feita através de diferentes
combinagdes de tempo e temperatura, usando solucdes concentradas de hidréxido de
s6dio e/ou potéssio. A concentracdo alcalina, o tempo e a temperatura do processo
devem ser rigorosamente controlados, porque isto influencia no grau de desacetilagdao
do polimero, no seu peso molecular e na distribuicdo das unidades desacetiladas ao
longo da cadeia de polissacarideo. E estas propriedades refletem nas aplicacdes da
quitosana, especialmente na industria farmacéutica e de alimentos.

O potencial de uso biotecnolégico da quitosana é imenso. Como fibra
alimentar € discutida na literatura cientifica por vérios autores (Furda, 1983; Ishikura,
1993; Furda & Brine,1990). Além disso, serve como adsorvente e floculante (Wen et
al., 2005); removedora de poluentes da aqiiicultura (Chung et al., 2005), removedora

2

de niquel (Pradhan et al., 2003) e metais (Era & Gibb, 1999) em solu¢des aquosas. E



citada ainda como biofloculante de dcidos graxos de baixo peso molecular, podendo
ser utilizada como estratégia de digestao alimentar (Fujita et al., 2001). Muitos artigos
caracterizam a quitosana como polimero natural capaz de reduzir de forma moderada o
colesterol (Win et al., 2003), reduzir o peso corporal, gorduras e pressao arterial e
aumento da digestibilidade em animais (Han et al., 1999; Kondo et al., 1996; Razdan
et al., 1997; Deuchi et al., 1994) e em humanos (Sciutto et al., 1995; Colombo et al.,
1996; Giustina et al., 1995). Muitas outras aplicacdes e processos utilizando a
quitosana na industria de alimentos e farmaceiitica sdo discutidos na segunda parte
desta tese.

Embora a quitosana tenha sido bastante explorada em diversos processos
biotecnolégicos na literatura cientifica conforme acima, dados sobre seu potencial uso
na remogdo de substancias indesejaveis em destilados, especialmente a cachaca, ndo
tém sido discutidos. Dessa forma, nos proposemos a explorar a sua capacidade de
remocdo destes congéneres considerados toxicos.

Neste trabalho, realizamos a avaliagdo de alguns pardmetros importantes na
fermentacdo e destilacdo em alambique de cobre de trés corpos para a produgdo de
cachaca de qualidade durante safras seguidas e - no decorrer deste processo -
exploramos o potencial da quitosana em remover substancias indesejdveis da cachaca

e outros destilados.



Objetivos gerais:
- Avaliar a influéncia de pardmetros operacionais para melhoria da qualidade da
cachacga de alambique e desenvolver estratégia de remoc¢do de congéneres secundarios

toxicos em destilados.

Objetivos especificos:

- Optimzar parametros envolvidos nos processos de fermentacdo e destilacio em
alambique de cobre de trés corpos durante safras seguidas (2005, 2006 e 2007), e
correlacionar com a composi¢do fisico-quimica da cachaca, sob condicdes
operacionais praticas.

- Desenvolver processo de remocdo de cong€neres secunddrios tdxicos de

destilados (principalmente a cachaca) através da utilizagcdo do abrandador quitosana.
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2. PARTE 1

Optimizacao da temperatura do mosto e do tempo de alimentacao das
dornas de fermentacio aumenta a producio de cachaca em

alambique de trés corpos.
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Resumo

Na introducdo, verificamos a importincia do desenvolvimento de estratégias de
manejo, controle e sistematizacdo das operagdes unitdrias da fermentagdo, destilagdo e
tratamento pos-destilagdo para melhoria fisico-quimica, sensorial e rendimento
industrial da cachaca comercial de qualidade devido ao seu grande significado
econdmico e cultural. Dessa forma, esta tese foi desenvolvida em duas partes (I e II),
que se complementam. A primeira parte trata-se de uma avaliacdo e optimizagdo dos
principais pardmetros fisico-quimicos envolvidos no processo de fermentacdo e
destilacdo durante safras seguidas e sob condigdes operacionais praticas. Muitos
resultados significativos foram obtidos destes experimentos ao longo das safras, e
utilizados na elaborag¢do do artigo cientifico abaixo. Outros resultados interessantes
ainda necessitam reavaliacdo e ndo fazem parte do trabalho. Os resultados positivos e
significativos foram submetidos a revista Pesquisa Agropecudria Brasileira (PAB) pela
importancia nacional da temdtica. Dessa forma, o manuscrito é resultado de uma
cooperacdo cientifica entre a UnB e o Cenargen/Embrapa e descreve uma avaliagdo
sistemdtica - durante trés safras - dos pardmetros envolvidos na fermentacdo e

destilacdo da cachacga e € dirigido aos produtores. Dai, a nossa opcdo em submeter a

publicacdo em lingua portuguesa e numa revista brasileira qualis A.
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Optimizacao da temperatura do mosto e do tempo de alimentacio das dornas de

fermentacao aumenta a produtividade de cachaca destilada em alambiques.

Resumo — Cachaga € o destilado genuinamente brasileiro produzido a partir da
destilacdo do caldo de cana-de-agiicar fermentado. Autoridades brasileiras t€ém se
dedicado a melhoria do controle de qualidade desta bebida, entretanto, os dados
disponiveis na literatura sobre a producgéo e qualidade ainda s@o escassos. No presente
trabalho realizou-se uma avaliacdo sistemdtica dos parametros fisico-quimicos e
produtivos relacionados com a fermentacdo e a destilagdo da cachaca ao longo de trés
safras seguidas (2005, 2006, 2007). Foi verificado — dentre os parametros
significativamente positivos — que a optimizacdo da temperatura do mosto e do tempo
de alimentacdo das dornas de fermentacdo s@o cruciais para maior produtividade da
cachaga destilada em alambiques de cobre de trés corpos e para o incremento nos
teores de ésteres totais do destilado.

Termos para indexaciio: Fermentacio, Destilacio, Temperatura, Esteres, Cachaga.
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Optimisation of the sugar-cane wine temperature and time feeding of

fermentation vessel increase the productivity of Cachaca in pot-stills distillery.

Abstract — Cachaca is the denomination for a Brazilian spirit produced from
the distillation of freshly fermented sugarcane juice by artisanal methods. Brazilian
authorities have recently classified cachaga as a unique typical national product and a
great effort has been dedicated to quality control improvement of the beverage.
However, available data concerning the production and quality are still scarce. In the
present study we have performed a long term systematic evaluation of the physico-
chemical parameters implicated on the fermentation and distillation process as during
three seasons (2005; 2006; 2007). We have shown that controlling the feeding time
and the temperature of the fermentation vat, among others parameters, are crucial for
higher productivity of cachaga distilled in pot-stills of three bodies and elevation of
overall ester in the distilled.

Index terms: Fermentation, Distillation, Temperature, Esters, Cachaca
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Introducao

Cachaca € um destilado alcodlico simples do caldo de cana-de-agucar obtido a
partir do mosto fermentado e com graduacdo alcodlica de 38% a 48%, volume a 20°C.
Segundo a Associag@o Brasileira de Bebidas (2005), a producdo brasileira de cachaga
¢ de aproximadamente 1,8 bilhdes de litros/ano. A importincia econdmica do
destilado, entretanto, vem crescendo em virtude da recente denominagdo de origem,
que classificou por meio do Decreto n° 4062 do Ministério da Aglicultura e
Abastecimento (MAPA), a cachaca como sendo um produto genuinamente brasileiro
(MAPA, 2002). Por outro lado, a cadeia produtiva da cachaca vem desempenhando
também importante papel na estruturagdo de milhares de pequenas propriedades rurais
no Brasil e a bebida conta hoje com grande aceitacio no mercado nacional e
internacional. Tais fatos justificam, portanto, a caracterizacdo dos pardmetros e
variantes do processo produtivo, sobretudo nas fases de fermentagdo e destilacdo, e a
sua influéncia na composig¢do fisico-quimica tanto inorganica (metais e outros), quanto
orgédnica (componentes secunddrios) da cachaca (Aresta et al., 2001; Lima et al.,
20006).

Os componentes da cachaga classificados como secundarios, tais como alcodis
superiores, dlcool metilico, ésteres, aldeidos e cobre constituem um grupo de produtos
minoritarios oriundos do processo de fermentacdo e separados durante a destilacdo.
Estas substancias podem contribuir ndao s6 na definicdo do aroma e sabor, mas na
formacdo de aspectos toxicologicamente nocivos dos destilados em geral (Valsechi,
1960; Aquarone et al., 1983; Schwan et al., 2001; Lima et al., 2006)

Entre as diversas marcas comerciais de cachaca, as quantidades verificadas
desses compostos variam muito devido a condugdo da fermentacdo e da destilagdo

ultrapassando, em alguns casos, os niveis permitidos pelo Decreto n® 42.644 do
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Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA, 2002). Tal variacdo, por
conseguinte, faz surgir a necessidade de controle fisico-quimico do processo de
fabricacdo da aguardente (Cerdan et al., 2002; Aquino et al., 2006; Piggot et al., 2007).
Além disso, ndo hd também um padrio definido entre os processos de fabricacdo, ou
seja, entre cachaca de coluna ou destilada em coluna de retificacdo e cachaca de
alambique destilada em alambique de cobre e/ou aco inoxidavel, pois os compostos
secunddrios estdo presentes em ambas, independentemente do processo de destilagdo.

Em alambique, ainda sdo consideradas algumas peculiaridades no processo de
destilacio da aguardente de cana de qualidade. Segundo Yokoya (1995), os
componentes volateis do vinho (caldo de cana fermentado) possuem diferentes graus
de volatilidade, sendo possivel a separacdo fracionada por destilacdo. Assim, os
componentes mais volateis s@o recolhidos na primeira fracdo “cabega” (aldeidos e
dlcool metilico) e os menos voldteis na “cauda” (compostos fendlicos e muitos acidos
organicos). Germek (1982) denomina cachaca de cabeca os 10% iniciais do processo
de destilacdo e cachaca cauda os 10% finais. O restante ¢ denominado cachaca de
coragdo, prevalecendo nesta fragdo os menores teores dos congéneres secundérios
considerados toxicos e as melhores qualidades organolépticas. Normalmente, as
fracdes de cabeca e cauda sdo descartadas por apresentarem altos teores de aldeidos
(furfural, hidroximetilfurfural etc), dlcool metilico, cobre, alcodis superiores (6leo
fisel) que s@o considerados toxicos e reduzem substancialmente o rendimento
industrial e o valor sensorial (Aresta et al., 2001; Lima et al., 2006).

Existem na literatura diversos trabalhos sugerindo teores alcodlicos para o
fracionamento durante a destilagdo, porém sdo escassas as andlises quanto ao
rendimento, a produgdo e a qualidade final. Além disso, pardmetros qualitativos e

quantitativos para destilacdo em alambique de cobre de trés corpos ainda sdo raros e
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empiricos (Ribeiro et al., 2005) e por conseguinte, a sistematizacio e controle dessas
operacdes sdo fatores fundamentais no desenvolvimento de estratégias de melhoria
fisico-quimica e sensorial e no rendimento industrial da cachaca comercial de
qualidade.

O presente trabalho teve como objetivo sistematizar os processos de
fermentagdo e destilagdo em alambique de cobre de trés corpos durante as safras 2005,
2006 e 2007 e correlaciond-lo com a composicdo fisico-quimica da cachaca, em
condicdes operacionais praticas conduzidas na maioria das unidades produtoras do
Pais. Mostramos aqui que ao optimizar a temperatura e o tempo de alimentacdo das
dornas de fermentag@o, obtivemos um aumento em produtividade da cachaca em torno

de 44% e um incremento significativo dos teores de ésteres totais no destilado.

Material e Métodos

Obtencao do mosto fermentado de cana-de-aciicar
Os destilados foram obtidos no Alambique DoMinistro sob as seguintes
condicdes: a variedade de cana-de-agicar RB835486 foi cultivada organicamente
durante 18 meses, o corte executado manualmente sem queima e a cana moida até seis
horas apds o corte. O indculo inicial (pé-de-cuba) foi preparado anteriormente
mediante o desenvolvimento de cepas de Saccharomyces spp. em concentragdo de 2-3
g/LL em peso seco suplementado com malte de milho (3,0 g/L) e farelo de arroz (1,0
g/L) como fonte de vitaminas e de sais minerais; € com aeracgio entre 40 minutos e 1
hora antes de receber o mosto. O caldo de cana-de-acucar era diluido com dgua
potavel até 16° Brix e aquecido ou néo até 30°C. Os pardmetros avaliados no processo
de fermentagcdo foram: o volume de mosto, teor Brix inicial e final, pH inicial e final

do mosto, temperatura do ambiente, do mosto no inicio e término da fermentagao,
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tempo de alimentagdo da dorna de fermentacdo e teor alcodlico final do mosto
fermentado e tempo de fermentagdo. O processo foi conduzido em fermentadores de
aco inoxiddvel com capacidade para 2.200 L, com controle de pH 3,0-5,0. O pé-de-
cuba era lavado ou renovado quando o tempo de fermentacdo ultrapassava 36 horas. O
teor alcodlico desses vinhos variou entre 9,5% e 6,5% v.v"', com teor médio de 8, 0%
vv'l. O processo foi repetido 259 vezes, na safra 2005, 263 em 2006, e 160 em 2007.
Obteve-se entdo um volume total 258.600 L de mosto fermentado em 2005, 322.508 L
em 2006 e 220.633 L em 2007. As trés quantidades foram submetidas a destilacdo
entre os meses de abril e outubro de cada safra.
Obtencao do destilado de cana-de-acicar

As destilagdes do mosto fermentado foram conduzidas em alambique de cobre
de tré€s corpos com deflegmador de carga intermitente, com capacidade para 1.200 L.
O sistema de aquecimento era indireto, com vapor de dgua circulando no interior de
serpentina submersa na carga de vinho. O abastecimento dos alambiques era feito por
meio de canalizacdo propria para conducdo do vinho da dorna volante para caixa de
recalque ou aquecimento e desta para os alambiques, sob adequada assepsia das
tubulacdes e dos equipamentos. A destilagdo foi conduzida com a temperatura
variando entre 84-90°C na torre e 90-96°C na panela, sob o controle da saida do
registro, até que o seu teor alcodlico no coletor acusasse o grau alcodlico desejado a
20°C, quando entdo era iniciado ou encerrado o fracionamento da destilagcdo. Foram
obtidas trés fracdes na destilagdo: cachaca de cabeca (frag@o inicial do destilado —
primeiros 10L), de corac@o (segunda fracdo — a partir da cabega até teor alcodlico de
30°GL ou 20°GL em volume a 20°C na entrada do coletor), de cauda (destilado de
30°GL ou 20°GL até 3 °GL em volume a 20°C na entrada do coletor). Os pardmetros

avaliados e controlados durante as destilagdes foram volume e porcentagem do mosto
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fermentado e destilado, volume de cabeca, coracdo e cauda, grau alcodlico médio da
cabega, coracdo e cauda, volume total de cachaca por batelada, velocidade de
destilacdo (L/h), média de producdo por batelada, tempo de destilacdo e temperatura
de panela e torre do destilador durante as safras 2005, 2006 e 2007.
Analises fisico-quimicas

Para cada lote de cachaca de corac@do obtido, foram retiradas seis amostras de 700
ml em diferentes garrafas de vidro esterilizadas, lacradas com tampas metdlicas novas
e enviadas para laboratério credenciado pelo MAPA. As andlises fisico-quimicas das
aguardentes obtidas foram realizadas de acordo com os procedimentos laboratoriais
determinados pelo Decreto Federal n° 2314, que regulamenta a Lei n°® 8918, de 14 de
julho de 1994, sobre os padrdes fisico-quimicos admitidos para a bebida (MAPA,
2000) e que acompanham a Association of Official Analytical Chemists (1995). Os
parametros analisados foram: teor alcodlico real, aldeidos totais, furfural,
hidroximetilfurfural, ésteres totais, cobre, dlcool metilico, alcodis superiores, acidez
total, fixa e voldtil e extrato seco. Os resultados das andlises fisico-quimicas foram
também submetidos a andlise estatistica e correlacionados com os dados do controle
da fermentacdo e destilagdo.
Analises Estatisticas

Neste trabalho, todas as variaveis e medidas foram submetidas a andlise de

regressdo linear simples e suas andlises de residuos. Também foi investigada a
presenca ou ndo de diferencas significativas entre valores dentro das varidveis, a fim
de obter seu ponto ideal e estabelecer os padrdes que refletem maior rendimento da
fragdo de interesse (coracgdo), dentro do fracionado na destilacdo. A anélise estatistica
foi feita por meio de ANOVA e posteriormente o Teste de Médias Tukey, utilizando-

se o software SAS (SAS, 20006).
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Resultados e Discussao

Com o objetivo de optimizar o processo produtivo, inicialmente fixamos — ao
longo das trés safras — os pardmetros temperatura da torre (84-90°C) e da panela (90-
96°C) assim como o teor de Brix a 16%. A temperatura inicial do caldo variou entre
15-20°C, do ambiente durante a fermentacdo variou entre 20-25°C, a temperatura do
mosto em fermentag¢do variou entre 24-41 °C e a do mosto ao final da fermentacdo
entre 25-32°C. Estas variacOes de temperatura influenciam a dindmica populacional da
microbiota durante safras distintas (Guerra et.al.; 2001). Percebeu-se também que,
com velocidades médias de destilagdo entre 0,7-1,0 L/min, obteve-se a melhor relacio
de volume de coragdo para as demais fragdes. Esses pardmetros foram correlacionados
com a produgdo e as caracteristicas fisico-quimicas da cachaga e ndo apresentaram
diferencas significativas (dados ndo mostrados). Essas andlises, assim como dados
adicionais e ndo discutidos neste trabalho podem ainda ser vistos no portal: http//:

www.cachacadoministro.com.br. A figura 1 mostra a média mensal — expressa em

volume em litros por batelada — de cachaca (cabeca, cauda e coragdo) produzida ao
longo das trés safras (2005, 2006 e 2007). Duas conclusdes podem ser obtidas a partir
destes resultados. Primeiramente, observa-se que a média do volume da frac@o coragdo
e a producdo aumentaram ao longo dos meses nas trés safras. Esta observacdo também
pode ser correlacionada com o ponto médximo de maturagdo do cultivar de cana-de-
acucar aqui utilizada. O teor de Brix médio da variedade obtido durante a safra foi de
22,1 °Brix em 2005 e 22,8 °Brix em 2006 e 23,0 °Brix em 2007. Os maiores teores,
contudo, foram obtidos entre os meses de setembro e outubro. Portanto, a utilizacao de
cultivares de cana-de-agiicar com diferentes pontos de maturagdo (precoce, média e
tardia) manteria a producdo mais homogénea na safra, aumentando o rendimento

industrial, conforme ja demonstrado por diversos autores (Cardoso et. al., 2003;
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Bizelli et. al., 2000; Boza & Horii,1998). A segunda observacdo refere-se a
produtividade (litros/batelada) da fracdo coracdo durante as trés safras. Ao compara-
las, nota-se um aumento significativo da produtividade, mesmo nos primeiro meses
onde a maturacdo do cultivar ainda ndo estava completa (compare 2007 com 2006 e
2005). Estes resultados se devem a sistematizacdo e a optimizagdo dos parametros
descritos abaixo.
Aumento da temperatura do mosto e do tempo de alimentacio das dornas
aumenta a produtividade da fracio coracio e os teores de ésteres da cachaca

A fermentag@o nas dornas inicia-se pela adi¢do de caldo de cana fresco sobre o
pé de cuba. O processo € microbiologicamente complexo e influéncia
consideravelmente a producdo e a qualidade da cachaga. (Schwan et al., 2001). Aqui,
avaliamos o efeito do tempo de alimentacdo das dornas de fermentagdo sobre a
producdo da fragdo coragc@o. A figura 2 mostra a andlise de regressdo linear entre o
volume da fracdo coragdo produzida ao longo da safra de 2005, 2006 e 2007 em
funcdo do tempo de alimentacdo das dornas. Uma correlacdo significativa e positiva
pode ser vista sobre a producdo desta fracdo, ou seja, ao longo do intervalo de 1 a 4
horas verificou-se um incremento de até 42 % do volume de coragdo. E possivel que
esta tendéncia continue com tempos maiores de alimentacdo, porém, ndo foram
avaliados para evitar eventual contaminacdo da fermentacio. E conhecido que altas
concentracdes de sacarose e de etanol t€m efeito inibitério no crescimento e na
atividade metabolica de leveduras (Torija et al., 2003). Provavelmente, o tempo de
alimentacdo da dorna estd envolvido diretamente com a quantidade de sacarose
oferecida a microbiota, ndo influenciando o estresse osmotico pela sobrecarga de
acucares redutores, ou seja, a medida que a dorna recebe lentamente a sacarose, a

diversidade (Guerra et al., 2001) e a dindmica de sucessdao (Schwan et al., 2001) das
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populacdes de microorganismos durante o processo, se adaptam, se multiplicam e
realizam a fermentagdo com maior eficiéncia, sem haver uma sobrecarga de sacarose e
etanol na dorna e consequentemente, inibi¢do do processo fermentativo, ou seja,
favorecendo a cinética de formacao do etanol.

Em outro experimento, avaliamos o efeito da temperatura do mosto sobre o
rendimento da fra¢do coracdo (figura 3). A regressdo linear entre o volume de cachaga
de coracdo versus temperatura inicial do mosto apresentou um ligeiro — porém
significativo — aumento do volume da fracdo coracdo. Este conjunto de resultados
explicita a importancia de ajustar o tempo de alimentagdo da dorna e temperatura do
mosto para obter o maximo rendimento em volume de coragdo.

A fim de verificar se esses parimetros afetam a composic¢éo fisico-quimica da
cachaga, para cada batelada produzida foi realizada uma anélise fisico-quimica em
triplicata. Os valores médios de cada parametro mostrado na tabela 1 foram
comparados pelo Teste de Médias Tukey. O desvio padrio para os diferentes
parametros médios analisados variou entre 0,02-50%, demonstrando variacio fisico-
quimica da cachaca de coracdo produzida ao longo das safras 2005, 2006 e 2007.

A partir da safra de 2006, as dornas de fermentacio passaram a ser alimentadas
com 40% do caldo de cana-de-agucar diluido (temperatura entre 15 -20 °C) e os 60%
restantes, com temperatura de aproximadamente 30 °C. Nota-se na tabela 1, que tal
prética aumentou os teores de ésteres totais significativamente no destilado final e os
resultados assemelham-se aos obtidos com trabalhos realizados com vinho e uisque,
em especial o acetato de etila (Domizio et al., 2007; Campo et al., 2006; Eksteen et al.,
2003), mostrando ser um procedimento muito aconselhavel, uma vez que € desejavel o
aumento dos teores de ésteres, devido aos aromas e sabores associados a este

composto.
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Como as andlises fisico-quimicas dos lotes de 2006 mantinham-se dentro dos
padrdes estabelecidos por lei — apesar do aumento significativo de ésteres totais — o
fracionamento da cachaca de cora¢do em 2007 foi estendido a 20 °GL a 20 °C. Houve
também aumento de até 21,31% na produgdo de coragdao e até 35% dos alcodis
superiores, sem ultrapassar os niveis tolerados na legislacdo vigente (tabela 1). Os
indices de cobre, acidez total e fixa, aldeidos, furfural e extrato seco ndo apresentaram
diferencas significativas ao nivel de 5% de significincia pelo Teste de Tukey. Para
verificar se o tempo de alimentacio das dornas pode estar também afetando o
incremento nos teores de ésteres totais visto na tabela 1, correlacionamos — durante as
trés safras — as medidas destes compostos com o tempo de alimentagdo das dornas
(figura 4). Como pode ser visto nesta figura, periodos mais longos de alimentacdo das
dornas contribuem para o aumento na concentracio de ésteres. Nota-se também nesta
figura, um incremento significativo nos teores de ésteres produzidos nas safras de
2006 e 2007 comparados a safra de 2005. Como ja descrito acima, a partir da safra de
2006 perenizamos a pratica de aquecer os 60% do caldo a 30°C. Estes resultados
sugerem um sinergismo entre velocidade de alimentacdo das dornas e temperatura do
mosto, contribuindo com a concentracdo de ésteres totais na cachaca. Efeito da
temperatura sobre a producdo de compostos volateis durante a fermentacdo do mosto
de uva para producdo do vinho tem sido documentado na literatura (Torija et al., 2003;
Molina et al., 2007). Neste trabalho, estendemos essas observacdes para a producdo da
cachaga. Provavelmente, o estresse térmico provocado, ao iniciar a fermenta¢do com
40% do caldo entre 15-20 °C e adi¢do dos 60% a 30°C afeta a composi¢do lipidica
conforme em uisque e vinho e a fluidez da membrana plasmatica da levedura (Torija
et al., 2003) e a dindmica da microbiota (Schwan et al., 2001), favorecendo o

incremento de ésteres totais na cachaca.
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Finalmente, a tabela 2 mostra a sistematiza¢do de todo processo produtivo ao
longo das trés safras. Se considerarmos o ndmero de bateladas como sendo a
quantidade de trabalho total necessdria para a produ¢do da cachaga por safra, entre
2006 e 2007, verificamos um decréscimo na produgcdo de mosto fermentado e na
quantidade de bateladas destiladas, entretanto, a produtividade da fra¢do coragio por

batelada aumentou até 44% devido a esta optimizagao.

Conclusoes

O objetivo de nossa proposta foi optimizar o processo de fermentacdo e
destilacdo em alambique de cobre de trés corpos ao longo de trés safras e correlaciona-
los com a composicao fisico-quimica da cachaca, sob condi¢des operacionais praticas.
Sugerimos que os resultados aqui adquiridos podem ser aplicados diretamente nessas
unidades produtoras sem nenhuma necessidade de fazer um escalonamento. Sao eles: -
a temperatura e o tempo de alimenta¢do das dornas de fermentagdo podem influenciar
até 42% do volume de producdo da fracdo coragdo; o fracionamento da cachaca de
coracdo estendido até 20°GL a 20°C aumenta significativamente a producdo de
coracdo e de até 35% dos dlcoois superiores sem ultrapassar os niveis tolerados na
legislacdo vigente (tabela 1). Além disso, as dornas de fermentacdo alimentadas com
40% do caldo de cana-de-agicar diluido a temperatura ambiente e os 60% restantes
com temperatura de aproximadamente 30 °C aumentam os teores de ésteres totais em
até 120% no destilado final. Nao obstante ao incremento na produtividade da cachaca
aqui apresentado, os pardmetros microbioldgicos da fermentacdo e as alteracdes
bioquimicas da levedura nas atuais condi¢des de fermentacdo ainda restam a ser

estabelecidos.
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Tabela 1. Média das varidveis fisico-quimicas, para cachagas de coragdo obtidas nas

safras 2005, 2006 e 2007.
Fisico-quimica Safra Safra Safra Padrao Desvio
2005 2006 2007 Padrdo
(%)

Acidez fixa 0,0216 0,065 0,059 g/100mL " 0,03

Acidez total 0,0312 0,074 0,063 g/100mL " 0,02

Acidez volatil 18,04 22,04 20,5 Até 150 2,1
mg/100 mL

Alcool metilico 0,08 * 0,01 0,03 Até 0,25 0,04
mg/100 mL

Alcool superior 210 300 290 Até 440 9,3
mg/100 mL

Aldeidos totais 16,9 15,9 13,5 Até 30 1,75
mg/100 mL

Cobre 0,13 0,2 0,3 AtéS 0,1
mg/100 mL

Esteres 45 65 125 Até 200 41,6
mg/100 mL

Extrato seco total 0,8 1,23 1,5 gL' 0,35

Furfural 0,8 1,02 0,9 Até 5 0,12
mg/100 mL

Grau alcodlico 54° 55° 52° 38°-48° 1,52

real GL

(1)

a Lei n® 8918, de 14 de julho de 1994.

2 p P
 Apenas uma amostra apresentou dlcool metilico.

ndo existe padrio definido pelo Decreto Federal n® 2314, de 4 de setembro de 1997, que regulamenta

® O teor alcodlico apresentou-se acima do padrdo legal, entretanto, apds o envelhecimento estes teores

s@o corrigidos para o padrdo legal.
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Tabela 2. Producio média de mosto fermentado, destilado total, fracdo coracdo,

ndmero de bateladas e relacdo fracdo coragdo / bateladas obtidas nas safras 2005, 2006

e 2007.
Safra Batelada Mosto Fracdo Fracdo % fracdo
(repeticoes) Fermentado coragd@o coragdo coragdo /
(L) (L) L)/ batelada
batelada em
relacdo a
safra de
2005
2005 259 258.600 37.169 143,5 -
(14,3%) '
2006 263 322.508 47.233 179,6 +20 %
(14,6%) !
2007 160 220.633 41.656 258,5 +44 %
(18,9%) '

(1) % da fracdo coragdo obtida do total de mosto fermentado.
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Figuras

Safra 2005

L/ batelada

Safra 2006 300

L/ batelada

Coracdo
Cauda
Cabeca

Safra 2007

L/ batelada

Coracio
Cauda
Cabeca
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Outubro

Figura 1. Producdo das fracdes de cabeca, cauda e coracdo durante as safras
estudadas. A fermentacdo e destilacdo foram conduzidas como descrito em Material e

Métodos. Os nimeros em ordenadas representam as médias mensais (litros /bateladas).

(A) safra de 2005, (B) 2006 e (C) 2007.
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Figura 2. O tempo de alimentacdo das dornas de fermentagdo influencia a produgéo
da fracdo corag@o. Andlise de regressdo linear simples entre o volume de coracgdo
produzido por tempo de alimentacdo da dorna de fermentag¢do, com sua equacdo da
reta e Rz, durante as safras de 2005, 2006 e 2007. Cada ponto da curva representa a
média de bateladas destiladas em um determinado tempo de alimentacdo da dorna

durante fermentagdo, ao longo das trés safras.
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Figura 3. Elevacdo da temperatura inicial do mosto aumenta a producido da fragdo
coragdo. Andlise de regressdo linear simples entre o volume de coragdo produzido em
funcdo da temperatura inicial de fermentagdo do mosto, medido ao longo das trés
safras. A fermentacdo e destilacdo foram conduzidas de acordo com o descrito em
Material e Métodos. Os pontos representam as médias (litros/ bateladas) sob as

respectivas temperaturas de fermentacao.
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Figura 4. O tempo de alimentacdo das dornas de fermentag@o influencia a produgdo
de ésteres totais da fracdo coragdo. Andlise de regressdo linear simples entre a
quantidade de ésteres produzida em fung¢do do tempo de alimentacdo da dorna de
fermentacdo, com sua equagio da reta e R’ para as safras de 2005, 2006 e 2007. Cada
ponto da curva representa a média de bateladas destiladas em um determinado tempo

de alimentagdo da dorna durante fermentacdo, para cada safra.
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Figura 5. Efeito da temperatura inicial do mosto adicionado nas dornas de
fermentacdo sobre a producdo de ésteres totais nas trés safras. A fermentacdo e
destilacdo foram conduzidas de acordo com o descrito em Material e Métodos. A
concentracdo de ésteres totais foi determinada conforme a tabela 1 e representa aqui

como a média de bateladas para cada temperatura de alimentacdo da dorna.
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3. PARTE II

PROCESSO DE USO DO ABRANDADOR QUITOSANA, COMO
REMOVEDOR DE CONGENERES SECUNDARIOS
INDESEJAVEIS DE DESTILADOS, PRINCIPALMENTE DA

AGUARDENTE DE CANA OU CACHACA ®
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Resumo

Na primeira parte foi discutida a importancia do desenvolvimento de
estratégias de manejo, controle e optimizagdo das operagdes unitdrias da fermentacio,
destilacdo para melhoria fisico-quimica e rendimento industrial da cachaca comercial
de qualidade. Nesta segunda parte é apresentada uma tecnologia de tratamento da
cachaga recém destilada ou envelhecida com quitosana na forma de patente requerida
e publicada na revista do Instituto Nacional de Propriedade Industrial (PI0601586-7,
Revista n’ 1924, 2007) e o seu respectivo artigo cientifico submetido ao Journal
Agriculture and Food Chemistry. A motivacdo pelo uso da quitosana deve-se as suas
propriedades fisico-quimicas, conforme relatadas no decorrer da patente e artigo
cientifico, e verifica-se o potencial da quitosana em remover compostos secundarios
ou congéneres presentes, que muitas vezes sdo os responsaveis pelos efeitos negativos
(toxicoldgicos) da ingestdo da bebida e de sabores desagraddveis. Além disso, o
tratamento das fracdes cabeca e cauda com quitosana diminue significativamente os
teores de aldeidos, furfural, hidroximetilfurfural, cobre, etc; destas fragdes. Os baixos
teores destes congéneres nestas fracOes geralmente descartadas, permitem a sua
adequacdo a legislacio (MAPA, 2002), representando um aumento significativo no
rendimento industrial conforme descritos nesta segunda parte da tese. Apesar de a
quitosana remover estes congéneres secunddrios citados acima, permanece
sensorialmente na cachaca. Portanto, € necessdrio e possivel remover estas
caracteristicas sensoriais da quitosana na cachaca utilizando carvao ativado. Dessa
forma, a implementagdo desta tecnologia nas destilarias dependem de um filtro com
refil trocavel de quitosana e carvao ativado. E a reducio significativa dos congéneres

secundarios para abaixo da metade dos teores conforme determinados por lei (MAPA,

2002), permite a adequacdo de bebidas alcodlicas como LIGHT. Os produtos Light
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representam uma tendéncia na industria de bebidas de maneira geral, e a cachaca Light

pode representar vantagens comerciais bastante satisfatérias.
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(57) Resumo: PROCESSO DE USO DO ABRANDADOR QUITOSANA,
COMO REMOVEDOR DE CONGENERES SECUNDARIOS TOXICOS DE
DESTILADOS, PRINCIPALMENTE DA AGUARDENTE DE CANA OU
CACHAGA. A presente patente de invengao refere-se a um processo de
purificagdo de bebidas destiladas pela utilizagdo de quitosana para
remogdo de compostos secundarios ou congéneres presentes, que sdo os
responsaveis pelos efeitos negativos (toxicolégicos) da ingestao da bebida
e de sabores desagradaveis. Mais precisamente, a presente invencéo visa
a um novo processo para obtencdo de cachaga de qualidade, a qual
consiste em utilizar a substancia quitosana para remover certos elementos
indesejaveis da aguardente de cana-cachaga, como remogéo de diversos
aldeidos presentes na cachaga, como acetaldeido, formaldeido, n-
butiraldeido, benzaldeido, valeraldeido, furfural e hidroximetilfurfural e de
ésteres, como acetato de etila, carbamato de etila, caprilato de etila e
outros.
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Resumo

“Processo de uso do abrandador quitosana, como removedor de
congéneres secundarios toxicos de destilados, principalmente da aguardente de

cana ou cachaca”.

A presente patente de invencdo refere-se a um processo de purificacdo de
bebidas destiladas pela utilizagdo de quitosana para remoc¢do de compostos
secundarios ou congéneres presentes, que sdo os responsaveis pelos efeitos negativos
(toxicoldgicos) da ingestdo da bebida e de sabores desagradaveis.

Mais precisamente, a presente invencao visa a um novo processo para obtencao
de cachaga de qualidade, a qual consiste em utilizar a substincia quitosana para
remover certos elementos indesejaveis da aguardente de cana-cachaca, como remog¢do
de diversos aldeidos presentes na cachaca, como acetaldeido, formaldeido, n-
butiraldeido, benzaldeido, valeraldeido, furfural e hidroximetilfurfural e de ésteres,

como acetato de etila, carbamato de etila, caprilato de etila e outros.
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Reivindicacoes da patente requerida

“Processo de uso do abrandador quitosana, como removedor de

congéneres secundarios toxicos de destilados, principalmente da aguardente de

cana ou cachaca”.

caracterizado pelo fato de:

- submeter os mesmos a um processo de tratamento com quitosana, no estado
de p6 ou granulado, na propor¢do variando de 5 a 15g de quitosana, por litro de
cachaca;

- manter a reagdo sob agitacdo, por um periodo de aproximadamente 8-12
horas, em temperatura ambiente; mantendo—se um controle de pH de 5-6;

- posteriormente, submeter a suspensio/solucdo a uma filtragdo.

2. “PROCESSO”, de acordo com as reivindicacdes 1, caracterizado pelo fato de que o

destilado, preferencialmente a ser tratado € a cachaga.

3. “PROCESSO”, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de ser

aplicado em amostras de cachaga completa (cabega+coragdo+cauda), cabeca, cauda,
coracgdo e envelhecida por 2-4 anos.

4. “PROCESSO”, de acordo com a reivindicag@o 1, caracterizado pelo fato de ser

aplicada em amostras de fragdo comercial (o coracdo) e a cachaca sem separacdo
(completa: cabega +coragdo+ cauda).

5. “PROCESSO”, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de ser

aplicada, preferencialmente, na proporcdo de 5 a 15 gramas de quitosana, por litro de

cachaca.
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6. “PROCESSO”, de acordo com a reivindicag@o 1, caracterizado pelo fato de ser

utilizado, preferencialmente, filtro de celulose ou carvio ativo.

7. “PROCESSO”, de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado pelo fato de ser

utilizado, preferencialmente, filtro de celulose ou carvdo ativo, granulometrias
variando de 0,5-5 Hicrons.

8. “PROCESSO”, de acordo com qualquer das reivindica¢des 6 ou 7, caracterizado
pelo fato de ser utilizado, preferencialmente, filtro de celulose, com granulometrias
variando de 0,5-5 Hicrons.

9. “PROCESSO”, de acordo com qualquer das reivindicagdes 6 ou 7, caracterizado
pelo fato de ser utilizado, preferencialmente, filtro de carvdo ativo, com

granulometrias variando de 0,5-5 Uicrons.
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Relatorio final da patente requerida

“Processo de uso do abrandador quitosana, como removedor de
congéneres secundarios toxicos de destilados, principalmente da aguardente de

cana ou cachaca”.

A presente patente de invencdo refere-se a um processo de purificagdo de
bebidas destiladas pela utilizagdo de quitosana para remocdo de compostos
secundarios ou congéneres presentes, que sdo os responsaveis pelos efeitos negativos
(toxicoldgicos) da ingestdo da bebida e de sabores desagradaveis.

Mais precisamente, a presente invenc¢ao visa a um novo processo para obtencao
de aguardente de cana ou cachaga de qualidade, a qual consiste em utilizar a
substancia quitosana para remover certos elementos indesejdveis da cachaga.

E também um outro objetivo da invengdo o aproveitamento das fracdes cabeca
e cauda, anteriormente descartadas, aumentando o rendimento industrial de producao
da aguardente de cana - cachaga em até 40%.

Objetivamente, a presente patente de invencdo trata de um processo de
utilizacdo de quitosana com abrandador de bebidas, pela remocdo de diversos aldeidos
presentes na cachaga, como acetaldeido, formaldeido, n-butiraldeido, benzaldeido,
valeraldeido, furfural e hidroximetilfurfural e de ésteres, como acetato de etila,
carbamato de etila, caprilato de etila e outros.

Os componentes da aguardente de cana ou cachaca, classificados como
secunddrios, constituem-se em um grupo de produtos minoritdrios, oriundos do
processo de fermentacdo do mosto, tais como dlcoois e outros hidrocarbonetos

carbonilados superiores, isto é, com trés ou mais atomos de carbono. Esses compostos,
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especialmente os ésteres e aldeidos, s@o responsdveis pelo aroma e sabor dos
destilados em geral (VALSECHI, 1960; AQUARONE et al., 1983).

Os aldeidos, principalmente o acetaldeido, s@o co-produtos normais da
fermentacdo alcodlica. A formacdo desse tipo de composto € resultado da acdo de
leveduras durante estdgios preliminares do processo de fermentagdo, tendendo a
desaparecer nas etapas finais, desde que o mosto sofra aeragao.

Os demais aldeidos sdo obtidos, provavelmente, a partir da oxidacao de dlcoois
superiores, provenientes da degradacdo de aminoacidos gerados pela hidrdlise de
proteinas. O furfural é um aldeido de presenca rara em algumas aguardentes. E
formado, principalmente, pela pirogenacdo da matéria orginica depositada no fundo
dos alambiques. A sua formacgdo é evitada pela destilacdo do vinho limpo, livre de
substancias orgénicas em suspensdo. Nas cachacas envelhecidas, o furfural pode ser
oriundo da acdo de 4dcidos sobre as pentoses e seus polimeros (hemiceluloses). Esse
composto pode estar presente no caldo de cana, quando a colheita da cana-de-actcar
for precedida da queima do palhico (NOVAES, 1974; POTTER, 1980; PIGGOTT et
al.,1989; YOKOYA, 1995).

Entretanto, estas substincias ou congéneres estdo presentes em todos 0s
destilados (aguardente de cana, whisky, roon, vodka, conhaque), além de cinzas e
metais pesados que sdo controlados pelos 6rgdos oficiais em todos os paises, ou seja,
para cada substancia presente no destilado, hd um limite para restringir a intoxicag¢do
pelo consumo.

Com o objetivo de produzir bebidas, como a cachaga, com melhor rendimento
e com melhor padrio de consumo, foram desenvolvidos estudos e anélises, que

demonstraram resposta significativamente positiva frente ao uso da quitosana.
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O Estado da Técnica

A quitina € um biopolimero estrutural e funcionalmente semelhante a celulose,
encontrado como elemento estrutural nos exoesqueletos dos artropodas.

A maior fonte deste biopolimero em termos percentuais sdo os residuos da
carcinucultura. As cascas descartadas de caranguejo, camardo e lagosta sdo estimadas
em milhares de toneladas anualmente. Somente na Regido Nordeste, a pesca do
camardo, caranguejo e lagosta alcangam aproximadamente 50.000 toneladas por ano.
O contetddo de quitina na base seca do residuo processado do caranguejo (13-26%) é
mais baixo do que do camardo (14-42%) e lagosta (14-28%), o contetido mineral nas
bases secas da casca do camardo, lagosta e caranguejo estdo acima de 33%, 45% e
66%, respectivamente.

Outra fonte promissora de quitina € o Krill Antdrtico. A captura anual potencial
deste crusticeo, que ndo afetaria o ecossistema Antdrtico, estd estimado em 100
milhdes de toneladas/ano. Esta quantidade de Krill tem cerca de 2 milhdes de
toneladas de quitina, bem como 0,3 milhdes de toneladas de outros agucares e
pigmentos carotendides. A maioria das empresas exploradoras do segmento estdo
localizadas nos E.U.A. e Japdo, onde largas quantidades de quitina e quitosana sdo
manufaturadas da casca do camardo e caranguejo a cada ano. Geralmente, o
isolamento da quitina consiste em desmineralizagdo, desproteinizacio e
branqueamento.

J4 a quitosana, é normalmente preparada pela N-desacetilacdo da quitina. Isto é
realizado em diferentes combinacdes de tempo e temperatura, usando solucdes
concentradas de hidréxido de sédio e/ou potassio. A concentragdo alcalina, o tempo e
a temperatura do processo devem ser rigorosamente controlados, porque isto

influencia no grau de desacetilagdo, peso molecular e distribui¢do do peso molecular,
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bem como na distribuicio das unidades desacetiladas ao longo da cadeia de
polissacarideo. Essas propriedades refletem na utilidade da quitosana para varias
aplicacdes, especialmente na industria farmacéutica.

O potencial de uso da quitosana € imenso: como fibra alimentar é discutida por
varios autores [(Furda, 1983), (Ishikura, 1993), (Furda & Brine, 1990)] na literatura
cientifica. Diversas publicacdes de patente do estado da técnica mostram que é
possivel a utilizacdo da quitosana devido as suas caracteristicas quimicas: para fins
médicos na reducdo de dcidos graxos insaturados (JP2004051615); na prevengdo e
tratamento de hiperlipidemia (JP2004051615); na absor¢do e eliminagdo de metais
pesados de fluxos de dguas (JP53003982) e como floculante para purificacdo de dguas
residuais (US4285819).

Adicionalmente, a quitosana é utilizada para purificagdo de extratos liquidos de
café, retirando sabores e aromas desagradaveis (JP59179034).

Posteriormente, ¢ relatado o emprego no tratamento de alimentos liquidos de
origem vegetal, sucos, cerveja, vinho, concentrados de frutas e vegetais com
quitosana, para reduzir o tamanho das particulas s6lidas e suspensdo para 250 microns,
agindo como clarificador de bebidas (FR2599048).

O documento US4775650 relata o uso de filmes de materiais quitinosos
(quitina) em massas para remover metais contaminantes, compostos organicos
halogenados ou materiais contaminados ou poluidos.

Os documentos US4992180 e JP2164716 relatam métodos de separagdo de
fons metdlicos, presentes em solucdes aquosas pela quitosana.

A quitosana ¢ utilizada como floculante em solu¢des acidas, solugdo aquosa de
celulose carboxi-metilada, solu¢do de cloreto de célcio e liquidos fermentados que

contenham 4cido glutdmico, conforme a publicagcdo de patente CN1073718.
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Como método de tratamento para melhoramento de sabor de peixes, carne
bovina e carne de aves processadas, visando a retirada de compostos sensorialmente
indesejdveis, a quitosana tem acgdo floculante, como relatado nos documentos
US5433865 e CA215939 Al.

O documento RU2238002 C2 trata do uso da quitosana como floculante de
particulas suspensas em substincias contendo sacarose, tais como sucos, visando a
melhoria sensorial do produto final. J4 o documento US6786336 relata o uso da
quitosana como um bioabsorvente utilizado para tratamento de sistemas aquosos,
removendo metais pesados.

N

No que concerne a purificagdo de liquidos alcodlicos utilizando quitosana,

N

visando a remoc¢do de dacidos graxos e fon metdlico, é descrito no documento
JP2005137264.

Na literatura cientifica, a quitosana é relatada para diversas aplicacdes, tais
como: adsorvente e floculante (Wen et al., 2005); removedora de poluentes da
aqiiicultura (Chung et al., 2005), removedora de niquel (Pradhan et al., 2003) e metais
(Era & Gibb, 1999) em solu¢des aquosas.

A quitosana € citada ainda como biofloculante de dcidos graxos de baixo peso
molecular, podendo ser utilizada como estratégia de digestdo alimentar (Fujita et al.,
2001). Muitos artigos caracterizam a quitosana como polimero natural capaz de
reduzir de forma moderada o colesterol (Win et al., 2003), reduzir o peso corporal,
gorduras e pressdo arterial e aumento da digestibilidade em animais (Han et al., 1999;
Kondo et al., 1996; Razdan et al., 1997; Deuchi et al., 1994) e em humanos (Sciutto et

al., 1995; Colombo et al., 1996; Giustina etal., 1995).

Recentemente, foi comprovada a eficiéncia da quitosana em tratamentos e

regeneracdo de ferimentos (hemostaticos), como auxiliar na reducdo de colesterol, na
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remocgdo do vibrido da cdlera em dguas contaminadas, como agente imobilizador para
liberagdo controlada de medicamentos e como auxiliar na redugdo de peso no

tratamento de obesidade, através da captura das gorduras contidas nos alimentos.

Diferentemente de outras fibras vegetais (pectina, guar, lignina, etc), a
quitosana € uma fibra de origem animal que, quando em solucdo, possui uma carga
idnica positiva, o que lhe confere a propriedade de se ligar a moléculas carregadas
negativamente. Em meio dcido, os grupos amino do polimero captam fons hidrogénio
do meio, resultando uma carga global positiva a quitosana, que atrai e se liga
ionicamente a moléculas carregadas negativamente, nas quais estdo incluidas os 4cidos

graxos (lipidios), os dcidos biliares e outros.

Estudos recentes demonstraram a capacidade da quitosana em se ligar as
gorduras, tanto em in vitro, como em animais. Um grupo de pesquisadores japoneses
realizou experimentos em ratos e publicou que “os resultados indicam que a quitosana
possui potencial para interferir na digestdo e na absor¢do das gorduras pelo trato

intestinal, facilitando a excrecdo destas gorduras nas fezes dos animais”.
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Descricao da Invencao

Desta forma, os processos atualmente existentes para o uso da quitosana nao
caracterizam a retirada de diversos aldeidos em destilados, e mais especificamente
presentes na cachaga, como acetaldeido, formaldeido, n-butiraldeido, benzaldeido,
valeraldeido, furfural e hidroximetilfurfural e de ésteres como, acetato de etila,
carbamato de etila, caprilato de etila.

Como anteriormente destacado, estes compostos secundarios ou congéneres,
presentes em destilados, normalmente sdo os responsaveis pelos efeitos negativos
(toxicoldgicos) da ingestdo da bebida. Os aldeidos, sobretudo podem ser responsaveis
por dores de cabeca, ressaca, mau halito, vOmito e outros distirbios fisiologicos
provenientes do consumo de produtos de baixa qualidade e/ou em excesso (Bogden &
Klevay, 2000; Pigott, 1999).

Buscando otimizar a produgdo de diversos tipos de bebidas, principalmente da
cachaga, manipulando as suas fragdes, de modo a eliminar concentrac¢des indesejaveis
desses compostos secunddrios presentes e com o objetivo de supera-los, foi proposto
um novo processo para obteng@o de cachacga de qualidade, a qual consiste em utilizar a
quitosana como abrandador, para remover aldeidos e ésteres indesejaveis da mesma.

Além disso, a quitosana remove também lipideos (4cidos graxos insaturados),
metais pesados (cobre, zinco, niquel, cromo) e diminuiu o valor calérico total (VCT)
da cachaga conforme descrito adiante.

A aplicacdo da quitosana, como abrandador de destilados, principalmente de
cachaga, surgiu em resposta da verificagcdo da reatividade da quitosana frente a

aldeidos, ésteres, metais e lipideos.
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Observou-se que este polimero, com fungdes amino livres ao longo de sua cadeia
polimérica, capta fungdes aldeido, transformando-os em Base de Schif, ou seja, iminas
insoldveis, como também, esses mesmos grupos reacionais sdo excelentes
complexantes de metais pesados em razdo do comportamento basico desse polimero.
Com relacdo a lipideos, esses polimeros sdo agregadores de gordura, incluso
colesterol, tanto é que, esse polimero é comercializado como esponja de gorduras,
como anteriormente ressaltado.

Assim, objetivamente, a presente invencdo consiste em submeter destilados,
principalmente a cachaga, seja oriunda de coluna, ou destilada em coluna de
retificacdo, ou cachagca de alambique, destilada em alambique de cobre e/ou ago
inoxidavel, em que os compostos secundarios (aldeidos, ésteres e outros) estdo
presentes.

Entretanto, as diversas cachagas apresentam diferentes concentracdes destes
compostos secunddrios, ndo havendo um padrdo definido entre diversas marcas
disponiveis no mercado. J4 as concentragdes mdximas de cada congénere, sdao
regulamentadas e controladas pelo MAPA (2005).

Em fung¢do dos altos teores de aldeidos, ésteres e outros congéneres presentes na
fracdo inicial (cabega) e final (cauda) da destilagdo em alambiques de cobre e/ou acgo
inoxiddvel, estas fraces sdo descartadas por motivos toxicoldgicos. A utilizagdo deste
método possibilita a remocdo dos congéneres (aldeidos e ésteres) destas fragdes,
tornando-as com teores adequados para consumo de acordo com a legislacdo de
bebidas brasileiras. O aproveitamento destas fragdes (cabeca e cauda), anteriormente
descartadas, aumentam o rendimento industrial em até 40%.

No caso de cachaca de destilacdo fracionada, Chaves (1998) denomina as

fragdes:
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e 1 fracdo — Cabeca — represente os primeiros 10-25% do destilado;
contendo metanol, fons metdlicos e parte dos aldeidos, ésteres e dlcoois
superiores;

e 2* fracdo — Coragcdo — constitui-se na segunda fragdo ou fracdo
intermedidria do destilado, representando 50-80% do destilado total -
(cachaca comercial), prevalecendo nesta fracdo os menores teores dos
congéneres toxicos e as melhores qualidades sensoriais ou
organolépticas;

e 3% fracdo — Cauda — representa a ultima fracdo do destilado, ou seja, os
10-25% finais do destilado total. Contém acidos volateis, acido acético,
furfural, aldeidos, ésteres e parte de 4dcidos graxos e dlcoois superiores;

Desse modo, normalmente as fracdes de cabeca e cauda sdo descartadas por
apresentarem altos teores de aldeidos totais, furfural, ésteres totais, cobre, dleo fusel e
outros, que podem ser altamente toxicos, e que reduzem significativamente o
rendimento industrial e o valor sensorial.

Considerando que estes compostos secunddrios (aldeidos, furfural, ésteres, ions
metdlicos, lipideos, etc) muitas vezes se apresentam como nocivos a saude, torna-se
importante o desenvolvimento de estratégias para suas remog¢des da cachaca, elevando
suas qualidades fisico-quimicas e sensoriais.

Portanto, com base nestas informagdes, buscou-se o melhor emprego da quitosana,
na recuperacdo dessas fra¢des, o que elevard, em muito, o rendimento do produto final
em até 40% e proporcionando uma reducdo entre 30-60% e 30-80% os teores de
aldeidos e ésteres presentes na cachaga, respectivamente.

Assim, devido as afinidades quimicas e eletrostdticas entre a quitosana € 0s

congéneres anteriormente citados, formaram-se agregados quitosana-congéneres em
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suspensdo na cachaca tratada e que foram removidos utilizando filtros, de preferéncia,
de celulose e carvdo ativado, na granulometria de 0,5-5 picrons.

Todas as granulometrias poderiam ser usadas; entretanto, quanto menor a
granulometria, maior superficie de contato entre a quitosana e 0os compostos, portanto
quanto menor a granulometria, melhor o resultado de remocdo. A correlagdo € a
mesma para todos destilados, na aplicacdo do presente processo (Lang & Clausen,
1989).

As vantagens do processo da presente invencdo sdo indimeras, conforme serd
demonstrado abaixo, de modo exemplificativo, mas ndo delimitativo do escopo da
presente invengao.

O processo de uso do abrandador quitosana, como removedor de congéneres
secunddrios téxicos de destilados, principalmente da cachaga, consiste em se submeter
0s mesmos a um processo de tratamento com quitosana, esta, estando no estado de p6
ou granulado, na propor¢ao variando de 5 a 15% de quitosana, por litro de cachaga,
mantendo-se a reacdo sob agitagdo por um periodo de aproximadamente 8-12 horas,
em temperatura ambiente, ¢ sendo mantido um controle de pH de 5-6, sendo
posteriormente, submetida a suspensdo/solu¢do a uma filtragdo, podendo ser filtro de
celulose ou carvao ativado, granulometrias variando de 0,5-5 [icrons.

A quitosana foi aplicada nas fracdes de cachagca completa
(cabeca+coracdo+cauda), na cabeca, cauda, coracdo e envelhecida por 2-4 anos.

A utiliza¢do da quitosana se dd preferencialmente, mas ndao exclusivamente, na
forma natural e em pd, entretanto, podendo ser utilizada em outras granulometrias.

Os exemplos que se seguem sdo mostrados com o objetivo de dar aos técnicos na

matéria um melhor entendimento e praticidade do processo, ndo tendo carater
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limitativo do escopo da invencdo, mas meramente ilustrativo e esclarecedor da
matéria.

Foram tratadas diferentes amostras de cachaca, nas suas diversas fracdes, e
comparativamente, com outras amostras ndo tratadas com quitosana.

Apos a retirada das amostras, as cachagas completa e de coragdo tratadas e ndo
tratadas com quitosana foram colocadas em barris de carvalho de 300 1 e envelhecidas.
Os controles (cachaca ndo tratada) também foram filtrados e analisados na mesma
condicdo. Cachaca de coragdo, envelhecida 2 anos em tonéis de carvalho também foi
tratada com quitosana utilizando os mesmos parametros.

A andlise das amostras quanto aos parametros fisico-quimicos, forma feitos de
acordo com o Decreto n°® 42.644, de 5 de junho de 2002 e serdo demonstrados nas
tabelas a seguir.

Os controles (cachaca ndo tratada) foram filtrados e analisados na mesma
condicdo. Os parimetros analisados foram: aldeidos totais, furfural, ésteres totais,
lipideos, cobre, valor calérico total, carboidrato, dlcool metilico, extrato seco,
umidade, nitrogénio total e residuo mineral fixo. O experimento foi repetido duas
vezes e as andlises feitas em triplicata.

Os resultados obtidos revelam o grande potencial da quitosana em reduzir entre
30-60% e 30-80% os teores de aldeidos e ésteres presentes na cachaca,

respectivamente.
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Exemplo I

Diferentes tratamentos (cachaca completa, cabega, cauda, coracdo e envelhecida
por 2 anos em barris da carvalho) de 250 L cada, receberam quitosana natural em po,
na proporcdo de 5 gramas de quitosana por litro de cachaga, em um tonel de ago
inoxiddvel.

A reagdo foi mantida sob agitacdo por 12 horas a temperatura ambiente, em pH 5-6
e sendo, posteriormente, a solucdo filtrada em um filtro celulose, de 0,5-5 picrons.
Observou-se que houve uma diminuicdo dos teores de aldeidos da fragdo cabeca em
45%, da fracdo coragdo de 36% e da fracdo cauda de 45%. O experimento foi feito em
triplicata.

Exemplo 11

Diferentes tratamentos (cachaca completa, cabeca, cauda, coragdo e envelhecida
por 2 anos em barris da carvalho) de 250 L cada, receberam quitosana natural em po,
na propor¢do de 10 gramas de quitosana por litro de cachaca, em um tonel de aco
inoxidavel. A reagdo foi mantida sob agitagdo por 12 horas a temperatura ambiente,
em pH 5-6 e sendo, posteriormente, a solucio filtrada em um filtro celulose, de 0,5-5
picrons. O experimento foi executado em triplicata.

A Tabela I, abaixo, demonstra a média dos resultados dos diversos
tratamentos, nos exemplos I e II, com o abrandador, comparativamente a amostras sem
uso do abrandador, e observa-se que ocorreu uma diminui¢do dos teores de aldeidos da

fragdo cabeca em 45%, da fracdo coragdo de 36% e da fracdo cauda de 45%.
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Tabela I

Aldeidos Furfural Esteres Extrato Cobre
(mg/100mL) (mg/100mL) Seco Total (mg/L)
(mg/100mL) (mg/100mL)
Cabeca 0,215 0,41 309,8 0,135 0,3
Cabeca + 0,016
Abrandador 0,117 0,37 228.,9 0,1
Coracio 0,124 1,32 51,2 0,152 0,01
Coracio + 0,079 0,54 27,3 0,013
Abrandador ND
Calda 0,044 49 45,25 0,256 0,08
Calda + 0,107
Abrandador 0,024 1,6 31 0,01
Envelhecida 0,115 0,62 48 0,016 ND
Envelhecida+ 0,006
Abrandador 0,085 0,38 38 ND

Houve também uma reducdo significativa do Extrato Seco Total em todas as
amostras analisadas, conforme se observa na tabela acima. E no extrato seco onde se
concentram fons metélicos (metais pesados) e outros compostos indesejaveis.

Além disso, a quitosana removeu 20-30% dos lipideos totais dependendo da
amostra (cachaca de coracdo e completa) e reduziu o valor calérico total (VCT) em até
30%. Foi ainda observado a eliminacdo ou remocgdo parcial do cobre em todas as

amostras analisadas.

Exemplo I1I

Desta vez, foi testada a fragdo comercial (o coracio) e a cachaga sem separacio
(completa: cabega +coragdo+ cauda). A fracdo coragcdo e completa, aqui destacadas
foram testadas com 5 e 15 gramas de quitosana. Neste caso, obteve-se uma redugdo
nos aldeidos de 52% e 57% (coracdo e completa tratados), enquanto que o aldeido
furfural foi diminuido na fracdo coracdo em 71% e na fracdo completa, o furfural foi
totalmente eliminado.

A tabela II, abaixo, demonstra a média dos resultados dos diversos tratamentos
no exemplo III, com o abrandador, comparativamente a amostras sem uso do

abrandador.
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Além disso, observou-se que a quitosana removeu 20-30% dos lipideos totais
dependendo da amostra (cachaca de coracdo e completa) e reduziu o valor caldrico

total (VCT) em até 30%.

Foi ainda, observado, a remocao total do cobre em todas as amostras analisadas
e a reducdo de 40-80%, dependendo da amostra, do extrato seco total ou cinzas, fracdo

sOlida onde se concentram ions metalicos.

TABELA 11

Amostras Aldeidos Furfural Esteres Cobre

(mg/100mL) (mg/100mL) (mg/100mL) (mg/L)
Coracao 0,282 0,42 32,66 0,01
Coracao + 0,136 0,12 26,66 ND
Abrandador
Completa 0,385 0,08 50,1 0,04
Completa + 0,166 ND 33,82 ND
Abrandador

Obs: ND = ndo detectado; Completa (fragdo cabeca, corag@o e cauda juntas).

O aproveitamento da fragdo cabeca e cauda, ou seja, a possibilidade de
comercializar estas duas fracdes por ndao apresentarem limitacdes fisico-quimicas de
acordo com a legislacdo de bebidas, é efetivamente a melhoria do rendimento. Pois,
estas duas fracdes eram anteriormente descartadas.

Ficam assim evidenciadas as vantagens da presente invencdo ao se utilizar
como o uso do abrandador quitosana, como removedor de congéneres secundarios
toxicos de bebidas destiladas, principalmente da aguardente de cana - cachaga, sendo

um processo inovador na melhoria da qualidade do produto final e em seu rendimento.
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A presenta patente acima publicada no Instituto Nacional de Propriedade
Industrial (INPI) serviu de base para elaboracao e redacao do artigo cientifico
apresentado abaixo, que foi submetido a revista Journal Agriculture and Food

Chemistry em 01 de julho de 2008.
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Abstract

Cachaca is a common denomination for a Brazilian spirit produced from the
distillation of freshly fermented sugarcane juice by artisanal methods. Brazilian
authorities have recently classified Cachaca as a unique characteristically national
product. For these reasons, an intense effort has been dedicated to improving quality
control of this beverage. Moreover, Cachaca is the distillate used in the world-famous
Caipirinha drink, of which more than one million liters per year are consumed.
Available data about production are still scarce, especially concerning side
compounds, which normally may be undesirable due to toxicological properties. In
order to overcome these compounds and obtain a beverage with superior quality, novel
processes have been proposed. In this report, we propose to treat the distillate with 6 to
10 g chitosan per liter following a further filtration. Treatments reduced the total
caloric values as well as the quantities of aldehydes, esters, lipids and heavy metals.
The congener’s side decrease allowed compliance with regulations on Brazilian
beverages of the initial and final fractions (head and tail) of distillate. The use of these
fractions, previously discarded, increased the industrial yield to 35 %.

KEYWORDS: cachaga; chitosan; secondary compounds.
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Introduction

Cachaca is a spirit produced from the distillation of freshly-fermented
sugarcane juice. According to the Brazilian Association of Spirits (2005) (/), the
Brazilian production of Cachaga consists of approximately 1.8 billion liters per year,
and is frequently used in Caipirinha, one of the most famous drinks in the world.
Brazilian authorities have recently classified Cachaca as a unique and
characteristically national product, and a great effort has been dedicated to quality
improvement of the beverage. The economic importance of the distillate, however, is
growing due to a recent designation of origin (2). Moreover, the production chain of
Cachaca is also playing an important role in the structuring of thousands of small

farms in Brazil, and the exportation is continuously increasing by about 25% per year

).

Cachaca secondary compounds are a minority group of products derived from
the fermentation process and further removed during distillation procedures. Among
these compounds are higher alcohols, methyl alcohols, esters, aldehydes, copper and
several others. These substances could contribute not only to the definition of smell
and flavor, but also to the formation of harmful toxicological aspects of distillates in
general (3 - 6). Between different Cachaga trademarks, the quantities of these harmful
compounds vary due to fermentation and distillation, exceeding in some cases the
legal levels (7). This variation therefore gives rise to the need for physico-chemical
control of the spirits production (8 - /0). In addition, there are two forms in which
Cachaca may be distilled: in distillation columns or in a copper pot still. Secondary
compounds can be found in both, but in different levels. Therefore, there are still some
peculiarities in the process of distilling Cachaga in a pot still. Germek (1982) (/1)

defined the first 10% produced during the initial distillation process as head Cachaca,
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and the 10% at the end as tail Cachaca. Another 80% is known as Cachaga’s heart, the
beverage with the best organoleptic qualities; minor levels of side congeners prevail in
this fraction. Normally, the head and tail fractions are discarded, due to high levels of
aldehydes (ethyl carbamate, furfural and hydroxymethylfurfural, among others),
methyl alcohols, copper, higher alcohols (oil fusel) and others, which may be
considered toxic to consumers. Discarding the head and tail fractions substantially
reduces industrial yield and sensory value (12, 4). For these reasons, it is important to
develop novel strategies for the removal of these toxic compounds from Cachaca,
which would enhance its physico-chemical and sensory qualities. An important
strategy that has been developed is the use of polysaccharides, such as chitosan and
several others, which have the ability to bind to secondary compounds and remove

them from different foods and beverages.

Chitosan is a polymer extracted from chitin, a natural polysaccharide extracted
from the shells of crustaceans such as prawns, crabs, insects and shrimps (/3-19), by
using an alkaline deacetylation procedure that yields a heteropolymer (/6). Chitin and
chitosan are of commercial interest due to their high nitrogen percentage (6.9%).
Furthermore, amine and hydroxyl groups on their chemical structures act as chelation
sites for metal ions, making them useful chelating agents (20, 217). Therefore, both
polymers have shown desirable properties such as biocompatibility, biodegradability,
non-toxicity and metal adsorption (22). Dambies et al. (2001) (/6) showed that
chitosan beads are able to remove about 60% of Cr (VI) ions from aqueous solution.
Chitosan could also be an effective adsorbent for Cu (II) ion collection from aqueous
solutions (/4, 22, 19). This polymer is also known as an effective adsorbent of reactive
dyes (23-26) due to its cationic properties. Additionally, it is also known that it is

possible to use the chitosan for medical purposes via unsaturated fatty acids reduction
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(27-29) in the prevention and treatment of hyperlipidemia and others (30, 31).
Chitosan is also used for liquid coffee purification, removing unpleasant flavors and
smells (32). More recently, it has been reported that liquid food of plant origin —
juices, beer, wine, fruit and vegetable concentrates — may be processed with chitosan

as a beverage clarifier to reduce the size of solid particles in suspension (33).

In view of the presence of numerous undesirable secondary compounds
commonly found in Cachaga, this report proposes a new process to obtain better
Cachaca quality. This strategy involves the use of chitosan to remove aldehydes,
esters, lipids (unsaturated fatty acids), heavy metals (copper, zinc, nickel, chromium)
and decrease the total caloric value (TCV), often unattractive in Cachaca, improving

beverage quality and enhancing production processes.

Materials and Methods
Collection of Cachaca

The distillates were obtained in the Alambique Do Ministro — GO, Brazil,
using the following conditions: sugar cane was organically grown for 18 months,
manually cut without burning and immediately ground after cutting. Wine was
obtained by inoculation of Saccharomyces spp. at a concentration of 3 g.I" by dry
weight, sugar cane juice, diluted with clean water to 14° Brix, supplemented with
maize malt (3 g.l'l) and rice bran (1 g.l'l). Fermentation was conducted at 28-32°C and
pH 4.5-5.5, as agitation fermenting in stainless steel with a capacity of 2200 1, with
aeration start of the foot-in-vessel in 1 h and total time of fermentation of
approximately 24 h. The wine alcohol content was between 6.5% to 8.5% v v, with

average content of 7.3% v v™'. Distillation was conducted in a copper pot still of three
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bodies with a condenser, with intermittent load capacity of 1200 1 and source of heat
produced by the steam boiler. The average distillation speed was 0.7 - 1.0 1 . min™.
This process generates several fractions: head Cachaca (initial fraction of distillate -
first 10 1), heart (second fraction: from the head to alcohol content of 30 © GL volume
to 20°C into the collector), tail (of distillate 30 ° GL until GL in volume 3 of the 20°C

into the collector) and complete (Head + Heart + Tail).
Treatment of Cachaga with chitosan

In order to obtain a better chitosan evaluation, two parallel experiments were
conducted. Commercial chitosan obtained from crab shells was used (provided by the
company Polymar of Brazil, Fortaleza / CE), which has an average desacetylation of
79%, measured by conductometry, and pH of 4.4. In the first experiment, 6 g per liter
of chitosan fraction was added to the head, tail and heart after aging for 2 years in an
oak vat (Quercus sp.). Volumes of 2 1 were continuously stirred in Erlenmeyer flasks
for 8 h, and then the fractions treated and not treated with chitosan were filtered
(cellulose filter: 5 picras). In the second experiment, 250 liters of heart and complete
Cachaga fractions were added to different boxes of stainless steel (capacity 500 I). The
different treatments of Cachaca received 10 g of commercial chitosan / liter, and were
kept under suspension and in circulation using a 2 HP electric pump for 12 h at room
temperature and pH 5.0. The treated with chitosan and untreated (control) Cachaca
heart and complete fractions were filtered (activated charcoal filter: 5 picras). After
the withdrawal of the samples, both complete and heart Cachagas treated with chitosan
and untreated were placed in a 200 I oak vat, aged for 1 year and analyzed again for

the physical-chemical parameters.
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Physico-chemical analysis

For each fraction of Cachaca obtained, three different samples were taken in
different glass bottles (700 ml content) sterilized, sealed with new metal lids and sent
to a laboratory accredited by the Ministry of Agriculture and Livestock Supply of
Brazil. The physico-chemical analyses of the spirits were made in accordance with
procedures determined by the Association of Official Analytical Chemists (2007) (34),

as can viewed at http://www.aoac.org/. The parameters analyzed were as follows:

alcohol real level, total aldehydes, hydroxymethylfurfural, total esters, copper, methyl
alcohol, dry extract, total lipids, total caloric value, carbohydrates, total nitrogen, fixed
mineral residue and humidity. The results of physical and chemical analyses were
subjected to statistical analysis by ANOVA and Medium Tukey Test using SAS

software (35).

Results and Discussion

Results here demonstrated indicate the enormous potential of chitosan to
reduce the levels of total aldehydes, hydroxymethylfurfural, copper, esters, total dry
extract, lipids and total caloric value in Cachaca. When 6 g chitosan per liter of
Cachaca was utilized, there was a clear decrease of aldehyde levels in the head (53%),
heart (51%) and tail (77%) fractions. A significant reduction of dry extract (60% to
85%) was also observed (Figure 1). A more substantial reduction of the levels of
aldehydes, esters and copper occurred when Cachaca was treated with 10 g of
chitosan. In heart and complete Cachacga, a reduction in total aldehydes of 51% and
56% was observed, respectively. Moreover, hydroxymethylfurfural was removed from

the heart (71%) and complete (87%) fractions (Figure 2). The aldehydes are formed
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during the fermentation process and separated during the distillation, with higher
levels in the initial or head fraction. These substances can contribute to the aroma and
flavor and are found in several distillates (6, 5, 3, 12), but are toxicologically harmful.
The removal of aldehydes is important to increase the spirit quality and decrease
hangover effects. The potential of chitosan to remove aldehydes and polysaccharides
involved in postharvest diseases from various horticultural commodities was
previously reported by Bautista-Bafios et al. (2006) (36) and Ahmad et al. (2005) (29).
However, chitosan has not yet been used in the treatment of spirits.

Additionally, the almost complete removal of copper in all samples treated
with chitosan was also observed (Figure 2). Copper contaminates the drink during the
condensation of steam alcohol, causing undesirable symptoms on human health at
higher concentrations, such as blindness, dizziness and central nervous system
inhibition (37). The potential of chitosan to remove copper from different solutions
(wastewater, chromate copper arsenate water treated wood) was previously reported
by Sakkayawong et al. (2005) (38), Kartal and Imamura (2005) (39), Beppu et al.
(2004) (20) and Huang et al. (1995) (2/). Moreover, chitosan removed lipids and
reduced the total caloric value (VCT) by up to 35% (Figure 3). The lipid and total
caloric value reduction is a remarkable benefit to the distillates industry, since the
consumption of light drinks is a vast and rich business trend in the world that moves
millions of dollar each year. Many articles have reported the potential of chitosan to
remove lipids, oils and polysaccharides from wastewater (40, 41, 37).

Due to higher levels of aldehydes, esters, copper and other congeners found in
the initial (head) and end (tail) fractions of the distillation stills, these fractions are
usually discarded for toxicological reasons, and also have low sensory quality. By

using this method, an efficient subtraction of toxic congeners from these fractions was
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allowed, making them appropriate for human consumption. The use of these
previously discarded fractions (head and tail), could increase the industrial yield by up
to 35%, reducing costs and improving distribution potential.

Finally, carbohydrates and methyl alcohol were not detected in any of the
treatments examined. Nevertheless, Ahmad et al (2005) (29) reported the potential of
chitosan to remove polysaccharides. The humidity detected in samples was
approximately 99.8%. Moreover, total nitrogen (0.01 - 0.03 mg/ L) was also evaluated.
No significant difference in statistical correlation between the Cachaca treated with
chitosan and untreated was observed. An informal sensory analysis of Cachaca treated
with chitosan and filtered with cellulose was carried out (data not shown), showing
some residual taste of chitosan. In a second experiment, an activated charcoal filter
was used, which removed any residual chitosan taste. A detailed sensory analysis will
be made in the near future, although the purpose of the filters has been used only to
remove the chitosan saturated with the side compounds discussed above.

In summary, side congeners discussed in this paper are also present in all
commercial spirits (whisky, rum, vodka, tequila, etc.) at higher or lower levels. Thus,
the results discussed here can be extrapolated to any distilled alcoholic beverage.
Therefore, the use of reducer (chitosan) as a remover of toxic secondary congeners of
Cachaca is an innovative process for improvement of the quality of the final product
and for significant gain in productivity.
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Figure 1. Effects of the pownder chitosan on the remotion of chemical compounds
present in cachaca. Samples of Head, Heart, Tail fractions and Heart aged two years in
Quercus sp. were threated or untreated with chitosan (6 g chitosan per liter of cachacga
according Material and Methods). Physico-chemical analysis showed significative
reduction of total dry extract, total aldehyde, total furfuraldehyde and ester after the

treatment compared to the control.
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Figure 2. Effects of the pownder chitosan on the remotion of chemical compounds
present in cachaga. Samples of Heart and Total Destiler were treated or untreated with
chitosan (10 g chitosan per liter of cachaca according Material and Methods) and aged
1 year in Quercus sp. or not aged. Physico-chemical analysis showed significative
reduction of total aldehyde, total furfuraldehyde, ester and cooper after the treatment

compared to the control.
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Figure 3. Effects of the pownder chitosan on the remotion total lipids and reduced
total caloric value present in cachaca. Samples of Heart and Complete (Head + Heart +
Tail) fractions were treated or untreated with chitosan (10 g chitosan per liter of
cachaca according Material and Methods). Physico-chemical analysis showed
enhanced depletion on the levels of total lipids and total caloric value after the
treatment compared to the control. Differents letters represents significative difference

by Tukey test.
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4. DISCUSSAO E CONSIDERACOES FINAIS
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O objetivo de nossa proposta foi avaliar os principais parimetros envolvidos
fermentacdo e destilacdo em alambique de cobre de trés corpos ao longo de trés safras
e optimiza-los, e ainda correlaciond-los com a composi¢ao fisico-quimica da cachaca,
sob condi¢Oes operacionais praticas. Sugerimos que os resultados aqui adquiridos
podem ser aplicados diretamente nas destilarias sem nenhuma necessidade de fazer um
escalonamento. Sdo eles: - a temperatura e o tempo de alimentacdo das dornas de
fermentac¢do podem influenciar até 42% do volume de producdo da fragcdo coragdo; o
fracionamento da cachaca de coracdo estendido at¢é 20°GL a 20°C aumenta
significativamente a producdo de coracdo e de dlcoois superiores sem ultrapassar os
niveis tolerados na legislacdo vigente. Além disso, as dornas de fermentagdo
alimentadas com 40% do caldo de cana-de-actcar diluido a temperatura ambiente e os
60% restantes com temperatura de aproximadamente 30 °C aumentam os teores de
ésteres totais em até 120% no destilado final. N&o obstante ao incremento na
produtividade da cachaca aqui apresentado, os pardmetros microbioldgicos da
fermentacdo, as alteracdes bioquimicas da levedura e andlises das populacdes de
microorganismos nas atuais condi¢cdes de fermentacdo restam a ser estabelecidos.
Além disso, outros parametros ou resultados obtidos ainda precisam ser mais bem
estudados em experimentos adicionais, tais como: o volume de coragdo pode
apresentar uma relacdo inversamente proporcional e significativa ao teor alcodlico
médio da fracdo coracdo; a velocidade de destilacdo e o volume de coragdo podem
apresentar uma relacdo linear significativa e positiva de até 35%; a velocidade média
de destilagdo entre 0,7- 0,9 L/min em alambique de cobre de trés corpos apresentou
melhor relacdo de volume de coragéo para as demais fragdes.

Ja para o maior rendimento industrial e de qualidade, serd necessario analisar

ainda a relagdo dos genétipos de maturagdo precoce, média e tardia, o maior controle
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de temperatura, tempo e pH durante todo o processo, especialmente na alimentacao
das dornas de fermentacdo, e andlises fisico-quimicas mais detalhadas, além de
avaliar a cinética do processo de envelhecimento. Entretanto, os dados e pardmetros de
controle de qualidade (fermentacdo e destilagdo) durante safras seguidas, como este
trabalho proposto, ainda ndo estavam disponiveis na literatura cientifica.

Tabelas de controle de produgdo foram elaboradas no programa EXCEL e
testadas durante as safras por diferentes produtores de cachaca. A partir destes dados
pode-se avaliar, correlacionar e projetar os parimetros quantitativos e qualitativos.
Alternativamente, pode ser criado um software ou programa especicifo para destilarias
de cachaga a partir destes pardmetros.

Tais resultados sdo de grande relevancia para as destilarias e alambiques, tanto
para cachaga artesanal quanto para a industrial. Atualmente, as destilarias Cachaga
DoMinistro (GO), Cachaga do Piloto (GO), Cachaca Cambeba (GO), Cachaca Siriema
(GO), Cachaga Alma Gémea (DF) e Cachaca Buriti Tizao (DF) estao utilizando estes
resultados e tabelas para controle de producio e qualidade.

Espera-se, também, avancar nos conhecimentos tecnolégicos sobre a producio
e remocdo de congéneres secundarios toxicos, incorporando técnicas (tecnologias) e
filtros comercialmente explorados. Existem ainda fortes indicios da capacidade da
quitosana remover o carbamato de etila. Este aldeido € altamente téxico e cancerigeno
(Andrade-Sobrinho et al., 2002) e estd mais presente nas bebidas destiladas de baixa
qualidade e sdo alvos de discussdo em todo o mundo atualmente, principalmente nos
maiores paises consumidores de destilados (EUA, Alemanha, Franca, Canadd e
Brasil). Caso estes indicios sejam comprovados, o processo de remocdo de carbamato
de etila através do uso da quitosana podera apresentar aplicacOes diretas na industria

de bebidas destiladas. Um filtro com quitosana e carvdo ativado com capacidade de
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filtragem de 1000 1 /h foi elaborado, e encontra-se em fase de testes comerciais. Além
disso, novas andlises fisico-quimicas estdo sendo efetuadas para validar este protStipo
e quantificar o grau de saturacio da quitosana no filtro.

Andlises sensoriais deverdo ser feitas para complementacao destes resultados,
visto que o uso das estratégias aqui propostas poderd ser extrapolado para quaisquer
outros destilados. Além disso, este processo de remocdo de congéneres secundérios
toxicos com patente requerida e publicada trata-se da primeira e tnica patente com
cachaca no Brasil até o presente momento.

Portanto, esperamos contribuir desta maneira para a cadeia produtiva da
cachaga, que cresce anualmente de forma significativa e para a cachaca de Brasilia,
que ja é a segunda maior cidade consumidora do Brasil segundo ABRABE e vem se

destacando no cendrio nacional como produtora de alto padrdo de qualidade.
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6. ANEXOS

Trabalhos realizados em colaboracao durante o curso de doutorado e

que nao fazem parte do corpo e discussiao da tese
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ABSTRACT. Cysteine proteinases (CPs) are synthesized as zymogens
and converted to mature proteinase forms by proteolytic cleavage and
release of their pro domain peptides. A ¢cDNA encoding a papain-like
CP, called hgep-Iv, was isolated from a Heterodera glycines 12 cDNA
library, expressed and utilized to assess the ability of its propeptide to
inhibit proteinase in its active form. The hAgcp-Iv cDNA sequence en-
codes a polypeptide of 374 amino acids with the same domain organiza-
tion as other cathepsin L-like CPs, including a hydrophobic signal se-
quence and a pro domain region. HGCP-Iv, produced in Escherichia
coli as a fusion protein with thioredoxin, degrades the synthetic peptide
benzyloxycarbonyl-Phe-Arg-7-amido-4-methylcoumarin and is inhibited
by E-64, a substrate and inhibitor commonly used for functional charac-
terization of CPs. Recombinant propeptides of HGCP-Iv, expressed in
E. coli, presented high inhibitory activity in vitro towards its cognate
enzyme and proteinase activity of Meloidogyne incognifa females,
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Acgnthoscelides obtectus i3 a devastating storage insect pest capsble of causing severe bean
crop losses. In order to maintain their own development, insect pest larvae feed continu-
ously, synthesizing eficient digestive enzymes. Amongthem, cysteine proteinzses (CPs) are
commonly produced as inactive precursars (procysteines), requiring a cleavage of the
peptide proregion to become active. The proregion fits tightly into the active site of
procysteines, efficiently preventing their activity. In this report, 2 CP cDMNA (tpac) was
izolated from A. obtectus midgut larvee. In silico studies indicated that the complete CP
sequence contains & hydrophobic signal peptide, & prodomain and a conserved catalytic
region. Moreowver, the encoding cDMA contains 963 bp trenslating inte a 321 residue protein,
CPAo, which was expressed in E. coli, fused with thioredoxin. Enzymatic sssays using the
recombinant protein revezled that the enzymewas catalytically active, baing able to cleave
the synthetic substrate Z-Fhe-Arg-7-AMC. Additonazlly, this report zlso focuses the cpao
propeptide (PCPAo) subcloning and expression. The expressed propeptide efficiently inhib-
ited CPAo, as well as digestive CP of other bean bruchids. Little or no activity was found
against proteclytic enzymes of twoother coleopterans: Rhy mpertha dominica and Anthonomus
grandis. The datz reported here indicate the possibility of endogenous propeptides as a novel
strategy on bruchids control, which could be applicable to bezn improvement programs.
i) 2007 Published by Elsevier Inc.

1. Introduction

economic loss [1. Two species of bruchids, Acanthoscelides
obtectus and Zabrotes subfasciatus, are known to cause intense

Flant tissues are frequently attacked by insect pests and damage to the common bean graing Phaseolus vulgaris [7,21].
pathogens. This predation process can lead to severe The digestion process of bean bruchids is essentially basedon

* Corresponding author. Tel: +55 61 3448 4705; fax: +55 61 3340 3624,
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Abbreviations: AMC, emidomethylcoumaring CP, cysteine proteinsse; CPAo, cysteine proteinase from Acanthoscelides obtectus; DTT,
dithiotreitol; DMS0, dymethyl sulfoxide; E-64, trans-epoxysuccinyl-i-leucylamide-(4-guanidinojbutane; PCPAo, propeptide of cysteine

proteinase from A. obtectus
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Abstract

The sedentary endoparasitic nematodes cause extensive damage to a large number of ornamental and
food crops with an economically loss estimated to be in excess of US $ 100 billion worldwide. Efforts
to eliminate or minimize damage caused by nematodes have typically involved the use of nematicides,
in which their costs and toxicity to humans and the environment make them unsafe as a control
measure. Different methodologies aimed towards the development of resistant plants with improved
nematode resistance include strategies such as anti-invasion and migration, feeding-cell attenuation and
antinematode feeding. The question addressed in the present study involves the evaluation of the
potential use of the cysteine proteinase propeptide as an alternative control strategy by using
transgenie.. The cysteine proteinase prodomain, isolated from Heterodera glycines (HGCP prodomain),
which is a natural inhibitor peptide, was used to transform soybean cotyledons by using Agrobacterium
rhizogenes. Genetic modified soybean roots expressing the propeptide were detected by Western-blot
and expression levels were measured by ELISA (around 0.3%). Each transgenic root expressing the
propeptide was inoculated with a thousand of H. glycines at second juveniles stage and a remarkable
reduction in the number of females and eggs were observed. Moreover, a reduction of female length and
diameter was observed after 35 days post inoculation. Furthermore, the H. glycines mature protein was
detected in female that fed on soybean transformed root expressing or not the propeptide. This data
suggests that the HGCP propeptide can reduce soybean cyst nematode infection and possibly could be
used, in a near future, to generate resistant cultivars.

Keyword: nematode, cysteine proteinase, propeptide, transgenic plants, Heterodera glycines,
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Abstract

p-N-Acetylhexosaminidases (EC 3.2.1.52) belong to an enzvme family that hydrolyzes terminal f-n-N-glucosamine and f-n-N-galac-
tosaming residues from oligosaccharides. In this report, we purified a novel p-N-acetvlhexosaminidase (Peb-NAHAL) from the marine
zoanthid Palvihoa caribaeorum by applving ammonium sulfate fractionation, affinity chromatography on a chitin column, followed by
two rounds of size exclusion chromatography, SDS-PAGE analvsis indicated a single band protein of apparent homogeneitv with a
molecular mass of 25kDa. The purified enzyime preferentially hyvdrolveed p-nitrophenyl-2-acetoamide-2-deoxvamide-2-deoxy- f-o-N-
acztylglucosamide (pNP-GleMNAC) and to a lesser extent p-nitrophenyl-2-ace ivamide-2-deoxvamide-2-deoxy-f-n-N-acetvlgalactosamide
(pNP-GalNAc). Detailed kinetic analysis using pNP-GleMNAc resulted in a specific activity of 37.9 Ufmg, a K, value of 0.53 mM and a
Ve value of 88.1 pmol/h/mg and ke value of 0.6] s ! Furthermaore, purified Pch-NAHAL enzvme activity was decreased by HegCls or
maltose and stimulated in the presence of NaySe0y BaCly, MgCly chondroitin 6-sulfate, and phenvimethylsulfonylfluoride. The opti-
mum activity of Peb-NAHAL was observed at pH 5.0 and elevated temperatures (43-60 °C). Direct sequencing of proteclviic fragments
generated from Pcb-NAHATL revealed remarkable similarities to plant chitinases, which belong to family 18, although no chitinase activ-
ity was detected with Peb-NAHAL We conclude that f-N-acetylhexosaminidases, representing a tvpe of exochitinolvtic activity, and
endo-chitinases share common functional domains and/or may have evolved from a common ancestor,
@ 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.
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