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RESUMO 

 

A bebida alcoólica obtida da fermentação do caldo de cana-de-açúcar seguida do processo de 

destilação é denominada cachaça ou aguardente de cana-de-açúcar. O processo de produção da 

cachaça/aguardente ainda apresenta diferenças e peculiaridades entre os produtores, e isso 

reflete na qualidade físico-química e sensorial da bebida produzida. Por isso, é necessário o 

desenvolvimento de pesquisas que contribuem para o entendimento da origem dos compostos 

presentes na cachaça/aguardente e que permitam estabelecer critérios para a melhoria dos 

processos e do produto final. Objetivou-se neste trabalho compreender as possíveis vias de 

formação do contaminante acroleína durante a produção da cachaça/aguardente e as correlações 

com outros compostos presentes na bebida; identificar os microrganismos presentes no “pé de 

cuba” (cultura inicial) utilizada por alambiques produtores de cachaça por meio de técnicas de 

metagenômica, e verificar a influência desses microrganismos na composição físico-química e 

volátil da cachaça produzida e das demais frações do destilado. Amostras de cachaça produzidas 

por diferentes processos em todas as regiões do Brasil foram coletadas no comércio varejista e 

utilizadas para quantificar acroleína e avaliar as possíveis rotas de formação desse contaminante 

a partir da correlação com outros compostos secundários presentes na bebida usando análise de 

componentes principais.  Além disso, amostras de cachaça e das frações cabeça e cauda foram 

coletas em alambiques produtores de cachaça de Minas Gerais e utilizadas para análises físico-

químicas e cromatográficas. Também foram realizadas análises microbiológicas e 

metagenômica para identificação do microbioma presente nas amostras de “pé de cuba”. Os 

resultados foram interpretados com o auxílio de ferramentas estatísticas. Constatou-se que a 

origem da acroleína na cachaça/aguardente está relacionada a degradação química e a conversão 

enzimática do glicerol, podendo ser correlacionada com a de outros compostos que também a 

compõem, como o butan-2-ol, propan-1-ol e ácidos voláteis. Em relação ao microbioma que 

constitui o “pé de cuba”, foi observada uma grande diversidade e riqueza microbiológica entre 

as amostras analisadas, sendo identificados diferentes gêneros de bactérias, leveduras e fungos 

filamentosos. Lactobacillus foi o principal gênero bacteriano identificado em todas as amostras, 

com alta dominância em relação aos demais. Outros gêneros identificados em todas as amostras 

foram: Wolbachia, Zymomonas e Acetobacter. Entre os gêneros fúngicos identificados, 

Saccharomyces foi o principal, mas algumas amostras apresentaram uma grande diversidade, 

com a presença de outros gêneros como Cladosporium, Geastrumia e Fusarium. As amostras 

da cachaça e das frações cabeça e cauda produzidas nos alambiques em estudo demonstrou uma 

composição físico-química e volátil diversificada, que é influenciada pela presença dos 

microrganismos que constituem o “pé de cuba”. As principais correlações positivas foram 

observadas entre os gêneros bacterianos Komagataeibacter, Bacillus, Lactococcus, 

Streptococcus e os teores de acidez volátil; os teores de acroleína e os gêneros Bacillus e 

Lactococcus; entre as concentrações de butan-1-ol e a presença de Saccharomyces e 

Lactobacillus; bactérias Ruminococcaceae UCG−014, Intestinimonas e Alloprevotella e os 

teores de butan-2-ol e propan-1-ol; os teores dos álcoois isoamílico e isobutílico e o gênero 

Pseudomonas; entre as concentrações de carbamato de etila e os gêneros Bradyrhizobium, 

Lactobacillus e Saccharomyces. 

       

Palavras-chave: Destilado alcóolico. Contaminantes de bebidas. Qualidade de cachaça. 

Metagenômica. 

 



 
 

 
 

ABSTRACT 

The alcoholic beverage obtained from the fermentation of sugarcane juice, followed by the 

distillation, is called cachaça or sugarcane spirit. The cachaça/spirits production process still 

presents differences and peculiarities among producers, and this difference reflects on the 

physical-chemical and sensory quality of the beverage produced. Therefore, it is necessary to 

develop research that contributes to the understanding of the origin of the compounds present 

in cachaça/spirits and that allows the establishment of criteria for improving processes and the 

final product. The objectives of this work were to understand the possible pathways of 

formation of the acrolein contaminant during the production of cachaça/spirits and the 

correlations with other compounds present in the beverage; identify the microorganisms present 

in the “pé de cuba” (starter culture) used by cachaça-producing stills through metagenomic 

techniques; and verify the influence of these microorganisms on the physical-chemical and 

volatile composition of the cachaça produced and the other fractions of the distillate. Samples 

of cachaça produced by different processes in all regions of Brazil were collected in retail 

supermarkets and used to quantify acrolein and evaluate the possible routes of formation of this 

contaminant based on the correlation with other secondary compounds present in the beverage 

using principal component analysis. Furthermore, samples of cachaça and the head and tail 

fractions were collected in cachaça producing stills in Minas Gerais and used for physical-

chemical and chromatographic analyses. Microbiological and metagenomic analyses were also 

performed to identify the microbiome present in the “pé de cuba” samples. The results were 

interpreted with the aid of statistical tools. It was found that the origin of acrolein in 

cachaça/spirits is related to the chemical degradation and enzymatic conversion of glycerol, 

which can be correlated with that of other compounds that also compose the beverage, such as 

butan-2-ol, propan-1-ol and volatile acids. A great diversity and microbiological richness was 

observed among the analysed samples of the microbiome that constitutes the “pé de cuba”. 

Different genera of bacteria, yeasts and filamentous fungi were identified. Lactobacillus was 

the main bacterial genus identified in all the samples, with a high degree of dominance in 

relation to the others genera. Other genera identified in all the samples were: Wolbachia, 

Zymomonas and Acetobacter. Saccharomyces was the main genus among the fungal genera 

identified, but a great diversity was observed in some samples, with the presence of other genera 

such as Cladosporium, Geastrumia and Fusarium. The samples of cachaça and the head and 

tail fractions produced in the stills under study possessed a diversified physical-chemical and 

volatile composition, which was influenced by the presence of microorganisms that constitute 

the “pé de cuba”. The main positive correlations were observed between the bacterial genera 

Komagataeibacter, Bacillus, Lactococcus, Streptococcus with volatile acidity levels; acrolein 

levels with Bacillus and Lactococcus genera; of butan-1-ol concentrations with the presence of 

Saccharomyces and Lactobacillus; of Ruminococcaceae UCG−014, Intestinimonas and 

Alloprevotella bacteria with the concentrations of butan-2-ol and propan-1-ol; the levels of 

isoamyl and isobutyl alcohols with the genus Pseudomonas; between ethyl carbamate 

concentrations with the Bradyrhizobium, Lactobacillus and Saccharomyces genera. 

 

Keywords: Alcohol distillate. Beverage contaminants. Cachaça quality. Metagenomics. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A aguardente de cana-de-açúcar/cachaça são bebidas alcóolicas obtidas da fermentação 

do caldo de cana-de-açúcar seguido da destilação do mosto fermentado. As principais 

diferenças entre elas estão no local de origem de produção e a graduação alcoólica. Cachaça é 

a bebida produzida exclusivamente no Brasil, a partir da destilação do mosto de cana-de-açúcar 

fermentado com graduação alcoólica entre 38 a 48% (v/v) a 20 ºC. Já a aguardente de cana-de-

açúcar é a bebida produzida em qualquer local com graduação alcoólica entre 38 a 54% (v/v) a 

20 ºC (BRASIL, 2022a). 

A cachaça/aguardente é uma mistura complexa constituída majoritariamente por etanol, 

água e compostos secundários, como ácidos carboxílicos, ésteres, aldeídos e álcoois superiores, 

que são responsáveis pelo aroma e sabor característico da bebida (CARDOSO, 2020; 

GONÇALVES et al., 2016; PORTUGAL et al., 2017). Além desses compostos secundários que 

são desejáveis, outros compostos também são formados durante as etapas de processamento da 

cachaça/aguardente. Entretanto, esses compostos são considerados contaminantes da bebida por 

apresentarem efeitos maléficos à saúde dos consumidores. Os principais contaminantes 

encontrados são o metanol, álcoois superiores: butílico (butan-1-ol) e sec-butilico (butan-2-ol), 

furfural e hidroximetilfurfural (HMF), acroleína, carbamato de etila, e o cobre (BRASIL, 

2022a; CARDOSO, 2020; LIMA, et al., 2022). 

 Para que a cachaça e a aguardente produzidas estejam adequadas para o consumo e 

comercialização, o Ministério da Agricultura e Pecuária (MAP) estabeleceu os limites de alguns 

de seus compostos por meio dos Padrões de Identidade e Qualidade (PIQ’s) instituídos pela 

Portaria do MAP nº 539, de 26 de dezembro de 2022. Os PIQ’s estabelecem critérios que 

garantem que a bebida comercializada tenha um padrão e seja segura para a saúde do 

consumidor (BRASIL, 2022a). 

 Entretanto, o processo de produção de cachaça/aguardente no Brasil ainda é 

diversificado e as diferentes formas de condução refletem na composição físico-química da 

bebida final produzida. Em relação a essas diferenças, destacam-se as da etapa de destilação e 

fermentação, visto que essas duas etapas são de grande importância para as características do 

produto final. Durante a fermentação, a microbiota que está presente no mosto, por meio das 

reações bioquímicas envolvidas no seu metabolismo primário e secundário, dará origem a 

diversos compostos. Esses compostos serão a base da composição da cachaça e da aguardente 

produzida (BORTOLETTO et al., 2018; CARDOSO, 2020).  
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 As diferenças na etapa de destilação consistem principalmente no tipo de equipamento 

utilizado, podendo a bebida produzida ser inclusive classificada segundo a legislação; por isso. 

Os principais equipamentos de destilação são os alambiques de cobre e as colunas de destilação 

em aço-inoxidável. A destilação em alambiques de cobre separa os produtos da destilação em 

três frações: cabeça, coração e cauda, sendo que a fração coração deverá conter os compostos 

em concentrações adequadas, visto que ela é a própria cachaça. Além disso, o material de 

constituição do alambique, o cobre, catalisa reações que podem contribuir na formação de 

compostos desejáveis e indesejáveis. A destilação em colunas de aço-inox tem por característica 

a não separação das frações, assim como a ausência de reações catalisadas pelo material de 

constituição do alambique, pois o aço-inox é um material inerte que não interage com os 

compostos presentes na destilação (BARBOSA et al., 2022a; CARDOSO, 2020; LIMA et al., 

2022).  

 Portanto, é extremamente necessária a compreensão da origem dos compostos que 

constituem a cachaça/aguardente, buscando, a partir desse entendimento, ferramentas para o 

controle e melhoria do processo, originando cada vez mais produtos de alta qualidade, 

reduzindo principalmente a presença de contaminantes e favorecendo a produção de compostos 

que agregam características sensoriais desejáveis. Com isso, objetivou-se neste trabalho 

compreender as possíveis vias de formação do contaminante acroleína durante a produção da 

cachaça/aguardente e as correlações com outros compostos presentes na bebida por meio de 

análise de amostras de cachaça produzidas por diferentes processos em todas as regiões do 

Brasil; coletar amostras diretamente de alambiques produtores de cachaça para identificar os 

microrganismos presentes no “pé de cuba” (cultura inicial) utilizado por esses alambiques 

produtores de cachaça por meio de técnicas de metagenômica, e verificar a influência desses 

microrganismos na composição físico-química e volátil da cachaça produzida e nas demais 

frações do destilado.   
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1. A cachaça e a aguardente de cana-de-açúcar 

 

A bebida alcoólica obtida pela fermentação do caldo de cana-de-açúcar, seguida do 

processo de destilação, é denominada Cachaça ou Aguardente de cana-de-açúcar. A 

cachaça/aguardente é uma mistura complexa constituída majoritariamente por etanol e água, e 

por compostos secundários, como álcoois superiores, ácidos orgânicos, aldeídos, cetonas e 

ésteres, que são responsáveis pelo aroma e sabor característico da bebida (CARDOSO, 2020). 

As diferenças entre a cachaça e a aguardente de cana-de-açúcar estão no local de origem 

de produção e a graduação alcoólica. Cachaça é a bebida produzida exclusivamente no Brasil, 

pela destilação do mosto da cana-de-açúcar fermentado com graduação alcoólica entre 38 a 

48% (v/v) a 20 ºC, podendo ser acrescida de 6 g de açúcar por litro. Já a aguardente de cana-

de-açúcar é a bebida produzida em qualquer país, podendo ser obtida tanto pela destilação do 

mosto de cana-de-açúcar fermentado, como do rebaixamento do teor alcoólico do destilado 

alcoólico simples de cana-de-açúcar, com graduação alcoólica entre 38 a 54% (v/v) a 20 ºC. 

Além disso, a cachaça pode ser classificada quanto ao processo de destilação em cachaça de 

alambique (a bebida produzida exclusivamente e em sua totalidade em alambique de cobre e 

obtida pela destilação do mosto fermentado do caldo de cana-de-açúcar crua), ou em cachaça, 

quando a bebida é produzida por outro método de destilação ou pela mistura de cachaças 

oriundas de diferentes métodos de destilação (BRASIL, 2022a). 

A relação do Brasil com a produção de cachaça/aguardente vem desde o período 

colonial com a inserção dos engenhos de açúcar, onde surgiram os primeiros alambiques do 

país. Entretanto, essa bebida foi desvalorizada durante muito tempo e não havia grandes 

preocupações com a sua qualidade físico-química e sensorial. Com o passar do tempo, essa 

realidade mudou e a cachaça/aguardente vem se destacando no mercado nacional e 

internacional, sendo cada vez mais apreciada. Essa evolução pode ser observada também no 

seu processo produtivo, que se aprimora e padroniza, com o intuito de alcançar um produto 

final de qualidade que atenda aos mercados interno e externo (CARDOSO, 2020; SILVA; 

VERRUMA-BERNARDI; OLIVEIRA, 2020).  

Com o intuito de padronizar e assegurar a qualidade das cachaças/aguardentes 

produzidas no Brasil, foi estabelecido, no ano de 2005, o Regulamento Técnico para Fixação 

dos Padrões de Identidade e Qualidade (PIQ’s) de aguardente de cana-de-açúcar e cachaça pelo 
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Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), a partir da Instrução Normativa 

Nº 13, de 2005, determinando os limites de congêneres e contaminantes orgânicos e inorgânicos 

que podem estar presentes na bebida. Atualmente, esse regulamento foi revogado e atualizado 

pela Portaria do Ministério da Agricultura e Pecuária (MAP) nº 539, de 26 de dezembro de 

2022, que estabelece os Padrões de Identidade e Qualidade da aguardente de cana e da cachaça 

(BRASIL, 2022a). 

A cachaça/aguardente é a bebida destilada mais consumida no Brasil e o terceiro 

destilado mais consumido no mundo, principalmente pelo seu uso na formulação da Caipirinha. 

No Brasil, a produção encontra-se dividida entre pequenos produtores e grandes destilarias 

espalhados por todo o território nacional. Atualmente, estão contabilizados o registro de 936 

estabelecimentos produtores de cachaça. O produto é exportado para 67 países diferentes, 

totalizando o volume de 7.221.219 L e uma receita de US$ 13.178.050. Os principais países 

importadores de cachaça são o Paraguai (1.631.503 L), Alemanha (1.630.407 L) e os Estados 

Unidos (903.714 L), sendo os Estados Unidos o maior mercado exportador em termos de 

valores, avaliado em US$ 3.481.872  (BRASIL, 2022b).  

Apesar dessa evolução, a produção de cachaça/aguardente ainda enfrenta dificuldades 

no aspecto da padronização do processo de produção e dos produtos, visto que existem diversos 

fatores como variedades de cana-de-açúcar, nutrientes que podem ser acrescentados durante a 

fermentação para o crescimento da levedura, culturas de microrganismos utilizados na 

fermentação e equipamentos de destilação que podem ser constituídos  de coluna de aço-

inoxidável ou alambique de cobre, que interferem nas características do produto final 

(CARDOSO, 2020; GUERREIRO et al., 2018; MENDONÇA et al., 2016).  

Com isso, é necessária a melhoria constante dos processos produtivos para garantir que 

o produto final se destaque tanto no mercado interno quanto no mercado externo, vencendo 

obstáculos como a padronização da bebida e o controle de contaminantes orgânicos e 

inorgânicos. 

  

2.2. Cadeia produtiva da cachaça/aguardente de cana 

 

A aguardente de cana e a cachaça devem ser produzidas por meio de processos 

tecnológicos adequados que assegurem a sua apresentação e conservação até o momento do 

consumo (BRASIL, 2022a). Para a produção de uma bebida de qualidade físico-química e 

sensorial, todas as etapas do processamento são de grande importância, desde o plantio da 
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matéria-prima, até que a cachaça/aguardente alcance as mãos dos consumidores. O processo 

produtivo pode ser divido em cultivo e colheita da cana-de-açúcar, moagem da cana, filtração 

e decantação do caldo, diluição do caldo, fermentação, destilação, armazenamento, 

envelhecimento e envase (Figura 1). Dentre estas etapas, há inúmeras variações que podem 

ocorrer de acordo com os estabelecimentos produtores. Destacam-se as diferenças entre 

cachaças/aguardentes produzidas em alambiques de cobre e cachaças/aguardentes produzidas 

em destilarias com colunas em aço-inoxidável. No processo em alambiques de cobre, o 

destilado final é separado em três frações – cabeça, coração e cauda – e a fração do coração 

dará origem à bebida. Além disso, o material da coluna, o cobre, permite que ocorram reações 

com a formação de compostos favoráveis ao “flavour” ou “bouquet”. Já nas destilarias com 

coluna em aço-inoxidável, há um grande volume de produção, não ocorrendo a separação entre 

as frações e, como o aço-inoxidável é um material inerte, não ocorrem reações que contribuem 

para a formação de compostos desejados (CARDOSO, 2020; CRAVO et al., 2019, LIMA et 

al., 2022; MENDONÇA et al., 2016). 

 

Figura 1 – Diagrama de produção de cachaça/aguardente em alambiques de cobre. 

 

Fonte: Adaptado de Cardoso (2020). 

 

2.2.1. Matéria-prima 

 

A principal matéria-prima para a produção de cachaça/aguardente é a cana-de-açúcar 

(Saccharum spp.), uma planta da família Poaceae, tropical, gramínea, originária da Ásia e 
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Oceania, que se propaga assexuadamente pelo do plantio de colmos maduros (estacas 

vegetativas). A cana-de-açúcar utilizada atualmente é um híbrido multiespecífico obtido a partir 

do cruzamento de diversas espécies, como S. officinarum, S. spontaneum e S. robustum. Ela 

está entre as dez culturas mais plantadas no mundo, constituindo uma das principais culturas 

comerciais produtoras de açúcar e etanol, devido à sua alta concentração de açúcares, 

principalmente sacarose (BABU et al., 2022). 

No Brasil, a cana-de-açúcar foi trazida pelos primeiros colonizadores no século XVI e 

obteve uma ótima adaptação ao clima e relevo. Atualmente, o país é um dos maiores produtores 

de cana-de-açúcar do mundo, com uma área colhida estimada para o ano de 2022/23 de 8,13 

milhões de hectares, e uma produção de 579,2 milhões de toneladas. A Região Sudeste ainda é 

a principal produtora (CONAB, 2022). Em relação ao rendimento para a produção de cachaça, 

estima-se que são produzidos 120 litros de cachaça/aguardente para cada tonelada de cana-de-

açúcar no processo utilizando colunas de destilação em aço-inoxidável, ao passo que o 

rendimento é de aproximadamente 80 litros de cachaça/aguardente por tonelada de cana-de-

açúcar no processo em alambiques de cobre. Esse rendimento inferior é consequência da 

separação das frações, cabeça, cauda e coração, que é realizada nesse processo (BABU et al., 

2022; CARDOSO, 2020). 

A composição química da cana-de-açúcar é semelhante em todas as variedades, 

podendo ocorrer diferenças quantitativas devido a fatores edafoclimáticos, estágio de 

desenvolvimento da cultura, variedades de cana, adubação, entre outros. A cana-de-açúcar é 

composta pela fibra, que é a fração de sólidos insolúveis, e pelo caldo, que é constituído de 

água e sólidos solúveis, que são açúcares e não açúcares. A cana madura, normal e sadia 

apresenta em sua composição centesimal cerca de 74,5% de água, 14,0% de açúcares, em que 

a maior fração é de sacarose, 0,9% de fibras, 0,5% de cinzas, 0,4% de materiais nitrogenados, 

0,2% de gorduras e ceras, 0,2% de substâncias pécticas, gomas e mucilagem, 0,2% de ácidos, 

e materiais corantes não dosados (BORTOLETTO; SIVELLO; ALCARDE, 2018; CARDOSO, 

2020). 

A cana-de-açúcar utilizada para a produção da cachaça e aguardente de cana deve estar 

limpa, fresca, sadia, colhida em estágio adequado de maturação e produzida segundo as boas 

práticas agrícolas necessárias para a obtenção de uma matéria-prima de qualidade e que não 

seja um possível vetor de riscos à qualidade da bebida (BRASIL, 2022a). 

Os efeitos da utilização de cana queimada e de cana não queimada durante a colheita na 

qualidade físico-química da aguardente de cana obtida por um mesmo processo de produção 
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(fermentação, destilação e equipamentos) foram avaliados por Masson et al. (2007). Os autores 

constataram que a adoção da queima, com o intuito de facilitar a colheita, tem impactos 

significativos na concentração de furfural, um contaminante indesejável, na aguardente 

produzida com essa matéria-prima, apesar de não ter influência nas concentrações de álcoois 

superiores, ésteres, aldeídos, cobre, acidez volátil e metanol nas amostras analisadas.  

 

2.2.2. Obtenção do mosto 

 

O mosto para fermentação e produção da cachaça é obtido a partir do processo de 

extração do caldo dos colmos da cana-de-açúcar, utilizando moendas, nas quais ocorre a 

separação do caldo e do resíduo fibroso (bagaço), podendo ocorrer a repetição dessa etapa até 

a máxima extração do caldo. O caldo é constituído majoritariamente por água (65-75%) e 

açúcares (11-18%), e, além desses, vários minerais, vitaminas, ácidos graxos, aminoácidos, 

amido, polifenóis e gomas estão presentes em quantidades inferiores. O pH do caldo de cana é 

ligeiramente ácido, variando entre 4,9 e 5,5, o que favorece o desenvolvimento de 

microrganismos. Após a moagem, o caldo passa pela etapa de decantação e filtração para 

remoção de bagacilhos. Além disso, podem ser realizadas algumas etapas adicionais, como a 

diluição para ajuste do teor de açúcares, o tratamento térmico do caldo, entre outras (KAAVYA 

et al., 2019; PANIGRAHI et al., 2021). 

Para garantir a qualidade da fermentação, assim como a qualidade físico-química da 

cachaça/aguardente, deve-se ter cuidado durante todas as etapas de processamento do caldo de 

cana, visto que o tempo de armazenamento dos colmos, etapas de esterilização do caldo, 

qualidade da matéria-prima utilizada, a decantação, filtração, clarificação e diluição do caldo 

irão influenciar no produto final (OLIVEIRA; BORTOLETTO; ALCARDE, 2016; TEIXEIRA 

et al., 2019). 

Diversos microrganismos podem ser encontrados no caldo de cana-de-açúcar, alguns 

com efeitos benéficos, como as leveduras selvagens desejáveis, outros considerados 

contaminantes, como várias bactérias dos gêneros Bacillus e Lactobacillus, bem como 

leveduras contaminantes como Schizosaccharomyces, Debarymomyces, Candida, Pichia e 

Kloeckera. Esses microrganismos podem ser provenientes do próprio ambiente, como o solo, e 

dos equipamentos (TEIXEIRA et al., 2019).     

Segundo Panigrahi et al. (2021) o intervalo entre o armazenamento dos colmos após a 

colheita e a moagem é uma oportunidade para a proliferação de microrganismos indesejados, 
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como algumas bactérias láticas e bactérias heterofermentativas, como Leuconostoc spp.. 

Teixeira et al. (2019) avaliaram o efeito do armazenamento dos colmos e da clarificação do 

caldo sobre a qualidade da etapa de fermentação e da cachaça obtida e concluíram que, ao 

armazenar os colmos, há o aumento de contaminação por microrganismos indesejados durante 

a fermentação e redução da qualidade físico-química da bebida, e que a clarificação pode 

contribuir para a redução desses impactos negativos.  

Ao avaliarem o efeito do processamento térmico do caldo de cana-de-açúcar na 

condução do processo fermentativo e na qualidade química da cachaça, Alves et al. (2018) 

constataram que o tratamento térmico foi efetivo para inativação de microrganismos no caldo, 

mas não influenciou na qualidade química da bebida obtida.  

Bortoletto, Silvello e Alcarde (2015) também observaram a influência do caldo de cana-

de-açúcar nas características da cachaça, ao avaliarem o efeito do processamento térmico dele 

e da sua suplementação com ureia na qualidade físico-química de cachaça. Os autores 

concluíram que a cachaça com a melhor característica físico-química foi a obtida empregando 

o tratamento térmico do caldo, a não suplementação com ureia e a dupla destilação, pois a 

bebida apresentou menores teores de aldeído acético, acetato de etila, ácido acético, cobre e 

carbamato de etila. 

Após a extração do caldo de cana-de-açúcar, a concentração de açúcar geralmente se 

encontra entre 18% a 22%. Esses teores de açúcar podem ter um efeito deletério na fermentação, 

sendo necessária a padronização do caldo, a partir da sua diluição para concentrações de açúcar 

entre 14% a 16%. A diluição deve ser realizada com água potável e isenta de compostos que 

prejudiquem o desempenho das leveduras. A suplementação nutricional do mosto de 

fermentação não é usual, visto que o caldo de cana-de-açúcar é considerado um substrato 

completo para a fermentação. Entretanto, a legislação permite a utilização de substâncias 

amiláceas, tradicionalmente consumidas como alimentos, para suporte ao início da fermentação 

(BORTOLETTO; SILVELLO; ALCARDE, 2018; BRASIL, 2022a).  

  

2.2.3. Fermentação 

 

A fermentação do caldo de cana-de-açúcar é considerada uma das etapas de maior 

impacto nas características físico-químicas e sensoriais da cachaça/aguardente, pois são 

produzidos os compostos químicos que originarão a bebida durante a fermentação. A 

fermentação do caldo de cana para a produção de cachaça é a fermentação alcoólica, um 
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processo de oxidação anaeróbica parcial da glicose. A partir do metabolismo dos 

microrganismos presentes naturalmente ou adicionados ao mosto, o açúcar é convertido em 

etanol, gás carbônico e diversos componentes secundários, como álcoois superiores, ésteres, 

aldeídos, glicerol e ácidos orgânicos (Equação 1), que são responsáveis pelo “flavour” 

característico da bebida. Esses coprodutos, quando presentes em concentrações adequadas, são 

desejáveis na bebida. Mas, além de compostos desejáveis, o metabolismo das leveduras e de 

outros microrganismos que estão presentes durante a fermentação também pode proporcionar 

a produção de compostos indesejáveis ou de seus precursores. O metanol, acroleína, diacetil, 

álcoois butílico e sec-butílico, e o carbamato de etila são alguns contaminantes que têm sua 

formação relacionada à etapa de fermentação (OLIVEIRA; BORTOLETTO; ALCARDE, 

2016; SCHWAN; DIAS, 2020; SILVA; VERRUMA-BERNARDI; OLIVEIRA, 2020).  

 

𝐶12𝐻22𝑂11 + 𝐻2𝑂
𝐿𝑒𝑣𝑒𝑑𝑢𝑟𝑎𝑠
→        4𝐶2𝐻5𝑂𝐻 + 4𝐶𝑂2 + 𝑐𝑜𝑚𝑝. 𝑠𝑒𝑐𝑢𝑛𝑑á𝑟𝑖𝑜𝑠  (1) 

𝑆𝑎𝑐𝑎𝑟𝑜𝑠𝑒                                      𝐸𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙 

Fonte: Schwan e Dias (2020). 

 

O caldo de cana, o substrato da fermentação, é rico em sacarose, que é a fonte de 

carbono. As leveduras utilizadas na fermentação, geralmente Saccharomyces cerevisiae, são 

capazes de sintetizar a invertase, a enzima que hidrolisa esse açúcar em glicose e frutose, sendo 

a glicose a fonte preferencial para a fermentação. Cada molécula de glicose disponível é 

convertida em duas moléculas de piruvato através da via glicolítica, por meio de reações 

catalisadas por diferentes enzimas. As duas moléculas de piruvato são descarboxiladas sob 

condições anaeróbicas pela ação da enzima piruvato descarboxilase, formando duas moléculas 

de acetaldeído e duas moléculas de gás carbônico (CO2). A enzima álcool desidrogenase 

catalisa a redução das moléculas de acetaldeído em duas moléculas de etanol. O etanol e o CO2 

são os dois principais produtos da fermentação. Já em condições aeróbicas, o piruvato é 

convertido em acetil-CoA, pela ação da piruvato desidrogenase e encaminhado ao ciclo do 

ácido cítrico (Figura 2) (ARAÚJO et al., 2018; SCHWAN; DIAS, 2020). 
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Figura 2 – Via de formação do etanol durante a fermentação alcoólica. 
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Fonte: Adaptado de Barbosa (2021). 

 

Ao longo da fermentação, as rotas metabólicas da levedura S. cerevisiae podem originar 

diversos compostos secundários voláteis e não voláteis, além do etanol e CO2, a depender das 

características do mosto de fermentação. A qualidade nutricional, o pH e a temperatura 

influenciam e direcionam as rotas metabólicas dos microrganismos presentes no processo 

fermentativo e determinam quais compostos serão sintetizados. Os compostos não voláteis 

incluem glicerol, mono e polissacarídeos, compostos fenólicos e ácidos orgânicos. Os 

compostos voláteis incluem álcoois, aldeídos, acroleína, ésteres, dicarbonil, ácidos graxos de 

cadeia curta e média, metilcetonas, lactonas, compostos fenólicos e sulfurados, carbamato de 

etila e terpenos. Como a cachaça/aguardente é uma bebida destilada, os compostos voláteis são 

os principais responsáveis pelas características sensoriais da bebida final (HIRST; RICHTER, 

2016).  

Na Figura 3, pode-se observar os diversos compostos voláteis que podem ser 

sintetizados pelo metabolismo da levedura S. cerevisiae e seus principais precursores. A 

produção desses compostos pode estar associada ao metabolismo primário ou secundário da 

levedura. O metabolismo primário é essencial para a manutenção e desenvolvimento das células 

e resulta na produção de etanol, glicerol, acetaldeído e ácido acético, ao passo que o 

metabolismo secundário é responsável pela produção de substâncias que não são essenciais para 
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a sobrevivência da levedura, como álcoois superiores, ésteres, compostos carbonílicos, 

compostos de enxofre, tióis e terpenoides (ARAÚJO, 2018; HIRST; RICHTER, 2016).  

 

Figura 3 – Compostos voláteis que podem ser sintetizados pelo metabolismo da levedura S. 

cerevisiae e influenciam na composição química da cachaça e aguardente de cana-

de-açúcar (AGCM: ácidos graxos de cadeia média). 

 

 

 
Fonte: Adaptado de Araújo (2018). 

 

Além da levedura S. cerevisiae, outros microrganismos podem estar presentes e 

contribuírem para as características do produto final. O mosto de fermentação produzido com 

o caldo de cana é caracterizado como um ambiente único e de alta competição entre os 

microrganismos presentes, visto que eles são expostos à alta concentração de etanol e pressão 

osmótica, e em muitos casos, sem o controle de temperatura ou a reutilização continua do 

inóculo. Devido a essas peculiaridades, apesar da predominância da espécie S. cerevisiae, 

ocorre a sucessão de diferentes espécies ao longo de todo o processo fermentativo, como outras 

espécies desse mesmo gênero (S. exiguous, S. paradoxus, S. servazzii e S. unisporus), assim 

como outros gêneros de leveduras, como Rhodotorula, Candida, Kluyveromyces, Pichia, 

Debaromyces, Meyerozyma e Hanseniaspora. Além das leveduras, bactérias também estão 

presentes durante a fermentação e influenciam nas características do produto final. Os 
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principais gêneros bacterianos associados à fermentação do caldo de cana para a produção de 

cachaça são Micrococcus, Bacillus, Propionibacterium, Lactobacillus, Leuconostoc e 

Clostridium (ARAÚJO et al., 2018; PORTUGAL et al., 2017; SCHWAN et al., 2001). 

A qualidade da fermentação é influenciada por diversos fatores, como aeração, 

concentração de açúcares, acidez (pH), temperatura, nutrientes e a presença de microrganismos 

contaminantes. Além disso, a forma de condução do processo fermentativo pode variar para 

cada produtor. Basicamente, é realizado em batelada em dornas de fermentação de aço 

inoxidável, com duração média 18-30 horas, e com reaproveitamento das células, até a perda 

de viabilidade. Durante a fermentação, é recomendável o controle da concentração de açúcares, 

da temperatura (26 ºC a 32 ºC), do pH e das condições higiênico-sanitárias do processo para 

alcançar bons rendimentos, geralmente em torno de 8% de etanol, e evitar a proliferação de 

microrganismos indesejados, como algumas bactérias (COSTA et al., 2021; SCHWAN; DIAS, 

2020).   

A principal variação na forma de condução da fermentação está associada ao tipo de 

cultura inicial utilizada, uma vez que muitos produtores, principalmente os de 

cachaça/aguardente produzidas em alambiques de cobre, utilizam a fermentação natural, com a 

cultura inicial sendo os próprios microrganismos presentes naturalmente no caldo de cana, ou 

preparam o seu próprio inóculo a partir de outras matérias-primas. Essa cultura é reconhecida 

regionalmente como “pé de cuba” ou “fermento-caipira”. Além disso, o caldo de cana 

adicionado diariamente é uma fonte diversa de leveduras e bactérias que irão participar da 

fermentação. Ao longo de todo o processo, esses microrganismos se multiplicam, mudam as 

características do mosto e produzem uma diversidade de compostos secundários. A utilização 

de cultura inicial natural é única para cada alambique e contribui para características singulares 

da cachaça produzida (BREXO et al., 2020; COSTA et al., 2021; PORTUGAL et al., 2016). 

O preparo do inóculo natural geralmente se inicia junto com a safra. Os produtores 

utilizam uma pequena quantidade de caldo de cana-de-açúcar, que contém naturalmente 

linhagens de leveduras e bactérias, e muitos suplementam esse caldo com outras fontes 

nutricionais, como arroz, fubá, frutas maduras, amido, suco de limão, entre outros. Esse 

substrato é mantido em repouso por tempo suficiente para que ocorra a fermentação espontânea 

(12 a 24 horas). Quando se inicia o desprendimento de CO2, indicando atividade fermentativa, 

adiciona-se novamente caldo de cana diluído. O processo é repetido até que a concentração 

celular atinja o volume desejável da dorna de fermentação (ARAÚJO et al., 2018; SCHWAN; 

DIAS, 2020).   
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 Em contrapartida, em processos em grande escala, como nas destilarias em aço 

inoxidável, ou quando se deseja uma maior padronização do produto final, há a opção da 

utilização de cepas selecionadas para a produção de cachaça/aguardente. Essas cepas são 

isoladas dos processos de fermentação de cachaça/aguardente com base em critérios, como alta 

capacidade fermentativa, resistência a condições de estresse e qualidade final da bebida 

produzida. A utilização de cepas selecionadas pode proporcionar rápida fermentação, fácil 

separação da biomassa do vinho, redução da contaminação e proliferação de microrganismos 

indesejáveis ao longo do processo, e maior padronização do produto produzido  (GONÇALVES 

et al., 2016; MUTTON et al., 2020; SOARES; SILVA; SCHWAN, 2011). 

 O isolamento e a identificação de cepas com potencial para utilização como inóculo para 

a produção de cachaça devem seguir várias etapas e atender a diferentes critérios. As cepas 

devem ser submetidas a testes morfológicos, bioquímicos e moleculares para detectar isolados 

com boas características fermentativas e dominância do processo de fermentação natural 

(SCHWAN; DIAS, 2020). Bernardi et al. (2008) isolaram e identificaram 106 cepas de S. 

cerevisiae provenientes de dez alambiques no sul de Minas Gerais. Esses isolados estão 

depositados nas coleções de leveduras dos laboratórios de Microbiologia do Instituto de 

Ciências Biológicas da Universidade Federal de Lavras (CCMA – Coleção de Culturas da 

Microbiologia Agrícola). A partir desses resultados, os isolados foram testados quanto à 

capacidade e velocidade de produção de etanol, utilizando diferentes fontes de carbono 

(sacarose, glicose e frutose), à produção de glicerol, produção de ácidos orgânicos, álcoois 

superiores, aldeídos, ésteres e à capacidade de floculação. Dentre esses isolados, aqueles que 

mais sobressaíram foram selecionados e submetidos à fermentação espontânea em batelada em 

dornas de 20 L, durante 26 dias consecutivos. Observou-se que três isolados foram 

predominantes nas dornas de fermentação e produziram bebidas de qualidade. Esses isolados 

deram origem à levedura selecionada S. cerevisiae CA 11, que é disponibilizada no Brasil em 

sua forma desidratada ativa, podendo ser utilizada prontamente para a fermentação (CAMPOS 

et al., 2010; SCHWAN; DIAS, 2020). 

 Diversos estudos relatam a influência da etapa de fermentação nas características da 

cachaça/aguardente produzida. Portugal et al. (2017) avaliaram as implicações do uso de cepas 

selvagens e de cepas de leveduras selecionadas na fermentação e observaram que a fermentação 

natural contribuiu para um perfil físico-químico distinto e de qualidade ao destilado. Também, 

analisando a utilização de culturas mistas na fermentação do caldo de cana, Amorim, Schwan 

e Duarte (2016) concluíram que o emprego do inóculo misto de S. cerevisiae e Meyerozyma 
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caribbica produzia uma bebida com maior concentração de compostos voláteis associados a 

bons descritores sensoriais e, consequentemente, maior aceitação sensorial. Gonçalves et al. 

(2016), ao compararem as cachaças obtidas por fermentação espontânea e por linhagens de 

leveduras selecionadas, constataram que as bebidas produzidas por leveduras selecionadas 

apresentaram menores valores de acidez volátil e menor variação na composição química. Com 

o objetivo de verificar os efeitos da utilização de diferentes nutrientes (farinha de milho, farelo 

de arroz, farinha de milho e farelo de arroz) e do tipo de inóculo (selecionado ou selvagem) 

durante a fermentação na formação do carbamato de etila, Mendonça et al. (2016) constataram 

que a bebida produzida com levedura selvagem e farelo de arroz apresentou as maiores 

concentrações de carbamato de etila. 

A etapa de fermentação finaliza quando a concentração de açúcares do mosto esgota-se, 

momento identificado por meio da determinação do °Brix do vinho, indicando a completa 

fermentação dos açúcares. Nesse momento, as leveduras presentes no mosto devem estar 

sedimentadas e permanecerem no fundo da dorna para serem reutilizadas na próxima 

fermentação. Em seguida, o vinho fermentado é destinado à etapa de destilação para separação 

dos compostos de interesse que originarão a cachaça/aguardente (CARDOSO, 2020; SCHWAN 

et al., 2001).  

        

2.2.4. Destilação 

 

O vinho ou mosto fermentado é uma mistura hidroalcoólica com graduação entre 7% a 

8% (v/v). A destilação do vinho consiste na separação do etanol e outros compostos voláteis de 

interesse, baseada na temperatura de ebulição, grau alcóolico e afinidade dos compostos pelo 

álcool e pela água. O processo ocorre por meio do aquecimento do mosto fermentado, seguido 

da condensação dos vapores formados, sendo algumas reações químicas induzidas pelo 

aquecimento, como hidrólise, esterificação e acetilação. O produto final da destilação é a 

cachaça ou aguardente de cana-de-açúcar, a depender da graduação alcóolica obtida ao final do 

processo (CARDOSO, 2020; SILVA; VERRUMA-BERNARDI; OLIVEIRA, 2020). 

A composição da cachaça/aguardente pode variar de acordo com o processo de 

destilação utilizado, tendo duas opções: as colunas de fracionamento em aço inoxidável e os 

alambiques de cobre. Nas colunas de fracionamento, o processo é contínuo e amplamente 

empregada em grande escala, principalmente no estado de São Paulo. Nesse tipo de processo, 
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não ocorrem separações das frações “cabeça”, “cauda” e “coração” (BORTOLETTO; 

SILVELLO; ALCARDE, 2018; CARDOSO, 2020;).  

Outra forma de destilação é a realizada em alambiques de cobre. Segundo o MAP, o 

alambique de cobre para a produção de cachaça é o equipamento de destilação por batelada 

utilizado para realizar o processo de destilação do mosto fermentado do caldo de cana-de-

açúcar, em que as paredes internas da panela, coluna e capitel são constituídas de cobre e as 

demais peças podem ser constituídas por materiais adequados para o fim que se destinam 

(BRASIL, 2022a). 

A destilação realizada em alambiques de cobre em batelada, associada a um menor 

volume de produção, é característica das bebidas produzidas em Minas Gerais. Além disso, é 

realizada a separação das frações “cabeça”, “cauda” e “coração” nesse processo, e ocorrem 

reações de sulfetos catalisadas pelo cobre presente no alambique, produzindo bebidas com 

aromas e sabores diferenciados. Em termos do volume de vinho a ser destilado, a fração cabeça 

representa 10% do volume inicial do vinho; a fração coração, aproximadamente 60% do vinho; 

e a fração cauda, 30% do volume do vinho que será destilado. A separação das frações “cabeça” 

e “coração” geralmente é realizada quando a graduação alcóolica atinge entre 70% a 80% (v/v). 

Entre as frações “coração” e “cauda”, o corte é feito com a graduação alcóolica entre 35% a 

50% (v/v), sendo a fração “coração” aquela que originará a cachaça/aguardente 

(BORTOLETTO; SILVELLO; ALCARDE, 2018; CARDOSO, 2020; SANTIAGO et al., 

2015; ZACARONI et al., 2015a). 

A separação das frações proporciona a separação de compostos desejáveis e indesejáveis 

produzidos durante a fermentação. Compostos mais voláteis, que apresentam maior afinidade 

por álcool-água, como aldeídos, ésteres, metanol e álcoois superiores, tendem a estar presentes 

em maiores concentrações na fração de cabeça, ao passo que o ácido acético e o furfural podem 

ser encontrados em maiores proporções na última fração, que tem como característica 

apresentar um teor alcoólico reduzido. O corte inadequado das frações, com a presença de 

cabeça e cauda na fração coração, pode culminar em uma bebida de baixa qualidade sensorial 

e até mesmo prejudicial à saúde do consumidor, devido à presença de substâncias indesejáveis 

em concentrações inapropriadas (BORTOLETTO; SILVELLO; ALCARDE, 2018; 

SANTIAGO et al., 2016).  

Segundo Baffa Júnior et al. (2011), a correta separação das frações “cabeça”, “cauda” e 

“coração”, durante a etapa de destilação, contribui para a redução da concentração do 

contaminante orgânico carbamato de etila, garantindo a maior qualidade do produto final. 
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Serafim et al. (2012) também relataram que a separação das frações origina bebidas com 

melhores características sensoriais, pois o correto corte entre as frações cabeça e coração pode 

reduzir a presença de compostos químicos que afetam a qualidade físico-química da bebida, 

como acetato de etila e carbamato de etila. Rodrigues et al. (2020) avaliaram a presença dos 

contaminantes carbamato de etila, 2,3-butanodiona, furfural e 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) 

em cachaças produzidas por destilação em coluna e em alambique de cobre. Os autores 

observaram que todas as amostras produzidas em alambiques de cobre estavam dentro dos 

limites estabelecidos para o carbamato de etila. Além disso, as amostras produzidas por 

destilação em colunas de aço inox apresentaram concentrações mais altas de 2,3-butanodiona, 

furfural e 5-hidroximetilfurfural (5-HMF). 

Além da diferença associada ao equipamento de destilação, a bebida pode ser submetida 

à bidestilação ou redestilação, desde que o produto obtido preserve as características sensoriais 

próprias dos componentes contidos na matéria-prima e daqueles formados durante a 

fermentação. A bidestilação é um processo no qual é realizada uma primeira destilação, com a 

formação de um destilado denominado vinho baixo. O processo é realizado até que todo o álcool 

do vinho seja extraído, que pode ser identificado pela graduação na saída do condensador 

próxima de 3% de etanol (v/v). Em seguida, o vinho baixo é submetido a uma nova destilação 

que, quando é realizada em alambique de cobre, devem ser separadas as frações cabeça, cauda 

e coração. A redestilação consiste em destilar uma segunda vez o produto já obtido, ou seja, o 

destilado alcoólico industrial (cachaça ou aguardente), sendo recomendado que o destilado 

alcoólico seja previamente diluído com água potável para redução da graduação alcoólica para, 

aproximadamente, 30% (v/v) etanol (ALCARDE, SOUZA; BORTOLETTO, 2012; BRASIL, 

2022a; SILVA et al., 2020). 

Ao final da destilação, é gerada a vinhaça, também conhecida popularmente como 

vinhoto, garapão, restilo, entre outros. A vinhaça é um coproduto de baixa graduação alcoólica 

que acumula as substâncias não voláteis e algumas substâncias voláteis do vinho, como sólidos 

em suspensão, minerais, biomassa das leveduras, açúcares não fermentescíveis, proteínas, 

ácidos graxos de cadeia longa, entre outros. Esse coproduto é amplamente utilizado na 

fertirrigação dos canaviais (CARDOSO, 2020; MATTOS; MARGARIDO; CECCATO-

ANTONINI, 2018). 

A cachaça/aguardente produzida após a destilação ainda não está pronta para o 

consumo, sendo recomentado um período de armazenamento de dois a três meses em 
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recipientes apropriados, e em local protegido para estabilização do “bouquet” e obtenção de 

um produto final de qualidade (CARDOSO, 2020). 

   

2.2.5. Armazenamento e envelhecimento 

 

Após a destilação, a cachaça/aguardente deve ser armazenada em barris de madeira de 

primeiro uso ou que tenham sido utilizados anteriormente para o armazenamento ou 

envelhecimento de bebidas, em tanques de materiais adequados para estarem em contato com 

alimentos, como o aço-inoxidável, ou em tanques de aço carbono com isolamento interno para 

evitar contaminação ou evaporação da bebida. Esse processo de armazenamento antes do 

envase é denominado maturação e pode ser utilizado para a classificação da 

cachaça/aguardente, sendo recomendado um período mínimo de armazenamento de dois a três 

meses para estabilização da bebida, já que o produto recém-destilado apresenta características 

sensoriais fortes e acentuado sabor alcóolico (BRASIL, 2022a; CARDOSO, 2020; SILVA; 

VERRUMA-BERNARDI; OLIVEIRA, 2020). 

O armazenamento em barris de madeira não é uma etapa obrigatória no processo de 

produção de cachaça/aguardente e não há um tempo mínimo estipulado para bebidas 

armazenadas. A bebida que fica armazenada por um período inferior a um ano não se caracteriza 

como uma bebida envelhecida; mas o armazenamento contribui para mudanças na característica 

do produto final, pois altera a composição química, o aroma e o sabor. Já o envelhecimento é 

uma etapa opcional do processo produtivo da cachaça/aguardente de extrema importância para 

agregação de valor à bebida. De acordo com a Portaria nº 539, de 2022 do MAP, a cachaça 

envelhecida é aquela que contém, no mínimo, 50% de cachaça/aguardente envelhecida em 

recipiente de madeira apropriado, com capacidade máxima de 700 L, por um período não 

inferior a um ano. A bebida que não é armazenada em barris de madeira durante a maturação, 

deve ser armazenada em tonéis de material adequado e que não se enquadre nos critérios 

definidos para o armazenamento e envelhecimento (BORTOLETTO; SILVELLO; ALCARDE, 

2018; BRASIL, 2022a; CARDOSO, 2020). 

 Durante o envelhecimento em barris de madeira, ocorrem diversas interações entre a 

madeira do barril e a cachaça/aguardente armazenada, como a migração de compostos da 

madeira para a bebida e reações de oxidações que contribuem para alterações da coloração, do 

perfil sensorial e da complexidade do “bouquet” aromático. Durante o envelhecimento, diversos 
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compostos como ácidos benzoicos, aldeídos cinâmicos e taninos são extraídos da madeira 

(BARBOSA et al., 2022a; FERNANDES et al., 2019) 

Existem diferentes tipos de madeiras que podem ser utilizadas nos barris de 

envelhecimento. Apesar do uso do carvalho já estar difundido, existem outras opções que 

também são empregadas, como amburana, amendoim, jatobá, ipê, bálsamo, peroba, entre 

outras. A espécie e origem geográfica da madeira, tempo de envelhecimento, tamanho e forma 

do barril, tratamento de tostagem, acabamento dado pelas tanoarias e tempo de utilização do 

barril também promovem efeitos diferentes em termos de características sensoriais e físico-

químicas da bebida (BORTOLETTO; SILVELLO; ALCARDE, 2021; FERNANDES et al., 

2019; SANTIAGO et al., 2016).     

Bortoletto, Silvello e Alcarde (2021), com o objetivo de determinar o perfil aromático 

de aguardentes de cana envelhecidas por 12 meses em barris novos com e sem tosta, elaborados 

com diferentes madeiras tropicais, constataram que o processo de envelhecimento da bebida 

nos barris preparados das duas formas aumentou a concentração de compostos fenólicos. Além 

disso, os autores concluíram que as bebidas envelhecidas em barris de diferentes espécies de 

madeiras tropicais apresentam diferentes perfis de compostos sensoriais. A bebida envelhecida 

em barris de cerejeira se destacou das demais, pois apresentou a maior complexidade aromática, 

conferindo mais de 50 compostos à aguardente armazenada, principalmente ácidos orgânicos e 

compostos fenólicos. 

Para avaliar o efeito da tosta (sem tosta, tosta fraca, tosta média e tosta intensa) em barris 

de carvalho no perfil físico-químico, quantificação dos hidrocarbonetos policíclicos aromáticos 

(HPA’s) e na composição fenólica na cachaça envelhecida, Barbosa et al. (2022a) observaram 

que o nível de tosta influenciou nos tipos e quantidade de compostos formados e extraídos dos 

barris pela bebida. Além disso, todas as bebidas apresentaram concentrações de HPA’s. 

Entretanto, a bebida armazenada em barris com tosta média apresentou as maiores 

concentrações desses compostos. 

Além dessas possibilidades de armazenamento, a cachaça e aguardente de cana poderão 

ser acondicionadas em contato com fragmentos de madeira durante essa etapa, com o objetivo 

de agregar a bebida características sensoriais próprias da madeira utilizada. Esses fragmentos 

de madeira devem ter tamanho adequado, que garanta que, no mínimo, 95% da massa fique 

retida em peneira com malha de 5,0 mm. O material utilizado pode ser natural ou torrado, desde 

que não tenha sofrido combustão, seja isento de demais tratamentos (químico, enzimático ou 
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físico), seja isento de substâncias que podem aumentar seu poder aromatizante natural e os 

compostos fenólicos extraíveis (BRASIL, 2022a). 

 

2.2.6. Envase 

 

Após a etapa de armazenamento ou envelhecimento, a cachaça/aguardente deve ser 

padronizada e filtrada para, em seguida, ser envasada. A etapa de padronização deve ser 

realizada quando se deseja que o produto final apresente características específicas definidas, 

como a redução ou aumento da graduação alcoólica. Para isso, deve-se utilizar água potável ou 

aguardente/cachaça com graduação alcoólica superior e de boa qualidade para evitar defeitos e 

contaminação do produto final. Em seguida, a bebida deve seguir para a operação de filtragem. 

Essa etapa é necessária para garantir que partículas em suspensão (contaminantes físicos) não 

estejam presentes na bebida final, assim como reduzir a contaminação por cobre nas bebidas 

produzidas em alambiques constituídos desse material. Para evitar a presença desses 

contaminantes, devem ser utilizados filtros que retiram sujidades e não alteram as 

características sensoriais da bebida (BARBOSA et al., 2022b; BORTOLETTO; SILVELLO; 

ALCARDE, 2018; CARDOSO, 2020). 

  Em seguida, a cachaça/aguardente está pronta para ser envasada. O envase consiste no 

acondicionamento da bebida em recipientes de volumes de até 1 L, adequados para a 

comercialização do produto. A embalagem é extremamente importante para a indústria e 

desempenha papel fundamental na comercialização e segurança do produto, sendo responsável 

pela proteção, contenção, comunicação e conveniência. A cachaça e aguardente de cana podem 

ser envasadas em recipientes que são elaborados por materiais inertes, como o vidro, já que 

embalagens que apresentam materiais capazes de interagir com compostos da bebida, como 

alguns plásticos, podem alterar a qualidade físico-química e sensorial do produto ao longo da 

vida de prateleira (CARDOSO, 2020; MACHADO et al., 2014; SOUZA et al., 2022). 

O efeito do armazenamento de cachaças envasadas em embalagens plásticas de 

polietileno tereftalato (PET) foi investigado por Souza et al. (2022), por meio da determinação 

de HPA’s nas bebidas armazenadas por 4 e 8 meses. Os autores constataram que o envase da 

bebida em embalagens PET, assim como o aumento do tempo de armazenamento, contribuíram 

para o acréscimo da concentração de HPA’s no produto, indicando que embalagens de material 

inadequado, quando utilizadas para o armazenamento de cachaça, podem interagir com a bebida 

e alterar a sua composição físico-química ao longo do armazenamento. Barbosa (2021) também 
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avaliou os efeitos do armazenamento de cachaças em embalagens PET e relatou que 60% das 

amostras estavam fora dos Padrões de Identidade e Qualidade para algum composto secundário. 

Além disso, todas as amostras apresentaram concentrações de HPA’s acima do relatado na 

literatura para cachaça envasada em embalagens de outros materiais. 

 

2.3. Compostos secundários e contaminantes  

 

Durante a fermentação, o açúcar presente no mosto é utilizado para o metabolismo dos 

microrganismos e produz principalmente etanol e dióxido de carbono. Em menores proporções, 

os compostos secundários, também denominado de congêneres, também são produzidos. Além 

da etapa de fermentação, ocorrem reações que contribuirão para formação e aumento das 

concentrações desses compostos na bebida durante etapas posteriores da cadeia de produção da 

cachaça/aguardente. A presença dos congêneres em quantidades adequadas é de extrema 

importância para a qualidade sensorial, pois eles são os responsáveis pelo “flavour” 

característico da cachaça/aguardente. Os compostos secundários são compostos voláteis, como 

ácidos carboxílicos, ésteres, aldeídos e álcoois superiores (CARDOSO, 2020; OLIVEIRA et 

al., 2020; PORTUGAL et al., 2017). 

Apesar de a presença dos compostos secundários ser desejável na bebida final, a sua 

concentração deve ser limitada, fato fundamental para manter a qualidade adequada do produto. 

O excesso de compostos secundários pode estar associado a diversos fatores, como manuseio 

inadequado da cana-de-açúcar, más condições higiênico-sanitárias do alambique, mosto com 

baixa qualidade nutricional, contaminação por microrganismos indesejados, condições 

inadequadas de temperatura, pH e aeração durante a fermentação, entre outros. Devido a isso, 

o MAP estabeleceu por meio da Portaria nº 539, de 26 de dezembro de 2022, os Padrões de 

Identidade e Qualidade (PIQ’s) para a cachaça e aguardente de cana-de-açúcar, que delimita a 

concentração que cada composto deve ter na bebida (Quadro 1) (BRASIL, 2022a; CARDOSO, 

2020; RIBEIRO et al., 2017). 

O etanol é o principal produto da fermentação do mosto do caldo de cana-de-açúcar 

realizada pelas leveduras. Entretanto, a sua concentração na bebida final deve estar dentro dos 

padrões estabelecidos pelos PIQ’s (Quadro 1). Concentrações inadequadas de etanol na cachaça 

pode ser atribuída à fermentação incompleta dos açúcares do mosto, ao corte inadequado das 

frações nas cachaças destiladas em alambique, a perdas durante o período de armazenamento 
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devido à evaporação e reações com outros compostos secundários, erros de padronização e 

embalagens impróprias (BRASIL, 2022a; CARDOSO, 2020; OLIVEIRA et al., 2020). 

 

Quadro 1 – Padrões de Identidade e Qualidade (PIQ’s) exigida pela legislação brasileira para 

cachaça e aguardente. 

Componente Unidade 
Limite 

Mínimo Máximo 

Graduação alcoólica (aguardente) % v/v de álcool etílico a 20 ºC 38,0 54,0 

Graduação alcoólica (cachaça) % v/v de álcool etílico a 20 ºC 38,0 48,0 

Acidez volátil, em ácido acético mg/100 mL de álcool anidro - 150,0 

Ésteres, em acetato de etila mg/100 mL de álcool anidro - 200,0 

Aldeídos, em aldeído acético mg/100 mL de álcool anidro - 30,0 

Furfural mg/100 mL de álcool anidro - 5,0 

Álcoois superiores* mg/100 mL de álcool anidro - 360,0 

Congêneres** mg/100 mL de álcool anidro 200,0 650,0 

Butan-2-ol (álcool sec-butílico) mg/100 mL de álcool anidro - 10,0 

Butan-1-ol (álcool butílico) mg/100 mL de álcool anidro - 3,0 

Álcool metílico mg/100 mL de álcool anidro - 20,0 

Acroleína mg/100 mL de álcool anidro - 5,0 

Carbamato de etila µg/L - 210,0 

Cobre mg/L - 5,0 

Açúcares totais (glicose) g/L - ≤ 6,0 

Açúcares totais (bebida adoçada) g/L > 6,0 < 30,0 

Fenólicos Totais (bebida envelhecida) presente   

*Álcoois superiores: isobutílico + isoamílicos + propílico. **Congêneres: acidez volátil + ésteres + 

aldeídos + furfural + álcoois superiores. Fonte: Brasil (2022a). 

 

Os aldeídos são formados durante a fermentação a partir da ação de leveduras nos 

estágios iniciais da fermentação, e tende a ser oxidado a ácido acético nas etapas finais, devido, 

principalmente, à aeração excessiva do mosto. Os PIQ’s definem que a concentração de 

aldeídos na cachaça/aguardente deve ser de até 30 mg/100 mL de álcool anidro (aa) (Quadro 

1). O principal aldeído formado é o acetaldeído (Figura 4), que pode representar até 90% dos 

aldeídos totais. A presença desse aldeído é comum em bebidas fermento-destiladas, pois ele é 

o último precursor antes da formação do etanol, sendo um dos principais metabólitos 

intermediários da fermentação, em que o piruvato, o produto final da glicólise, é convertido em 
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acetaldeído por meio da enzima piruvato descarboxilase (Figura 2). Os demais aldeídos podem 

ser formados pela oxidação de aminoácidos, dos álcoois superiores ou dos ácidos graxos 

(BRASIL, 2022a; CARDOSO, 2020; LIMA et al., 2022; SWIEGERS et al., 2005).   

 

Figura 4 – Estrutura química do acetaldeído (etanal). 
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Fonte: Cardoso (2020). 

 

Em altas concentrações, aldeídos podem ser tóxicos ao consumidor, podendo ocasionar 

problemas relacionados ao sistema nervoso central. Além disso, dependendo da concentração, 

podem ser responsáveis por aromas desagradáveis. Uma forma de evitar altas concentrações de 

aldeídos na cachaça/aguardente é realizando a separação da fração “cabeça” do “coração” de 

forma correta. Em concentrações adequadas, os aldeídos podem ser responsáveis por diversos 

aromas que dão notas sutis a avassaladoras à bebida, dependendo do teor e do tipo de aldeído  

(CAETANO et al., 2022; CARDOSO, 2020; LIMA et al., 2022; SANTIAGO et al., 2016). 

Os ésteres são os compostos aromáticos que, em baixas concentrações, são responsáveis 

pelo aroma agradável de frutas; porém, podem conferir um sabor desagradável e enjoativo à 

cachaça/aguardente em altas concentrações. A legislação define que esses compostos devem 

estar presentes na bebida em até 200 mg/100 mL aa (Quadro 1). Os ésteres podem ser formados 

durante a fermentação, a partir do metabolismo secundário das leveduras, em que é produzido 

principalmente acetato de etila (aproximadamente 80%) (Figura 5); ou durante a destilação e 

envelhecimento, por reações de esterificação entre os álcoois e ácidos carboxílicos; ou também 

durante o envelhecimento, período no qual alguns ésteres são formados pela interconversão dos 

compostos fenólicos, como o siringato de etila e vanilato de etila, e também pela extração da 

madeira, como o homovanilato de metila e o seringato de metila (BRASIL, 2022a; CARDOSO, 

2020; DIAS, 1997; SANTIAGO et al., 2016; VICHI et al., 2007; ZACARONI, 2009). 

 

Figura 5 – Estrutura química do éster acetato de etila. 
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Fonte: Cardoso (2020). 
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Os ésteres que são formados durante a fermentação são produzidos pelas leveduras em 

reações de esterificação entre o álcool e ácidos carboxílicos em baixo pH. A reação requer uma 

molécula de álcool, acetil-CoA e uma enzima sintetizadora de éster, a álcool acetiltransferase 

(AAT). Os dois principais ésteres produzidos durante a fermentação são acetatos e ésteres 

etílicos de ácidos graxos de cadeia média (AGCM). Os acetatos são resultados da esterificação 

de acetil-CoA e um álcool, sendo o acetato de etila o mais encontrado devido às altas 

concentrações de etanol e à natureza mais reativa dos álcoois primários. Durante a fase de 

crescimento exponencial tardio, intermediários dos ácidos graxos de cadeia média são liberados 

prematuramente do complexo citoplasmático de ácido graxo sintase, e essa liberação 

desencadeia a síntese de éster. Além desses, alguns ésteres, especialmente o lactato de etila, 

estão ligados à contaminação bacteriana do mosto, como por Lactobacillus spp. (HIRST; 

RICHTER, 2016; WALKER; STEWART, 2016). 

Os ácidos carboxílicos também fazem parte dos compostos orgânicos da 

cachaça/aguardente. Eles são desejáveis, em concentrações reduzidas, pois contribuem para a 

formação de ésteres a partir de reações de esterificação com álcoois. Mas são responsáveis por 

um sabor desagradável, em altas concentrações, prejudicando a qualidade da bebida. O limite 

máximo permitido para acidez volátil na cachaça e aguardente é de 150 mg/100 mL aa (Quadro 

1). O principal ácido presente é o ácido acético (Figura 6), sendo o constituinte majoritário da 

acidez volátil. Altas concentrações desse ácido estão associadas a práticas inadequadas de 

manuseio da cana-de-açúcar, como estocagem por um longo período, e a contaminação do 

mosto por bactérias acéticas, devido ao excessivo tempo de descanso entre o processo de 

fermentação e destilação. Além disso, a presença de ácidos também pode ser relacionada à etapa 

de envelhecimento, quando pode ocorrer a oxidação do etanol a ácido acético, e a extração de 

alguns compostos da madeira, como ácidos orgânicos não voláteis, taninos e substâncias 

fenólicas (BRASIL, 2022a; CARDOSO, 2020; PORTUGAL et al., 2017; SANTIAGO et al., 

2016). 

 

Figura 6 – Estrutura química do ácido acético (ácido etanóico). 
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Fonte: Cardoso (2020). 
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Durante a fermentação, além da produção de ácido acético pelo metabolismo de 

bactérias, esse ácido pode ser produzido pelo metabolismo das leveduras como um 

intermediário do desvio da piruvato desidrogenase, uma via responsável pela conversão do 

piruvato em acetil-CoA, por meio de uma série de reações catalisadas pela piruvato 

descarboxilase, acetaldeído desidrogenase e acetil-CoA sintase (SWIEGERS et al., 2005). 

Além do ácido acético, ácidos graxos de cadeia média, como o hexanóico, octanoico ou 

decanoico são produzidos pelas leveduras e constituem o substrato inicial para a formação final 

dos ésteres etílicos. Entre as leveduras, S. cerevisiae é capaz de sintetizar principalmente ácidos 

hexanoico e octanoico em grandes quantidades, mas também ácidos pentanoico, decanoico e 3-

metilbutanoico (Figura 7) (CARPENA et al., 2020).   

  

Figura 7 – Estruturas químicas de alguns ácidos sintetizados pelo metabolismo das leveduras. 
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Fonte: Do autor. 

 

Os álcoois superiores são o maior grupo de substâncias voláteis encontradas nas bebidas 

destiladas e são formados durante o metabolismo natural das leveduras, a partir de aminoácidos 

ou pela redução de aldeídos no processo de fermentação, sendo afetados pelas condições do 

meio de fermentação, quantidade e viabilidade do inóculo, pela temperatura, e teor de álcool 

do mosto, entre outros fatores. Os principais álcoois encontrados em cachaças/aguardentes são 

álcoois isoamílico (3-metilbutan-1-ol), amílico (pentan-1-ol), isobutílico (2-metilpropan-1-ol) 

e propílico (propan-1-ol) (Figura 8), que são desejáveis em concentrações adequadas e, 

juntamente com os ésteres, são responsáveis pelo “flavour”, mas em altas concentrações são 

chamado de óleo fúsel, e diminuem o valor comercial e a qualidade da cachaça/aguardente 

(CARDOSO, 2020; CRAVO et al., 2019; GONÇALVES et al., 2016; SANTIAGO et al., 2016). 

Como se pode observar no Quadro 1, o MAP exige que a concentração dos álcoois superiores 
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isobutílico, isoamílicos e propílico não deva exceder 360 mg/100 mL de álcool anidro na 

cachaça e aguardente de cana-de-açúcar (BRASIL, 2022a). 

A produção de álcoois superiores durante a fermentação está relacionada à concentração 

de aminoácidos no mosto e segue a desaminação e descarboxilação de aminoácidos, como a 

leucina, isoleucina e valina, conhecida como Via de Ehrlich (Figura 9). Essa rota catabólica 

entra em ação quando há excesso de aminoácidos no meio. Quando esses são deficientes, uma 

rota anabólica alternativa chamada via de biossíntese torna-se operacional, derivando álcoois 

superiores de intermediários α-cetoácidos. Outros fatores que contribuem para a formação 

desses compostos são temperaturas mais altas de fermentação e a presença de leveduras não 

Saccharomyces  (SWIEGERS et al., 2005; WALKER; STEWART, 2016). 

 

Figura 8 – Estruturas químicas dos álcoois superiores desejáveis. 

 

 
Fonte: Cardoso (2020). 

 

Figura 9 – Formação de álcoois superiores a partir da Via Catabólica de Ehrlich. 

 

 
 

Fonte: Adaptado de Araújo (2018). 
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Os compostos fenólicos são uma classe de compostos oriundos do processo de 

armazenamento e envelhecimento da cachaça e aguardente de cana em barris de madeira. Ao 

longo do período de armazenamento, os compostos fenólicos podem ser incorporados à bebida 

devido à degradação da lignina, visto que a cachaça/aguardente é uma solução hidroalcoólica 

com capacidade de extrair diversos compostos da madeira. Entretanto, a concentração e os tipos 

de compostos fenólicos que estarão presentes na bebida dependem do tipo da madeira, da tosta 

utilizada na produção do barril, e do processo e tempo de fabricação dos barris. Alguns 

compostos fenólicos encontrados em cachaça e aguardente envelhecida e armazenada são 

vanilina, seringaldeído, coniferaldeído, sinapaldeído, ácidos vanílico, gálico, elágico, ferúlico 

e siringico (Figura 10). A legislação brasileira exige a presença de compostos fenólicos nas 

cachaças e aguardente de cana-de-açúcar classificadas como envelhecidas, como se pode 

observar no Quadro 1 (BORTOLETTO; SILVELLO; ALCARDE, 2021; BRASIL, 2022a; 

CARDOSO, 2020). 

O 1,2,3-propanotriol (glicerol) é um triálcool, como pode ser visto na Figura 11, que 

pode estar presente na aguardente de cana e na cachaça. O glicerol é um dos produtos 

majoritários da fermentação alcóolica produzido pelo metabolismo das leveduras, porém, a sua 

concentração na bebida final tende a ser reduzida, visto que esse composto pode ser degradado 

durante a fermentação, originando outras substâncias, e ocorre a redução de moléculas de alta 

temperatura de ebulição na etapa de destilação, como o glicerol, que apresenta uma temperatura 

de ebulição de 290 ºC. Quando a cachaça/aguardente passa pela etapa de armazenamento e 

envelhecimento em barris de madeira, a concentração de glicerol na bebida pode aumentar. 

Durante esse processo, ocorrem reações entre o destilado e a madeira, assim como a 

transesterificação dos triglicerídeos da madeira, que resulta em ácidos graxos e glicerol. Apesar 

de estar presente na bebida, esse composto orgânico não tem sua concentração delimitada pela 

legislação nacional (BRASIL, 2022a; CARDOSO, 2020; CARVALHO et al., 2020; TÁBUA 

et al., 2020).   
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Figura 10 – Principais compostos fenólicos incorporados à cachaça após o processo de 

envelhecimento e armazenamento. 
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Fonte: Adaptado de Santiago (2016) e Zacaroni (2009). 

 

 

Figura 11 – Estrutura química do 1,2,3-propanotriol (glicerol). 
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Fonte: Cardoso (2020). 

 

Além desses compostos secundários, que são desejáveis, outros compostos são 

formados durante as etapas de processamento da cachaça/aguardente. Entretanto, esses 

compostos são considerados contaminantes da bebida, por apresentarem efeitos maléficos à 

saúde dos consumidores. Assim, foram estabelecidos pelos PIQ’s os limites máximos de alguns 

desses contaminantes (Quadro 1). Os principais contaminantes encontrados são o metanol e os 
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álcoois superiores: butílico (butan-1-ol) e sec-butílico (butan-2-ol), furfural e HMF, acroleína 

(propen-2-al), carbamato de etila, e o cobre (BRASIL, 2022a; CARDOSO, 2020). 

O metanol ou álcool metílico (Figura 12) é indesejável na cachaça/aguardente, pois a 

sua ingestão, mesmo que em quantidades reduzidas por um longo período, pode causar cegueira 

e levar até à morte. Quando presente, a concentração de metanol não deve exceder 20 mg/100 

mL aa (Quadro 1). No organismo, a oxidação do metanol origina ácido fórmico e dióxido de 

carbono, que são responsáveis pela acidose do sangue, ocasionando distúrbios no sistema 

respiratório. No processo de produção da cachaça/aguardente, o metanol é gerado pela 

degradação da pectina presente nos bagacilhos da cana-de-açúcar que chegam até as dornas de 

fermentação, quando não há a filtragem correta do caldo de cana ou pela adição de matérias-

primas ricas em pectinas ao mosto. As leveduras são capazes de sintetizar as enzimas 

pectinolíticas, que são classificadas em esterases e depolimerases (liases e hidrolases). A 

hidrólise da pectina por liases produz oligo- ou mono-galacturonato, enquanto a hidrólise da 

pectina por esterases produz ácido péctico e metanol, sendo algumas cepas de Saccharomyces 

capazes de produzir os três tipos de enzimas pectinolíticas. Quando há presença de bagaço de 

cana-de-açúcar no mosto de fermentação, essa enzima é excretada e hidrolisa a pectina do 

bagaço, produzindo o metanol  (BRASIL, 2022a; CARDOSO, 2020; CRAVO et al., 2019; 

OHIMAIN, 2016; SANTIAGO et al., 2016). 

 

Figura 12 – Estrutura química do metanol. 
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Fonte: Cardoso (2020). 

 

Outros álcoois que também são indesejáveis na cachaça/aguardente são os álcoois 

superiores butílico (butan-1-ol) e sec-butílico (butan-2-ol) (Figura 13). Segundo o MAP, as 

concentrações máximas desses álcoois devem ser, respectivamente, de até 3,0 e 10,0 mg/100 

mL aa (Quadro 1). Esses compostos apresentam alta toxicidade em comparação ao etanol. E 

são formados pela contaminação do mosto de fermentação pela bactéria Clostridium 

acetobutylicum e bactérias do gênero Lactobacillus. O butan-1-ol pode ser formado durante a 

fermentação devido à contaminação do mosto por bactérias acetobutílicas e pela hidrólise do 

seu acetato correspondente. O butan-2-ol pode ser formado pelo metabolismo dessas bactérias 

por redução enzimática do 2,3-butanodiol ou espontaneamente via degradação oxidativa de 2,3-

butanodiol.  Para reduzir a formação desses compostos, é recomendável evitar que a cana-de-
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açúcar seja alocada próxima a estábulos e locais de ordenha para reduzir a contaminação da 

matéria-prima por esses microrganismos  (BRASIL, 2022a; CARDOSO, 2020; DUARTE et 

al., 2017; LIMA et al., 2022; PORTUGAL et al., 2017; SPAHO et al., 2013). 

 

Figura 13 – Estrutura química dos álcoois superiores indesejáveis. 
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Fonte: Cardoso (2020). 

 

Os aldeídos aromáticos furfural e 5-hidroximetilfurfural (Figura 14) são contaminantes 

da cachaça/aguardente considerados tóxicos e com potencial carcinogênico. A presença desses 

aldeídos não está associada à etapa de fermentação. Eles são resultantes da desidratação e 

degradação térmica de pentoses e hexoses, respectivamente, e podem ser formados devido à 

prática inadequada da queima da cana-de-açúcar, pela presença de resíduos de açúcar e levedura 

durante o aquecimento na destilação, e durante o processo de envelhecimento da bebida pela 

ação dos ácidos nas pentoses e seus polímeros (hemiceluloses), que podem estar presentes nos 

barris de madeira usados para armazenar a bebida. A presença de ácidos e o aumento da 

temperatura potencializam as reações de formação desses aldeídos, e a redução do teor de 

sólidos presentes no vinho contribui para minimizar a formação desses compostos. No Quadro 

1, pode-se observar o limite máximo de furfural e HMF permitidos na cachaça e aguardente de 

cana-de-açúcar, 5 mg/100 mL aa. (BRASIL, 2022a; CARDOSO, 2020; FRANCO; SUAREZ; 

SANTOS, 2017; MASSON et al., 2007; PORTUGAL et al., 2017). 

 

Figura 14 – Estruturas químicas do furfural e 5-hidroximetilfurfural. 
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Fonte: Cardoso (2020). 
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O propen-2-al (acroleína) (Figura 15) é um composto extremamente tóxico por todas as 

vias de exposição. Devido a isso, a sua concentração na bebida não deve exceder 5,0 mg/100 

mL aa (Quadro 1). Entretanto, seu mecanismo de formação ainda não está bem elucidado. No 

processo de produção de cachaça/aguardente, a formação de acroleína ocorre durante o 

processo de fermentação por meio da desidratação do glicerol associado a bactérias 

termofermentativas Bacillus amaracrylus e Lactobacillus colinoides. O metabolismo dessas 

bactérias pode converter o glicerol a 3-hidroxipropionaldeído (3-HPA) em condições 

anaeróbicas e, em seguida, o 3-HPA é espontaneamente transformado por desidratação térmica 

em acroleína, sendo esta reação favorecida por baixo pH, altas temperaturas e catalisadores 

metálicos (Figura 16). A acroleína também pode ser formada a partir de reações químicas que 

resultam na desidratação do glicerol em condições específicas, como altas temperaturas, meio 

ácido e catalisadores metálicos. Essas condições podem ser encontradas durante o processo de 

produção da cachaça, principalmente durante a destilação, a depender das características do 

vinho a ser destilado.  Os ácidos presentes no vinho podem favorecer a protonação do glicerol, 

com a formação do intermediário 1,3-di-hidroxipropeno que, após rearranjo ceto-enólico, 

produz 3-HPA, que pode originar acroleína por desidratação térmica. Acredita-se que o aroma 

penetrante e apimentado em bebidas recém-destiladas, uísques, conhaques ou rum é causado 

pela presença de acroleína. Esse composto apresenta características mutagênicas e a exposição 

prolongada provoca irritação no sistema respiratório de animais e humanos (ABDULLAH et 

al., 2022; BAUER; COWAN; CROUCH, 2010; BRASIL, 2022a; CARDOSO, 2020; LAGO; 

WELKE, 2019; LAS HERAS et al., 2020; MASSON et al., 2012).   

 

Figura 15 – Estrutura química do propen-2-al (acroleína). 
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Fonte: Cardoso (2020). 

 

Figura 16 – Formação da acroleína a partir do catabolismo do glicerol. 
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Fonte: Adaptado de Bauer, Cowan e Crouch (2010). 



45 
 

 
 

 

O carbamato de etila, conhecido como uretana ou etiluretana (Figura 17), também é um 

composto secundário formado durante o processo de produção da cachaça/aguardente. Do 

mesmo modo, a origem desse composto ainda não está esclarecida. Alguns autores sugerem 

que ele pode ser originado pelo metabolismo dos microrganismos durante a fermentação, 

dependendo do substrato, do tipo de microrganismo empregado e das condições do processo 

(BORGES et al., 2014; GOWD et al., 2018; RIACHI et al., 2014). Outros pesquisadores 

sugerem que ele pode ser gerado durante a destilação, dependendo do tipo de destilação que é 

utilizada (contínua ou descontínua), do material do destilador, da separação das frações e da 

taxa de refluxo durante o processo (BAFFA JÚNIOR et al., 2011; BORGES et al., 2014; 

BORTOLETTO; ALCARDE, 2015; BORTOLETTO; SILVELLO; ALCARDE, 2015).  

Alguns apontam para a formação durante a etapa de envelhecimento em barris de madeira, e do 

material, condições e tempo de armazenamento (SANTIAGO et al., 2017; ZACARONI et al., 

2015a). Existem estudos que relacionam a formação do carbamato de etila com a matéria-prima 

e composição do mosto de fermentação (BORTOLETTO; SILVELLO; ALCARDE, 2015; 

CRAVO et al., 2019; GALINARO et al., 2015; MENDONÇA et al., 2016). O limite máximo 

de carbamato de etila permitido para cachaça e aguardente de cana é de 210 µg/L (Quadro 1) 

(BRASIL, 2022a). 

 

Figura 17 – Estrutura química do carbamato de etila. 
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Fonte: Cardoso (2020). 

 

Outros contaminantes orgânicos, que não são regulamentados pela legislação vigente, 

podem estar presentes na cachaça/aguardente de cana. O diacetil (2,3-butanodiona) (Figura 18), 

também denominada de dicetona vicinal, é um subproduto da fermentação alcoólica devido ao 

metabolismo inadequado do piruvato. Pode ser produzido por leveduras do gênero 

Saccharomyces como o produto resultante da descarboxilação oxidativa do α-acetolactato fora 

da célula de levedura e, então, é reabsorvido pela célula da levedura e convertido em acetoína 

e, posteriormente, a 2,3-butanodiol pela ação da 2,3-butanodiol desidrogenase e outra(s) 

enzimas não totalmente caracterizada(s). Alguns gêneros de bactérias, como Lactobacillus, 

Streptococcus e Bacillus, também são capazes de produzir diacetil durante a fermentação 
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malolática. Apesar de o diacetil ser geralmente reconhecido como seguro, em inglês “Generally 

Recognized As Safe” (GRAS), em concentrações inadequadas (acima do limiar do odor), esse 

composto pode ser responsável por características sensoriais indesejadas para cachaça e 

aguardente, como aroma de amanteigado (CARDOSO, 2020; LI et al., 2020; RODRIGUES et 

al., 2020; SHIN et al., 2020). 

 

Figura 18 – Estrutura química da 2,3-butanodiona (diacetil). 
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Fonte: Cardoso (2020). 

 

Os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPA’s) são compostos caracterizados por 

possuir dois ou mais anéis aromáticos condensados e também são contaminantes que podem 

estar presentes na cachaça/aguardente de cana. Esses compostos podem ser formados por 

processos naturais ou artificiais por meio da degradação térmica de matéria orgânica. Algumas 

substâncias desse grupo de contaminantes são considerados tóxicos, mutagênicos e 

carcinogênicos. Durante os processamentos térmicos, pode ocorrer a formação de radicais a 

partir da degradação de estruturas orgânicas. Esses radicais podem reagir entre si para formar 

estruturas cíclicas, que possuem alta estabilidade e, em contato com o organismo humano, 

podem se ligar permanentemente ao DNA e causar alterações nas células. Entretanto, apesar da 

potencial toxicidade, as concentrações desses contaminantes ainda não são delimitadas pela 

legislação vigente para a cachaça e aguardente. A presença dos HPA’s nas bebidas pode ser 

atribuída à qualidade do ar atmosférico da região de localização da unidade produtora, à queima 

da cana-de-açúcar antes da colheita, ao contato da matéria-prima com lubrificantes dos 

equipamentos, assim como aos materiais dos equipamentos e utensílios que entram em contato 

com o produto ao longo do processamento e armazenamento (ABRANTES, 2022; BARBOSA 

et al., 2022a; SOUZA et al., 2022; CARDOSO, 2020). Algumas estruturas de HPA’s estão 

apresentadas na Figura 19. 
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Figura 19 – Estruturas químicas de alguns exemplos de HPA’s. 
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Fonte: Cardoso (2020). 

 

Além desses compostos orgânicos indesejados, alguns íons metálicos também podem 

ser responsáveis pela contaminação da cachaça/aguardente, como o cobre. Essa fração 

inorgânica pode ser oriunda do processo de produção, a depender do tipo de equipamento 

utilizado. O limite máximo permitido na bebida para o cobre está estabelecido nos PIQ’s, como 

pode ser observado no Quadro 1 (BRASIL, 2022a; CARDOSO, 2020).   

O cobre é o principal metal constituinte dos alambiques, e apesar de ser considerado um 

contaminante, a sua presença durante a etapa de destilação é de extrema importância para 

eliminação de odores desagradáveis derivados da presença de compostos sulfurados, que 

podem ser observados em cachaça/aguardente destilada em colunas de aço-inoxidável. O teor 

máximo de cobre na bebida não deve ultrapassar 5,0 mg/L. A contaminação da bebida com o 

cobre ocorre durante o processo de destilação da bebida, quando os vapores ácidos transportam 

o carbonato básico de cobre [CuCO3Cu(OH)2] formado nas paredes internas do alambique até 

o destilado final. A presença de cobre na cachaça/aguardente pode ser evitada por 

procedimentos simples, como a assepsia adequada do alambique após a destilação, a separação 

entre as frações “cabeça” e “coração”, e pela filtragem da cachaça/aguardente recém-destilada 

utilizando resinas adsorventes para a remoção de cobre (BARBOSA et al., 2022b;  BRASIL, 

2022a; CARDOSO, 2020; DUARTE et al., 2017). 

Além dos filtros de resina tradicionais, existem estudos que relatam a eficiência de 

opções de adsorventes alternativos obtidos de fontes naturais. Barbosa et al. (2022b) 

investigaram o uso da fibra de coco como adsorvente de cobre na cachaça e observaram que a 

biomassa tem potencial para ser utilizada para essa finalidade, pois foi eficiente na remoção do 

cobre e gerou apenas pequenas alterações na composição físico-química da bebida. Utilizando 
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argila e carvão ativado como adsorventes para a remoção de cobre de cachaças, Zacaroni et al. 

(2015b) constataram que a argila apresenta alta especificidade para a remoção dos íons de 

cobre, sem redução significativa na concentração de congêneres. 

 

2.4. Metodologias de identificação da microbiota 

 

A microbiota ou microbioma é um ecossistema dinâmico que envolve diversas 

interações entre os microrganismos e o ambiente em que estão inseridos. A microbiota 

responsável pala produção de alimentos e bebidas fermentadas estão associados ao ambiente de 

processamento, matérias-primas e aos próprios produtos, devendo ser equilibrada, para permitir 

a obtenção de produtos seguros e de alto padrão de qualidade, sendo fundamental para 

impressão de características organolépticas distintas e específicas nos alimentos e bebidas 

fermentadas (SABATER et al., 2021).  

A microbiota presente no processo de produção da cachaça/aguardente de cana-de-

açúcar tem influência significativa na qualidade físico-química e sensorial do produto final. 

Alguns estudos relatam que a fermentação para a produção de cachaça é um processo complexo 

e de grande diversidade microbiológica, com a presença de leveduras e bactérias. Durante toda 

a safra, a diversidade dos microrganismos presentes no processo é influenciada pela 

incorporação de diferentes espécies oriundas da colheita da cana-de-açúcar, transporte e 

moagem dos colmos, adição de água para padronização do mosto, ambiente de fermentação e 

fermento utilizado (GOMES et al., 2010; GUARDADO et al., 2022; SEQUINO et al., 2022). 

Há diversos estudos “in vitro” que relatam a influência da microbiota nas características 

físico-químicas e sensoriais da bebida produzida, como o realizado por Portugal et al. (2017), 

objetivando investigar em laboratório a influência de diferentes espécies de leveduras nativas 

em comparação com outras cepas comerciais, no perfil químico da cachaça. Os autores 

constataram que a fermentação espontânea contribui para um perfil químico distinto e de 

qualidade ao destilado.  

Realizando uma fermentação com aumento gradual da concentração do mosto de cana-

de-açúcar para produção de cachaça, com o intuito de observar a influência da diversidade 

microbiana nas características organolépticas da bebida produzida, Portugal et al. (2016) 

concluíram que os microrganismos envolvidos na fermentação têm impactos na qualidade 

química do produto produzido, podendo contribuir de forma positiva e negativa para a 

qualidade do produto final. 
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Duarte, Amorim e Schwan (2013) avaliavam o efeito da cocultura de Pichia anomala 

UFLA CAF70, P. anomala UFLA CAF119 e Pichia caribbica UFLA CAF733, com 

Saccharomyces cerevisiae UFLA CA11 na fermentação para a produção de cachaça, 

observando que melhorias claras poderiam ser obtidas no processo de fermentação com cultura 

mista, em vez de culturas puras de S. cerevisiae. Mostraram que essa forma de fermentação 

pode ser uma alternativa para melhorar a qualidade da cachaça. Anteriormente, Duarte et al. 

(2011) avaliaram o efeito “in vitro” de coinoculação de Lactobacillus fermentum com 

Saccharomyces cerevisiae UFLA CA11 sobre a qualidade da cachaça (aguardente de cana-de-

açúcar) e observaram que a coinoculação da levedura com a bactéria influenciou na qualidade 

química e sensorial final da bebida. 

Entretanto, são escassos os trabalhos que relatam sobre a diversidade microbiota da 

produção de cachaça observada em campo, coletando amostras diretamente dos alambiques 

produtores. Schwan et al. (2001) realizaram um estudo para descrever e detalhar a variabilidade 

das populações microbianas do processo de produção de cachaça em quinze destilarias do sul 

de Minas Gerais. Os autores constataram que a levedura Saccharomyces cerevisiae foi a 

levedura predominante, mas Rhodotorula glutinis e Candida maltosa foram predominantes em 

três casos. A infecção bacteriana foi um problema potencial, e em alguns casos, alcançou uma 

relação leveduras:bactérias de 10:1 ou menos. Os autores utilizaram métodos de cultivo para a 

contagem e identificação dos microrganismos, e a maioria dos isolados foi caracterizada por 

métodos fisiológicos e morfológicos padrão envolvendo 77 testes. Apenas a espécie 

predominante S. cerevisiae foi identificada pela caracterização preliminar usando um método 

de Polimerase Chain Reaction (PCR). 

Para que seja possível a realização de trabalhos que avaliam a influência da microbiota 

na qualidade do produto final, são necessárias a identificação e a caracterização por técnicas 

específicas. Há uma gama de métodos disponíveis para identificação de microrganismos em 

alimentos e bebidas, como os métodos de cultura convencional, protocolos imunológicos, 

métodos moleculares e métodos espectroscópicos. A escolha do método deve ser baseada nas 

características das amostras, disponibilidade de material e equipamentos, custos e objetivos 

(FERONE et al., 2020).  

O método tradicional de cultivo de cultura é um dos métodos mais utilizados para 

isolamento e identificação de microrganismos. É um método constituído por diversas etapas, 

incluindo contagem, isolamento e identificação. Para contagem e isolamento, é necessária a 

preparação das amostras, enriquecimento, diluição, plaqueamento, contagem e isolamento de 
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colônias de espécies únicas para posterior caracterização. Em seguida, deve-se seguir para a 

etapa de identificação que se baseia na estrutura morfológica, bioquímica, fisiológica (fenótipo) 

e/ou características genéticas (genótipo) do microrganismo usando uma diversidade de 

abordagens (FERONE et al., 2020; SABATER et al., 2021).  

O método de cultivo é uma técnica de relativa confiabilidade, baixo custo, boa 

eficiência, variabilidade de aplicação e sensibilidade, sendo uma etapa necessária também para 

determinar a viabilidade e validar as previsões do fenótipo com base na análise genômica. 

Entretanto, é uma técnica trabalhosa e demorada, visto que são necessários longos períodos de 

preparo de amostra, crescimento dos microrganismos, execução de testes bioquímicos e 

rigoroso cuidado em relação à assepsia para evitar a contaminação. Além disso, métodos 

dependentes de cultura permitem o estudo apenas dos microrganismos cultiváveis nos meios de 

cultura disponíveis, correndo o risco de não se ter uma visão real da biodiversidade da 

população microbiana, sendo deficientes para a completa caracterização da microbiota e falhos 

para detecção de algumas espécies e gêneros (GALIMBERTI et al., 2015; LOPÉZ, BAQUERA, 

VIVEROS, 2020). 

A espectrometria de massas (EM) é uma técnica analítica precisa baseada na 

identificação e quantificação de compostos químicos ionizados a partir da determinação da 

relação massa/carga (m/z) desses compostos. A técnica de espectrometria de massas se 

desenvolveu ao longo dos anos, permitindo a ampliação da gama de aplicações, como o 

surgimento da técnica Ionização por Dessorção a Laser Assistida por Matriz (MALDI), que 

permitiu a aplicabilidade da EM para grandes moléculas, como as proteínas. Essa técnica 

permite a análise de uma matriz constituída por uma solução orgânica com alta capacidade de 

absorção de energia. A matriz se cristaliza ao secar, assim como a amostra que fica cristalizada 

e aprisionada dentro da matriz. Ao receber um feixe de laser, a amostra é ionizada, gerando íons 

protonados isoladamente a partir dos analítos da amostra. Esses íons são separados dos demais 

íons baseados em suas diferenças da relação entre a massa e a carga (m/z). Os analítos 

carregados são detectados e medidos usando diferentes analisadores, como o analisador de 

tempo de voo (time of flight) (TOF), o principal para aplicações microbiológicas. Nessa técnica, 

um espectro característico conhecido como Impressão Digital em Massa de Peptídeos (Peptide 

Mass Fingerprinting) (PMF) é gerado para os analítos da amostra com base nas informações 

do TOF. A identificação microbiana usando MALDI-TOF envolve a comparação do PMF do 

microrganismo desconhecido com o PMF contido no banco de dados, ou comparando a massa 

do biomarcador do microrganismo desconhecido com o banco de dados de referência do 
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proteoma (FERONE et al., 2020; JANG; KIM, 2018; SINGHAL et al., 2015; VALENTE, 

SOUZA, 2020;). 

Dentre as vantagens da espectrometria de massas MALDI-TOF, cita-se que essa técnica 

permite a obtenção de resultados rápidos e confiáveis para a identificação de diversos 

microrganismos, incluindo bactérias, fungos e leveduras, pois apresenta elevada sensibilidade, 

exatidão e precisão. Porém, a principal limitação do método está na identificação do espectro 

característico de cada espécie, que é obtido a partir da comparação com um banco de dados 

(espectro de referência), que pode ser limitado em determinados laboratórios e para novos 

microrganismos. Além disso, há a necessidade do cultivo prévio dos microrganismos, o que 

acarreta as mesmas limitações dos métodos tradicionais de cultivo (HAN; JEONG; CHOI, 

2021; VALENTE; SOUZA, 2020). 

Para monitorar o inóculo misto de leveduras durante o processo fermentativo para a 

produção de cachaça, Amorim, Schwan e Duarte (2016) utilizaram a técnica MALDI-TOF MS, 

que se mostrou adequada e eficiente na identificação das leveduras S. cerevisiae e M. caribbica, 

tanto para culturas puras como para culturas mistas.   

As análises baseadas no sequenciamento do DNA, como a metagenômica, são 

metodologias utilizadas para analisar a diversidade de genomas microbianos em amostras 

ambientais a partir de técnicas de biologia molecular. Os métodos moleculares permitem 

analisar a diversidade microbiana sem a dependência de técnicas de cultivo, permitindo a 

obtenção de informações mais completas e precisas sobre os genomas microbianos. Esses 

métodos são baseados principalmente na análise de macromoléculas, como o ácido 

desoxirribonucleico (DNA), que permitem a identificação dos microrganismos presentes na 

microbiota sem a necessidade de cultivá-los (LOPÉZ, BAQUERA, VIVEROS, 2020; 

SABATER et al., 2021). 

As etapas para realização da análise metagenômica consistem na extração do DNA 

presente na amostra, seguido da amplificação dos fragmentos de DNA de interesse (amplicons) 

a partir da PCR e posterior separação usando eletroforese ou técnicas cromatográficas. Após 

essas etapas, os amplicons extraídos das amostras são sequenciados, e as leituras são 

comparadas a bancos de dados de referências para identificação das Unidades Taxonômicas 

Operacionais (OTUs). A partir desse método, é possível estimar a abundância relativa dos 

microrganismos presentes na microbiota, baseado no número de reads (sequência de 

fragmentos de pares de bases) associado a um determinado táxon. Esse táxon será proporcional 

aos seus níveis na amostra. A escolha da região de interesse do DNA depende dos gêneros que 
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se deseja identificar. O gene 16S rRNA é considerado um marcador universal para tipagem a 

nível de espécie para bactérias, pois possui propriedades específicas, como estar presente em 

todas as espécies bacterianas, conter informações suficientes para diferenciar espécies (1500 pb 

de comprimento) e, em alguns casos, possibilita até a diferenciação de cepas. Já para 

identificação de fungos filamentosos e leveduras, o alvo mais utilizado é o Espaçador Transcrito 

Interno (Internal Transcribed Spacer) (ITS). Entretanto, o comprimento de ITS desigual entre 

as espécies de fungos pode levar à amplificação preferencial de fragmentos mais curtos, 

distorcendo os resultados. Apesar dessa limitação, o ITS é considerado o banco de dados mais 

completo para fungos, sendo o mais utilizado (CHEN; CHEN; LEI, 2017; FILIPPIS; 

PARENTE; ERCOLINI, 2018; GALIMBERTI et al., 2015; RIZO et al., 2020).  

Não há trabalhos que utilizam a técnica de sequenciamento do DNA para caracterização 

da microbiota presente no processo de produção de cachaça e aguardente de cana-de-açúcar. 

Entretanto, a técnica já é utilizada para outras bebidas fermentadas. Citam-se as pesquisas 

realizadas por Hong et al. (2016) para investigar a influência da composição microbiana na 

qualidade do vinho de arroz chinês, utilizando o sequenciamento de alto rendimento de 110 

amostras de vinho no gene bacteriano 16S rRNA e no fúngico Internal Transcribe Spacer II 

(ITS2). Os autores concluíram que o metabolismo dos microrganismos influencia na qualidade 

do vinho, sendo o cultivo de microrganismos benéficos e a inibição dos indesejados importantes 

para a produção de uma bebida de qualidade e segura para o consumo. 

Com o intuito de avaliar os efeitos da microbiota presente na fermentação do vinho de 

arroz coreano nas alterações das características físico-químicas da bebida produzida, Song, Lim 

e Baik (2022) utilizaram métodos dependentes e independentes de cultura. Os autores 

observaram que S. cerevisiae e Saccharomycopsis fibuligera foram dominantes em todos os 

estágios da fermentação, mesmo em altas concentrações de etanol. Apesar dessa dominância, 

outras espécies de leveduras estiveram presentes ao longo da fermentação. Além disso, a 

composição de compostos voláteis da bebida é influenciada pela microbiota e apresentou 

diferenças significativas entre alguns produtos analisados.  

A dinâmica das comunidades microbianas durante a fermentação e os possíveis papéis 

dos microrganismos na determinação da qualidade e sabor do saquê foi investigada por Nguyen 

et al. (2022), usando análise metagenômica amplificando a região do gene 16S rRNA e ITS. Os 

autores observaram que, através de diversas vias biossintéticas, Aerococcus e outras bactérias 

funcionais podem contribuir para o sabor do saquê. 
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Pesquisas realizada por Fentie et al. (2022) com comunidades bacterianas e fúngicas de 

amostras de 21 Tej (fermentado de mel etíope) de diferentes áreas da Etiópia foram estudadas 

usando sequenciamento de amplicon 16S rRNA e ITS. Foi observado que, na fermentação 

espontânea, é difícil o controle e previsibilidade do processo fermentativo. As amostras 

coletadas em diferentes áreas apresentaram uma comunidade bacteriana com uma variação 

considerável, mas com predominância de bactérias láticas, assim como a predominância de 

leveduras do gênero Saccharomyces, com uma menor riqueza de espécies em relação à 

comunidade fúngica para todas as amostras. 
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RESUMO 

A comunidade microbiana envolvida no processo fermentativo de produção de cachaça 

reflete na qualidade do produto obtido. Entretanto, informações a respeito desse microbioma 

em nível de sequenciamento do genoma e seus efeitos na qualidade da bebida ainda são 

escassas. Objetivou-se nesta pesquisa investigar a diversidade do microbioma que constitui as 

culturas starters (“pé de cuba”) de quatro alambiques produtores de cachaça, por meio da 

identificação da comunidade bacteriana e fúngica utilizando a metagenômica do 16S rRNA e 

ITS, respectivamente; determinar a composição físico-química e volátil das frações de 

destilação produzida utilizando esses “pés-de-cuba”, avaliar a qualidade da cachaça 

produzida, e identificar as possíveis correlações entre os microrganismos e os compostos 

detectados.  A única cachaça produzida que estava dentro dos padrões para todos os 

parâmetros analisados foi obtida do alambique A. Por meio da análise de componentes 

principais e de agrupamento hierárquico, pode-se inferir que as cachaças produzidas pelos 

alambiques C e D apresentam composições mais semelhantes, e a cachaça do alambique B 

continha a composição similar à da fração cauda desse alambique. Os índices de diversidade 

de Shannon e Chao indicaram maior riqueza e diversidade bacteriana e fúngica no “pé de 

cuba” do alambique D. A avaliação da similaridade com base na dissimilaridade de Bray-

Curtis no nível ASV demonstrou que as amostras A e C são mais similares em relação à 

comunidade bacteriana; C e D são mais semelhantes em relação à comunidade fúngica. 

Lactobacillus foi o principal gênero bacteriano identificado em todas as amostras, sendo que 

os gêneros Wolbachia, Zymomonas, Acetobacter, entre outros, também foram identificados; 

porém, com diferenças em relação à abundância relativa. Entre os gêneros fúngicos, 

Saccharomyces foi o principal nas amostras A e B, e as amostras C e D apresentaram uma 

grande diversidade. Outros gêneros de fungos foram identificados principalmente em 

determinadas amostras, como Cladosporium em B, Geastrumia em C e Fusarium em D. A 

composição volátil das frações cabeça, coração e cauda era constituída majoritariamente de 

ésteres e álcoois, sendo o acetato de etila, octanoato de etila, decanoato de etila, dodecanoato 

de etila, hexadecanoato de etila e 3-metil-1-butanol os principais compostos identificados. As 

amostras da cachaça e das demais frações produzidas nos alambiques demonstraram uma 

composição físico-química e volátil diversificada, que é influenciada pela presença dos 

microrganismos que constituem o “pé de cuba”.  

Palavras-chave: Aguardente de cana-de-açúcar. Cachaça. Comunidade microbiana. 

Qualidade físico-química. Compostos voláteis. 
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1 INTRODUÇÃO 

Cachaça, a bebida obtida da fermentação do caldo de cana-de-açúcar seguido da 

destilação, é uma bebida típica e exclusivamente produzida no Brasil. É a bebida destilada mais 

consumida no país, além de ser exportada para vários outros países, como Paraguai, Alemanha 

e os Estados Unidos (BRASIL, 2022a). Após a destilação do mosto de cana-de-açúcar 

fermentado, a bebida produzida é constituída principalmente de etanol e água. Entretanto, há 

uma diversidade de compostos secundários oriundos da fermentação que contribuem para as 

características físico-químicas e sensoriais e são responsáveis por agregar características 

peculiares ao produto final (CARDOSO, 2020). 

A legislação brasileira estabelece critérios e Padrões de Identidade e Qualidade (PIQ’s) 

para a adequação da cachaça produzida e comercializada. Os PIQ’s definem os limites de alguns 

compostos, desejáveis e indesejáveis, presentes na bebida, como etanol, ácidos voláteis, ésteres, 

aldeídos, furfural, soma de álcoois superiores (isobutílico + isoamílico + propílico), álcoois sec-

butílico e butílico, metanol, acroleína, carbamato de etila e cobre (BRASIL, 2022b). 

A qualidade e a segurança da cachaça produzida são reflexos da cadeia produtiva e do 

processo em que está inserida. Basicamente, as etapas de produção da cachaça podem ser 

divididas em cultivo e colheita da cana-de-açúcar, moagem da cana, filtração e decantação do 

caldo, diluição e padronização do mosto, fermentação e decantação do mosto fermentado, 

destilação, armazenamento, envelhecimento e envase. Porém, dentro de cada uma dessas etapas 

existem variações que podem ocorrer de acordo com estabelecimento produtor, com destaque 

para as diferenças devido ao tipo de inóculo utilizado na fermentação e equipamentos de 

destilação empregado (BORTOLETTO; SILVELLO; ALCARDE, 2018; LIMA et al., 2022). 

A principal diferença associada à destilação da cachaça é em relação ao tipo de 

equipamento de destilação. Geralmente, a destilação é realizada em alambiques de cobre ou em 

colunas de destilação constituídas de aço-inox. Na destilação em alambiques de cobre, o 

destilado passa por um processo de “corte”, nos quais são separadas três frações: cabeça, 

coração e cauda, sendo que a fração coração originará a bebida. Além disso, o material da 

coluna, o cobre, permite que ocorram reações que podem contribuir para a formação de 

compostos desejáveis e indesejáveis, constituindo o “bouquet” ou “flavour”, que agregam 

positivamente as características sensoriais da bebida. Nas destilarias com coluna em aço-inox, 

não ocorre a separação das frações. Outra diferença está atrelada ao material do destilador, o 

aço-inox, que é um material inerte que não favorece a ocorrência de reações catalisadas pelo 

cobre (BARBOSA et al., 2022; LIMA et al., 2022; TENORIO et al., 2023).  
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A etapa de fermentação pode ser considerada uma das principais responsáveis pela 

composição físico-química e volátil da cachaça produzida, visto que ocorrem diversas reações 

bioquímicas resultantes do metabolismo dos microrganismos presentes no processo durante 

essa etapa. Resultam em uma gama de compostos que constituirão a bebida final. De forma 

geral, a fermentação de cachaça pode ser reconhecida como uma fermentação descontínua, com 

inóculo por sistema de corte ou batelada alimentada com reciclo de células, em que parte do 

caldo decantado é mantido no fundo da dorna para ser utilizado como fermento para a próxima 

batelada, denominado como “pé de cuba”, ao final de cada ciclo fermentativo (BORTOLETTO; 

SILVELLO; ALCARDE, 2018; SCHWAN; DIAS, 2020). 

A principal variação na forma de condução da fermentação está no tipo de cultura inicial 

utilizada. Tradicionalmente, os produtores iniciam a fermentação com uma cultura microbiana 

produzida de forma artesanal, utilizando um pequeno volume do caldo de cana-de-açúcar e 

outros produtos para enriquecimento, como fubá de milho, arroz, frutas, amido e suco de limão. 

O substrato é fermentado e adicionado periodicamente de caldo de cana diluído até atingir um 

volume adequado de inóculo para a dorna de fermentação. Após o início da safra de produção, 

não ocorre a adição de novas culturas, sendo a fermentação realizada pelos microrganismos 

presentes no “pé de cuba” e autóctones do caldo de cana e do ambiente de produção. O uso da 

microbiota natural pode proporcionar uma maior resistência e adaptabilidade dos 

microrganismos presentes na fermentação, além de agregar características exclusivas à bebida 

devido às distinções da microbiota local (BREXO et al., 2020; COSTA et al., 2021; 

PORTUGAL et al., 2016). 

Como alternativa de cultura inicial, atualmente há no mercado preparados com mistura 

de leveduras selecionadas que podem ser utilizadas. Essas cepas são isoladas dos processos de 

fermentação de cachaça ou de outras bebidas alcoólicas e são selecionadas com base em 

critérios, como alta capacidade fermentativa, resistência a condições de estresse e qualidade da 

bebida produzida. A utilização de cepas selecionadas pode proporcionar rápida fermentação, 

fácil separação da biomassa do vinho, redução da contaminação e proliferação de 

microrganismos indesejáveis ao longo do processo, adquirindo, portanto, uma padronização do 

produto obtido (GONÇALVES et al., 2016; MUTTON et al., 2020; SOARES; SILVA; 

SCHWAN, 2011). 

As características da microbiota presente na cultura inicial utilizada na produção de 

cachaça e os seus efeitos na composição da bebida ainda se restringem a informações obtidas 

por técnicas de isolamento e identificações que dependem do cultivo dos microrganismos 
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presentes no “pé de cuba” e no mosto de fermentação (AMORIM et al., 2016; ARAÚJO et al., 

2018; BREXO et al., 2020; CARVALHO et al., 2015; DUARTE; AMORIN; SCHWAN, 2013; 

GOMES et al., 2010; PORTUGAL et al., 2016; PORTUGAL et al., 2017; SCHWAN et al., 

2001). Os principais microrganismos associados à produção de cachaça são as leveduras e 

algumas bactérias, principalmente Saccharomyces cerevisiae e outras espécies desse mesmo 

gênero (S. exiguous, S. paradoxus, S. servazzii e S. unisporus), outras leveduras como 

Rhodotorula, Candida, Kluyveromyces, Pichia, Debaromyces, Meyerozyma e Hanseniaspora 

e alguns gêneros bacterianos Micrococcus, Bacillus, Propionibacterium, Lactobacillus, 

Leuconostoc e Clostridium (ARAÚJO et al., 2018; GUARDADO et al., 2022; PORTUGAL et 

al., 2017; SCHWAN et al., 2001).  

Entretanto, estima-se que apenas 1% dos microrganismos pode ser detectado por 

metodologias dependentes de cultura devido a condições seletivas e composições de meios 

específicos (GALIMBERTI et al., 2015; LOPEZ et al., 2020; TORSVIK; ØVREÅS; 

THINGSTAD, 2002). Por outro lado, a abordagem independente de cultura possibilita o acesso 

a muitas espécies que ainda não foram cultivadas ou descritas. Técnicas independentes de 

cultura permitem acessar o genoma de toda à comunidade microbiana de uma amostra 

(metagenoma), e o sequenciamento de alta cobertura (HCS) tem sido utilizado para sequenciar 

esse metagenoma e acessar a diversidade microbiana de diferentes tipos de amostras 

(HERMANSSON; LINDGREN, 2001; LOPEZ et al., 2020; SABATER et al., 2021; 

SCHLOSS; LARGET; HANDELSMAN, 2004; STUBNER, 2004).    

Objetivou-se nesta pesquisa investigar a diversidade do microbioma que constitui as 

culturas iniciais (“pé de cuba”) de quatro alambiques produtores de cachaça de Minas Gerais, 

Brasil, identificando a composição da comunidade bacteriana e fúngica por meio de 

sequenciamento baseado em amplicon, assim como determinar a composição físico-química e 

volátil das frações de destilação (cabeça, coração e cauda), a qualidade da cachaça produzida 

(coração) utilizando esse “pé de cuba”, e identificar as possíveis correlações entre os 

microrganismos presentes na cultura inicial e os compostos analisados.   

     

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Coleta de amostras 

As amostras da cultura inicial (“pé de cuba”) e das frações voláteis (cabeça (1), coração 

(2) e cauda (3)) produzidas utilizando essas culturas foram coletadas em quatro alambiques 
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produtores de cachaça registrados no estado de Minas Gerais, Brasil. Os alambiques A 

(21°03'18.4"S 45°00'15.7"W a 900 m de altitude), B (21°12'47"S 45°36'46"W a 860 m de 

altitude) e D (20°58'07"S 43°15'46"W a 700 m de altitude) utilizam cultura inicial natural 

(fermento caipira), ou seja, inóculo produzido pelo próprio produtor a partir da microbiota 

natural da sua propriedade. O produtor C (21°00'24"S 43°18'03"W a 660 m de altitude) utiliza 

cultura inicial comercial, um preparado de leveduras selecionadas e desidratadas indicadas para 

a fermentação imediata do caldo de cana-de-açúcar. 

As amostras da cultura inicial foram coletadas em frascos estéreis de 80 mL diretamente 

da dorna de fermentação e transportadas ao laboratório de análise sob refrigeração. Em seguida, 

as amostras foram armazenadas em ultrafreezer a -80 °C, até a realização das análises. As 

amostras das frações voláteis (cabeça, coração e cauda) foram coletadas em frascos de vidro (2 

L de cada amostra) nas unidades produtoras após a destilação. Todos os produtores utilizavam 

para destilação alambiques de cobre. Os cortes para separação de cada fração foram realizados 

pelos próprios produtores, de acordo com o processo padrão de cada alambique, e coletados 

após a homogeneização. As amostras foram transportadas ao laboratório de análise e 

armazenadas em temperatura ambiente ao abrigo da luz. 

 

2.2. Análises físico-químicas e cromatográficas 

 

As análises foram realizadas nas três frações coletadas, cabeça, coração (cachaça 

propriamente dita) e cauda. As análises físico-químicas foram realizadas segundo estabelecido 

pelo MAP na Instrução Normativa n° 24 de 8 de setembro de 2005 (BRASIL, 2005). Foram 

determinados os teores de etanol, acidez volátil, ésteres, aldeídos, furfural, cobre e extrato seco.  

A detecção e a quantificação de carbamato de etila e acroleína foram realizadas em 

cromatógrafo líquido de alta performance (HPLC) Shimadzu HPLC, equipado com duas 

bombas de alta pressão modelo SPD-M20A, um desgaseificador modelo DGU-20A3, uma 

interface modelo CBM-20A e um injetor automático modelo SIL-10AF. A concentração de 

carbamato de etila foi determinada segundo Machado et al. (2013) e Santiago et al. (2017) nas 

amostras previamente derivatizadas com xantidrol, utilizando o detector de fluorescência em 

comprimentos de onda de excitação e emissão de, respectivamente, 233 e 600 nm, com um 

fluxo de 0,75 mL min-1, e coluna Agilent-Zorbax Eclipse AAA (4,6 x 150 mm, 5 μm) conectada 

a uma pré-coluna Agilent-Zorbax Eclipse AAA (4,6 x 12,5 mm, 5 μm). A quantificação de 

acroleína foi realizada segundo o método de Nascimento et al. (1997), Zacaroni et al. (2011) e 
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Caetano et al. (2022). A princípio, as amostras foram derivatizadas com 2,4-

dinitrophenylhydrazones e analisadas no HPLC acoplado a um detector de matriz de diodos 

(DAD) SPD-M20A a 365 nm, utilizando um fluxo de 0,9 mL min-1, e coluna de separação 

Agilent-Zorbax Eclipse XDB-C18 (250 × 4,6 mm × 5 μm) acoplada a uma pré-coluna Agilent-

Zorbax Eclipse XDB-C18 (12,5 x 4,6 mm x 5 μm).  

Os teores dos álcoois superiores desejáveis (3-metilbutan-1-ol, 2-metilpropan-1-ol e 

propan-1-ol) e dos álcoois indesejáveis (metanol, butan-1-ol e butan-2-ol) foram determinados 

segundo Vilela et al. (2007) e Santiago et al. (2016), utilizando o cromatógrafo gasoso com 

detector de ionização de chama (GC-FID), com uma coluna de separação DB Wax (30 m x 0,25 

mm, 0,25 μm) e gás hidrogênio como gás de arraste a um fluxo de 1,4 mL min-1. 

 

2.3. Análise de compostos voláteis 

 

A análise de compostos voláteis foi realizada nas três frações (cabeça, coração e cauda) 

segundo Zacaroni et al. (2017). As amostras foram diluídas utilizando água ultrapura a uma 

concentração etílica de 10% (v v-1). Em seguida, 4 mL de cada amostra foram adicionados a 

ampolas de 20 mL para a realização da extração dos compostos voláteis a partir da técnica de 

microextração em fase sólida (SPME) no headspace usando uma fibra DVB/CAR/PDMS 

(Divinilbenzeno, Carboxen e Polidimetilsiloxano), com uma espessura de filme Supelco de 30-

50 μm, previamente condicionada por uma hora a 270 °C, de acordo com as especificações. As 

condições da extração foram 45 °C por 50 min, e dessorção de três minutos. A detecção e 

quantificação dos compostos voláteis foram realizadas em cromatógrafo gasoso acoplado ao 

espectrômetro de massa GC-MS QP2010 Plus (Shimadzu, Japão), equipado com um injetor 

automático de líquido e gás AOC-5000 (Shimadzu, Japão), um injetor split/splitless e um injetor 

de 30 m × 0,25 mm; 0,25 μm SLBTM coluna (5% fenil - 95% dimetilsiloxano). Utilizou-se 

uma taxa de aquecimento do forno de 4 °C min-1 (35 a 240 °C). O gás Hélio foi utilizado como 

gás de arraste com vazão de 1,78 mL min-1. O injetor foi operado no modo Split 1:4 a 270 °C. 

O detector utilizado foi de espectrometria de massas por impacto de elétrons a 70 ev, em modo 

de varredura (29 a 600 Da) com temperatura de interface a 240 °C e temperatura da fonte de 

íons a 200 °C. O filamento foi ligado a 1.75 min. A identificação dos compostos foi baseada na 

comparação do espectro de massa obtido com uma biblioteca espectral GC-MS (Wiley 8 e 

FFNSC 1.2). Os índices de retenção experimentais foram calculados e comparados com as 

informações disponíveis em literatura (ADAMS, 2017; Instituto Nacional de Padrões e 
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Tecnologia, NIST, 2023). Consideraram-se idênticas as comparações com similaridades 

superiores a 70%, e os índices experimentais foram calculados usando uma série homóloga de 

alcanos. 

 

2.4. Contagem de bactérias e fungos cultiváveis 

 

As contagens de bactérias aeróbicas e fungos cultiváveis foram realizadas pela técnica 

de plaqueamento, segundo o método proposto por Ceccato-Antonine (2012) com adaptações. 

As amostras de cultura inicial dos quatro produtores previamente homogeneizadas foram 

diluídas em água peptonada 0.1% estéril e plaqueadas em meio de cultura ágar Dichloran Rose 

Bengal Chloramphenicol (DRBC) para fungos, e Ágar de Contagem de Placas (PCA) para 

bactérias. As placas para contagem de fungos foram incubadas a 30 °C por cinco dias, e as 

placas para contagem de bactérias foram incubadas a 37 °C por 3 dias. A contagem foi realizada 

em placas contendo entre 20 e 200 UFC mL-1 e os resultados são expressos em médias de log 

UFC mL-1. 

 

2.5. Extração de DNA 

 

As amostras de cultura inicial (1,5 mL) dos produtores A, B, C e D foram previamente 

centrifugadas em microtubos de 2 mL a 16000 G por cinco minutos, para concentração da 

biomassa; o sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi utilizado para extração do DNA 

(GAROFALO et al., 2020). O DNA foi extraído utilizando o kit Pure LinkTM Microbiome DNA 

Purification Kit (Invitrogen by Thermo Fisher Scientificc, USA) de acordo com as instruções 

do fabricante. O DNA extraído foi armazenado em ultrafreezer a -80 °C. 

  

2.6. Sequenciamento do DNA e análise de bioinformática 

 

As regiões variáveis V3/V4 do gene 16S rRNA para bactérias e região IST1 para fungos 

foram amplificadas utilizando os primers: 16S rRNA, 341F (5’-CCTAYGGGRBGCASCAG-

3’) e 806R (3’-GGACTACNNGGGTATCTAAT-5’) e IST1, ITS5 (5’-

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) e ITS2 (3’-GCTGCGTTCTTCATCGATGC5-’). 

Os produtos de PCR purificados foram quantificados e qualificados utilizando AATI Fragment 
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Analyzer. O sequenciamento foi realizado utilizando a plataforma de sequenciamento Illumina 

NovaSeq (PE x 250). 

As sequências brutas foram processadas (filtragem de qualidade, corte e remoção de 

ruído) utilizando o pacote DADA2 no software R. As sequências foram filtradas por tamanho 

e qualidade usando 20 nucleotídeos para tamanho mínimo e Q>20 para o mínimo de score de 

qualidade Phred. As leituras de alta qualidade foram, então, analisadas para a identificação das 

Variantes de Sequência de Amplicon (ASVs) presentes nas amostras (CALLAHAN et al., 

2016).  As leituras foram classificadas taxonomicamente usando o banco de dados Silva SSU 

v.138 para bactérias (http://www.arb-silva.de), e o banco de dados Unite 9.0 para fungos 

(ABARENKOV et al., 2022). Os ASVs não atribuídos foram descartados para identificação 

taxonômica e os dados foram transformados em abundância relativa.  

 

2.7. Análises estatísticas 

 

As diferenças nas comunidades fúngicas e bacterianas foram calculadas usando os 

índices de diversidade alfa (Shannon, Chao, Dominância e Equitabilidade) e beta (Análise de 

Coordenadas Principais (PcoA) e dendrograma da matriz de distância Bray-Curtis) no nível 

ASV, usando o software Past4 (Paleontological Statistics Software Package for Education and 

Data Analysis) (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001). Gráficos de barras e mapas de calor para 

níveis taxonômicos foram elaborados utilizando o pacote “mctoolsr” no software R. 

As análises físico-químicas, cromatográficas e de contagem de bactérias e leveduras 

foram realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos em média ± desvio padrão. A 

contagem dos microrganismos foi submetida à comparação por meio da análise de variância 

(ANOVA) e teste de médias, Tukey, a 95% de significância. A Análise de Componentes 

Principais (ACP) e Análise Agrupamento Hierárquico, baseada na composição físico-química 

das frações voláteis, foram realizadas utilizando o software R para verificar a similaridade entre 

as amostras e frações. A correlação entre os compostos físico-químicos e voláteis, e os gêneros 

dominantes de bactérias e fungos foi avaliada utilizando o coeficiente de correlação de 

Spearman com significância estatística (p < 0,05). Os resultados da correlação foram 

convertidos em um mapa de calor. Essas análises estatísticas foram realizadas utilizando o 

software R. 

 

3 RESULTADO DE DISCUSSÃO 
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3.1. Composição físico-química 

 

Os resultados das análises físico-químicas e cromatográficas das frações voláteis 

(cabeça, coração e cauda) podem ser observados na Tabela 1. Com exceção do metanol, que 

não foi detectado em nenhuma amostra, as demais variáveis foram utilizadas para a realização 

da Análise de Componentes Principais (PCA) e de Agrupamento Hierárquico (HCA) (Figura 

1). Pode-se observar que não há nenhum “outlier” entre as amostras, indivíduos que destoam 

extremamente dos demais. As duas componentes principais são capazes de expressar 

significativamente a variabilidade total do conjunto de dados, 71,61%, sendo que a primeira 

componente principal (Dim 1) explica 50,38% da variabilidade, e a segunda componente 

principal (Dim 2) explica 21,23% da variabilidade. 

A Dim 1 opõe indivíduos como A1 (1), B1 (4), C1 (7) e D1 (10), que são as amostras 

das frações “cabeça” de cada produtor, localizados à direita do gráfico e caracterizados por uma 

coordenada fortemente positiva ao eixo, a indivíduos como C3 (9) e D3 (12), amostras das 

frações “cauda” dos produtores C e D, respectivamente, localizados à esquerda do gráfico, 

caracterizados por uma coordenada fortemente negativa com a Dim 1. Em relação a Dim 2, ela 

divide as amostras C2 (8), C3 (9), D2 (11) e D3 (12), que exibem correlação positiva com essa 

componente, das amostras A2 (2), A3(3), B2(5) e B3(6), que apresentam correlação negativa 

com a Dim 2 (Figura 1). 

Essa divisão entre os grupos de amostras pode ser confirmada pela análise de 

agrupamento hierárquico (Figura 1), que demonstrou que as amostras estão divididas em três 

grupos. O cluster 1 (verde) é composto pelas amostras da fração cabeça de todos os produtores, 

A1 (1), B1 (4), C1 (7) e D1 (10). Observa-se na Tabela 1 que as frações cabeça dos quatro 

produtores apresentaram composições semelhantes. Todas elas continham concentrações 

elevadas para os teores de etanol, aldeídos (expresso em acetaldeído) e para a soma dos álcoois 

superiores desejáveis (isopropílico, isoamílico e isobutílico). Concentrações acima do 

permitido para cachaça para o contaminante butan-2-ol foram quantificadas na fração cabeça 

dos produtores B, C e D. Além disso, as amostras dos produtores C e D continham 

concentrações de acroleína também acima do permitido para cachaça. A amostra do produtor 

C foi a única em que o teor de cobre estava acima do permitido para cachaça na fração cabeça. 

Os teores de ésteres estavam dentro do limite estabelecido para cachaça em todas as frações. 
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Porém, as maiores concentrações foram observadas na fração cabeça, com exceção do produtor 

C. 

O cluster 2 (preto), composto pelos indivíduos C2 (8), C3 (9), D2 (11) e D3 (12), 

representam as frações coração e cauda dos produtores C e D. O cluster 3 (vermelho), composto 

pelas amostras A2 (2), A3 (3), B2 (5) e B3 (6), são as amostras das frações coração e cauda dos 

produtores A e B. Apesar de a fração cabeça ter se diferenciado das demais frações para todos 

os produtores, as frações coração e cauda não apresentaram o mesmo comportamento, como se 

observa na análise de cluster da Figura 1. No cluster 2 e 3, estão agrupadas, a princípio, as 

frações coração e cauda dos produtores A e B, e dos produtores C e D, respectivamente. Porém, 

dentro desses clusters, ocorre a formação de subgrupos com a separação dessas frações, com 

exceção das amostras obtidas do produtor B, que as frações coração (B5) e cauda (B6) 

pertencem ao mesmo subgrupo, indicando que essas amostras apresentam características físico-

químicas semelhantes.  

A composição físico-química da cachaça obtida na fração coração do produtor A foi o 

único produto que atendeu aos PIQ’s para todos os parâmetros analisados (Tabela 1). A cachaça 

produzida pelo produtor B continha concentrações acima do permitido para acroleína (5,50 mg 

100 mL-1 aa) e butan-2-ol (28,71 mg 100 mL-1 aa); na fração coração do produtor C, foram 

quantificados teores impróprios de aldeído (38,23 mg 100 mL-1 aa) e acroleína (72,01 mg 100 

mL-1 aa); ao passo que a bebida produzida pelo produtor D estava fora dos padrões para os 

parâmetros aldeídos (55,00 mg 100 mL-1 aa), butan-2-ol (48,87 mg 100 mL-1 aa) e acroleína 

(69,39 mg 100 mL-1 aa).  

A fração cauda do produtor A, C e D apresentaram concentrações reduzidas de etanol 

(Tabela 1). A composição físico-química da fração cauda do produtor B foi semelhante à fração 

coração desse produtor, com concentrações inadequadas de acroleína e butan-2-ol, inferindo-

se que pode ter ocorrido uma separação incorreta dessas frações. A similaridade entre essas 

amostras foi confirmada nas análises de ACP e Cluster (Figura 1). Foram observadas 

composições semelhantes entre as frações cauda dos produtores C e D, com elevados teores de 

acroleína e ácidos voláteis, como se pode observar na Tabela 1 e Figura 1. Além disso, a fração 

cauda do produtor C continha concentrações acima do permitido estabelecido para cachaça para 

os teores de aldeídos.  Apesar de os teores de furfural estarem dentro do permitido para cachaça 

em todas as amostras de cauda, percebe-se que houve um aumento no teor desse composto em 

relação às demais frações para todos os produtores (Tabela 1). 
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Tabela 1 – Composição físico-química das amostras das frações voláteis cabeça, coração e cauda dos produtores A, B, C, e D. 

 A B C D  

 Cabeça Coração Cauda Cabeça Coração Cauda Cabeça Coração Cauda Cabeça Coração Cauda L* 

Extrato 

seco1 

0,02 

±0,00 

0,01 

±0,00 

0,02 

±0,00 

0,02 

±0,01 

0,05 

±0,02 

0,03 

±0,01 

0,08 

±0,02 

0,06 

±0,00 

0,15 

±0,01 

0,10 

±0,01 

0,12 

±0,00 

0,15 

±0,02 
6,00 

Conc. 

Etanol2 
68,62 

±0,01 

47,42 

±0,01 
26,64 

±0,03 

57,07 

±0,04 

42,36 

±0,00 

38,14 

±0,06 
68,79 

±0,00 

46,14 

±0,14 
25,17 

±0,04 

60,47 

±0,01 

43,41 

±0,11 
29,80 

±0,04 

38-

48 

Acidez3 
16,01 

±0,00 

33,09 

±0,00 

58,90 

±0,06 

68,74 

±0,04 

94,45 

±2,62 

104,91 

±2,73 

62,72 

±1,61 

119,02 

±0,36 
321,04 

±4,95 

85,62 

±0,02 

144,59 

±0,35 
268,57 

±0,32 
150 

Ésteres3 
119,39 

±0,01 

48,53 

±0,01 

15,55 

±2,43 

138,72 

±2,20 

27,16 

±1,54 

24,14 

±0,04 

131,80 

±0,95 

81,79 

±0,25 

135,31 

±0,23 

129,39 

±0,03 

78,47 

±0,19 

95,77 

±0,11 
200 

Aldeídos3 
48,80 

±1,08 

23,62 

±0,00 

3,17 

±0,00 
105,88 

±2,03 

25,19 

±0,35 

24,38 

±0,04 
71,56 

±0,43 

38,23 

±0,44 

39,03 

±0,53 

115,99 

±0,52 

55,00 

±0,82 

26,94 

±0,03 
30 

Álcool 

Propílico3 

160,15 

±0,76 

152,01 

±1,14 

81,04 

±4,89 

221,76 

±0,69 

147,92 

±0,26 

125,28 

±11,76 

158,65 

±1,04 

125,69 

±6,21 

78,33 

±0,68 

294,98 

±4,14 

138,58 

±5,30 

130,77 

±3,95 
- 

Álcool 

Isobutílico3 

116,70 

±1,39 

66,10 

±0,86 

8,97 

±0,77 

62,29 

±0,82 

28,66 

±0,32 

20,49 

±1,79 

82,24 

±1,82 

37,14 

±2,11 

8,29 

±0,12 

88,42 

±1,31 

22,75 

±1,18 

6,12 

±0,40 
- 

Álcool 

Isoamílico3 

276,34 

±1,03 

143,35 

±8,95 

17,83 

±2,41 

212,15 

±2,83 

96,55 

±1,33 

71,72 

±6,34 

239,40 

±2,06 

105,34 

±6,56 

18,19 

±0,61 

168,88 

±2,20 

40,90 

±1,13 

9,01 

±0,10 
- 

Álcoois 

Superiores3 
553,19 

±1,66 

361,46 

±10,95 

107,84 

±8,08 
496,20 

±2,70 

273,13 

±1,90 

217,49 

±19,89 
480,29 

±4,91 

268,17 

±14,89 

104,81 

±1,41 
552,28 

±7,65 

202,23 

±7,61 

145,90 

±4,45 
360 

Furfural3 Nd 
0,30 

±0,02 

2,14 

±0,03 
Nd 

0,12 

±0,01 

0,20 

±0,00 

0,13 

±0,01 

0,58 

±0,00 

2,56 

±0,08 

0,04 

±0,00 

0,78 

±0,02 

1,14 

±0,01 
5 

Butan-1-ol3 Nd 
1,02 

±0,01 
Nd 

1,42 

±0,14 

0,48 

±0,02 

0,58 

±0,09 

0,45 

±0,03 

0,24 

±0,02 
Nd 

0,52 ± 

0,01 

0,14 

±0,02 
Nd 3 

Butan-2-ol3 
0,98 

±0,04 
Nd Nd 

69,26 

±0,05 

28,71 

±0,20 

24,69 

±1,97 

17,02 

±0,13 

5,37 

±0,52 
Nd 

208,65 

±2,49 

48,87 

±2,34 

8,61 

±0,50 
10 

Metanol3 Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd 20 

Acroleina3 
1,46 

±0,01 

3,39 

±0,01 

3,05 

±0,03 

2,03 

±0,01 
5,50 

±0,01 

18,15 

±0,22 

27,66 

±0,57 

72,01 

±0,54 

74,32 

±2,44 

20,05 

±0,02 

69,39 

±0,95 

52,45 

±0,77 
5 
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Carbamato 

de Etila4 

14,28 

±0,93 
Nd Nd 

6,56 

±0,09 

5,49 

±0,25 
< LD < LQ Nd Nd < LD Nd Nd 210 

Cobre5 
4,99 

±0,09 

2,39 

±0,02 

3,37 

±0,10 

4,42 

±0,09 

1,52 

±0,07 

1,98 

±0,05 
11,41 

±0,02 

0,71 

±0,10 

0,73 

±0,01 

4,44 

±0,13 

0,90 

±0,09 

1,50 

±0,06 
5 

1g L-1; 2°GL % v/v; 3mg 100 mL-1 aa; 4µg L-1; 5mg L-1; ND: Não detectado; LQ: limite de quantificação; LD: limite de detecção; Carbamato de etila:   LD = 1,71; LQ = 5,69 µg L-1. *Limite estabelecido pela 

legislação (Brasil, 2022). Valores em negrito estão fora dos PIQ’s estabelecidos na legislação para cachaça e aguardente de cana (Brasil, 2022b). 
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A B 

Figura 1 – a) Gráfico da análise de componentes principais representando os scores e loadings das amostras das três frações voláteis: cabeça (1), 

coração (2) e cauda (3) produzidas pelos produtores A, B, C, e D. b) Árvore hierárquica com a separação dos clusters, baseado na 

distância Euclidiana das amostras das frações voláteis dos produtores A, B, C, e D. 
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O processo de destilação em alambiques de cobre tem o intuito de separar a cachaça, 

fração coração, das demais frações voláteis, cabeça e cauda. Essa separação, quando realizada 

de forma adequada, acarreta características distintas a esses produtos. Após a separação, a 

fração cabeça tende a ter as maiores concentrações de compostos com maior afinidade por 

etanol e água, como os álcoois superiores, ésteres e aldeídos; a fração coração, que originará a 

cachaça, deve ter a composição físico-química dentro dos limites estabelecidos pelos Padrões 

de Identidade e Qualidade (PIQ’s) do Ministério da Agricultura e Pecuária (MAP), por meio da 

Portaria nº 539, de dezembro de 2022; e a fração cauda tende a apresentar as maiores 

concentrações de acidez e furfural (BORTOLETTO; SILVELLO; ALCARDE, 2018; BRASIL, 

2022b; CARDOSO, 2020; SANTIAGO et al., 2016). 

Estudos realizados por Santiago et al. (2016) obtiveram resultados semelhantes àqueles 

encontrados no presente, estudo ao analisarem a composição físico-química das três frações da 

produção de cachaça destilada em alambique de cobre. Na fração cabeça, foram encontradas as 

maiores concentrações de etanol (57,00 ± 0,02 % v v-1), aldeídos (69,42 ± 0,07 mg 100 mL-1 

aa) e da soma dos álcoois superiores (275,27 ± 2.54 mg 100 mL-1 aa). Os teores de ésteres 

(80,23 ± 0,03 mg 100 mL-1 aa), cobre (0,69 mg L-1) e butan-2-ol (1,11 ± 0,00 mg 100 mL-1), 

apesar de estarem dentro dos limites estabelecidos na legislação brasileira, foram superiores aos 

das demais frações analisadas. A cachaça (fração coração) estava dentro do limite para todos 

os parâmetros analisados no estudo. A fração cauda continha teores reduzidos de etanol (19,56 

± 0,41% v v-1), e as maiores concentrações de ácidos voláteis (62,92 mg 100 mL-1 aa) e furfural 

(2,81 ± 0,13 mg 100 mL-1 aa). 

Ao avaliarem a composição de compostos secundários das frações cabeça, coração e 

cauda de aguardentes produzidas no processo de destilação em alambiques de cobre, Serafim 

et al. (2012) constataram que o processo de corte influencia acentuadamente nas concentrações 

dos compostos secundários da cachaça de alambique. Os autores observaram que, na fração 

cabeça, foram quantificadas elevadas concentrações médias de etanol (53% v v-1), aldeídos (21 

mg L-1), álcoois superiores (2412 mg L-1) e ésteres (498 mg L-1). Entretanto, os autores não 

constataram concentrações elevadas de acidez e furfural na fração cauda. Em relação à 

acroleína, esse contaminante estava presente nas frações cabeça e coração, mas em 

concentrações superiores na fração coração, em média 61,8 mg L-1, ao passo que a fração cabeça 

continha, em média, 19,3 mg L-1.   

Segundo Cardoso (2020), a partir do início do processo de destilação do mosto 

fermentado, os primeiros compostos a entrarem em ebulição são aqueles de baixa temperatura 
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de ebulição (TE) e solúveis em álcool, como acetaldeído e acetato de etila. Em seguida, ocorre 

a ebulição daqueles compostos que são solúveis em álcool, completamente ou parcialmente 

solúveis em água e que possuem TE inferior a 200 °C, como o metanol e os álcoois superiores 

propan-1-ol, 2-metil-propan-1-ol, 2-metil-butanol e 3-metil-butanol. Em seguida, ocorre a 

ebulição dos compostos que estão completamente ou parcialmente solúveis em álcool e 

possuem elevada TE, como alguns ácidos graxos e seus ésteres. Esses compostos são 

característicos da fração cabeça e do início da separação da fração coração. Ao final da 

destilação da fração coração e durante a destilação da fração cauda, ocorre a ebulição dos 

compostos que são totais ou parcialmente solúveis em água e possuem TE acima da TE da água, 

como o ácido acético, 2-feniletanol, dodecanoato de etila e succinato de dietila; sendo que os 

últimos compostos a entrarem em ebulição são aqueles solúveis em água e que apresentam 

elevada TE, como o furfural. Porém, alguns compostos hidrofílicos, como o furfural e álcoois 

superiores, podem estar presentes em todas as frações do destilado, independente da TE. 

 

3.2. Contagem de bactérias e fungos 

 

A contagem de bactérias aeróbicas e fungos viáveis presentes nas culturas iniciais (“pé 

de cuba”) de cada produtor pode ser observada na Tabela 2. Houve diferença significativa (p ≤ 

0,05) entre as contagens de fungos viáveis presente no “pé de cuba” de todos os alambiques 

(Tabela 2). A maior contagem de leveduras e fungos filamentosos viáveis (6,01 log UFC mL-

1) foram observadas na amostra do produtor D, seguido pelo produtor C (4,81 log UFC mL-1) e 

B (1,76 log UFC mL-1). A contagem de fungos viáveis do inóculo utilizado pelo alambique A 

foi inferior a 1,30 log UFC mL-1, indicando um número extremamente reduzido de células 

viáveis. Em relação a contagem de bactérias aeróbicas, as menores contagens, em média, 3,77 

log UFC mL-1, foram identificadas nas amostras dos produtores A e B, ao passo que as amostras 

dos produtores C e D continham, em média, 4,81 log UFC mL-1.   

 

Tabela 2 – Contagem média de bactérias aeróbicas e fungos viáveis das culturas iniciais dos 

produtores de cachaça A, B, C e D, expressos em log UFC mL-1. 

 A B C D 

Bactéria 3,84 ± 0,00C 3,71 ± 0,03C 4,80 ± 0,25B 4,83 ± 0,20B 

Fungos < 1,3 E 1,76 ± 0,21D 4,81 ± 0,08B 6,01 ± 0,04A 

As médias com letras diferentes são significativamente distintas pelo teste de Tukey com p ≤ 0,05. 
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Não há um valor ideal de contagem de bactérias e fungos viáveis estabelecidos. Em 

estudos realizados por Schwan e Dias (2020), os autores sugerem que o inóculo natural para a 

produção de cachaça, quando sedimentado no fundo da dorna de fermentação, deve ser 

equivalente a aproximadamente 20% do volume da dorna e deve apresentar contagens de 

leveduras e bactérias em torno de, respectivamente, 9,56 log UFC mL-1 e 4,56 log UFC mL-1. 

Em nenhuma das amostras de cultura inicial foi observada contagem de leveduras viáveis 

próximas à apontada por esses autores. A reduzida contagem de leveduras do inóculo do 

produtor A pode indicar que as cepas presentes não conseguiram suportar as particularidades 

da fermentação para a produção de cachaça, ocorrendo uma redução do número de células 

viáveis acima do crescimento desses microrganismos. Situação semelhante pode ter ocorrido 

com a cultura inicial do produtor B.  

A fermentação para a produção de cachaça se caracteriza como um ambiente singular, 

com alta pressão osmótica, competição entre microrganismos, exposição a elevadas 

concentrações de etanol, ausência de controle de temperatura e pH, e reutilização contínua do 

inóculo sem tratamento entre os ciclos fermentativos de produção. Todos esses fatores atuam 

como agentes de seletividade e contribuem para a redução da contagem de microrganismos 

viáveis (ARAÚJO et al., 2018; BARBOSA et al., 2016; SCHAWN; DIAS, 2020).  

A fermentação para a produção de cachaça dura, em média, 18 a 30 horas. Schwan et 

al. (2001) demonstraram que, durante a fase inicial, nas primeiras duas horas de processo, as 

leveduras estão na fase de crescimento estacionário. Após esse período, elas começam a 

proliferar durante aproximadamente mais cinco horas de fermentação, apresentando o perfil de 

crescimento exponencial. Entretanto, a taxa de proliferação celular declina rapidamente, e as 

células se mantêm em fase estacionária após 10 horas de fermentação, mas metabolicamente 

ativas, convertendo o açúcar em etanol a uma taxa reduzida. Dependendo das características do 

mosto, esses microrganismos podem entrar em fase de declínio durante o intervalo entre o 

esgotamento dos açúcares, fim da fermentação e início da destilação, ocasionando uma redução 

significativa do número de células viáveis.  

Devido à baixa contagem de leveduras viáveis no pé de cuba dos produtores A e B, 

pode-se inferir que o processo de fermentação desses alambiques ocorrem a partir dos 

microrganismos provenientes do caldo de cana-de-açúcar que deu origem ao mosto de 

fermentação. O caldo de cana-de-açúcar é uma fonte rica e diversa de microrganismos, sendo 
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o principal precursor da microbiota que dá origem à cultura inicial do “pé de cuba caipira” 

(MEHNAZ, 2013; SCHWAN; DIAS, 2020).  

O alambique C utiliza um preparado comercial de leveduras como cultura inicial, o que 

pode ter contribuído para a manutenção da viabilidade das leveduras no “pé de cuba”. A seleção 

de microrganismos que originam esses produtos geralmente ocorre baseada em características 

como resistência a altas concentrações de etanol, açúcares e a baixo pH, boa capacidade de 

floculação, altos rendimentos, competitividade frente aos demais microrganismos presentes no 

mosto, e produção de compostos que agregam características sensoriais desejáveis a cachaça 

produzida. A maioria dos fermentos comerciais para a produção de cachaça são constituídos 

por leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae, com algumas exceções (ARAÚJO et al., 

2018; SCHAWN, DIAS, 2020; SOUZA et al., 2012). 

A contagem superior de leveduras viáveis da cultura inicial do produtor D demonstra o 

potencial dessas leveduras nativas de superarem as condições adversas da fermentação e se 

manterem viáveis até o fim de um processo de fermentação e início do próximo. Podem indicar 

a presença de cepas com potencial para serem utilizadas como culturas iniciais para a produção 

de cachaça. 

A contagem de bactérias aeróbicas dos produtores C e D, em média 4,81 log UFC mL-

1, foi significativamente (p < 0,05) superior ao dos produtores A e B, em média 3,77 log UFC 

mL-1; contudo, o produtor D foi o único cuja contagem de fungos viáveis foi acima da contagem 

de bactérias aeróbicas no “pé de cuba”. A contagem de bactérias e leveduras do inóculo do 

produtor C não foi significativamente diferente, conforme foi para os produtores A e B, cuja 

contagem de bactérias foi superior à de leveduras.  

As bactérias participam do processo de fermentação para a produção de cachaça e 

aguardente, e em níveis adequados, elas contribuem para as características sensoriais da bebida. 

Porém, o crescimento da população de bactérias acima do apropriado pode indicar a 

contaminação do processo e acarretar na produção de alguns compostos desejáveis acima do 

ideal e de diversos contaminantes. Além disso, o prolongamento do intervalo entre o fim da 

fermentação e início da destilação pode contribuir para a proliferação desses microrganismos, 

visto que o mosto de fermentação apresenta-se com características adversas para o crescimento 

de leveduras, com altas concentrações de etanol e esgotamento nutricional, condições essas 

favoráveis para o crescimento de algumas bactérias (CARDOSO, 2020; CARVALHO-

NETTO; ROSA; CAMARGO, 2008; DUARTE et al. 2011; PORTUGAL et al., 2016). 
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Com o objetivo de comparar os inóculos utilizados na fermentação espontânea com 

inóculos constituídos por leveduras selecionadas comerciais, Gabriel et al. (2012) obtiveram 

contagens de células viáveis distintas para leveduras e idênticas para bactérias nesses fermentos. 

A contagem média de leveduras do fermento comercial foi de, aproximadamente, 7,5 log UFC 

mL-1, enquanto o fermento natural foi em torno de 7,0 log UFC mL-1, já para a contagem de 

bactérias, em ambos os fermentos, a contagem média foi de 5,0 log UFC mL-1. 

A diferença entre a contagem de fungos e bactérias dos produtores A, B e D, que 

utilizam fermentos caipiras, evidencia a disparidade das características da microbiota de um 

produtor para o outro. Fatores como região geográfica, condições climáticas, maturidade dos 

colmos de cana, características do solo e manejo da cultura podem influenciar na diversidade e 

incidência de microrganismos autóctones na fermentação. Condições que afetam diretamente a 

qualidade do produto final produzido, introduzindo complexidade organoléptica e tipicidade ao 

produto (PORTUGAL et al., 2017).  

 

3.3. Diversidade da microbiota das culturas iniciais 

 

A diversidade bacteriana das culturas iniciais dos produtores A, B, C e D foi obtida por 

meio do sequenciamento de amplicon do gene 16S rRNA. As bases incorporadas durante o 

sequenciamento do gene das quatro amostras foram distribuídas entre os valores de Phred Q30 

e Q40, indicando boa qualidade de sequenciamento. Um total de 676.267 reads foram gerados 

e, após o controle de qualidade com a remoção de bases com qualidade ruins, tamanho 

reduzidos e retirada de ruídos, foram quantificadas nas amostras leituras de reads de 112.652 

para A, 133.755 para B, 123.222 para C e 119.080 para D. A riqueza observada (número de 

ASV por amostra) de cada “pé de cuba” foi: 973 para A, 1.151 para B, 938 para C e 1.160 para 

D.    

Diferentemente do resultado encontrado para bactérias, o sequenciamento do gene ITS 

do fungo resultou em sequências com bases incorporadas de qualidade inferior, próximas a 

Q20. Embora a qualidade das sequências tenha sido inferior à das bactérias, Q20 ainda é um 

valor de qualidade seguro para a realização das análises. Os números de sequências restantes 

no final das etapas de controle de qualidade para cada amostra foram: 113.784 para A, 124.107 

para B, 97.578 para C e 45.356 para D. Com exceção da amostra D, as outras três tiveram o 

número de sequências próximo a 100.000. O menor número de sequências na amostra D pode 
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ser devido à menor entrada e à má qualidade das bases nas fitas direta e reversa. Embora tenha 

sido baixo, o número de sequências na amostra D não afetou as análises subsequentes. 

Os índices de diversidade calculados a partir dos dados do sequenciamento do gene 16S 

rRNA bacteriano podem ser observados pelos dados descritos na Tabela 3. Observa-se que 

entre as quatro amostras avaliadas, D é a de maior riqueza (Chao1 = 1.166) e diversidade 

(Shannon = 4,149), enquanto a amostra C é a de menor riqueza (Chao1 = 948,8) e a amostra A 

é a de menor diversidade (Shannon = 3,473). Em relação à equitabilidade e dominância, um 

menor valor de equitabilidade foi observado na amostra B (0,4957), refletindo uma maior 

dominância da espécie (0,1228); em contrapartida, o “pé de cuba” do produtor C foi o com a 

maior equitabilidade (0,5902) e a menor dominância (0,04099).  

 

Tabela 3 – Índices de diversidade de Shannon, Chao, Equitabilidade e Dominância, e 

porcentagem de cobertura calculados no nível ASV para sequências bacterianas e 

fúngicas das amostras de cultura inicial dos produtores de cachaça A, B, C e D. 

   Shannon Chao-1 Equitabilidade Dominância % Cobertura 

Bactéria 

A 3,473 975,8 0,5047 0,08774 99,713 

B 3,494 1.153 0,4957 0,12280 99,827 

C 4,039 948,8 0,5902 0,04099 98,862 

D 4,149 1.166 0,5881 0,04905 99,485 

           

Fungo 

A 1,280 50 0,3271 0,4549 100 

B 1,926 166 0,3768 0,2950 100 

C 2,034 145 0,4088 0,2275 100 

D 2,980 307 0,5203 0,1065 100 

 

Os índices de diversidade calculados com base nos dados de sequenciamento do gene 

ITS do fungo podem também estão descritos na Tabela 3. Assim como para bactérias, os índices 

indicam que, entre as quatro amostras avaliadas, D é a que a de maior riqueza (Chao1 = 307) e 

diversidade (Shannon = 2,980). Uma riqueza muito menor e um índice de Shannon inferior 

(Shannon = 1,280) foram obserdos na amostra A (Chao1 = 50). Além disso, essa amostra foi a 

de menor equitabilidade (0,3271) e maior dominância (0,4549). A maior equitabilidade das 

espécies fúngicas e consequente menor dominância foram constatadas na amostra D, 0,5203 e 

0,1065, respectivamente. 

A diversidade e riqueza bacteriana e fúngica podem ser afetadas por fatores biológicos, 

químicos e físicos, como as características do mosto de fermentação, localização e 

particularidades do ambiente de produção, e interações microbianas. Além disso, a menor 
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riqueza bacteriana observada na amostra C (Tabela 3) pode estar associada ao tipo de cultura 

inicial utilizada nesse alambique, visto que esse produtor utiliza um fermento comercial 

elaborado a partir de leveduras selecionadas, cujo um dos critérios para seleção é a maior 

competitividade entre as comunidades microbianas presentes durante o processo fermentativo 

(FENTIE et al., 2022; GUARDADO et al., 2022).  

Com relação aos valores de cobertura, todas as amostras ficaram próximas a 100% para 

bactérias e atingiram 100% para fungos, indicando que o número de sequências obtido pelo 

sequenciamento foi suficiente para representar a comunidade microbiana das amostras de 

cultura inicial. A eficiência da cobertura do sequenciamento bacteriano e fúngico também pode 

ser verificada na curva de refração, que relaciona o número cumulativo de espécies (ASVs) 

encontradas em razão do esforço amostral (número de sequências obtidas no sequenciamento) 

(Figura 2A e B). Todas as amostras atingiram um platô, mostrando que o esforço amostral foi 

suficiente para abranger o número de espécies (ASVs) das quatro amostras para ambos os 

sequenciamentos, mesmo D, cujo o esforço amostral foi o menor. 

 

As análises de dissimilaridade usando o índice de Bray-Curtis para os dados de 

sequenciamento de 16S rRNA bacteriano mostram que as quatro amostras avaliadas são 

diferentes umas das outras, com base na composição taxonômica (Figura 3A). Embora sejam 

diferentes, as amostras B e D são mais semelhantes entre si, assim como as amostras A e C 

(Figura 3B). Na análise das coordenadas principais (PCoA), a coordenada 1 foi capaz de 

explicar 49,3% do agrupamento, e a coordenada 2, 33,7%; portanto, as diferenças nas bactérias 

da comunidade encontradas ao longo da coordenada 1 têm maior peso. Embora a amostra C 

esteja mais próxima de D do que A na Figura 3A, o dendrograma (Figura 3B) mostrou que essa 

amostra é mais semelhante à amostra A. 

A B 

Figura 2 – Curvas de rarefação observadas no nível ASV para sequências bacterianas (A) e 

fúngicas (B). 
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Para os dados de sequenciamento de genes ITS fúngicos, as análises de dissimilaridade 

usando o índice de Bray-Curtis mostram que as quatro amostras avaliadas são diferentes umas 

das outras; com base na composição taxonômica (Figura 3C). Embora sejam diferentes, as 

amostras C e D são mais semelhantes entre si, assim como as amostras A e B. Na análise das 

coordenadas principais, a coordenada 1 foi capaz de explicar 68,3% do agrupamento, e a 

coordenada 2, 28,2%; portanto, as diferenças nos fungos da comunidade encontradas ao longo 

da coordenada 1 têm maior peso. O dendrograma (Figura 3D) corrobora com os dados obtidos 

com PcoA; as amostras A e B foram agrupadas no mesmo lado, enquanto C e D em outro lado. 

 

 

Os fragmentos do gene 16S rRNA gerados a partir das quatro amostras de DNA das 

culturas iniciais avaliadas foram associados a um total de 3.501 ASVs, em que 54 filos, 276 

famílias, 476 gêneros e 79 espécies foram observados (classificados). Ao analisar os filos 

relacionados às quatro amostras, tanto pelo gráfico de barras quanto pelo mapa de calor, é 

 

A B 

C D 

Figura 3 – Avaliação da similaridade de comunidades bacterianas e fúngicas entre amostras de 

cultura inicial, com base na dissimilaridade de Bray-Curtis no nível ASV A) PCoA 

para bactérias; B) Dendrograma usando o método de junção vizinho para bactérias; 

C) PCoA para fungos; D) Dendrograma usando o método de junção vizinho para 

fungos. 
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possível observar que, de maneira geral, os filos mais abundantes em todas as amostras foram 

Firmicutes, Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacteria e Bacteriodetes (Figura 4A e 4B). 

Os filos Firmicutes e Proteobacteria estão entre os filos bacterianos dominantes em processos 

de produção de alimentos e bebidas fermentadas (CHEN; CHEN; LEI, 2017; DJENI et al., 

2020; PORTILLO et al., 2016). Entretanto, em algumas amostras haviam particularidades, 

como, por exemplo, as amostras A, B e C, já que o terceiro filo mais abundante foi 

Cianobactérias, enquanto para a amostra D, o terceiro filo mais abundante foi o Bacteriodetes. 

O filo Chloroflexi estava entre os mais abundantes na amostra B, e na amostra C, o filo 

Tenericutes estava entre os principais.  

Aprofundando o nível taxonômico e analisando os resultados dos gêneros encontrados, 

observa-se que o mais abundante nas quatro amostras foi Lactobacillus. Porém, outros gêneros, 

como Wolbachia, Zymomonas e Acetobacter também foram identificados entre os mais 

abundantes (Figura 4C e 4D). Segundo Guardado et al. (2022), os principais gêneros de 

bactérias associados à produção de cachaça são Bacillus, Lactobacillus e Leuconostoc. 

Entretanto, observa-se uma alta diversidade de gêneros identificados nas amostras de “pé de 

cuba” dos quatro alambiques produtores de cachaça (Figura 4C e 4D). 

O gênero Lactobacillus, pertencente ao filo Firmicutes, é um dos principais gêneros 

associados à fermentação de bebidas alcóolicas. Bactérias desse gênero são reconhecidas pela 

elevada produção de ácido lático; porém, dependendo da rota metabólica, essas bactérias podem 

ser heterofermentativas. Além de produzir ácido lático, são capazes de produzir diversos 

compostos, como ácido acético, etanol e dióxido de carbono. Em algumas situações, bactérias 

do gênero Lactobacillus tendem a dominar os processos fermentativos, pois apresentam alta 

taxa de crescimento e maior capacidade de absorção de substrato que outras bactérias 

fermentativas (GAO et al., 2022; PEREIRA et al., 2020). 

As bactérias pertencentes ao gênero Zymomonas (Proteobacteria) são bactérias 

anaeróbicas aerotolerantes, que têm como uma das principais características a capacidade de 

produção de etanol e dióxido de carbono a partir de glicose, frutose e sacarose com altos 

rendimentos. Apesar de não haver relatos da presença de Zymomonas durante a produção de 

cachaça, esse gênero já foi detectado nos processos fermentativos para a produção de outras 

bebidas alcoólicas, como em bebidas tradicionais da Etiópia (Tej), Nigéria (Vinho de palma) e 

México (Pulque), e em fermentações para a produção de etanol e levana a partir da cana-de-

açúcar (DIAZ et al., 2019; DJENI et al., 2020; ERNANDES; CRUZ, 2011; FENTIE et al., 

2022; WEIR, 2016). 
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Figura 4 – Composição taxonômica bacteriana das amostras de cultura inicial representada por: A) Bargraph a nível de filo; B) Heatmap a nível de 

filo; C) Bargraph a nível de gênero; D) Heatmap a nível de gênero; E) Bargraph a nível de espécie; F) Heatmap a nível de espécie. 

Bargraphs mostram as 20 mais abundantes identificações. Heatmaps mostram todas as identificações com abundância acima de 0,1%, 

ambos usando abundância relativa. NA = não identificado. Other = identificações com abundância inferior a 0,1%. 
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O gênero Acetobacter (Proteobacteria) engloba bactérias capazes de produzir ácido 

acético a partir do etanol na presença de oxigênio. Essas bactérias são reconhecidas por sua 

habilidade de manter atividade após o esgotamento dos açúcares do mosto de fermentação, 

quando finaliza a fermentação alcoólica, reduzindo o rendimento em etanol e aumentando as 

concentrações de ácido acético. Além disso, a produção de ácido ao longo da fermentação 

acidifica o ambiente e inibe o crescimento de outros microrganismos, como Saccharomyces, o 

que resulta no retardo da fermentação. A elevada presença de Acetobacter durante a 

fermentação é associada à deterioração de bebidas fermentadas, principalmente do vinho e da 

cerveja, e pode indicar uma fermentação alcoólica descontrolada (BERBEGAL et al., 2019; 

HONG et al., 2016; RASPOR; GORANOVIC, 2008; SIRÉN et al., 2019). 

O gênero Wolbachia (Proteobacteria) também foi identificado em todas as amostras de 

“pé de cuba”. Entretanto, esse não é um gênero comumente associado a processos fermentativos 

para a produção de alimentos e bebidas, mas já foi detectado em amostras de mosto de 

fermentação da produção de vinho. Wolbachia é um gênero de bactérias intracelular capaz de 

infectar uma ampla gama de artrópodes e nematoides, principalmente Drosophila, com 

potencial uso como controle biológico. Apesar de não ser relatado como um gênero presente na 

fermentação alcoólica, essas bactérias podem ter contaminado a cultura inicial a partir da 

presença de insetos, como mosquitos, que de alguma forma tiveram contato com o “pé de cuba” 

ou com o mosto de fermentação em alguma etapa do processo de produção da cachaça 

(CARAGATA et al., 2021; MARZANO et al., 2016; WANGKEEREE et al., 2020). 

Além desses gêneros, algumas amostras continham abundância relativa para outros 

gêneros de forma distinta das demais, como a amostra A, cuja maior abundância relativa foi do 

gênero Candidatus Alysiosphaera (3,2%), Proteobactérias filamentosas, halofílicas, aeróbicas 

e também não são associadas à produção de alimentos e bebidas fermentadas.  Essas bactérias 

foram identificadas em amostras de estações de tratamentos de efluentes e podem contribuir 

com o aumento e volume de formação de espumas, sendo caracterizadas como capazes de 

consumir vários carboidratos, aminoácidos e etanol (KRAGELUND et al., 2006; LEVANTESI 

et al., 2004; NIELSEN et al., 2009).  

A amostra B conteve a maior abundância relativa do gênero Celeribacter (4,4%), 

pertencente ao filo das Proteobactérias. Esse é um gênero de bactéria aeróbica, halofílica, com 

crescimento anaeróbico por meio da fermentação da D-glicose pela respiração anaeróbica do 

nitrato, capaz de reduzir nitrato a nitrito, e necessita de Na+ ou água do mar presente no substrato 

para o crescimento. Algumas espécies pertencentes a esse gênero são reconhecidas pela sua 



104 
 

 
 

capacidade de degradar hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (IVANOVA et al., 2010; JAMI 

et al., 2016). 

A amostra C foi a única cujas bactérias dos gêneros Streptococcus e Lactococcus foram 

quantificadas com abundâncias relativas superiores a 0,1%. Streptococcus e Lactococcus são 

gêneros de bactérias do ácido lático também pertencentes ao filo Firmicutes, amplamente 

encontrados em alimentos e bebidas fermentadas. Esses gêneros são utilizados principalmente 

na produção de iogurte e queijo, mas há relatos da presença de Streptococcus em mosto de 

fermentação para a produção de cachaça, assim como em outras bebidas fermentadas, como 

cervejas africanas, vinho de arroz chinês e uvas utilizadas para a produção de vinho. Algumas 

espécies do gênero Streptococcus são reconhecidas pela sua capacidade de produzir uréase, 

enzima que catalisa a hidrólise da ureia em amônia e carbamato (LACERDA et al., 2011; 

LINGANI et al., 2021; MILANOVIC et al., 2018; PORTILLO et al., 2016; UNNO et al., 2022; 

ZOTTA et al., 2008). 

Bactérias do gênero Lactococcus são anaeróbicas facultativas e se caracterizam pela 

elevada produção de ácido lático, principalmente nos estágios iniciais da fermentação, sendo 

muitas espécies desse gênero homofermentativas e produzem exclusivamente ácido láctico. 

Essas bactérias também já foram detectadas em mosto de fermentação para a produção de 

cachaça, do mesmo modo que em outras bebidas alcoólicas fermentadas, principalmente no 

vinho, além de vinho de arroz chinês, cervejas africanas e o pulque mexicano, e contribuem 

para a síntese de compostos voláteis (BERBEGAL et al., 2019; BORA et al., 2016; 

GAROFALO et al., 2020; GOMES et al., 2010; GUARDADO et al., 2022; LACERDA et al., 

2011; LINGANI et al., 2021; LIU et al., 2019; VARGAS et al., 2020).  

Outro gênero encontrado predominantemente na amostra C foi Weissella (Firmicutes), 

com abundância relativa de 1,8%. Esse gênero, assim como Streptococcus e Lactococcus, é 

reconhecido pela elevada produção de ácido lático. São bactérias heterofermentativas, isoladas 

de vegetais e plantas, grãos, peixes e outras carnes, e uma variedade de alimentos fermentados. 

As espécies desse gênero são capazes de produzir a partir de glicose, além de ácido láctico, 

etanol e/ou acetato, e dióxido de carbono (JANG et al., 2002; KAVITAKE; DEVI; SHETTY, 

2020; KIM et al., 2017).  

Os gêneros Ruminococcaceae UCG−014, Intestinimonas e Alloprevotella foram 

observados com abundâncias relativas acima de 0,1% apenas na amostra D (Figura 4C e 4D). 

Ruminococcaceae UCG−014 e Intestinimonas são bactérias estritamente anaeróbicas, 

pertencentes ao filo Firmicutes, que se caracterizam por colonizarem o trato gastrointestinal de 
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animais, como bois, cabras, coelhos, frango, pombos e ratos. Ambos os gêneros são 

reconhecidos por produzirem butirato a partir de aminoácidos. Além disso, Ruminococcaceae 

UCG−014 é capaz de produzir xilanases e celulases, enzimas responsáveis pela degradação de 

diversos componentes de celulose e hemicelulose de material vegetal. Intestinimonas são 

produtoras de acetato (DENG et al., 2022; KLARING et al., 2013; LI et al., 2021; LIAO et al., 

2021; LIU et al., 2022; PACÍFICO et al., 2021; RAMOS et al., 2021; WANG et al., 2020). 

Assim como esses dois gêneros, outro gênero associado ao trato gastrointestinal de animais é 

Alloprevotella, espécies obrigatoriamente anaeróbicas, fraca a moderadamente sacarolíticas e 

produtoras de ácidos acético e succínico como produtos finais da fermentação (CHEN et al., 

2022; DOWNES et al., 2013; FENG et al., 2022; MAHAYRI et al., 2022). Esses três gêneros 

de bactérias são frequentemente encontrados em fezes de animais, o que pode indicar uma 

possível falta de controle higiênico-sanitário com consequente contaminação do ambiente de 

produção da cachaça por esses microrganismos. Esses locais são ambientes agropecuários onde 

muitas vezes, de forma inadequada, há a presença de animais próximos ao ambiente de 

produção. 

A maioria das sequências não foi classificada em nível de espécie, mas dentre as 

classificadas, as mais abundantes entre as amostras foram Lactobacillus fructivorans, 

Lactobacillus ghanensis, Lactobacillus panis, Lactococcus lactis, Zymomonas mobilis, Shimia 

marina e Weissella paramesenteroides (Figura 4E e 4F). A bactéria Lactobacillus fructivorans 

foi identificada em todas as amostras de “pé de cuba” analisadas, sendo mais abundante na 

amostra C (1,5%). Essa espécie é microaerófila, heterofermentativa, são capazes de crescer em 

meios contendo até 15% de etanol, e produz ácido láctico a partir de glicose, frutose e gluconato.  

Lactobacillus fructivorans é reconhecida pela produção de sabores particulares em produtos 

fermentados, consideradas álcool-fílicas e tolerantes ao álcool. Muitas vezes essa bactéria é 

relacionada ao processo de deterioração de cerveja e saquê. A espécie Lactobacillus 

homohiochii é um sinônimo heterotípico posterior da espécie Lactobacillus fructivorans 

(KOBAYASHI et al., 2012; SANDERS et al., 2015; ZHAO; GU, 2019). 

Lactobacillus ghanensi foi a espécie identificada mais abundante na amostra A, com 

abundância relativa de 5,7%. Ela também estava presente nas demais amostras; entretanto, em 

proporções inferiores (Figura 4E e 4F). Cepas dessa bactéria foram isoladas da fermentação do 

cacau e ainda não haviam sido atribuídas à fermentação de cachaça, mas já foi relatada no 

processo de produção do pulque. Ela se caracteriza pela produção de ácido láctico a partir de 
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glicose sem formação de gás, além de apresentar resistência às condições ácidas (NIELSEN et 

al., 2007R; RAMIREZ et al., 2022) 

Lactobacillus panis foi isolado a primeira vez de fermento de centeio para a produção 

de pão, mas cepas já foram identificadas na fermentação de licor chinês, em alguns vegetais e 

em fermentações alcoólicas e lácticas. São bactérias heterofermentativas, produtora de ácido 

láctico a partir de vários açúcares, como sacarose, glicose e frutose. Além do ácido láctico, 

podem ser responsáveis pela produção de compostos de sabor, como outros ácidos, ésteres e 

etanol. Há relatos de que cepas dessa espécie são capazes de produzir 1,3-propanodiol a partir 

de glicerol, em meio contendo glicose. Cepas dessa espécie podem ser auxotróficas para 

diferentes aminoácidos, mas, em processos fermentativos na presença de S. cerevisiae, essa 

levedura pode atuar fornecendo os aminoácidos necessários para o seu crescimento 

(GRAHAME et al., 2013; LIN et al., 2022; ZHU et al., 2021; WIESE et al., 1996; WU; LIN, 

2022). Dentre as espécies bacterianas identificadas, a maior taxa de abundância na amostra de 

cultura inicial do produtor D, 2,0%, foi observada para Lactobacillus panis, seguido pela 

amostra C, 1,6%, e pelas amostras A e B, com abundância de 0,5% cada uma.  

Lactococcus lactis foi classificada apenas na amostra do produtor C (0,5% de 

abundância relativa). Apesar de ter sido identificada em apenas uma amostra, estudos anteriores 

relatam a presença dessa bactéria em amostras de mosto de fermentação para a produção de 

cachaça. Entretanto, há um efeito inibitório entre o crescimento dessa bactéria com o 

crescimento de S. cerevisiae, visto que o etanol produzido durante a fermentação dificulta o 

crescimento de L. lactis. Essa espécie já foi relada em diversas outras bebidas fermentadas, 

como o vinho de arroz, pulque, sidra, kefir, leites fermentados, entre outros, e é responsável 

pela produção de compostos voláteis flavorizantes (GAROFALO et al., 2020; GOMES et al., 

2010; GUARDADO et al., 2022; LACERDA et al., 2011; LEDORMAND et al., 2022).  

Zymomonas mobilis foi a espécie de bactéria identificada mais abundante na amostra C, 

7,1% de abundância relativa, enquanto nas demais amostras, a porcentagem dessa espécie não 

ultrapassou 1% (Figura 4E e 4F). As primeiras cepas dessa bactéria foram isoladas de sidra 

deteriorada e da fermentação de tequila. Além dessas bebidas, essa espécie já foi identificada 

em processos fermentativos para a produção de outras bebidas alcoólicas e etanol, e se 

caracteriza por ser a única bactéria que pode transformar sacarose, glicose e frutose em etanol, 

sob condições anaeróbicas através da via Entner-Doudoroff (ED) (FENTIE et al., 2022; LIU et 

al., 2022). 
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Shimia marina é uma Proteobactéria, isolada principalmente de ambientes marinhos, 

heterotrófica, estritamente anaeróbica, que necessita de sais para o crescimento e é capaz de 

crescer em substratos contendo acetona, etanol, ureia, entre outros compostos (CHOI et al., 

2006; TORRES; PUJALTE; ARAHAL, 2016). Essa espécie foi identificada apenas nas 

amostras de “pé de cuba” dos produtores B e D, com 0,5% de abundância relativa em cada uma. 

Não há relatos da presença dessa espécie em processos fermentativos para a produção de 

bebidas e alimentos fermentados. 

Weissella paramesenteroides foi identificada exclusivamente na amostra C (1,6%). Essa 

bactéria produtora de ácido láctico foi isolada de salsichas, mas já foi identificada em outros 

alimentos e bebidas, sendo reconhecida por sua capacidade de produzir bacteriocinas que se 

mostram eficazes contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Não há relatos da presença 

dessa espécie ao longo do processo de produção de cachaça (AHMED et al., 2022; KIM et al., 

2017; PAPAGIANNI; PAPAMICHAEL, 2012). 

Em relação à diversidade microbiana dos fungos, os fragmentos do gene ITS gerados a 

partir das quatro amostras de DNA das culturas iniciais dos alambiques produtores de cachaça 

avaliados foram associados a um total de 486 ASVs, em que 6 filos, 87 famílias, 116 gêneros e 

128 espécies foram observados (classificados). Ao analisar os filos relacionados às quatro 

amostras, tanto pelo gráfico de barras (Figura 5A) quanto pelo mapa de cores (Figura 5B), o 

filo mais abundante em todas as amostras foi o Ascomycota (Figura 5A e 5B). Entretanto, é 

importante destacar que na amostra C, 72,4% das sequências não foram classificadas a nível de 

filo. 

 Aprofundando o nível taxonômico e analisando os resultados dos gêneros encontrados, 

pode-se perceber que a maioria das sequências não foram classificadas para as amostras C e D, 

sendo que na amostra C foi constatado o maior número de sequências não classificadas, 

aproximadamente 90% (Figura 5C e 5D).  Em relação aos gêneros classificados, observa-se 

que o mais abundante nas amostras A e B foi Saccharomyces, com abundância relativa de 

65,2% e 50,7%, respectivamente, demonstrando a dominância desse gênero no “pé de cuba” 

desses alambiques. Saccharomyces é o principal gênero fúngico associado à produção de 

cachaça. Entretanto, outros gêneros de leveduras também já foram descritos, como 

Rhodotorula, Candida, Kluyveromyces, Pichia, Debaromyces, Meyerozyma e Hanseniaspora 

(ARAÚJO et al., 2018; BARBOSA et al., 2016; COSTA et al., 2021; PORTUGAL et al., 2017; 

SCHWAN et al., 2001).  
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Figura 5 – Composição taxonômica fúngica das amostras de cultura inicial representada por: A) Bargraph a nível de filo; B) Heatmap a nível de 

filo; C) Bargraph a nível de gênero; D) Heatmap a nível de gênero; E) Bargraph a nível de espécie; F) Heatmap a nível de espécie. 

Bargraphs mostram as 20 mais abundantes identificações. Heatmaps mostram todas as identificações com abundância acima de 0,1%, 

ambos usando abundância relativa. NA = não identificado. Other = identificações com abundância inferior a 0,1%. 
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Além do gênero Saccharomyces, na amostra B foram identificados outros dois gêneros 

de fungos filamentosos entre os mais abundantes, Cladosporium (3,6%) e Penicillium (1,8%). 

Cladosporium são fungos endofíticos comuns em climas tropicais, frequentemente encontrados 

em vários alimentos, como cereais, grãos e frutas. Em bebidas, esse gênero já foi identificado 

na superfície de bagas de uvas e no mosto de fermentação para a produção de vinho e também 

já foram identificados no colmo, no bagaço e no caldo de cana-de-açúcar. Além disso, algumas 

espécies desse gênero se destacam pela capacidade de produzir enzimas hidrolíticas e uma vasta 

gama de compostos secundários (ABDALLAH et al., 2020; ESPINOSA et al., 2006; 

MARQUES et al., 2018; SALVATORE; ANDOLFI; NICOLETTI, 2021; SIREN et al., 2019; 

STUART et al., 2010). 

Penicillium é outro gênero que engloba fungos endofíticos amplamente difundidos com 

capacidade de produzir diversas enzimas e metabólitos secundários, como álcoois, ésteres e 

cetonas. Esse gênero já foi identificado na microbiota de outras bebidas fermentadas, como o 

vinho de arroz e vinho de uva. A presença de Penicillium também já foi detectada no solo de 

canaviais, no bagaço de cana-de-açúcar e no caldo de cana-de-açúcar (ABDALLAH et al., 

2020; AHMED; DAWAR; TARIQ, 2010; ASSAF et al., 2020; ESPINOSA et al., 2006; 

RAMOS et al., 2021; SIREN et al., 2019; XIAO et al., 2022). 

A abundância relativa do gênero Saccharomyces nas amostras C e D foi muito inferior 

que nas demais amostras, 0,8% e 10,9%, respectivamente. O gênero classificado de maior 

abundância relativa na amostra C foi Geastrumia, com 2,6% de abundância. Esse gênero 

também esteve presente na amostra D entre os fungos mais abundantes, com 2,7% de 

abundância relativa. Geastrumia é um gênero de fungos filamentosos associado a algumas 

espécies vegetais de países, como Brasil, Tanzânia, Estados Unidos, Espanha e República 

Dominicana, sendo relacionado principalmente a fungos da mancha fuliginosa que acomete a 

superfície cerosa da maçã, e geralmente estão associadas a uma determinada região (ARIAS et 

al., 2010; BATZER et al., 2015; SILVA et al., 2016).  

Além desses gêneros fúngicos, as maiores abundâncias relativas na amostra D foram 

constatadas para os gêneros Fusarium (11,0%) e Resinicium (1,8%) (Figura 5C e5D). O gênero 

Fusarium é um dos mais abundante, englobam fungos endofíticos com capacidade de produzir 

metabolitos secundários complexos e diversos. Esse gênero foi isolado do colmo, bagaço, e 

caldo de cana-de-açúcar, e também foi detectado em processos de produção de outras bebidas 

fermentadas, como vinhos de diferentes matérias primas (ABDALLAH et al., 2020; AHMED; 

DAWAR; TARIQ, 2010; CHEN et al., 2020; LI et al., 2020). Na amostra do “pé de cuba” do 
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produtor D, a abundância relativa de Fusarium foi bem elevada, próxima a encontrada para a 

levedura Saccharomyces, que é o principal microrganismo responsável pela fermentação para 

a produção de cachaça. Isso pode indicar um desequilíbrio desse ambiente, com uma 

proliferação excessiva desse fungo. Resinicium é um gênero de fungos associados ao solo e a 

decomposição da madeira, capaz de formar um cordão micelial. Essse gênero já foi isolado de 

amostras de rizosferas do cultivo da cana-de-açúcar, mas não há relatos da identificação em 

alimentos e bebidas fermentadas (GRUHN et al., 2017; LONHIENNE et al., 2015; YU et al., 

2021). 

Não há estudos que relatem a composição de fungos filamentosos presentes na cultura 

inicial ou no processo fermentativo de alambiques produtores de cachaça, mas pode-se observar 

que há uma diversidade de fungos filamentosos que podem estar presentes e influenciar na 

qualidade do processo fermentativo, visto que a maior parte da diversidade de gênero da 

microbiota fúngica identificada nas amostras de “pé de cuba” foi de fungos filamentosos. Além 

de Saccharomyces, os gêneros de leveduras identificados nas amostras foram Erythrobasidium, 

presente nas amostras B e D; Exophiala e Wickerhamiella identificadas nas amostras B, C e D, 

e Papiliotrema nas amostras C e D; entretanto, a abundância relativa dessas leveduras foi 

inferior à dos fungos filamentosos (Figura 5C e 5D).  

Pode-se observar que cinco gêneros (Cyanodermella, Didymella, Nigrospora, 

Papiliotrema e Paraphoma) foram identificados apenas nas amostras C e D (Figura 5C e D), o 

que corrobora com os resultados obtidos nas análises de similaridade da comunidade fúngica 

(Figura 3C e D). Esses produtores estão localizados em uma mesma região, o que pode ter 

contribuído para que essas amostras fossem semelhantes em relação as suas diversidades de 

gêneros de fungos identificados, mesmo com o produtor C usando uma cultura inicial 

comercial. O microbioma formado, principalmente em relação a fungos filamentosos e 

leveduras, pode estar associado a localização geográfica, visto que o clima, as características 

do solo e topografia do local podem influenciar o desenvolvimento de comunidades 

microbianas estruturadas regionalmente, o que pode refletir diretamente na composição físico-

química da cachaça produzida, agregando características distintas entre as bebidas elaboradas 

em determinadas regiões (LIU et al., 2019; MILANOVIC et al., 2022; MORRISON-

WHITTLE; GODDARD, 2018).   

Em relação a identificação da microbiota fúngica a nível de espécie, assim como para 

gênero, a maioria das sequências das amostras C e D não foram classificadas em nível de 

espécie. A baixa classificação das sequências ao nível de gênero e espécie é resultado de 
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características intrínsecas desse grupo microbiano. Ao contrário das bactérias, a evolução e a 

diversidade morfológica dos fungos não estão intimamente associadas a marcadores genéticos 

únicos, e por serem um grupo muito heterogêneo, a identificação taxonômica se torna um 

processo complexo e difícil. Embora o ITS seja considerado o marcador universal para fungos, 

é indicado a utilização de mais de um marcador molecular para que a classificação seja feita 

com maior resolução (EZEONUEGBU et al., 2022; NILSSON et al., 2019; TEKPINAR; 

KALMER, 2019). 

Entre as espécies classificadas, a mais abundante nas amostras foi Saccharomyces 

cerevisiae (Figura 5E e 5F), sendo essa espécie dominante nos “pés-de-cuba” das amostras A e 

B. S. cerevisiae é a principal espécie associada a fermentação de bebidas alcoólicas. Durante a 

fermentação para a produção de cachaça seu metabolismo sintetiza enzimas capazes de 

hidrolisar o açúcar disponível no mosto produzindo etanol, dióxido de carbono e diversos outros 

compostos voláteis e não voláteis (ARAÚJO et al., 2018; HIRST; RICHTER, 2016).  

A menor diversidade de espécies com abundância relativa acima de 0,1% foi observada 

na amostra A, onde foram classificadas apenas 6 espécies que representam 66,1% da 

biodiversidade total, seguida da amostra B com 9 espécies, que correspondem a 56,8% da 

abundância total, C com 13 espécies que representam apenas 4,7% da abundância relativa total 

e D com 14 espécies que correspondem a 17,5% da biodiversidade total.  Além de S. cerevisiae, 

na amostra A, a segunda espécie mais abundante foi Cladosporium cladosporioides (0,5%), 

assim como para a amostra B, cuja a abundância relativa foi de 2,8%. Essa espécie também foi 

identificada nas amostras C e D com abundância relativa de 0,5% e 0,7%, respectivamente. Na 

amostra B também foi identificada entre as espécies mais abundante Penicillium lanosum, com 

1,8% de abundância relativa. Para as amostras C e D, a segunda espécie classificada mais 

abundante foi Resinicium saccharicola (1,8%). 

Cladosporium cladosporioides está entre as espécies mais isoladas desse gênero, 

inclusive já foi isolada do bagaço de cana-de-açúcar. Seu metabolismo resulta na produção de 

diversos compostos secundários, como antibióticos que podem agir como inibidores de Bacillus 

subtilis, Escherichia coli e Candida albicans, e enzimas. Além disso, fungos dessa espécie são 

capazes de remover hidrocarbonetos policíclicos aromáticos, como fenantreno, do solo a partir 

da atividade extracelular de enzimas (ligninases) (ALMATAR; MAKKY, 2016; ESPINOSA et 

al., 2006). Penicillium lanosum é uma espécie de fungo com reconhecida capacidade de 

produção de celulase. Há relatos da identificação dessa espécie em locais com diferentes 

características, desde solos criogênicos até frutas; entretanto, não há relatos sobre presença 



112 
 

 
 

dessas cepas na cana-de-açúcar ou em processos fermentativos para a produção de alimentos e 

bebidas (BOUQELLAH, 2019; MUSCAT et al., 2020; PRUDNIKOVA et al., 2021). 

Resinicium saccharicola são espécies tropicais isoladas em países como Guiana Francesa, 

Caribe, Cuba e Porto Rico, de plantas como bambu (Bambusa vulgaris), palmeira-rachis e cana-

de-açúcar. Essa espécie já foi identificada na microbiota da cana-de-açúcar, da rizosfera e do 

solo dessa cultura cultivada no Brasil (CARVALHO et al., 2021; GRUHN et al., 2017; 

NAKASONE, 2000). 

Entre as espécies de leveduras, além de S. cerevisiae, foram identificadas duas espécies 

do gênero Wickerhamiella (anteriormente Candida), W. cachassae e W. dulcícola, nas amostras 

de cultura inicial dos alambiques B, C e D; Erythrobasidium leptospermi nas amostras B e D; 

e a espécie Papiliotrema mangalensis nas amostras C e D. As espécies W. cachassae e W. 

dulcícola são espécies de leveduras isoladas do caldo de cana-de-açúcar e das dornas de 

fermentação da produção de cachaça brasileira em Minas Gerais e Tocantins, cujo isolado mais 

próximo já descrito, conforme determinado pela similaridade de sequência, é a Wickerhamiella 

drosophilae. Ambas as espécies são capazes de crescer rapidamente na presença de etanol 4 % 

e lentamente em etanol 5 %. A presença dessas espécies no caldo de cana e nas dornas de 

fermentação é atribuída à presença de drosofilídeos, abelhas, besouros ou outros insetos que 

podem entrar em contato com o mosto de fermentação ao longo do processo de produção 

(BADOTTI et al., 2013). Erythrobasidium leptospermi é uma espécie recentemente isolada do 

filoplano do arbusto Leptospermum speciosum na Austrália, e é a quarta descrita nesse gênero 

de leveduras balistosporogênicas vermelho-alaranjadas (TAN et al., 2021). A espécie 

Papiliotrema mangalensis, anteriormente denominada Cryptococcus mangaliensis, foi isolada 

de mangues de Everglades da Flórida, Estados Unidos da América (FELL et al., 2011; LIU et 

al., 2016). 

 

3.4. Compostos voláteis 

 

A análise de compostos voláteis demonstrou uma diversidade de 42 compostos 

orgânicos presentes nas amostras das frações voláteis, cabeça, coração e cauda, produzidas a 

partir das culturas iniciais pelos quatro alambiques produtores de cachaça (Tabela 4). O sabor 

e aroma da cachaça produzida estão diretamente associados ao processo de fermentação, visto 

que muitos desses compostos são produtos do metabolismo dos microrganismos presentes 

durante todo o processo, até a etapa de destilação. Após a destilação, as modificações da 
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composição volátil da bebida são influenciadas pelas condições de armazenamento e pelas 

reações que podem ocorrer entre os compostos que a constitui (CARDOSO, 2020).  

A maior diversidade de compostos foi observada nas frações cabeça, com um total de 

39 compostos identificados; na fração coração foram identificados 22 compostos; e na fração 

cauda 20 compostos. Pode-se observar que as principais classes de compostos identificados 

foram ésteres e álcoois. Alguns compostos estavam presentes em todas as frações, como o éster 

octanoato de etila, que é associado aos descritores de odor de frutas e gordura, o decanoato de 

etila, associado a aromas de uva, dodecanoato de etila, relacionado a aromas doce, floral e de 

cera, e hexadecanoato de etila, que também tem o descritor de aroma de cera associado. O álcool 

3-metil-1-butanol (álcool isoamílico) também foi identificado em todas as frações, e está 

relacionado a aromas de uísque, malte e queimado. Esses compostos, além de estarem presentes 

em todas as frações, estavam entre os mais abundantes em todas elas. Outro composto que foi 

detectado na maioria das amostras foi o acetato de etila, que é considerado um dos principais 

ésteres presente na cachaça. Ele foi detectado em todas as frações das amostras B, C e D, 

estando entre os compostos mais abundantes. Entretanto, na amostra A, esse éster foi 

identificado apenas na fração coração, e com abundância inferior a diversos outros ésteres 

detectados. O acetato de etila se caracteriza por contribuir com odores associados ao abacaxi 

(Tabela 4). 

Ao avaliar a diversidade de compostos das frações voláteis obtidas durante a produção 

de cachaça em um alambique de Minas Gerais, Brasil. Santiago et al. (2016) observaram a 

maior heterogeneidade de compostos nas frações cabeça e coração, com um total de 24 

compostos em cada uma, enquanto a fração cauda continha 18 compostos distintos. Além disso, 

um total de 12 compostos eram comuns as três frações. Duarte et al. (2011) determinaram a 

composição volátil das frações voláteis obtidas da produção de cachaça e constataram um total 

de 16 compostos nas frações cabeça e cauda, sendo acetaldeído, lactato de etila, 2-metilpropan-

1-ol, 2-metilbutan-1-ol, 3-metilbutan-1-ol, pentan-1-ol, ácido butírico, ácido octanoico e ácido 

decanoico os presentes em maiores quantidades. Na fração, coração os autores identificaram 29 

compostos, sendo acetaldeído, acetato de etila, propan-1-ol, 2-metilpropan-1-ol, 2-metilbutan-

1-ol, 3-metilbutan-1-ol e 2-feniletanol aqueles com as maiores concentrações. Analisando 

cachaças comerciais da Paraíba - Brasil, Oliveira et al. (2020) constataram que os principais 

compostos voláteis presentes na bebida foram acetato de etila, octanoato de etila, decanoato de 

etila, dodecanoato de etila, tetradecanoato de etila e hexadecanoato de etila. Silveira et al. 

(2021) identificaram uma grande variedade de compostos voláteis ao analisarem os mostos de 
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caldo de cana-de-açúcar usados para a produção de cachaça a partir da fermentação com três 

linhagens de leveduras S. cerevisiae autóctones, e as cachaças produzidas a partir desses 

mostos. No total, os autores identifcaram 204 compostos, sendo 108 nos mostos e 168 nas 

cachaças. Os álcoois foram os mais identificados; entretanto, também foram identificados 

diversos ésteres, aldeídos, acetal e hemicetal, ácidos carboxílicos, hidrocarbonetos, cetonas, 

entre outros. 

Em relação à diversidade de compostos voláteis observada entre os produtores, 

considerando os compostos identificados nas três frações, constatou-se no alambique C a maior 

diversidade de compostos, com um total de 29 diferentes. As frações voláteis do alambique A 

continham 24 compostos distintos; nas frações do alambique B foram identificados 23 

compostos, enquanto nas frações do alambique D foram apenas 19 compostos (Tabela 4). 

Considerando apenas a fração coração, que é a fração correspondente à cachaça, o número de 

compostos identificados nas amostras de cada produtor foram: 18 (amostra A), 11 (amostra B), 

12 (amostras C e D).  

Essa diferença entre a composição das frações é esperada, visto que o processo de 

destilação em alambiques de cobre se distingue da destilação em colunas de aço inox 

exatamente pela possibilidade de separar essas frações, obtendo na fração coração a melhor 

constituição para a bebida. Entretanto, o corte deve ser realizado de forma adequada para que 

não ocorra a redução excessiva de compostos desejáveis ou a presença em excesso de 

compostos que podem prejudicar a qualidade físico-química e sensorial da cachaça 

(CARDOSO, 2020).  

Observa-se na Tabela 4 que, apesar de a maior diversidade de compostos voláteis 

identificados nas frações destiladas ter sido constatada na amostra C (29 compostos no total), 

esse alambique não continha a cachaça (fração coração) com a composição volátil mais diversa 

(12 compostos no total), visto que a bebida que exibiu a maior diversidade de compostos foi a 

produzida pelo alambique A (18 compostos no total). Uma grande diversidade de compostos 

voláteis na bebida não a caracteriza como uma cachaça de qualidade superior, pois alguns 

compostos voláteis podem ser responsáveis por sabores e aromas desagradáveis. É importante 

que a composição volátil da cachaça seja constituída de compostos que agregam características 

sensoriais de qualidade e que os mesmos estejam em proporções adequadas (GAO et al., 2022; 

PORTUGAL et al., 2016).  
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Tabela 4 – Compostos voláteis identificados por microextração em fase sólida/cromatografia gasosa-espectrometria de massas nas frações voláteis, 

cabeça, coração e cauda, dos quatro alambiques produtores de cachaça. Resultados expressos em % área relativa de pico. 

 

IRC IRL Compostos 
A B C D Descritor* 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3  

  Ésteres              

608 - Acetato de etila nd 1,05 nd 2,87 3,53 3,35 2,60 2,93 8,08 2,74 6,84 26,12 Abacaxi 

714 - Propionato de etila nd nd nd 0,71 0,73 0,87 nd nd nd nd nd nd Fruta 

875 875 Acetato de 3-metilbutila 0,92 1,28 nd 2,04 nd nd 1,50 nd nd 1,48 nd nd Banana 

877 877 Acetato de 2-metilbutila nd nd nd nd nd nd 0,13 nd nd nd nd nd Fruta 

997 999 Hexanoato de etila 1,77 1,48 nd 1,10 nd nd 2,03 nd 3,62 1,29 nd 5,15 
Casca de 

maça, fruta 

1179 1179 Succinato de dietila nd nd nd nd nd nd nd nd 1,85 nd nd nd Vinho, fruta 

1196 1196 Octanoato de etila 30,93 26,45 5,53 21,34 12,30 6,24 28,22 7,50 24,17 19,16 11,73 26,46 
fruta, 

gordura 

1290 1291 Octanoato de propila 0,25 nd nd nd nd nd 0,15 nd nd nd nd nd - 

1295 1295 Nonanoato de etila 1,00 0,56 nd 0,96 nd nd 0,63 nd nd 0,96 nd nd Floral, fruta 

1371 1347 Octanoato de butila nd nd nd nd nd nd 0,11 nd nd nd nd nd Fruta 

1352 1349 Acetato de citronelila 0,13 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd Rosa, poira 

1311 1380 (E)-4-decenoato de etila 0,21 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - 

1387 1386 9-decenoato de etila 0,58 0,31 nd nd nd nd 0,32 nd nd 0,52 nd nd - 

1397 1397 Decanoato de etila 43,05 42,62 9,65 46,50 46,02 36,31 43,50 30,60 19,32 46,36 27,36 8,06 Uva 

1446 1446 Octanoato de pentila 0,94 0,75 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - 

1449 1449 Octanoato de 2-metilbutila 0,16 nd nd nd nd nd 0,16 nd nd nd nd nd - 

1446 1446 Octanoato de 3-metilbutila nd nd nd 0,22 nd nd 0,81 nd nd nd nd nd - 

1489 1490 Decanoato de propila nd nd nd nd nd nd 0,14 nd nd nd nd nd - 

1545 1545 Decanoato de isobutila nd nd nd nd nd nd 0,11 nd nd nd nd nd - 

- 1567 (Z)-4-decenoato de etila nd nd nd 0,20 nd nd nd nd nd nd nd nd - 
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1955 1582 9-hexadecenoato de etila nd nd nd 0,38 nd nd nd nd nd nd nd nd - 

1595 1594 Dodecanoato de etila 7,29 10,75 16,84 12,10 16,48 22,02 11,93 32,62 17,15 11,02 15,00 5,13 
Doce, cera, 

floral 

1647 1644 Decanoato de isoamila 0,32 0,66 nd 0,31 nd nd 0,32 1,01 nd 0,28 nd nd - 

1787 1788 Tetradecanoato de etila 0,17 0,30 3,87 0,67 1,77 2,29 0,52 3,71 3,31 0,59 1,51 nd Éter 

1994 - Hexadecanoato de etila 1,85 1,84 53,13 2,17 7,10 9,86 1,06 6,06 7,40 2,46 5,88 6,83 Cera 

  Álcoois              

589 - 2-Butanol nd nd nd 0,42 0,50 0,64 nd nd nd 1,25 2,14 nd - 

621 - 2-Metil-1-propanol 0,59 0,44 nd 0,35 0,68 0,86 0,40 0,74 nd 0,62 0,84 nd Alcoólico 

723 - 3-Metil-1-butanol 7,12 8,40 7,09 6,59 8,81 12,33 2,31 6,76 2,39 4,79 10,37 3,63 

Uísque, 

malte, 

queimado 

724 - 2-Metil-1-butanol 1,69 2,01 nd nd 2,08 2,88 0,78 1,77 nd 1,63 2,55 nd Malte 

- 1073 1,3-Ciclopentanodiol nd nd nd 0,33 nd nd nd nd nd nd nd nd - 

1103 1102 Nonan-2-ol 0,13 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd Pepino 

1118 1114 2-Feniletanol nd nd nd nd nd nd nd nd 2,62 nd nd nd Floral 

  Ácido              

615 - Ácido acético nd nd nd nd nd nd nd nd 2,64 nd nd 4,01 Azedo 

  Aldeídos              

1100 1104 Nonanal 0,74 0,42 nd 0,27 nd nd 0,15 nd 1,14 0,33 nd nd 
Gordura, 

cítrico, verde 

- 787 3-Etoxipropanal nd nd nd nd nd 1,10 0,44 3,20 4,72 1,72 8,88 9,36 - 

  Cetonas              

597 - 2-Butanona nd nd nd 0,23 nd nd nd nd nd nd nd nd Amanteigado 

  Acetal              

1075 1073 1,1,3-Trietoxipropano nd nd nd nd nd nd 1,08 3,10 1,58 2,80 6,90 5,23 - 

726 - 1,1-Dietoxietano nd nd nd 0,24 nd 1,25 nd nd nd nd nd nd Fruta 

  Hidrocarbonetos              
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773 - Metilbenzeno 0,15 0,27 3,89 nd nd nd nd nd nd nd nd nd Tinta 

1250 1211 Trimetil tetrahidronaftaleno nd 0,41 nd nd nd nd 0,49 nd nd nd nd nd - 

- 1217 1,1,3-Trimetilciclohexano nd nd nd nd nd nd 0,10 nd nd nd nd nd - 
1 = cabeça, 2 = coração e 3 = cauda.*Descritor (FLAVORNET, 2023; GAROFALO et al., 2020; XIAO et al., 2022; XU et al., 2022). nd = não detectado.  IRL =  Índice de Retenção da Literatura e IRC = Índice de 

Retenção Calculado. 
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Segundo Zacaroni et al. (2017), o monitoramento dos compostos voláteis presentes na 

bebida pode indicar práticas distintas durante o processo de produção, visto que a produção 

excessiva de compostos voláteis pode estar associada a fatores edafoclimáticos, métodos de 

preparo, qualidade da matéria-prima, microrganismos utilizados, condições de fermentação e 

tipo de equipamento de destilação. 

Determinados compostos voláteis foram observados nas amostras de um único 

produtor. Nas amostras do alambique A, os compostos identificados com exclusividade foram: 

acetato de citronelila, (E)-4-decenoato de etila e nonan-2-ol na fração cabeça; octanoato de 

pentila na fração cabeça e cauda; e metilbenzeno nas três frações. Nas amostras do produtor B 

foram: propionato de etila identificado nas três frações voláteis; (Z)-4-decenoato de etila, 9-

hexadecenoato de etila, 1,3-ciclopentanodiol e 2-butanona na fração cabeça; e 1,1-Dietoxietano 

(cabeça e cauda). Os compostos identificados apenas nas amostras do alambique C foram 

acetato de 2-metilbutila, octanoato de butila, decanoato de propila, decanoato de isobutila, e 

1,1,3-trimetilciclohexano (cabeça); succinato de dietila e álcool fenetílico (cauda). Nenhum 

composto volátil foi identificado com exclusividade nas frações voláteis da amostra D.  

Serafim et al. (2013), avaliando a correlação entre a composição volátil da cachaça e a 

aceitação sensorial do produto, constataram que os compostos que mais se correlacionam com 

o sabor da cachaça são acetaldeído, hexanaldeído, ésteres etílicos e acetatos, ácido acético e 

álcool isobutílico. Também avaliando a aceitação sensorial de cachaças, Amorim, Schwan e 

Duarte (2016) constataram que a bebida composta com concentrações elevadas de ésteres e 

álcoois superiores, e concentrações inferiores de aldeídos e ácido acético apresenta maior 

aceitação sensorial que as demais. 

 

3.5. Correlação entre a composição físico-química (CFQ) e volátil (CV) e a microbiota 

das culturas iniciais 

 

A influência do microbioma presente na cultura inicial utilizada pelos produtores de 

cachaça (A, B, C e D) na composição físico-química e volátil das frações destiladas do mosto 

fermentado do caldo de cana-de-açúcar pode ser verificada na Figura 6. Pode-se observar as 

mesmas correlações entre os microrganismos e os teores de acidez volátil, ésteres e acroleína 

(composição físico-química); esses três compostos foram forte e positivamente correlacionados 

com os gêneros bacterianos Bacillus, Komagataeibacter, Lutimaribacter, Vibrio, Lactococcus, 

Streptococcus, e com a maioria dos gêneros fúngicos, com exceção dos gêneros 
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Saccharomyces, que resultou em uma forte correlação negativa, e Erythrobasidium, uma fraca 

correlação positiva, e uma forte correlação negativa com bactérias dos gêneros Lactobacillus, 

Pseudohaliea, Thiohalocapsa e Candidatus Alysiosphaera. A origem desses três compostos 

está associada principalmente ao processo de fermentação.  

A acidez volátil, expressa em teores de ácido acético, tem sua formação atribuída à 

presença de bactérias no mosto de fermentação, principalmente de bactérias acéticas e láticas 

(CARDOSO, 2020; FRANCO, et al. 2023; LIMA, et al., 2022). Por meio da análise de 

correlação, observou-se que a acidez volátil foi correlacionada forte e positivamente com outros 

gêneros bacterianos, apesar de ter uma leve correlação positiva com bactérias do gênero 

Acetobacter. O gênero de bactérias acéticas que mais se correlacionou à acidez foi o 

Komagataeibacter. Espécies desse gênero, principalmente as realocadas de Gluconacetobacter, 

predominam nos meios de fermentação de vinagre devido à sua capacidade de realizar, 

eficientemente, a oxidação incompleta do etanol em ácido acético, assim como tolerar ao etanol, 

ao ácido formado, e ao pH baixo. Há relatos da presença de bactérias desse gênero em kefir, 

vinho e vinagre (CAMACHO et al., 2022; SEO et al., 2022; WANG et al., 2022). Bactérias dos 

gêneros Lutimaribacter e Víbrio são Gram-negativas, halofílicas, associadas a ambientes 

marinhos e não relacionadas à produção de ácidos. Mas, provavelmente tiveram o seu 

desenvolvimento favorecido devido à redução da competição com outros microrganismos que 

não são capazes de tolerar as características da fermentação, visto que algumas espécies desses 

gêneros conseguem utilizar diversos substratos como fonte de carbono (GRIMES, 2020; 

IWAKI et al., 2013; SUN et al., 2022; YOON et al., 2009). Os gêneros Bacillus, Lactoccocus 

e Streptoccocus também se caracterizam por colonizar uma diversidade de ambientes e podem 

contribuir para a formação de ácido láctico durante a fermentação. Além disso, bactérias do 

gênero Bacillus são capazes de formar esporos e sobreviver em condições adversas que podem 

ocorrer ao longo do processo fermentativo (GAROFALO et al., 2020; GUARDADO et al., 

2022; LINGANI et al., 2021; LU et al., 2022; UNNO et al., 2022).  
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Figura 6 – Correlação entre a composição físico-química e volátil obtida nas frações destiladas e a microbiota presente nas amostras de cultura 

inicial dos quatro alambiques produtores de cachaça. A intensidade das cores representa o grau de correlação, mensurada pela correlação 

de Spearman, entre a diversidade microbiana e os compostos identificados, onde a cor roxa indica grau de correlação positiva e a cor 

vermelha indica grau de correlação negativa. 

 

Figura 1 – Correlação entre a composição físico-química e volátil obtida nas frações destiladas e a microbiota presente nas amostras de cultura 

“starter” dos quatro alambiques produtores de cachaça. A intensidade das cores representa o grau de correlação, mensurada pela correlação de 

Spearman, entre a diversidade microbiana e os compostos identificados, onde a cor roxa indica grau de correlação positiva e a cor vermelha 

indica grau de correlação negativa. 
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Os ésteres são compostos que contribuem significativamente para as características 

sensoriais da bebida, cuja formação é atribuída ao metabolismo secundário das leveduras, 

principalmente Saccharomices, e a reações de esterificações entre os álcoois e ácidos 

carboxílicos durante a destilação. A reação de formação dos ésteres que ocorre durante a 

fermentação requer uma molécula de álcool, acetil-CoA, e uma enzima sintetizadora de éster, 

a álcool acetiltransferase, sendo essa reação favorecida em baixo pH (CARDOSO, 2020; 

HIRST; RICHTER, 2016; WALKER; STEWART, 2016). A forte correlação entre os teores de 

ésteres e a abundância relativa de algumas bactérias e fungos pode ser atribuída ao aumento da 

disponibilidade de ácidos no mosto de fermentação proporcionado pelo metabolismo desses 

microrganismos, visto que esses ácidos são um dos substratos da reação de formação dos ésteres 

(GULATI et al., 2001; MEHTA et al., 2020; STAMATIS et al., 1998). 

A acroleína é um aldeído tóxico cuja formação pode ocorrer durante o processo de 

fermentação por meio da desidratação do glicerol associado a bactérias termofermentativas dos 

gêneros Bacillus e Lactobacillus. O que corrobora, em certa parte, com os resultados obtidos 

na análise de correlação, nos quais observa uma forte correlação desse composto com Bacillus; 

porém, não foi constatada uma forte correlação com bactérias do gênero Lactobacillus, e sim 

com Lactococcus. O metabolismo de Bacillus e Lactobacillus tem a capacidade de converter o 

glicerol a 3-hidroxipropionaldeído (3-HPA) em condições anaeróbicas, e após, o 3-HPA é 

espontaneamente transformado por desidratação térmica em acroleína, sendo essa reação 

favorecida por baixo pH, altas temperaturas e catalisadores metálicos. A correlação de bactérias 

associadas à produção de ácidos com os teores de acroleína pode ser atribuída à redução do pH 

ocasionado pela presença desses ácidos. A redução do pH favorece a desidratação do 3-HPA, 

inclusive na etapa de destilação. Além desses gêneros, outro gênero que pode ser associado à 

produção de acroleína na cachaça é Klebsiella, pois possuem algumas espécies capazes de 

produzir 3-HPA a partir do glicerol (BAUER; COWAN; CROUCH, 2010; FOKUM et al. 2021; 

JIANG et al., 2022; LAGO et al., 2017; LAS HERAS et al., 2020; VIVEK et al. 2019). 

Fortes correlações positivas foram observadas entre os teores de aldeídos, expressos em 

acetaldeído, com Catenococcus, Celeribacter, Demequina, Aspergillus, Erythrobasidium, 

Fusarium (Figura 6). Essa correlação também foi constatada com as bactérias do gênero 

Lachnospiraceae NK4A136. Li et al. (2023) relataram a forte correlação dessa família com a 

presença de aldeídos em liquor tibetano, uma bebida destilada comum em países asiáticos. Na 

produção de cachaça, os aldeídos são formados durante a fermentação a partir da ação de 

leveduras nos estágios iniciais da fermentação. A presença desse aldeído é comum em bebidas 
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fermento-destiladas, pois ele é o último precursor antes da formação do etanol. E um dos 

principais metabólitos intermediários da fermentação, em que o piruvato, o produto final da 

glicólise, é convertido em acetaldeído por meio da enzima piruvato descarboxilase 

(CARDOSO, 2020; LIMA et al., 2022; SWIEGERS et al., 2005). 

As mais fortes correlações positivas entre os teores de fufural e o microbioma foram 

observadas entre os gêneros bacterianos: Acetobacter, Bacillus, Klebsiella, Weissella. A 

formação de furfural em cachaça está relacionada à desidratação e degradação térmica de 

pentoses, e podem ser formados devido à prática inadequada da queima da cana-de-açúcar, pela 

presença de resíduos de açúcar e levedura durante o aquecimento na destilação. O furfural é um 

aldeído tóxico para certos microrganismos, cuja presença no mosto de fermentação pode atuar 

favorecendo o crescimento de microrganismos que são capazes de metabolizá-lo, como 

algumas cepas de bactérias desses gêneros em que foram observadas fortes correlações 

positivas com esse composto. Essas bactérias sintetizam enzimas que hidrolisam os aldeídos 

cíclicos em seus respectivos ácidos graxos (BECERRA et al., 2022; GUTIÉRREZ et al., 2002; 

MITSUKURA et al., 2004; WU et al., 2013).  

O butan-1-ol (álcool butílico) é um álcool indesejável na composição da cachaça e sua 

presença é associada à contaminação do mosto de fermentação por bactérias do gênero 

Clostridium, por meio da fermentação anaeróbica, que também resulta na formação de etanol e 

acetona, outra via de formação, é pela hidrólise do seu acetato correspondente (acetato de butila) 

(CARDOSO, 2020; LIMA et al., 2022). A presença do butan-1-ol foi fortemente correlacionado 

com as bactérias Bradyrhizobium, Desulfatiglans, Spirochaeta 2 e Wolbachia. Entretanto, as 

informações na literatura que associem esses microrganismos com a produção desse álcool são 

escassas. Uma correlação positiva elevada também foi constatada entre o butan-1-ol e os 

gêneros Lactobacillus e Saccharomyces; algumas espécies desses gêneros são hábeis em tolerar 

e manter seu metabolismo em meios com concentrações de butan-1-ol, podendo contribuir para 

o desenvolvimento dessas cepas em detrimento dos demais microrganismos. Além disso, 

algumas cepas de S. cerevisiae são capazes de produzir butan-1-ol a partir da degradação 

enzimática de glicina (AZAMBUJA; GOLDBECK, 2020; AZAMBUJA et al., 2019; 

BRANDUARDI et al., 2013; GONG et al., 2022; IJOMA et al., 2021; LI et al., 2021). 

As correlações entre a microbiota presente no “pé de cuba” e os álcoois butan-2-ol e 

propan-1-ol foram semelhantes (Figura 6). Ambos os compostos foram correlacionados forte e 

positivamente com Alloprevotella, Candidatus Solibacter, Catenococcus, Celeribacter, 

Demequina, Intestinimonas, Lachnospiraceae NK4A136, Ruminococcaceae UCG 014, Shimia, 
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Erythrobasidium e Phlyctis. As principais diferenças entre as correlações foram observadas 

entre os fungos Aspergillus e Fusarium, nos quais foram constatadas uma forte correlação 

positiva apenas com o butan-2-ol, enquanto, para o propan-1-ol, foi observada uma fraca 

correlação positiva com esses microrganismos.  

A formação de butan-2-ol durante o processo de produção de cachaça é associado ao 

metabolismo de bactérias do gênero Lactobacillus, por meio da desidratação enzimática do 2,3-

butanodiol a 2-butanona, seguida da redução da 2-butanona em butan-2-ol. Esse composto 

também pode ser formado por degradação espontânea redutiva do 2,3-batanodiol (CARDOSO, 

2020; LIMA et al., 2022). Pode-se observar na Figura 6 que não ocorreu uma correlação 

positiva entre os teores de butan-2-ol e a abundância relativa de bactérias do gênero 

Lactobacillus, principal gênero associado à formação desse composto. O gênero Lactobacillus 

foi o mais abundante em todas as amostras de cultura inicial; entretanto, há inúmeras espécies 

que pertencem a esse gênero e possuem metabolismos distintos em relação à produção do butan-

2-ol. Apenas algumas espécies de Lactobacillus são capazes de produzir esse álcool a partir de 

2,3-butanodiol. Outro fator que pode influenciar na formação do butan-2-ol durante a 

fermentação é a presença de outros gêneros de bactérias que tem habilidade para produzir os 

seus intermediários, como Klebsiella. Algumas espécies desse gênero têm reconhecida a 

capacidade de metabolizar eficientemente o glicerol, produzindo compostos como 3-HPA e o 

2,3-butanodiol (DAMASCENO; ROSSI; AYUB, 2022; GHIACI et al., 2014; MAR et al., 2020; 

RUSSMAYER; MARX; SAUER, 2019). 

A presença de álcoois superiores como o propan-1-ol, 2-metilpropan-1-ol e 3-

metilbutan-1-ol na cachaça pode estar relacionada à formação pelo metabolismo natural das 

leveduras por meio da Via de Ehrlich, onde ocorre a desaminação e descarboxilação de 

aminoácidos, como a leucina, isoleucina e valina, dependendo da concentração de aminoácidos 

no mosto de fermentação, para produzir álcoois superiores (CARDOSO, 2020; WALKER; 

STEWART, 2016). Além do metabolismo das leveduras, a formação de propan-1-ol pode estar 

relacionada à presença de bactérias do gênero Lactobacillus no mosto de fermentação. Ao 

contrário do observado para o butan-2-ol, a correlação desse composto com bactérias desse 

gênero foi ligeiramente positiva. Algumas espécies heterofermentativas pertencentes ao gênero 

Lactobacillus têm a capacidade de degradar anaeróbicamente compostos como ácido láctico e 

glicerol em 1,2-propanodiol, um intermediário que pode ser convertido por meio da catálise 

enzimática a propan-1-ol (GANZLE, 2015; SELWET, 2020; ZIELINSKA et al., 2017).  
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Alguns gêneros bacterianos que colonizam o trato gastrointestinal demonstraram alta 

correlação positiva com o propan-1-ol e butan-2-ol. Essas bactérias, de forma geral, se 

caracterizam pela utilização versátil de fontes de carbono, podendo crescer usando glicose, 

acetato e lactato, como substrato e formar butirato e propionato. Além disso, algumas espécies 

são hábeis para produzir enzimas diol desidratases, o que faz com que essas bactérias sejam 

capazes de metabolizar o glicerol a 3-HPA ou 1,2-propanodiol a propan-1-ol (ENGELS et al., 

2016; GANZLE, 2015; KLARING et al., 2013).  

O álcool superior 2-metilpropan-1-ol (álcool isobutílico) foi forte e positivamente 

correlacionado com o gênero Pseudomonas. Para esse mesmo gênero também foi observada 

uma correlação positiva com o álcool superior 3-metilbutan-1-ol (álcool isoamílico). Há relatos 

de que algumas espécies pertencentes ao gênero Pseudomonas possuem a capacidade de tolerar 

concentrações elevadas de compostos responsáveis pelo “flavour”, como álcoois superiores, 

que podem ser tóxicos para outros microrganismos. Espécies desse gênero também já foram 

associadas à formação desses dois álcoois superiores durante a deterioração do leite e queijo 

(BASLER et al., 2018; DECIMO et al., 2018; MORALES; GARCÍA; NUÑEZ, 2005). Pode-

se observar que a amostra de “pé de cuba” em que foi constatada a maior abundância relativa 

para esse gênero (Figura 4C e D), também resultou nas maiores concentrações dos álcoois 

superiores isobutílico e amílico (Tabela 1). Correlações positivas inferiores também foram 

observadas entre os gêneros Acetobacter, Candidatus Competibacter, Klebsiella e Weissella, e 

o álcool isobutílico. 

As mesmas correlações foram observadas entre os teores dos compostos álcool 

isoamílico e carbamato de etila e a microbiota presente nas culturas iniciais. Os dois compostos 

foram forte e positivamente correlacionados com Bradyrhizobium, Candidatus Alysiosphaera, 

Lactobacillus, Pseudohaliea, Thiohalocapsa, Wolbachia e Saccharomyces. Além disso, para 

esses compostos foram observadas fortes correlações negativas, com quase todos os outros 

gêneros de fungos, com exceção do Penicillium (Figura 6). A origem do carbamato de etila em 

cachaça ainda não foi totalmente elucidada, podendo ser atribuída à presença de composto 

nitrogenados, como a ureia, arginina, citrulina e glicosídeos cianogênicos, durante o processo 

fermentativo. Dependendo dos microrganismos presentes no mosto, esses compostos podem 

ser utilizados como precursores em diferentes mecanismos de formação do carbamato de etila 

(CARDOSO, 2020; GOWD et al., 2018; LIMA et al., 2022). 

Bactérias do gênero Bradyrhizobium são hábeis fixadoras de nitrogênio encontradas nas 

raízes e rizosfera da cana-de-açúcar. A fixação de nitrogênio durante o cultivo da cana-de-
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açúcar pode contribuir para o aumento da concentração desse composto na parte aérea da 

cultura (JUNIOR et al., 2019; MATOS et al., 2021). A cocultura contendo certas espécies de 

Saccharomyces e Lactobacillus já foram associadas à formação de carbamato de etila, pois 

esses microrganismos são capazes de degradar arginina, gerando citrulina e ureia durante a 

fermentação. Os dois compostos são considerados importantes precursores de formação do 

carbamato de etila (FANG; ZHOU; CHEN, 2019; FANG et al., 2020; TIAN et al., 2022). 

As correlações entre os microrganismos presentes nas culturas iniciais e os compostos 

voláteis identificados nas frações cabeça, coração e cauda podem ser observadas na Figura 6. 

Entre os principais compostos identificados, correlações semelhantes às observadas para os 

teores de ésteres e acidez obtidos pelas analises físico-químicas, com correlações positivas 

principalmente com a comunidade fúngica foram constatadas com o éster acetato de etila. O 

octanoato de etila estava presente em todas as amostras com concentrações semelhantes (Tabela 

4), e de forma geral, fortes correlações positivas não foram observadas, sendo constatada apenas 

para o gênero Pseudomonas. Bacterias desse gênero foram responsáveis pela formação de 

octanoato de etila em leite deteriorado, com característica de odor desagradável de fruta 

semelhante a abacaxi (WHITFIELD; JENSEN; SHAW, 2000).  Decanoato de etila foi forte e 

positivamente correlacionado com Bradyhizobium, Desulfatiglans, Spirochaeta 2 e Wolbachia. 

Esse foi o composto identificado em maior abundância nas frações destiladas. Dodecanoato de 

etila (laurato de etila) se correlacionou fortemente com Acetobacter, Lutimaribacter, Vibrio, 

Zymomonas, Cladosporium e Penicillium. Correlações positivas foram observadas entre 

Candidatus Alysiosphaera, Lactobacillus, Pseudohaliea, Thiohalocapsa e Saccharomyces e o 

éster hexadecanoato de etila (palmitato de etila). Outro composto volátil abundante nos 

resultados de compostos voláteis foi o álcool 3-metilbutan-1-ol. As correlações observadas para 

esse composto foram semelhantes às obtidas para os teores do álcool isoamílico obtidos pela 

análise físico-química.  

Os compostos voláteis 3-etoxipropanal e 1,1,3-trietoxipropano estavam entre os mais 

abundantes nas amostras C e D. E correlações semelhantes com a microbiota presente nas 

amostras de cultura inicial foram observadas entre eles. Os dois compostos foram fortemente 

correlacionados com Alloprevotela, Bacillus, Intetinimonas, Lachnospiraceae NK4A136, 

Ruminococcaceae UCG 014, e com a maioria dos fungos. Essas correlações são semelhantes 

às encontradas para acroleína, aldeídos e ésteres. Esses dois compostos são relacionados à 

presença de acroleína. A acroleína é um composto altamente reativo cujo teores tendem a 

reduzir ao longo do armazenamento da bebida por meio da sua conversão em seus derivados, 
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como o 1,1,3-trietoxipropano e 3-etoxipropanal. Esses dois compostos voláteis são resultantes 

da reação de adição da acroleína com o etanol, com a formação do 3-etoxipropanal, seguido da 

acetilação do grupo carbonila, originando o 1,1,3-trietoxipropano. O 1,1,3-trietoxipropano foi 

identificado em destilado de sidra e tem o descritor aromático associado a uma baixa qualidade 

sensorial por ter um defeito denominado “acroleína”. Entretanto, a presença desse composto 

pode ser considerada positiva, pois está associado à redução dos teores de acroleína, que tem 

características de pungente e lacrimejante, e aumento das notas frutadas, derivadas desse 

composto (MADRERA; GOMIS; ALONSO, 2003; MADRERA et al., 2011). 

Em suma, pode-se perceber que a cachaça é uma matriz complexa com uma ampla 

diversidade de compostos que contribuem de forma positiva ou negativa para suas 

características físico-químicas e sensoriais. A presença e os teores desses compostos estão 

correlacionados ao metabolismo da microbiota que constitui a cultura inicial utilizada para a 

fermentação do mosto do caldo de cana-de-açúcar, que dará origem a essa bebida destilada. 

Entretanto, a origem e os mecanismos de formação de muitos compostos ainda não estão 

completamente elucidados.  

 

4 CONCLUSÃO 

 

As amostras da cachaça e das frações cabeça e cauda produzidas nos alambiques 

estudados tiveram uma composição físico-química e volátil diversificada, que é influenciada 

pela presença dos microrganismos que constituem o “pé de cuba” e pelo processo de destilação.  

As amostras eram diferentes em relação à riqueza e diversidade bacteriana e fúngica.  

Certos microrganismos estavam presentes em todas as amostras, podendo ser indicados 

como característicos do processo de fermentação de cachaça. Lactobacillus foi o principal 

gênero bacteriano identificado em todas as amostras, com alta dominância em relação aos 

demais. Gêneros como Wolbachia, Zymomonas e Acetobacter também foram identificados em 

todas as amostras; porém, com diferenças em relação à abundância relativa.  

Entre os gêneros fúngicos identificados, Saccharomyces foi o principal, mas uma grande 

diversidade foi observada em algumas amostras, com a presença de Cladosporium, Geastrumia 

e Fusarium, com elevada taxa de abundância relativa.  

A composição volátil das frações cabeça, coração e cauda era constituída 

majoritariamente de ésteres e álcoois, sendo acetato de etila, octanoato de etila, decanoato de 
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etila, dodecanoato de etila, hexadecanoato de etila e 3-metilbutan-1-ol os principais compostos 

identificados. 

As principais correlações positivas foram observadas entre os gêneros bacterianos 

Komagataeibacter, Bacillus, Lactococcus, Streptococcus e os teores de acidez volátil; os teores 

de acroleína e os gêneros Bacillus e Lactococcus; entre as concentrações de butan-1-ol e a 

presença de Saccharomyces e Lactobacillus; bactérias Ruminococcaceae UCG−014, 

Intestinimonas e Alloprevotella e os teores de butan-2-ol e propan-1-ol; os teores dos álcoois 

isoamílico e isobutílico e o gênero Pseudomonas; entre as concentrações de carbamato de etila 

e os gêneros Bradyrhizobium, Lactobacillus e Saccharomyces.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Este trabalho mostra cientificamente que a identificação dos microrganismos presentes 

na cadeia de produção da aguardente de cana-de-açúcar/cachaça, principalmente na cultura 

inicial (“pé de cuba”), e dos possíveis produtos que podem ser originados do metabolismo 

desses microrganismos são essenciais para compreender a procedência dos compostos 

secundários desejáveis e indesejáveis que compõem o destilado. Esses microrganismos 

influenciam diretamente a composição físico-química e volátil da aguardente/cachaça 

produzida. O compartilhamento desses dados com a sociedade reafirma aos produtores a 

importância da adoção de boas práticas de fabricação para evitar a contaminação e proliferação 

de microrganismos indesejáveis ao longo do processo. 
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ANEXO I 

 

CACHAÇA SOLD IN POLYETHYLENE TEREPHTHALATE PACKAGING: 

DETERMINATION OF THE PHYSICAL-CHEMICAL PROFILE, POLYCYCLIC 

AROMATIC HYDROCARBONS AND ETHYL CARBAMATE 

 

Artigo produzido para a disciplina de Pesquisa Orientada 

DOI: 10.1590/1413-7054202347007522 

. 

 

 

  

  



144 
 

 
 

 

 

 



145 
 

 
 

  

 

 



146 
 

 
 

 

 

 



147 
 

 
 

  

 

 



148 
 

 
 

  

 

 



149 
 

 
 

 

  

 



150 
 

 
 

 

  

 



151 
 

 
 

 

 

 



152 
 

 
 

  

 

 



153 
 

 
 

  

 

 


