U

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

GABRIELA FONTES ALVARENGA

RELACAO ENTRE A MICROBIOTA PRESENTE NO
PROCESSO DE PRODUCAO DE CACHACA E A QUALIDADE
FiSICO-QUIMICA DA BEBIDA

LAVRAS - MG
2023



GABRIELA FONTES ALVARENGA

RELACAO ENTRE A MICROBIOTA PRESENTE NO PROCESSO DE PRODUCAO
DE CACHACA E A QUALIDADE FiSICO-QUIMICA DA BEBIDA

Tese apresentada a Universidade Federal de
Lavras, como parte das exigéncias do Programa
de Pos-Graduacao em Ciéncia dos Alimentos,
area de concentracio em Ciéncia dos
Alimentos, para a obten¢ao do titulo de Doutor.

Profa. Dra. Maria das Gragas Cardoso
Orientadora

Prof. Dr. Luis Roberto Batista
Coorientador

LAVRAS -MG
2023



Ficha catalografica elaborada pelo Sistema de Geracio de Ficha Catalografica da Biblioteca
Universitiria da UFLA, com dados informados pelo(a) préprio(a) autor(a).

Alvarenga, Gabriela Fontes.
Relagdo entre a microbiota presente no processo de produgo

de cachaga ¢ a qualidade fisico-quimica da bebida / Gabriela Fontes

Alvarenga. - 2023.
154 p. : il

Orientador(a): Maria das Gragas Cardoso.
Coorientador(a): Luis Roberto Batista.
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Lavras, 2023.

Bibliografia.

1. Contaminantes de bebidas. 2. Metagenomica. 3. Qualidade
de cachaga. 1. Cardoso, Maria das Gragas. II. Batista, Luis Roberto.

III. Titulo.




GABRIELA FONTES ALVARENGA

RELACAO ENTRE A MICROBIOTA PRESENTE NO PROCESSO DE PRODUCAO
DE CACHACA E A QUALIDADE FISICO-QUIMICA DA BEBIDA

RELATIONSHIP BETWEEN THE MICROBIOTA PRESENT IN THE CACHACA
PRODUCTION PROCESS AND THE PHYSICAL-CHEMICAL QUALITY OF THE
BEVERAGE

Tese apresentada a Universidade Federal de
Lavras, como parte das exigéncias do Programa
de Pos-Graduagao em Ciéncia dos Alimentos,
area de concentragio em Ciéncia dos
Alimentos, para a obteng¢ao do titulo de Doutor.

APROVADA em 10 de margo de 2023.

Dra. Maria das Gragas Cardoso UFLA
Dr. Luis Roberto Batista UFLA
Dra. Ana Maria de Resende Machado Cefet-MG
Dr. David Lee Nelson UFVIM
Dr. Wilder Douglas Santiago UFLA

Documento assinado digitalmente

Y fb MARIA DAS GRACAS CARDOSO
g Wel Data: 18/06/2023 17:44:02-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Profa. Dra. Maria das Gragas Cardoso
Orientadora

Prof. Dr. Luis Roberto Batista
Coorientador

LAVRAS -MG
2023



A Deus e a N.Sra. Aparecida, que nunca me
desamparam.

Ao0s meus pais, por todo o exemplo de vida.
Dedico



AGRADECIMENTO

Agradeco a Deus, por sempre iluminar meu caminho, por permitir que as dificuldades sejam
superadas, e por colocar pessoas especiais em minha vida.

A Nossa Senhora Aparecida, por me cobrir com seu manto e sempre interceder por mim.

A Universidade Federal de Lavras, ao Programas de Pés-Graduagio em Ciéncia dos Alimentos
e ao departamento de Quimica, pela oportunidade de realizacdo do trabalho.

A Capes, CNPQ e Fapemig pela concessio da bolsa e suporte financeiro para realizacio da
pesquisa.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cddigo de Financiamento 001.

A minha orientadora, Profa. Dra. Maria das Gragas Cardoso, por todo o conhecimento passado,
por sempre estar disponivel e se esfor¢cando para que alcancemos nossos objetivos, e por fazer
com que a caminhada ao longo dos anos de doutorado ndo se resuma apenas a uma experiéncia
profissional, por ter sido inspiracdo para que eu evoluisse como pessoa.

Ao Prof. Dr. Luis Roberto Batista, pela coorientacao, direcionamentos e sugestdes.

Aos meus pais, Alcione e llton, por todo o incentivo e carinho, por nos fazer acreditar que
somos capazes de alcancar qualquer objetivo, por serem 0 meu porto seguro, por muitas vezes
abrirem méao de viverem os préprios sonhos para viver os meus! Nenhuma palavra é suficiente
para demonstrar a gratidao que tenho por vocés!

Aos meus irmdos, Izabela, Gabriel e Beliza, por cuidarem, incentivarem, e acreditarem em mim.
Por vibrarem comigo a cada conquista e realizagéo.

Aos meus sobrinhos, Luiza, Miguel, Helena e Carolina, por trazerem mais amor, carinho e
diversdo, as minhas idas a Itabira. Vocés sdo o meu reflgio, sdo a representacdo da leveza e
simplicidade que a vida precisa.

Aos amigos que fizeram com que a caminhada fosse mais leve, por escutarem os desabafos e
proporcionarem momentos de distracdo, em especial as meninas da Doce Deleite e Livinha.
Aos colegas dos laboratorios de Anélise de Qualidade de Cachaca, Oleos Essenciais e Colecio
de Cultura, em especial Richard, Renan, Cassia, Vanulzia, Isadora, PAmela, Maria Augusta,
Alex, Gabriela, Ana Paula, Marcus, Fabi, Suzana, Thalissa, Miriam e Fernanda, por toda
cooperacgdo, convivéncia e ensinamentos.

Ao Dreyphus, que me acompanhou durante parte dessa caminhada, pelo estimulo, carinho e

ajuda.



A Cleusa e Maria Luisa, técnicas do Laboratério de Analise de Qualidade de Cachaga e
Aguardente de cana-de-agUcar, por toda a disponibilidade para os ensinamentos, auxilio e
suporte.

Aos produtores de cachaca, pela disponibilidade e parceria para a realizagdo do trabalho.

Aos membros da banca examinadora, por aceitarem contribuir com este trabalho.

A todos que participaram direta ou indiretamente para a realizacdo deste objetivo.



“Necessitamos sempre de ambicionar alguma coisa
que, alcangada, ndo nos torna sem ambicao. ”

(Carlos Drummond de Andrade)



RESUMO

A bebida alcodlica obtida da fermentacdo do caldo de cana-de-agucar seguida do processo de
destilacdo é denominada cachaca ou aguardente de cana-de-actcar. O processo de producédo da
cachaga/aguardente ainda apresenta diferencas e peculiaridades entre os produtores, e iSso
reflete na qualidade fisico-quimica e sensorial da bebida produzida. Por isso, € necessario o
desenvolvimento de pesquisas que contribuem para o entendimento da origem dos compostos
presentes na cachaca/aguardente e que permitam estabelecer critérios para a melhoria dos
processos e do produto final. Objetivou-se neste trabalho compreender as possiveis vias de
formacéo do contaminante acroleina durante a producdo da cachaca/aguardente e as correlacdes
com outros compostos presentes na bebida; identificar os microrganismos presentes no “pé de
cuba” (cultura inicial) utilizada por alambiques produtores de cachaca por meio de técnicas de
metagendmica, e verificar a influéncia desses microrganismos na composicao fisico-quimica e
volatil da cachaca produzida e das demais fracdes do destilado. Amostras de cachaca produzidas
por diferentes processos em todas as regides do Brasil foram coletadas no comercio varejista e
utilizadas para quantificar acroleina e avaliar as possiveis rotas de formacéo desse contaminante
a partir da correlacdo com outros compostos secundarios presentes na bebida usando analise de
componentes principais. Além disso, amostras de cachaca e das fracGes cabeca e cauda foram
coletas em alambiques produtores de cachaca de Minas Gerais e utilizadas para analises fisico-
qguimicas e cromatograficas. Também foram realizadas analises microbiologicas e
metagendmica para identificacdo do microbioma presente nas amostras de “pé de cuba”. Os
resultados foram interpretados com o auxilio de ferramentas estatisticas. Constatou-se que a
origem da acroleina na cachaga/aguardente esta relacionada a degradacdo quimica e a conversao
enzimatica do glicerol, podendo ser correlacionada com a de outros compostos que também a
compdem, como o butan-2-ol, propan-1-ol e acidos volateis. Em relagdo ao microbioma que
constitui o “pe de cuba”, foi observada uma grande diversidade e riqueza microbioldgica entre
as amostras analisadas, sendo identificados diferentes géneros de bactérias, leveduras e fungos
filamentosos. Lactobacillus foi o principal género bacteriano identificado em todas as amostras,
com alta dominéncia em relacdo aos demais. Outros géneros identificados em todas as amostras
foram: Wolbachia, Zymomonas e Acetobacter. Entre os géneros flngicos identificados,
Saccharomyces foi o principal, mas algumas amostras apresentaram uma grande diversidade,
com a presenca de outros géneros como Cladosporium, Geastrumia e Fusarium. As amostras
da cachaca e das fragdes cabeca e cauda produzidas nos alambiques em estudo demonstrou uma
composicdo fisico-quimica e volatil diversificada, que é influenciada pela presenca dos
microrganismos que constituem o “pé de cuba”. As principais correlacGes positivas foram
observadas entre 0s géneros bacterianos Komagataeibacter, Bacillus, Lactococcus,
Streptococcus e os teores de acidez volatil; os teores de acroleina e os géneros Bacillus e
Lactococcus; entre as concentracbes de butan-1-ol e a presenca 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 alcoois isoamilico e isobutilico e 0 género
Pseudomonas; entre as concentracGes de carbamato de etila e os géneros Bradyrhizobium,
Lactobacillus e Saccharomyces.

Palavras-chave: Destilado alcdolico. Contaminantes de bebidas. Qualidade de cachaca.
Metagenémica.



ABSTRACT

The alcoholic beverage obtained from the fermentation of sugarcane juice, followed by the
distillation, is called cachaca or sugarcane spirit. The cachaca/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 cachaca/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 cachaca/spirits and the
correlations with other compounds present in the beverage; identify the microorganisms present
in the “pé de cuba” (starter culture) used by cachaga-producing stills through metagenomic
techniques; and verify the influence of these microorganisms on the physical-chemical and
volatile composition of the cachaca produced and the other fractions of the distillate. Samples
of cachaca 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 cachaca and the head and tail
fractions were collected in cachaga 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
cachaga/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 cachaca 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. Cachaga quality. Metagenomics.
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1 INTRODUCAO

A aguardente de cana-de-agUcar/cachaca sdo bebidas alcdolicas obtidas da fermentacao
do caldo de cana-de-acUcar seguido da destilacio do mosto fermentado. As principais
diferengas entre elas estdo no local de origem de producéo e a graduagdo alcodlica. Cachaca é
a bebida produzida exclusivamente no Brasil, a partir da destilacdo do mosto de cana-de-agucar
fermentado com graduacéo alcodlica entre 38 a 48% (v/v) a 20 °C. Ja a aguardente de cana-de-
acucar é a bebida produzida em qualquer local com graduacéo alcodlica entre 38 a 54% (v/v) a
20 °C (BRASIL, 2022a).

A cachacga/aguardente € uma mistura complexa constituida majoritariamente por etanol,
agua e compostos secundarios, como acidos carboxilicos, ésteres, aldeidos e alcoois superiores,
gue sdo responsaveis pelo aroma e sabor caracteristico da bebida (CARDOSO, 2020;
GONCALVESetal., 2016; PORTUGAL et al., 2017). Além desses compostos secundarios que
sdo desejaveis, outros compostos também sdo formados durante as etapas de processamento da
cachaca/aguardente. Entretanto, esses compostos sdo considerados contaminantes da bebida por
apresentarem efeitos maléficos a salde dos consumidores. Os principais contaminantes
encontrados sdo o metanol, alcoois superiores: butilico (butan-1-ol) e sec-butilico (butan-2-ol),
furfural e hidroximetilfurfural (HMF), acroleina, carbamato de etila, e o cobre (BRASIL,
2022a; CARDOSO, 2020; LIMA, et al., 2022).

Para que a cachaca e a aguardente produzidas estejam adequadas para 0 consumo e
comercializacdo, o Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAP) estabeleceu os limites de alguns
de seus compostos por meio dos Padrdes de Identidade e Qualidade (PIQ’s) instituidos pela
Portaria do MAP n° 539, de 26 de dezembro de 2022. Os PIQ’s estabelecem critérios que
garantem que a bebida comercializada tenha um padrdo e seja segura para a saude do
consumidor (BRASIL, 2022a).

Entretanto, o processo de producdo de cachaca/aguardente no Brasil ainda é
diversificado e as diferentes formas de conducdo refletem na composicao fisico-quimica da
bebida final produzida. Em relacdo a essas diferencas, destacam-se as da etapa de destilagéo e
fermentacdo, visto que essas duas etapas sdo de grande importancia para as caracteristicas do
produto final. Durante a fermentacdo, a microbiota que esta presente no mosto, por meio das
reacOes bioquimicas envolvidas no seu metabolismo primario e secundario, dard origem a
diversos compostos. Esses compostos seréo a base da composicao da cachaca e da aguardente
produzida (BORTOLETTO et al., 2018; CARDOSO, 2020).
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As diferencas na etapa de destilacdo consistem principalmente no tipo de equipamento
utilizado, podendo a bebida produzida ser inclusive classificada segundo a legislacéo; por isso.
Os principais equipamentos de destilacdo sdo os alambiques de cobre e as colunas de destilacdo
em aco-inoxidavel. A destilacdo em alambiques de cobre separa os produtos da destilacdo em
trés fracOes: cabeca, coracdo e cauda, sendo que a fracdo coragdo devera conter 0s compostos
em concentracGes adequadas, visto que ela é a propria cachaca. Além disso, o material de
constituicdo do alambique, o cobre, catalisa reacdes que podem contribuir na formacédo de
compostos desejaveis e indesejaveis. A destilacdo em colunas de ago-inox tem por caracteristica
a ndo separacdo das fragcOes, assim como a auséncia de reacOes catalisadas pelo material de
constituicdo do alambique, pois 0 ago-inox é um material inerte que ndo interage com 0s
compostos presentes na destilacdo (BARBOSA et al., 2022a; CARDOSO, 2020; LIMA et al.,
2022).

Portanto, é extremamente necessaria a compreensao da origem dos compostos que
constituem a cachaca/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 presenca de contaminantes e favorecendo a producdo de compostos
que agregam caracteristicas sensoriais desejaveis. Com isso, objetivou-se neste trabalho
compreender as possiveis vias de formacdo do contaminante acroleina durante a producdo da
cachaga/aguardente e as correlagdes com outros compostos presentes na bebida por meio de
analise de amostras de cachaca produzidas por diferentes processos em todas as regides do
Brasil; coletar amostras diretamente de alambiques produtores de cachaca para identificar os
microrganismos presentes no “pé de cuba” (cultura inicial) utilizado por esses alambiques
produtores de cachaga por meio de técnicas de metagenémica, e verificar a influéncia desses
microrganismos na composicdo fisico-quimica e volatil da cachaca produzida e nas demais

fracdes do destilado.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. A cachaca e a aguardente de cana-de-acucar

A bebida alcodlica obtida pela fermentacdo do caldo de cana-de-agucar, seguida do
processo de destilacdo, € denominada Cachaca ou Aguardente de cana-de-agUcar. A
cachaca/aguardente é uma mistura complexa constituida majoritariamente por etanol e agua, e
por compostos secundarios, como alcoois superiores, acidos organicos, aldeidos, cetonas e
ésteres, que sao responsaveis pelo aroma e sabor caracteristico da bebida (CARDOSO, 2020).

As diferencas entre a cachaca e a aguardente de cana-de-acucar estdo no local de origem
de producéo e a graduacao alcoolica. Cachaca é a bebida produzida exclusivamente no Brasil,
pela destilacdo do mosto da cana-de-acUcar fermentado com graduacédo alcodlica entre 38 a
48% (v/v) a 20 °C, podendo ser acrescida de 6 g de acUcar por litro. Ja a aguardente de cana-
de-agUcar € a bebida produzida em qualquer pais, podendo ser obtida tanto pela destilacdo do
mosto de cana-de-acUcar fermentado, como do rebaixamento do teor alcodlico do destilado
alcoolico simples de cana-de-agucar, com graduacéo alcoodlica entre 38 a 54% (v/v) a 20 °C.
Além disso, a cachaca pode ser classificada quanto ao processo de destilagdo em cachaca de
alambique (a bebida produzida exclusivamente e em sua totalidade em alambique de cobre e
obtida pela destilagdo do mosto fermentado do caldo de cana-de-agUcar crua), ou em cachaca,
guando a bebida é produzida por outro método de destilacdo ou pela mistura de cachacas
oriundas de diferentes métodos de destilacdo (BRASIL, 2022a).

A relacdo do Brasil com a produgdo de cachaca/aguardente vem desde o periodo
colonial com a insercdo dos engenhos de acglcar, onde surgiram os primeiros alambiques do
pais. Entretanto, essa bebida foi desvalorizada durante muito tempo e ndo havia grandes
preocupacfes com a sua qualidade fisico-quimica e sensorial. Com o passar do tempo, essa
realidade mudou e a cachaga/aguardente vem se destacando no mercado nacional e
internacional, sendo cada vez mais apreciada. Essa evolugdo pode ser observada também no
Sseu processo produtivo, que se aprimora e padroniza, com o intuito de alcancar 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 cachagas/aguardentes
produzidas no Brasil, foi estabelecido, no ano de 2005, o Regulamento Técnico para Fixacdo

dos Padrdes de Identidade e Qualidade (PIQ’s) de aguardente de cana-de-agUcar e cachaca pelo
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Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), a partir da Instrugdo Normativa
N° 13, de 2005, determinando os limites de congéneres e contaminantes organicos e inorganicos
que podem estar presentes na bebida. Atualmente, esse regulamento foi revogado e atualizado
pela Portaria do Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAP) n° 539, de 26 de dezembro de
2022, que estabelece os Padrdes de Identidade e Qualidade da aguardente de cana e da cachaca
(BRASIL, 2022a).

A cachaca/aguardente é a bebida destilada mais consumida no Brasil e o terceiro
destilado mais consumido no mundo, principalmente pelo seu uso na formulacéo da Caipirinha.
No Brasil, a produgdo encontra-se dividida entre pequenos produtores e grandes destilarias
espalhados por todo o territério nacional. Atualmente, estdo contabilizados o registro de 936
estabelecimentos produtores de cachaca. O produto € exportado para 67 paises diferentes,
totalizando o volume de 7.221.219 L e uma receita de US$ 13.178.050. Os principais paises
importadores de cachaca séo 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 evolucédo, a producdo de cachacga/aguardente ainda enfrenta dificuldades
no aspecto da padronizagédo do processo de producéo e dos produtos, visto que existem diversos
fatores como variedades de cana-de-agUcar, nutrientes que podem ser acrescentados durante a
fermentacdo para o crescimento da levedura, culturas de microrganismos utilizados na
fermentacdo e equipamentos de destilacdo que podem ser constituidos de coluna de aco-
inoxidavel ou alambique de cobre, que interferem nas caracteristicas do produto final
(CARDOSO, 2020; GUERREIRO et al., 2018; MENDONCA et al., 2016).

Com isso, é necessaria a melhoria constante dos processos produtivos para garantir que
o0 produto final se destaque tanto no mercado interno quanto no mercado externo, vencendo
obstaculos como a padronizacdo da bebida e o controle de contaminantes organicos e

Inorganicos.

2.2. Cadeia produtiva da cachaga/aguardente de cana

A aguardente de cana e a cachaga devem ser produzidas por meio de processos
tecnoldgicos adequados que assegurem a sua apresentacdo e conservacdo até o0 momento do
consumo (BRASIL, 2022a). Para a producdo de uma bebida de qualidade fisico-quimica e

sensorial, todas as etapas do processamento sdo de grande importancia, desde o plantio da
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matéria-prima, até que a cachaca/aguardente alcance as maos dos consumidores. O processo
produtivo pode ser divido em cultivo e colheita da cana-de-agtcar, moagem da cana, filtracéo
e decantacdo do caldo, diluicdo do caldo, fermentacdo, destilacdo, armazenamento,
envelhecimento e envase (Figura 1). Dentre estas etapas, hd inUmeras variacfes que podem
ocorrer de acordo com os estabelecimentos produtores. Destacam-se as diferengas entre
cachacgas/aguardentes produzidas em alambiques de cobre e cachagas/aguardentes produzidas
em destilarias com colunas em aco-inoxidavel. No processo em alambiques de cobre, 0
destilado final é separado em trés fracGes — cabeca, coracdo e cauda — e a fragdo do coracdo
dara origem a bebida. Além disso, o material da coluna, o cobre, permite que ocorram reacfes
com a formacdo de compostos favoraveis ao “flavour” ou “bouquet”. J& nas destilarias com
coluna em aco-inoxidavel, hd um grande volume de producéo, ndo ocorrendo a separacao entre
as fracGes e, como o aco-inoxidavel é um material inerte, ndo ocorrem reacdes que contribuem
para a formacgédo de compostos desejados (CARDOSO, 2020; CRAVO et al., 2019, LIMA et
al., 2022; MENDONCA et al., 2016).

Figura 1 — Diagrama de producdo de cachaca/aguardente em alambiques de cobre.
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Fonte: Adaptado de Cardoso (2020).

2.2.1. Matéria-prima

A principal matéria-prima para a producdo de cachaca/aguardente é a cana-de-agucar
(Saccharum spp.), uma planta da familia Poaceae, tropical, graminea, originaria da Asia e
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Oceania, que se propaga assexuadamente pelo do plantio de colmos maduros (estacas
vegetativas). A cana-de-agUcar utilizada atualmente é um hibrido multiespecifico obtido a partir
do cruzamento de diversas espécies, como S. officinarum, S. spontaneum e S. robustum. Ela
esta entre as dez culturas mais plantadas no mundo, constituindo uma das principais culturas
comerciais produtoras de acucar e etanol, devido a sua alta concentracdo de acUcares,
principalmente sacarose (BABU et al., 2022).

No Brasil, a cana-de-acUcar foi trazida pelos primeiros colonizadores no seculo XVI e
obteve uma 6tima adaptacdo ao clima e relevo. Atualmente, o pais € um dos maiores produtores
de cana-de-acUcar do mundo, com uma area colhida estimada para o ano de 2022/23 de 8,13
milhdes de hectares, e uma producédo de 579,2 milhdes de toneladas. A Regido Sudeste ainda é
a principal produtora (CONAB, 2022). Em relacdo ao rendimento para a producéo de cachaca,
estima-se que sdo produzidos 120 litros de cachaca/aguardente para cada tonelada de cana-de-
acucar no processo utilizando colunas de destilagio em acgo-inoxidavel, ao passo que o
rendimento é de aproximadamente 80 litros de cachaca/aguardente por tonelada de cana-de-
acucar no processo em alambiques de cobre. Esse rendimento inferior é consequéncia da
separacdo das fracOes, cabeca, cauda e coracdo, que é realizada nesse processo (BABU et al.,
2022; CARDOQOSO, 2020).

A composicdo quimica da cana-de-acucar é semelhante em todas as variedades,
podendo ocorrer diferencas quantitativas devido a fatores edafoclimaticos, estagio de
desenvolvimento da cultura, variedades de cana, adubacéo, entre outros. A cana-de-acUcar é
composta pela fibra, que é a fracdo de sélidos insoluveis, e pelo caldo, que é constituido de
agua e solidos sollveis, que sdo aclcares e ndo aglcares. A cana madura, normal e sadia
apresenta em sua composicao centesimal cerca de 74,5% de agua, 14,0% de agUcares, em que
a maior fracdo 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 substancias pécticas, gomas e mucilagem, 0,2% de acidos,
e materiais corantes ndo dosados (BORTOLETTO; SIVELLO; ALCARDE, 2018; CARDOSO,
2020).

A cana-de-agUcar utilizada para a producdo da cachaca e aguardente de cana deve estar
limpa, fresca, sadia, colhida em estdgio adequado de maturacdo e produzida segundo as boas
praticas agricolas necessarias para a obtencdo de uma matéria-prima de qualidade e que nao
seja um possivel vetor de riscos a qualidade da bebida (BRASIL, 2022a).

Os efeitos da utilizagéo de cana queimada e de cana ndo queimada durante a colheita na

qualidade fisico-quimica da aguardente de cana obtida por um mesmo processo de producgéo
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(fermentacdo, destilacdo e equipamentos) foram avaliados por Masson et al. (2007). Os autores
constataram que a adogdo da queima, com o intuito de facilitar a colheita, tem impactos
significativos na concentracdo de furfural, um contaminante indesejavel, na aguardente
produzida com essa matéria-prima, apesar de ndo ter influéncia nas concentracfes de alcoois

superiores, ésteres, aldeidos, cobre, acidez volatil e metanol nas amostras analisadas.

2.2.2. Obtencédo do mosto

O mosto para fermentagdo e producdo da cachaca é obtido a partir do processo de
extracdo do caldo dos colmos da cana-de-acUcar, utilizando moendas, nas quais ocorre a
separacdo do caldo e do residuo fibroso (bagaco), podendo ocorrer a repeticdo dessa etapa até
a maxima extracdo do caldo. O caldo é constituido majoritariamente por adgua (65-75%) e
acucares (11-18%), e, além desses, varios minerais, vitaminas, &cidos graxos, aminoacidos,
amido, polifendis e gomas estdo presentes em quantidades inferiores. O pH do caldo de cana é
ligeiramente &cido, variando entre 4,9 e 55, o que favorece o desenvolvimento de
microrganismos. Apds a moagem, o caldo passa pela etapa de decantacdo e filtracdo para
remocdo de bagacilhos. Além disso, podem ser realizadas algumas etapas adicionais, como a
diluicdo para ajuste do teor de agucares, o tratamento térmico do caldo, entre outras (KAAVYA
etal., 2019; PANIGRAHI et al., 2021).

Para garantir a qualidade da fermentacdo, assim como a qualidade fisico-quimica da
cachaca/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 esterilizagdo do caldo,
qualidade da matéria-prima utilizada, a decantacdo, filtracdo, clarificacdo e diluicdo do caldo
irdo influenciar no produto final (OLIVEIRA; BORTOLETTO; ALCARDE, 2016; TEIXEIRA
etal., 2019).

Diversos microrganismos podem ser encontrados no caldo de cana-de-agUcar, alguns
com efeitos benéficos, como as leveduras selvagens desejaveis, outros considerados
contaminantes, como varias bactérias dos géneros Bacillus e Lactobacillus, bem como
leveduras contaminantes como Schizosaccharomyces, Debarymomyces, Candida, Pichia e
Kloeckera. Esses microrganismos podem ser provenientes do préprio ambiente, como o solo, e
dos equipamentos (TEIXEIRA et al., 2019).

Segundo Panigrahi et al. (2021) o intervalo entre 0 armazenamento dos colmos apos a

colheita e a moagem é uma oportunidade para a proliferacdo de microrganismos indesejados,
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como algumas bactérias laticas e bactérias heterofermentativas, como Leuconostoc spp..
Teixeira et al. (2019) avaliaram o efeito do armazenamento dos colmos e da clarificacdo do
caldo sobre a qualidade da etapa de fermentacdo e da cachaca obtida e concluiram que, ao
armazenar os colmos, hd o aumento de contaminacao por microrganismos indesejados durante
a fermentagdo e reducdo da qualidade fisico-quimica da bebida, e que a clarificacdo pode
contribuir para a reducdo desses impactos negativos.

Ao avaliarem o efeito do processamento térmico do caldo de cana-de-agucar na
conducédo do processo fermentativo e na qualidade quimica da cachaca, Alves et al. (2018)
constataram que o tratamento térmico foi efetivo para inativacdo de microrganismos no caldo,
mas ndo influenciou na qualidade quimica da bebida obtida.

Bortoletto, Silvello e Alcarde (2015) também observaram a influéncia do caldo de cana-
de-acucar nas caracteristicas da cachaca, ao avaliarem o efeito do processamento térmico dele
e da sua suplementacdo com ureia na qualidade fisico-quimica de cachaga. Os autores
concluiram que a cachagca com a melhor caracteristica fisico-quimica foi a obtida empregando
o0 tratamento térmico do caldo, a ndo suplementacdo com ureia e a dupla destilacdo, pois a
bebida apresentou menores teores de aldeido acético, acetato de etila, &cido acético, cobre e
carbamato de etila.

Apos a extracdo do caldo de cana-de-agUcar, a concentracdo de agucar geralmente se
encontra entre 18% a 22%. Esses teores de acucar podem ter um efeito deletério na fermentacéo,
sendo necessaria a padronizacdo do caldo, a partir da sua diluicdo para concentracdes de agucar
entre 14% a 16%. A diluicdo deve ser realizada com agua potavel e isenta de compostos que
prejudiquem o desempenho das leveduras. A suplementacdo nutricional do mosto de
fermentacdo ndo é usual, visto que o caldo de cana-de-agUcar é considerado um substrato
completo para a fermentacdo. Entretanto, a legislacdo permite a utilizacdo de substancias
amilaceas, tradicionalmente consumidas como alimentos, para suporte ao inicio da fermentacéo
(BORTOLETTO; SILVELLO; ALCARDE, 2018; BRASIL, 2022a).

2.2.3. Fermentacgéo

A fermentacdo do caldo de cana-de-agucar € considerada uma das etapas de maior
impacto nas caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais da cachaga/aguardente, pois séo
produzidos os compostos quimicos que originardo a bebida durante a fermentacdo. A

fermentagdo do caldo de cana para a producdo de cachaca é a fermentacdo alcoodlica, um
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processo de oxidacdo anaerObica parcial da glicose. A partir do metabolismo dos
microrganismos presentes naturalmente ou adicionados ao mosto, o aglcar é convertido em
etanol, gas carbonico e diversos componentes secundarios, como alcoois superiores, ésteres,
aldeidos, glicerol e &cidos organicos (Equacdo 1), que sdo responsaveis pelo “flavour”
caracteristico da bebida. Esses coprodutos, quando presentes em concentragdes adequadas, sdo
desejaveis na bebida. Mas, além de compostos desejaveis, 0 metabolismo das leveduras e de
outros microrganismos que estdo presentes durante a fermentacdo também pode proporcionar
a producdo de compostos indesejaveis ou de seus precursores. O metanol, acroleina, diacetil,
alcoois butilico e sec-butilico, e o carbamato de etila sdo alguns contaminantes que tém sua
formacdo relacionada a etapa de fermentacdo (OLIVEIRA; BORTOLETTO; ALCARDE,
2016; SCHWAN; DIAS, 2020; SILVA; VERRUMA-BERNARDI; OLIVEIRA, 2020).

Leveduras

Ci,H,,041 + HO —— 4C,H;0H + 4C0, + comp. secundarios 1)

Sacarose Etanol

Fonte: Schwan e Dias (2020).

O caldo de cana, o substrato da fermentacdo, € rico em sacarose, que é a fonte de
carbono. As leveduras utilizadas na fermentacdo, geralmente Saccharomyces cerevisiae, sdo
capazes de sintetizar a invertase, a enzima que hidrolisa esse agtcar em glicose e frutose, sendo
a glicose a fonte preferencial para a fermentacdo. Cada molécula de glicose disponivel €
convertida em duas moléculas de piruvato através da via glicolitica, por meio de reacGes
catalisadas por diferentes enzimas. As duas moléculas de piruvato sdo descarboxiladas sob
condicBes anaerdbicas pela acdo da enzima piruvato descarboxilase, formando duas moléculas
de acetaldeido e duas moléculas de gas carbdnico (CO2). A enzima alcool desidrogenase
catalisa a reducdo das moléculas de acetaldeido em duas moléculas de etanol. O etanol e 0 CO>
sdo os dois principais produtos da fermentacdo. JA& em condigdes aerdbicas, 0 piruvato é
convertido em acetil-CoA, pela acdo da piruvato desidrogenase e encaminhado ao ciclo do
acido citrico (Figura 2) (ARAUJO et al., 2018; SCHWAN; DIAS, 2020).



24

Figura 2 — Via de formacéo do etanol durante a fermentag&o alcodlica.
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Fonte: Adaptado de Barbosa (2021).

Ao longo da fermentacéo, as rotas metabdlicas da levedura S. cerevisiae podem originar
diversos compostos secundarios volateis e ndo volateis, alem do etanol e CO>, a depender das
caracteristicas do mosto de fermentacdo. A qualidade nutricional, o pH e a temperatura
influenciam e direcionam as rotas metabdlicas dos microrganismos presentes no processo
fermentativo e determinam quais compostos serdo sintetizados. Os compostos ndo volateis
incluem glicerol, mono e polissacarideos, compostos fendlicos e &cidos organicos. Os
compostos volateis incluem alcoois, aldeidos, acroleina, ésteres, dicarbonil, 4cidos graxos de
cadeia curta e média, metilcetonas, lactonas, compostos fenolicos e sulfurados, carbamato de
etila e terpenos. Como a cachaca/aguardente é uma bebida destilada, os compostos volateis sdo
0s principais responsaveis pelas caracteristicas sensoriais da bebida final (HIRST; RICHTER,
2016).

Na Figura 3, pode-se observar os diversos compostos volateis que podem ser
sintetizados pelo metabolismo da levedura S. cerevisiae e seus principais precursores. A
producdo desses compostos pode estar associada ao metabolismo primario ou secundario da
levedura. O metabolismo primario é essencial para a manutencao e desenvolvimento das células
e resulta na producdo de etanol, glicerol, acetaldeido e &cido acético, ao passo que o

metabolismo secundario é responsavel pela producéo de substancias que ndo sdo essenciais para
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a sobrevivéncia da levedura, como alcoois superiores, ésteres, compostos carbonilicos,
compostos de enxofre, tidis e terpenoides (ARAUJO, 2018; HIRST; RICHTER, 2016).

Figura 3 — Compostos volateis que podem ser sintetizados pelo metabolismo da levedura S.
cerevisiae e influenciam na composi¢éo quimica da cachaca e aguardente de cana-
de-agucar (AGCM: acidos graxos de cadeia média).
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Fonte: Adaptado de Araujo (2018).

Além da levedura S. cerevisiae, outros microrganismos podem estar presentes e
contribuirem para as caracteristicas do produto final. O mosto de fermentacdo produzido com
o caldo de cana é caracterizado como um ambiente Unico e de alta competicdo entre 0s
microrganismos presentes, visto que eles sdo expostos a alta concentracdo de etanol e pressdo
osmotica, e em muitos casos, sem o controle de temperatura ou a reutilizagdo continua do
indculo. Devido a essas peculiaridades, apesar da predominancia da espécie S. cerevisiae,
ocorre a sucessao de diferentes espécies ao longo de todo o processo fermentativo, como outras
espécies desse mesmo género (S. exiguous, S. paradoxus, S. servazzii e S. unisporus), assim
como outros géneros de leveduras, como Rhodotorula, Candida, Kluyveromyces, Pichia,
Debaromyces, Meyerozyma e Hanseniaspora. Além das leveduras, bactérias também estéo

presentes durante a fermentacdo e influenciam nas caracteristicas do produto final. Os
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principais géneros bacterianos associados a fermentacdo do caldo de cana para a produgdo de
cachaga sdo Micrococcus, Bacillus, Propionibacterium, Lactobacillus, Leuconostoc e
Clostridium (ARAUJO et al., 2018; PORTUGAL et al., 2017; SCHWAN et al., 2001).

A qualidade da fermentacdo é influenciada por diversos fatores, como aeracéo,
concentracdo de agucares, acidez (pH), temperatura, nutrientes e a presenca de microrganismos
contaminantes. Além disso, a forma de condugdo do processo fermentativo pode variar para
cada produtor. Basicamente, é realizado em batelada em dornas de fermentacdo de aco
inoxidavel, com duracdo média 18-30 horas, e com reaproveitamento das células, até a perda
de viabilidade. Durante a fermentacdo, é recomendavel o controle da concentracéo de agUcares,
da temperatura (26 °C a 32 °C), do pH e das condic¢des higiénico-sanitarias do processo para
alcancar bons rendimentos, geralmente em torno de 8% de etanol, e evitar a proliferacdo de
microrganismos indesejados, como algumas bactérias (COSTA et al., 2021; SCHWAN; DIAS,
2020).

A principal variagdo na forma de conducdo da fermentacéo esta associada ao tipo de
cultura inicial utilizada, uma vez que muitos produtores, principalmente os de
cachaca/aguardente produzidas em alambiques de cobre, utilizam a fermentacdo natural, com a
cultura inicial sendo os proprios microrganismos presentes naturalmente no caldo de cana, ou
preparam o seu préprio indculo 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 irdo participar da
fermentacdo. Ao longo de todo o processo, esses microrganismos se multiplicam, mudam as
caracteristicas do mosto e produzem uma diversidade de compostos secundarios. A utilizacdo
de cultura inicial natural é Unica para cada alambique e contribui para caracteristicas singulares
da cachaca produzida (BREXO et al., 2020; COSTA et al., 2021; PORTUGAL et al., 2016).

O preparo do in6culo natural geralmente se inicia junto com a safra. Os produtores
utilizam uma pequena quantidade de caldo de cana-de-acucar, que contém naturalmente
linhagens de leveduras e bactérias, e muitos suplementam esse caldo com outras fontes
nutricionais, como arroz, fubd, frutas maduras, amido, suco de limdo, entre outros. Esse
substrato € mantido em repouso por tempo suficiente para que ocorra a fermentagédo espontanea
(12 a 24 horas). Quando se inicia o desprendimento de CO», indicando atividade fermentativa,
adiciona-se novamente caldo de cana diluido. O processo € repetido até que a concentracao
celular atinja o volume desejavel da dorna de fermentacdo (ARAUJO et al., 2018; SCHWAN;
DIAS, 2020).
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Em contrapartida, em processos em grande escala, como nas destilarias em aco
inoxidavel, ou quando se deseja uma maior padronizacdo do produto final, ha a opcdo da
utilizacdo de cepas selecionadas para a producdo de cachaca/aguardente. Essas cepas sao
isoladas dos processos de fermentacdo de cachaga/aguardente com base em critérios, como alta
capacidade fermentativa, resisténcia a condigdes de estresse e qualidade final da bebida
produzida. A utilizacdo de cepas selecionadas pode proporcionar rapida fermentagdo, facil
separacdo da biomassa do vinho, reducdo da contaminacédo e proliferacdo de microrganismos
indesejaveis ao longo do processo, e maior padronizacdo do produto produzido (GONCALVES
etal., 2016; MUTTON et al., 2020; SOARES; SILVA; SCHWAN, 2011).

O isolamento e a identificacdo de cepas com potencial para utilizacdo como indculo para
a producdo de cachaca devem seguir varias etapas e atender a diferentes critérios. As cepas
devem ser submetidas a testes morfoldgicos, bioquimicos e moleculares para detectar isolados
com boas caracteristicas fermentativas e domindncia do processo de fermentagdo 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 estdo
depositados nas colecBes de leveduras dos laboratorios de Microbiologia do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Lavras (CCMA — Colecdo de Culturas da
Microbiologia Agricola). A partir desses resultados, os isolados foram testados quanto a
capacidade e velocidade de producdo de etanol, utilizando diferentes fontes de carbono
(sacarose, glicose e frutose), a producdo de glicerol, producdo de &cidos organicos, alcoois
superiores, aldeidos, ésteres e a capacidade de floculacdo. Dentre esses isolados, aqueles que
mais sobressairam foram selecionados e submetidos a fermentacdo espontanea em batelada em
dornas de 20 L, durante 26 dias consecutivos. Observou-se que trés isolados foram
predominantes nas dornas de fermentacdo e produziram bebidas de qualidade. Esses isolados
deram origem a levedura selecionada S. cerevisiae CA 11, que € disponibilizada no Brasil em
sua forma desidratada ativa, podendo ser utilizada prontamente para a fermentacdo (CAMPOS
et al., 2010; SCHWAN; DIAS, 2020).

Diversos estudos relatam a influéncia da etapa de fermentacdo nas caracteristicas da
cachaga/aguardente produzida. Portugal et al. (2017) avaliaram as implica¢des do uso de cepas
selvagens e de cepas de leveduras selecionadas na fermentacao e observaram que a fermentagéo
natural contribuiu para um perfil fisico-quimico distinto e de qualidade ao destilado. Também,
analisando a utilizagéo de culturas mistas na fermentacdo do caldo de cana, Amorim, Schwan

e Duarte (2016) concluiram que o emprego do indculo misto de S. cerevisiae e Meyerozyma
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caribbica produzia uma bebida com maior concentracdo de compostos volateis associados a
bons descritores sensoriais e, consequentemente, maior aceitagdo sensorial. Gongalves et al.
(2016), ao compararem as cachacas obtidas por fermentacdo espontanea e por linhagens de
leveduras selecionadas, constataram que as bebidas produzidas por leveduras selecionadas
apresentaram menores valores de acidez volatil e menor variacdo na composi¢do quimica. Com
0 objetivo de verificar os efeitos da utilizacdo de diferentes nutrientes (farinha de milho, farelo
de arroz, farinha de milho e farelo de arroz) e do tipo de inoculo (selecionado ou selvagem)
durante a fermentacdo na formacéo do carbamato de etila, Mendonca et al. (2016) constataram
que a bebida produzida com levedura selvagem e farelo de arroz apresentou as maiores
concentracdes de carbamato de etila.

A etapa de fermentacéo finaliza quando a concentracdo de agucares do mosto esgota-se,
momento identificado por meio da determinacdo do °Brix do vinho, indicando a completa
fermentacdo dos acglcares. Nesse momento, as leveduras presentes no mosto devem estar
sedimentadas e permanecerem no fundo da dorna para serem reutilizadas na proxima
fermentacdo. Em seguida, o vinho fermentado é destinado a etapa de destilacdo para separagédo
dos compostos de interesse que originardo a cachaca/aguardente (CARDOSO, 2020; SCHWAN
etal., 2001).

2.2.4. Destilacéo

O vinho ou mosto fermentado é uma mistura hidroalcodlica com graduacéo entre 7% a
8% (v/v). A destilacdo do vinho consiste na separagdo do etanol e outros compostos volateis de
interesse, baseada na temperatura de ebulicdo, grau alcéolico e afinidade dos compostos pelo
alcool e pela agua. O processo ocorre por meio do aguecimento do mosto fermentado, seguido
da condensacdo dos vapores formados, sendo algumas reacdes quimicas induzidas pelo
aquecimento, como hidrélise, esterificacdo e acetilacdo. O produto final da destilacdo é a
cachaca ou aguardente de cana-de-acucar, a depender da graduacéao alcoolica obtida ao final do
processo (CARDOSO, 2020; SILVA; VERRUMA-BERNARDI; OLIVEIRA, 2020).

A composicdo da cachaca/aguardente pode variar de acordo com 0 processo de
destilacdo utilizado, tendo duas opc¢des: as colunas de fracionamento em aco inoxidavel e os
alambiques de cobre. Nas colunas de fracionamento, 0 processo € continuo e amplamente

empregada em grande escala, principalmente no estado de S&o Paulo. Nesse tipo de processo,



29

ndo ocorrem separacOes das fragOes “cabeca”, “cauda” e “coracdo” (BORTOLETTO,;
SILVELLO; ALCARDE, 2018; CARDOSO, 2020;).

Outra forma de destilacéo é a realizada em alambiques de cobre. Segundo o0 MAP, o
alambique de cobre para a producdo de cachaca é o equipamento de destilacdo por batelada
utilizado para realizar o processo de destilagdo do mosto fermentado do caldo de cana-de-
acucar, em que as paredes internas da panela, coluna e capitel sdo constituidas de cobre e as
demais pecas podem ser constituidas por materiais adequados para o fim que se destinam
(BRASIL, 2022a).

A destilacdo realizada em alambiques de cobre em batelada, associada a um menor
volume de producdo, € caracteristica das bebidas produzidas em Minas Gerais. Além disso, €
realizada a separacdo das fragcdes “cabeca™, “cauda” e “coragdo” nesse processo, e ocorrem
reacOes 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 fragcdo cabeca
representa 10% do volume inicial do vinho; a fragdo coracgéo, aproximadamente 60% do vinho;
e a fragdo cauda, 30% do volume do vinho que sera destilado. A separagéo das fragdes “cabega”
e “coragdo” geralmente ¢ realizada quando a graduacdo alcéolica atinge entre 70% a 80% (v/v).
Entre as fragdes “cora¢do” e “cauda”, 0 corte é feito com a graduacdo alcdolica entre 35% a
50% (v/v), sendo a fracdo ‘“coracdo” aquela que originara a cachaca/aguardente
(BORTOLETTO; SILVELLO; ALCARDE, 2018; CARDOSO, 2020; SANTIAGO et al.,
2015; ZACARONI et al., 2015a).

A separacdo das fracdes proporciona a separacdo de compostos desejaveis e indesejaveis
produzidos durante a fermentacdo. Compostos mais volateis, que apresentam maior afinidade
por alcool-a4gua, como aldeidos, ésteres, metanol e alcoois superiores, tendem a estar presentes
em maiores concentracdes na fracdo de cabeca, ao passo gque o acido acético e o furfural podem
ser encontrados em maiores propor¢cdes na ultima fracdo, que tem como caracteristica
apresentar um teor alcodlico reduzido. O corte inadequado das fracBes, com a presenca de
cabeca e cauda na fragdo coracdo, pode culminar em uma bebida de baixa qualidade sensorial
e até mesmo prejudicial a sadde do consumidor, devido a presenca de substancias indesejaveis
em concentrag0es inapropriadas (BORTOLETTO; SILVELLO; ALCARDE, 2018;
SANTIAGO et al., 2016).

Segundo Baffa Janior et al. (2011), a correta separagao das fragdes “cabega”, “cauda” e
“coragdo”, durante a etapa de destilagdo, contribui para a redugdo da concentragdo do

contaminante organico carbamato de etila, garantindo a maior qualidade do produto final.
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Serafim et al. (2012) também relataram que a separacdo das fracBes origina bebidas com
melhores caracteristicas sensoriais, pois o correto corte entre as fragdes cabeca e coracdo pode
reduzir a presenca de compostos quimicos que afetam a qualidade fisico-quimica da bebida,
como acetato de etila e carbamato de etila. Rodrigues et al. (2020) avaliaram a presenca dos
contaminantes carbamato de etila, 2,3-butanodiona, furfural e 5-hidroximetilfurfural (5-HMF)
em cachagas produzidas por destilacdo 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
destilacdo em colunas de acgo inox apresentaram concentragdes mais altas de 2,3-butanodiona,
furfural e 5-hidroximetilfurfural (5-HMF).

Além da diferenca associada ao equipamento de destilacdo, a bebida pode ser submetida
a bidestilacdo ou redestilacdo, desde que o produto obtido preserve as caracteristicas sensoriais
proprias dos componentes contidos na matéria-prima e daqueles formados durante a
fermentacgdo. A bidestilagdo é um processo no qual € realizada uma primeira destilagdo, com a
formacéo de um destilado denominado vinho baixo. O processo € realizado até que todo o alcool
do vinho seja extraido, que pode ser identificado pela graduacdo na saida do condensador
proxima de 3% de etanol (v/v). Em seguida, o vinho baixo é submetido a uma nova destilacéo
que, quando é realizada em alambique de cobre, devem ser separadas as fracfes cabeca, cauda
e coracao. A redestilacdo consiste em destilar uma segunda vez o produto ja obtido, ou seja, 0
destilado alcodlico industrial (cachaca ou aguardente), sendo recomendado que o destilado
alcoolico seja previamente diluido com agua potavel para reducdo da graduacéo alcodlica para,
aproximadamente, 30% (v/v) etanol (ALCARDE, SOUZA; BORTOLETTO, 2012; BRASIL,
2022a; SILVA et al., 2020).

Ao final da destilacdo, é gerada a vinhaca, também conhecida popularmente como
vinhoto, garapdo, restilo, entre outros. A vinhacga € um coproduto de baixa graduacéo alcodlica
que acumula as substancias nao volateis e algumas substancias volateis do vinho, como sélidos
em suspensdo, minerais, biomassa das leveduras, aclcares ndo fermentesciveis, proteinas,
acidos graxos de cadeia longa, entre outros. Esse coproduto é amplamente utilizado na
fertirrigacdo dos canaviais (CARDOSO, 2020; MATTOS; MARGARIDO; CECCATO-
ANTONINI, 2018).

A cachaga/aguardente produzida apos a destilacdo ainda ndo estd pronta para o

consumo, sendo recomentado um periodo de armazenamento de dois a trés meses em
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recipientes apropriados, e em local protegido para estabilizagdo do “bouquet” e obtencdo de
um produto final de qualidade (CARDOSO, 2020).

2.2.5. Armazenamento e envelhecimento

Apos a destilagdo, a cachaga/aguardente deve ser armazenada em barris de madeira de
primeiro uso ou que tenham sido utilizados anteriormente para 0 armazenamento ou
envelhecimento de bebidas, em tanques de materiais adequados para estarem em contato com
alimentos, como o0 ago-inoxidavel, ou em tanques de a¢o carbono com isolamento interno para
evitar contaminacdo ou evaporagdo da bebida. Esse processo de armazenamento antes do
envase € denominado maturacdo e pode ser utilizado para a classificacdo da
cachaca/aguardente, sendo recomendado um periodo minimo de armazenamento de dois a trés
meses para estabilizacdo da bebida, ja que o produto recém-destilado apresenta caracteristicas
sensoriais fortes e acentuado sabor alcéolico (BRASIL, 2022a; CARDOSO, 2020; SILVA,
VERRUMA-BERNARDI; OLIVEIRA, 2020).

O armazenamento em barris de madeira ndo é uma etapa obrigatoria no processo de
producdo de cachaga/aguardente e ndo hd um tempo minimo estipulado para bebidas
armazenadas. A bebida que fica armazenada por um periodo inferior aum ano nao se caracteriza
como uma bebida envelhecida; mas o0 armazenamento contribui para mudancas na caracteristica
do produto final, pois altera a composi¢do quimica, 0 aroma e o sabor. Ja o envelhecimento €
uma etapa opcional do processo produtivo da cachaga/aguardente de extrema importancia para
agregacdo de valor a bebida. De acordo com a Portaria n® 539, de 2022 do MAP, a cachaca
envelhecida é aquela que contém, no minimo, 50% de cachaca/aguardente envelhecida em
recipiente de madeira apropriado, com capacidade maxima de 700 L, por um periodo néo
inferior a um ano. A bebida que ndo é armazenada em barris de madeira durante a maturacéo,
deve ser armazenada em tonéis de material adequado e que ndo se enquadre nos critérios
definidos para o0 armazenamento e envelhecimento (BORTOLETTO; SILVELLO; ALCARDE,
2018; BRASIL, 2022a; CARDOSO, 2020).

Durante o envelhecimento em barris de madeira, ocorrem diversas interacfes entre a
madeira do barril e a cachaga/aguardente armazenada, como a migragdo de compostos da
madeira para a bebida e reacdes de oxidacdes que contribuem para alteragdes da coloragéo, do

perfil sensorial e da complexidade do “bouquet” aromatico. Durante o envelhecimento, diversos



32

compostos como acidos benzoicos, aldeidos cindmicos e taninos sdo extraidos 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 ja estar difundido, existem outras opgbes que
também sdo empregadas, como amburana, amendoim, jatoba, ipé, balsamo, peroba, entre
outras. A espécie e origem geografica da madeira, tempo de envelhecimento, tamanho e forma
do barril, tratamento de tostagem, acabamento dado pelas tanoarias e tempo de utilizacdo do
barril também promovem efeitos diferentes em termos de caracteristicas sensoriais e fisico-
quimicas 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 aromatico
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 concentracdo de compostos fenolicos. Além
disso, os autores concluiram 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 aromatica,
conferindo mais de 50 compostos a aguardente armazenada, principalmente &cidos organicos e
compostos fenolicos.

Para avaliar o efeito da tosta (sem tosta, tosta fraca, tosta média e tosta intensa) em barris
de carvalho no perfil fisico-quimico, quantificacdo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPA’s) e na composicéo fendlica na cachaga envelhecida, Barbosa et al. (2022a) observaram
que o nivel de tosta influenciou nos tipos e quantidade de compostos formados e extraidos dos
barris pela bebida. Além disso, todas as bebidas apresentaram concentracbes de HPA’s.
Entretanto, a bebida armazenada em barris com tosta média apresentou as maiores
concentragdes desses compostos.

Além dessas possibilidades de armazenamento, a cachaga e aguardente de cana poderao
ser acondicionadas em contato com fragmentos de madeira durante essa etapa, com o objetivo
de agregar a bebida caracteristicas sensoriais proprias da madeira utilizada. Esses fragmentos
de madeira devem ter tamanho adequado, que garanta que, no minimo, 95% da massa fique
retida em peneira com malha de 5,0 mm. O material utilizado pode ser natural ou torrado, desde

gue nao tenha sofrido combustdo, seja isento de demais tratamentos (quimico, enzimatico ou
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fisico), seja isento de substancias que podem aumentar seu poder aromatizante natural e os

compostos fenolicos extraiveis (BRASIL, 2022a).

2.2.6. Envase

Apo0s a etapa de armazenamento ou envelhecimento, a cachagca/aguardente deve ser
padronizada e filtrada para, em seguida, ser envasada. A etapa de padronizacdo deve ser
realizada quando se deseja que o produto final apresente caracteristicas especificas definidas,
como a reducdo ou aumento da graduacdo alcodlica. Para isso, deve-se utilizar agua potavel ou
aguardente/cachaga com graduacédo alcoolica superior e de boa qualidade para evitar defeitos e
contaminacdo do produto final. Em seguida, a bebida deve seguir para a operacao de filtragem.
Essa etapa € necessaria para garantir que particulas em suspensao (contaminantes fisicos) nao
estejam presentes na bebida final, assim como reduzir a contaminagao por cobre nas bebidas
produzidas em alambiques constituidos desse material. Para evitar a presenca desses
contaminantes, devem ser utilizados filtros que retiram sujidades e ndo alteram as
caracteristicas sensoriais da bebida (BARBOSA et al., 2022b; BORTOLETTO; SILVELLO;
ALCARDE, 2018; CARDOSO, 2020).

Em seguida, a cachaga/aguardente esta pronta para ser envasada. O envase consiste no
acondicionamento da bebida em recipientes de volumes de até 1 L, adequados para a
comercializacdo do produto. A embalagem € extremamente importante para a industria e
desempenha papel fundamental na comercializacdo e seguranca do produto, sendo responséavel
pela protecdo, contencdo, comunicagdo e conveniéncia. A cachaca e aguardente de cana podem
ser envasadas em recipientes que sdo elaborados por materiais inertes, como o vidro, ja que
embalagens que apresentam materiais capazes de interagir com compostos da bebida, como
alguns pléasticos, podem alterar a qualidade fisico-quimica 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 cachagas envasadas em embalagens plasticas de
polietileno tereftalato (PET) foi investigado por Souza et al. (2022), por meio da determinacéo
de HPA’s nas bebidas armazenadas por 4 e 8 meses. Os autores constataram que o0 envase da
bebida em embalagens PET, assim como o aumento do tempo de armazenamento, contribuiram
para o acréscimo da concentracdo de HPA’s no produto, indicando que embalagens de material
inadequado, quando utilizadas para o0 armazenamento de cachaga, podem interagir com a bebida

e alterar a sua composigéo fisico-quimica ao longo do armazenamento. Barbosa (2021) também
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avaliou os efeitos do armazenamento de cachacas em embalagens PET e relatou que 60% das
amostras estavam fora dos Padr&es de Identidade e Qualidade para algum composto secundario.
Além disso, todas as amostras apresentaram concentracdes de HPA’s acima do relatado na

literatura para cachaca envasada em embalagens de outros materiais.

2.3. Compostos secundarios e contaminantes

Durante a fermentacdo, o acucar presente no mosto € utilizado para o metabolismo dos
microrganismos e produz principalmente etanol e diéxido de carbono. Em menores proporcoes,
0s compostos secundarios, também denominado de congéneres, também sdo produzidos. Além
da etapa de fermentacdo, ocorrem reacGes que contribuirdo para formacdo e aumento das
concentracdes desses compostos na bebida durante etapas posteriores da cadeia de producédo da
cachaga/aguardente. A presenca dos congéneres em quantidades adequadas é de extrema
importancia para a qualidade sensorial, pois eles sdo o0s responsaveis pelo “flavour”
caracteristico da cachaga/aguardente. Os compostos secundarios sdo compostos volateis, como
acidos carboxilicos, ésteres, aldeidos e alcoois superiores (CARDOSO, 2020; OLIVEIRA et
al., 2020; PORTUGAL et al., 2017).

Apesar de a presenca dos compostos secundarios ser desejavel na bebida final, a sua
concentracéo deve ser limitada, fato fundamental para manter a qualidade adequada do produto.
O excesso de compostos secundarios pode estar associado a diversos fatores, como manuseio
inadequado da cana-de-agucar, mas condi¢fes higiénico-sanitarias do alambique, mosto com
baixa qualidade nutricional, contaminagdo por microrganismos indesejados, condicgdes
inadequadas de temperatura, pH e aeracdo durante a fermentacéo, entre outros. Devido a isso,
0 MAP estabeleceu por meio da Portaria n° 539, de 26 de dezembro de 2022, os Padrdes de
Identidade e Qualidade (PIQ’s) para a cachaca e aguardente de cana-de-agucar, que delimita a
concentracdo que cada composto deve ter na bebida (Quadro 1) (BRASIL, 2022a; CARDOSO,
2020; RIBEIRO et al., 2017).

O etanol é o principal produto da fermentacdo do mosto do caldo de cana-de-agUcar
realizada pelas leveduras. Entretanto, a sua concentragdo na bebida final deve estar dentro dos
padrdes estabelecidos pelos P1Q’s (Quadro 1). Concentragdes inadequadas de etanol na cachaca
pode ser atribuida a fermentagdo incompleta dos agucares do mosto, ao corte inadequado das

fracOes nas cachacas destiladas em alambique, a perdas durante o periodo de armazenamento
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devido & evaporacdo e reagdes com outros compostos secundarios, erros de padronizagdo e
embalagens improprias (BRASIL, 2022a; CARDOSO, 2020; OLIVEIRA et al., 2020).

Quadro 1 — Padroes de Identidade e Qualidade (PIQ’s) exigida pela legislagdo brasileira para
cachaca e aguardente.

Componente Unidade Himite
Minimo Maximo

Graduacao alcoolica (aguardente) % v/v de alcool etilicoa20°C 38,0 54,0
Graduacao alcoolica (cachaga) % v/v de alcool etilicoa20°C 38,0 48,0
Acidez volatil, em acido acético mg/100 mL de &lcool anidro - 150,0
Esteres, em acetato de etila mg/100 mL de &lcool anidro - 200,0
Aldeidos, em aldeido acético mg/100 mL de alcool anidro - 30,0
Furfural mg/100 mL de alcool anidro - 5,0
Alcoois superiores* mg/100 mL de alcool anidro - 360,0
Congéneres** mg/100 mL de &lcool anidro ~ 200,0 650,0
Butan-2-ol (alcool sec-butilico) mg/100 mL de alcool anidro - 10,0
Butan-1-ol (alcool butilico) mg/100 mL de alcool anidro - 3,0
Alcool metilico mg/100 mL de alcool anidro - 20,0
Acroleina mg/100 mL de alcool anidro - 5,0
Carbamato de etila pg/L - 210,0
Cobre mg/L - 5,0
Acucares totais (glicose) g/L - <6,0
Acucares totais (bebida adocada) g/L >6,0 < 30,0
Fendlicos Totais (bebida envelhecida) presente

*Alcoois superiores: isobutilico + isoamilicos + propilico. **Congéneres: acidez volatil + ésteres +
aldeidos + furfural + &lcoois superiores. Fonte: Brasil (2022a).

Os aldeidos sdo formados durante a fermentacdo a partir da acdo de leveduras nos
estagios iniciais da fermentacdo, e tende a ser oxidado a &cido acético nas etapas finais, devido,
principalmente, a aeragdo excessiva do mosto. Os PIQ’s definem que a concentragdo de
aldeidos na cachaga/aguardente deve ser de até 30 mg/100 mL de &lcool anidro (aa) (Quadro
1). O principal aldeido formado é o acetaldeido (Figura 4), que pode representar até 90% dos
aldeidos totais. A presenca desse aldeido € comum em bebidas fermento-destiladas, pois ele é
0 ultimo precursor antes da formacdo do etanol, sendo um dos principais metabolitos

intermediérios da fermentagdo, em que o piruvato, o produto final da glicolise, é convertido em
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acetaldeido por meio da enzima piruvato descarboxilase (Figura 2). Os demais aldeidos podem
ser formados pela oxidacdo de aminoécidos, dos alcoois superiores ou dos &cidos graxos
(BRASIL, 2022a; CARDOSO, 2020; LIMA et al., 2022; SWIEGERS et al., 2005).

Figura 4 — Estrutura quimica do acetaldeido (etanal).
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Fonte: Cardoso (2020).

Em altas concentraces, aldeidos podem ser toxicos ao consumidor, podendo ocasionar
problemas relacionados ao sistema nervoso central. Além disso, dependendo da concentracdo,
podem ser responsaveis por aromas desagradaveis. Uma forma de evitar altas concentracdes de
aldeidos na cachaga/aguardente ¢ realizando a separacdo da fragdo “cabega” do “coragdo” de
forma correta. Em concentragcdes adequadas, os aldeidos podem ser responsaveis por diversos
aromas que dao notas sutis a avassaladoras a bebida, dependendo do teor e do tipo de aldeido
(CAETANO et al., 2022; CARDOSO, 2020; LIMA et al., 2022; SANTIAGO et al., 2016).

Os ésteres sdo 0s compostos aromaticos que, em baixas concentracdes, sdo responsaveis
pelo aroma agradavel de frutas; porém, podem conferir um sabor desagradavel e enjoativo a
cachaca/aguardente em altas concentracdes. A legislacdo 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 fermentacdo, a partir do metabolismo secundario das leveduras, em que é produzido
principalmente acetato de etila (aproximadamente 80%) (Figura 5); ou durante a destilacéo e
envelhecimento, por reacGes de esterificacdo entre os alcoois e acidos carboxilicos; ou também
durante o envelhecimento, periodo no qual alguns ésteres sdo formados pela interconversao dos
compostos fendlicos, como o siringato de etila e vanilato de etila, e também pela extracdo da
madeira, como 0 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 quimica do éster acetato de etila.

PR
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Fonte: Cardoso (2020).
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Os ésteres que sdo formados durante a fermentacdo sdo produzidos pelas leveduras em
reacOes de esterificacdo entre o alcool e acidos carboxilicos em baixo pH. A reacdo requer uma
molécula de alcool, acetil-CoA e uma enzima sintetizadora de éster, a alcool acetiltransferase
(AAT). Os dois principais éesteres produzidos durante a fermentacdo sdo acetatos e ésteres
etilicos de &cidos graxos de cadeia média (AGCM). Os acetatos séo resultados da esterificagdo
de acetil-CoA e um alcool, sendo o acetato de etila 0 mais encontrado devido as altas
concentracdes de etanol e a natureza mais reativa dos alcoois primarios. Durante a fase de
crescimento exponencial tardio, intermediarios dos acidos graxos de cadeia média séo liberados
prematuramente do complexo citoplasméatico de &cido graxo sintase, e essa liberacdo
desencadeia a sintese de éster. Além desses, alguns ésteres, especialmente o lactato de etila,
estdo ligados a contaminacdo bacteriana do mosto, como por Lactobacillus spp. (HIRST;
RICHTER, 2016; WALKER; STEWART, 2016).

Os é&cidos carboxilicos também fazem parte dos compostos organicos da
cachaca/aguardente. Eles sdo desejaveis, em concentracfes reduzidas, pois contribuem para a
formacédo de ésteres a partir de reacGes de esterificacdo com alcoois. Mas sdo responsaveis por
um sabor desagradavel, em altas concentracdes, prejudicando a qualidade da bebida. O limite
maximo permitido para acidez volatil na cachaca e aguardente é de 150 mg/100 mL aa (Quadro
1). O principal &cido presente é o acido acético (Figura 6), sendo o constituinte majoritério da
acidez volatil. Altas concentracfes desse acido estdo associadas a préaticas inadequadas de
manuseio da cana-de-agucar, como estocagem por um longo periodo, e a contaminagdo do
mosto por bactérias acéticas, devido ao excessivo tempo de descanso entre o processo de
fermentacdo e destilacdo. Além disso, a presenca de acidos também pode ser relacionada a etapa
de envelhecimento, quando pode ocorrer a oxidacdo do etanol a &cido acético, e a extracdo de
alguns compostos da madeira, como acidos organicos ndo volateis, taninos e substancias
fendlicas (BRASIL, 2022a; CARDOSO, 2020; PORTUGAL et al., 2017; SANTIAGO et al.,
2016).

Figura 6 — Estrutura quimica do &cido acético (acido etandico).
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Fonte: Cardoso (2020).



38

Durante a fermentacdo, além da producdo de &cido acético pelo metabolismo de
bactérias, esse acido pode ser produzido pelo metabolismo das leveduras como um
intermediario do desvio da piruvato desidrogenase, uma via responsavel pela conversdo do
piruvato em acetil-CoA, por meio de uma série de reacOes catalisadas pela piruvato
descarboxilase, acetaldeido desidrogenase e acetil-CoA sintase (SWIEGERS et al., 2005).
Além do &cido acético, acidos graxos de cadeia média, como o hexandico, octanoico ou
decanoico sdo produzidos pelas leveduras e constituem o substrato inicial para a formacéo final
dos ésteres etilicos. Entre as leveduras, S. cerevisiae € capaz de sintetizar principalmente acidos
hexanoico e octanoico em grandes quantidades, mas também &cidos pentanoico, decanoico e 3-
metilbutanoico (Figura 7) (CARPENA et al., 2020).

Figura 7 — Estruturas quimicas de alguns acidos sintetizados pelo metabolismo das leveduras.

5 ! 5
Acido pentan6ico Acido hexandico Acido octandico
HOWCH3 H3CWOH
L CHy O
Acido decanoico Acido 3-metilbutandico

Fonte: Do autor.

Os alcoois superiores sao 0 maior grupo de substancias volateis encontradas nas bebidas
destiladas e sdo formados durante 0 metabolismo natural das leveduras, a partir de aminoacidos
ou pela reducédo de aldeidos no processo de fermentagdo, sendo afetados pelas condi¢Ges do
meio de fermentacdo, quantidade e viabilidade do indculo, pela temperatura, e teor de alcool
do mosto, entre outros fatores. Os principais alcoois encontrados em cachacas/aguardentes sao
alcoois isoamilico (3-metilbutan-1-ol), amilico (pentan-1-ol), isobutilico (2-metilpropan-1-ol)
e propilico (propan-1-ol) (Figura 8), que sdo desejaveis em concentracfes adequadas e,
juntamente com os ésteres, sdo responsaveis pelo “flavour”, mas em altas concentragdes séo
chamado de dleo fusel, e diminuem o valor comercial e a qualidade da cachaga/aguardente
(CARDOSO, 2020; CRAVOcetal., 2019; GONCALVES etal., 2016; SANTIAGO et al., 2016).
Como se pode observar no Quadro 1, 0 MAP exige que a concentracdo dos alcoois superiores
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isobutilico, isoamilicos e propilico ndo deva exceder 360 mg/100 mL de alcool anidro na
cachaga e aguardente de cana-de-aclcar (BRASIL, 2022a).

A producao de alcoois superiores durante a fermentacéo esta relacionada a concentracao
de aminoacidos no mosto e segue a desaminacdo e descarboxilacdo de aminoacidos, como a
leucina, isoleucina e valina, conhecida como Via de Ehrlich (Figura 9). Essa rota catabdlica
entra em acdo quando h& excesso de aminoéacidos no meio. Quando esses sdo deficientes, uma
rota anabdlica alternativa chamada via de biossintese torna-se operacional, derivando alcoois
superiores de intermediarios a-cetoacidos. Outros fatores que contribuem para a formacéo
desses compostos sdo temperaturas mais altas de fermentacdo e a presenca de leveduras ndo
Saccharomyces (SWIEGERS et al., 2005; WALKER; STEWART, 2016).

Figura 8 — Estruturas quimicas dos alcoois superiores desejaveis.
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2-metilpropan-1-ol Propan-l-o_l
(alcool isobutilico) (&lcool propilico)

Fonte: Cardoso (2020).

Figura 9 — Formacao de alcoois superiores a partir da Via Catabdlica de Ehrlich.
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Fonte: Adaptado de Araujo (2018).
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Os compostos fenolicos sdo uma classe de compostos oriundos do processo de
armazenamento e envelhecimento da cachaga e aguardente de cana em barris de madeira. Ao
longo do periodo de armazenamento, os compostos fendlicos podem ser incorporados a bebida
devido a degradacdo da lignina, visto que a cachaca/aguardente é uma solucéo hidroalcodlica
com capacidade de extrair diversos compostos da madeira. Entretanto, a concentracéo e os tipos
de compostos fendlicos que estardo presentes na bebida dependem do tipo da madeira, da tosta
utilizada na producdo do barril, e do processo e tempo de fabricacdo dos barris. Alguns
compostos fendlicos encontrados em cachaca e aguardente envelhecida e armazenada séo
vanilina, seringaldeido, coniferaldeido, sinapaldeido, acidos vanilico, gélico, elagico, ferulico
e siringico (Figura 10). A legislacdo brasileira exige a presenca de compostos fenélicos nas
cachacas e aguardente de cana-de-acucar 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 tridlcool, como pode ser visto na Figura 11, que
pode estar presente na aguardente de cana e na cachaca. O glicerol é um dos produtos
majoritarios da fermentacéo alcdolica produzido pelo metabolismo das leveduras, porém, a sua
concentracédo na bebida final tende a ser reduzida, visto que esse composto pode ser degradado
durante a fermentacdo, originando outras substancias, e ocorre a reducdo de moléculas de alta
temperatura de ebulicdo na etapa de destilagédo, como o glicerol, que apresenta uma temperatura
de ebulicdo de 290 °C. Quando a cachaca/aguardente passa pela etapa de armazenamento e
envelhecimento em barris de madeira, a concentracdo de glicerol na bebida pode aumentar.
Durante esse processo, ocorrem reacdes entre o destilado e a madeira, assim como a
transesterificacdo dos triglicerideos da madeira, que resulta em acidos graxos e glicerol. Apesar
de estar presente na bebida, esse composto organico ndo tem sua concentracdo delimitada pela
legislacdo nacional (BRASIL, 2022a; CARDOSO, 2020; CARVALHO et al., 2020; TABUA
et al., 2020).
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Figura 10 — Principais compostos fendlicos incorporados a cachaca apds o processo de
envelhecimento e armazenamento.
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Fonte: Adaptado de Santiago (2016) e Zacaroni (2009).

Figura 11 — Estrutura quimica do 1,2,3-propanotriol (glicerol).

OH

HO/\‘/\

OH
Fonte: Cardoso (2020).

Além desses compostos secundarios, que sdo desejaveis, outros compostos sdo
formados durante as etapas de processamento da cachaga/aguardente. Entretanto, esses
compostos sdo considerados contaminantes da bebida, por apresentarem efeitos maléficos a
salde dos consumidores. Assim, foram estabelecidos pelos PIQ’s os limites maximos de alguns

desses contaminantes (Quadro 1). Os principais contaminantes encontrados sdo 0 metanol e os
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alcoois superiores: butilico (butan-1-ol) e sec-butilico (butan-2-ol), furfural e HMF, acroleina
(propen-2-al), carbamato de etila, e o cobre (BRASIL, 2022a; CARDOSO, 2020).

O metanol ou alcool metilico (Figura 12) é indesejavel na cachaca/aguardente, pois a
sua ingestao, mesmo que em quantidades reduzidas por um longo periodo, pode causar cegueira
e levar até a morte. Quando presente, a concentracdo de metanol ndo deve exceder 20 mg/100
mL aa (Quadro 1). No organismo, a oxida¢do do metanol origina acido férmico e didxido de
carbono, que sdo responsaveis pela acidose do sangue, ocasionando distirbios no sistema
respiratorio. No processo de producdo da cachaga/aguardente, o metanol é gerado pela
degradacdo da pectina presente nos bagacilhos da cana-de-agucar que chegam até as dornas de
fermentacdo, quando ndo ha a filtragem correta do caldo de cana ou pela adicdo de matérias-
primas ricas em pectinas ao mosto. As leveduras sdo capazes de sintetizar as enzimas
pectinoliticas, que sdo classificadas em esterases e depolimerases (liases e hidrolases). A
hidrélise da pectina por liases produz oligo- ou mono-galacturonato, enquanto a hidrélise da
pectina por esterases produz &cido péctico e metanol, sendo algumas cepas de Saccharomyces
capazes de produzir os trés tipos de enzimas pectinoliticas. Quando ha presenca de bagaco de
cana-de-acucar no mosto de fermentacdo, essa enzima é excretada e hidrolisa a pectina do
bagaco, produzindo o metanol (BRASIL, 2022a; CARDOSO, 2020; CRAVO et al., 2019;
OHIMAIN, 2016; SANTIAGO et al., 2016).

Figura 12 — Estrutura quimica do metanol.
H3C_OH

Fonte: Cardoso (2020).

Outros alcoois que também sdo indesejaveis na cachaca/aguardente sdo os alcoois
superiores butilico (butan-1-ol) e sec-butilico (butan-2-ol) (Figura 13). Segundo o MAP, as
concentracdes maximas desses alcoois devem ser, respectivamente, de até 3,0 e 10,0 mg/100
mL aa (Quadro 1). Esses compostos apresentam alta toxicidade em comparacdo ao etanol. E
sdo formados pela contaminacdo do mosto de fermentacdo pela bactéria Clostridium
acetobutylicum e bactérias do género Lactobacillus. O butan-1-ol pode ser formado durante a
fermentagdo devido a contaminac¢do do mosto por bactérias acetobutilicas e pela hidrélise do
seu acetato correspondente. O butan-2-ol pode ser formado pelo metabolismo dessas bactérias
por reducdo enzimatica do 2,3-butanodiol ou espontaneamente via degradacgéo oxidativa de 2,3-

butanodiol. Para reduzir a formacéo desses compostos, € recomendavel evitar que a cana-de-
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acucar seja alocada proxima a estabulos e locais de ordenha para reduzir a contaminagdo 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 quimica dos alcoois superiores indesejaveis.
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Fonte: Cardoso (2020).

Os aldeidos aromaticos furfural e 5-hidroximetilfurfural (Figura 14) sdo contaminantes
da cachaca/aguardente considerados tdxicos e com potencial carcinogénico. A presenca desses
aldeidos ndo esta associada a etapa de fermentacdo. Eles sdo resultantes da desidratacdo e
degradacdo térmica de pentoses e hexoses, respectivamente, e podem ser formados devido a
pratica inadequada da queima da cana-de-agucar, pela presenca de residuos de acucar e levedura
durante o aquecimento na destilacdo, e durante o processo de envelhecimento da bebida pela
acdo dos acidos nas pentoses e seus polimeros (hemiceluloses), que podem estar presentes nos
barris de madeira usados para armazenar a bebida. A presenca de acidos e o aumento da
temperatura potencializam as reacGes de formacdo desses aldeidos, e a reducdo do teor de
solidos presentes no vinho contribui para minimizar a formacao desses compostos. No Quadro
1, pode-se observar o limite maximo de furfural e HMF permitidos na cachaca e aguardente de
cana-de-agucar, 5 mg/100 mL aa. (BRASIL, 2022a; CARDOSO, 2020; FRANCO; SUAREZ;
SANTOS, 2017; MASSON et al., 2007; PORTUGAL et al., 2017).

Figura 14 — Estruturas quimicas do furfural e 5-hidroximetilfurfural.
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Fonte: Cardoso (2020).
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O propen-2-al (acroleina) (Figura 15) é um composto extremamente toxico por todas as
vias de exposic¢do. Devido a isso, a sua concentragdo na bebida ndo deve exceder 5,0 mg/100
mL aa (Quadro 1). Entretanto, seu mecanismo de formacdo ainda ndo esta bem elucidado. No
processo de producdo de cachaga/aguardente, a formacdo de acroleina ocorre durante o
processo de fermentagdo por meio da desidratacdo do glicerol associado a bactérias
termofermentativas Bacillus amaracrylus e Lactobacillus colinoides. O metabolismo dessas
bactérias pode converter o glicerol a 3-hidroxipropionaldeido (3-HPA) em condicbes
anaerdbicas e, em seguida, o0 3-HPA é espontaneamente transformado por desidratacéo térmica
em acroleina, sendo esta reacdo favorecida por baixo pH, altas temperaturas e catalisadores
metalicos (Figura 16). A acroleina também pode ser formada a partir de reagdes quimicas que
resultam na desidratacdo do glicerol em condicGes especificas, como altas temperaturas, meio
acido e catalisadores metalicos. Essas condi¢cdes podem ser encontradas durante o processo de
producdo da cachaca, principalmente durante a destilacdo, a depender das caracteristicas do
vinho a ser destilado. Os &cidos presentes no vinho podem favorecer a protonacéao do glicerol,
com a formacdo do intermediario 1,3-di-hidroxipropeno que, apos rearranjo ceto-endlico,
produz 3-HPA, que pode originar acroleina por desidratacdo térmica. Acredita-se que o aroma
penetrante e apimentado em bebidas recém-destiladas, uisques, conhaques ou rum é causado
pela presenca de acroleina. Esse composto apresenta caracteristicas mutagénicas e a exposi¢cdo
prolongada provoca irritacdo no sistema respiratério 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 quimica do propen-2-al (acroleina).
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Fonte: Cardoso (2020).

Figura 16 — Formacao da acroleina a partir do catabolismo do glicerol.
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O carbamato de etila, conhecido como uretana ou etiluretana (Figura 17), também é um
composto secundario formado durante o processo de produgdo da cachaga/aguardente. Do
mesmo modo, a origem desse composto ainda ndo esta esclarecida. Alguns autores sugerem
que ele pode ser originado pelo metabolismo dos microrganismos durante a fermentacgéo,
dependendo do substrato, do tipo de microrganismo empregado e das condi¢es do processo
(BORGES et al., 2014; GOWD et al., 2018; RIACHI et al., 2014). Outros pesquisadores
sugerem que ele pode ser gerado durante a destilacéo, dependendo do tipo de destilacdo que é
utilizada (continua ou descontinua), do material do destilador, da separacdo das fracdes e da
taxa de refluxo durante o processo (BAFFA JUNIOR et al., 2011; BORGES et al., 2014;
BORTOLETTO; ALCARDE, 2015; BORTOLETTO; SILVELLO; ALCARDE, 2015).
Alguns apontam para a formacéo durante a etapa de envelhecimento em barris de madeira, e do
material, condi¢des e tempo de armazenamento (SANTIAGO et al., 2017; ZACARONI et al.,
2015a). Existem estudos que relacionam a formacéo do carbamato de etila com a matéria-prima
e composi¢do do mosto de fermentagdo (BORTOLETTO; SILVELLO; ALCARDE, 2015;
CRAVO et al., 2019; GALINARO et al., 2015; MENDONCA et al., 2016). O limite maximo
de carbamato de etila permitido para cachaca e aguardente de cana é de 210 pg/L (Quadro 1)
(BRASIL, 2022a).

Figura 17 — Estrutura quimica do carbamato de etila.
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Fonte: Cardoso (2020).

Outros contaminantes organicos, que ndo sdo regulamentados pela legislacdo vigente,
podem estar presentes na cachaga/aguardente de cana. O diacetil (2,3-butanodiona) (Figura 18),
também denominada de dicetona vicinal, € um subproduto da fermentacdo alcodlica devido ao
metabolismo inadequado do piruvato. Pode ser produzido por leveduras do género
Saccharomyces como o produto resultante da descarboxila¢do oxidativa do a-acetolactato fora
da célula de levedura e, entdo, é reabsorvido pela célula da levedura e convertido em acetoina
e, posteriormente, a 2,3-butanodiol pela acdo da 2,3-butanodiol desidrogenase e outra(s)
enzimas nao totalmente caracterizada(s). Alguns géneros de bactérias, como Lactobacillus,

Streptococcus e Bacillus, também sdo capazes de produzir diacetil durante a fermentagéo
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malolatica. Apesar de o diacetil ser geralmente reconhecido como seguro, em inglés “Generally
Recognized As Safe” (GRAS), em concentracOes inadequadas (acima do limiar do odor), esse
composto pode ser responsavel por caracteristicas sensoriais indesejadas para cachaca e
aguardente, como aroma de amanteigado (CARDOSO, 2020; LI et al., 2020; RODRIGUES et
al., 2020; SHIN et al., 2020).

Figura 18 — Estrutura quimica da 2,3-butanodiona (diacetil).

O
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Fonte: Cardoso (2020).

Os hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPA’s) sdo compostos caracterizados por
possuir dois ou mais anéis aromaticos condensados e também sdo contaminantes que podem
estar presentes na cachaca/aguardente de cana. Esses compostos podem ser formados por
processos naturais ou artificiais por meio da degradacao térmica de matéria organica. Algumas
substancias desse grupo de contaminantes sdo considerados toxicos, mutagénicos e
carcinogénicos. Durante os processamentos térmicos, pode ocorrer a formacdo de radicais a
partir da degradacdo de estruturas organicas. Esses radicais podem reagir entre si para formar
estruturas ciclicas, que possuem alta estabilidade e, em contato com o organismo humano,
podem se ligar permanentemente ao DNA e causar alterac6es nas células. Entretanto, apesar da
potencial toxicidade, as concentracdes desses contaminantes ainda ndo sdo delimitadas pela
legislacdo vigente para a cachaca e aguardente. A presenca dos HPA’s nas bebidas pode ser
atribuida a qualidade do ar atmosférico da regido de localizacdo da unidade produtora, a queima
da cana-de-aglUcar antes da colheita, ao contato da matéria-prima com lubrificantes dos
equipamentos, assim como aos materiais dos equipamentos e utensilios 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 estdo

apresentadas na Figura 19.



47

Figura 19 — Estruturas quimicas de alguns exemplos de HPA’s.

Benzo (a) pireno Acenaftileno Naftaleno
Antraceno Pireno

Fonte: Cardoso (2020).

Além desses compostos organicos indesejados, alguns ions metélicos também podem
ser responsaveis pela contaminacdo da cachaca/aguardente, como o cobre. Essa fracdo
inorganica pode ser oriunda do processo de producdo, a depender do tipo de equipamento
utilizado. O limite m&ximo permitido na bebida para o cobre esté 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 presenca durante a etapa de destilacdo é de extrema importancia para
eliminacdo de odores desagradaveis derivados da presenca de compostos sulfurados, que
podem ser observados em cachaca/aguardente destilada em colunas de ago-inoxidavel. O teor
maximo de cobre na bebida ndo deve ultrapassar 5,0 mg/L. A contamina¢do da bebida com o
cobre ocorre durante o processo de destilacdo da bebida, quando os vapores acidos transportam
o carbonato bésico de cobre [CuCO3Cu(OH)2] formado nas paredes internas do alambique até
o0 destilado final. A presenca de cobre na cachacga/aguardente pode ser evitada por
procedimentos simples, como a assepsia adequada do alambique apés a destilacdo, a separacéao
entre as fragdes “cabega” e “coragdo”, e pela filtragem da cachaga/aguardente recém-destilada
utilizando resinas adsorventes para a remocao 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 eficiéncia de
opcdes de adsorventes alternativos obtidos de fontes naturais. Barbosa et al. (2022b)
investigaram o uso da fibra de coco como adsorvente de cobre na cachaca e observaram que a
biomassa tem potencial para ser utilizada para essa finalidade, pois foi eficiente na remocéo do

cobre e gerou apenas pequenas alteragdes na composi¢éo fisico-quimica da bebida. Utilizando
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argila e carvao ativado como adsorventes para a remocgéo de cobre de cachagas, Zacaroni et al.
(2015b) constataram que a argila apresenta alta especificidade para a remocao dos ions de

cobre, sem reducdo significativa na concentracdo de congéneres.

2.4. Metodologias de identificagcdo da microbiota

A microbiota ou microbioma é um ecossistema dindmico que envolve diversas
interacBes entre 0s microrganismos e 0 ambiente em que estdo inseridos. A microbiota
responsavel pala producéo de alimentos e bebidas fermentadas estdo associados ao ambiente de
processamento, matérias-primas e aos proprios produtos, devendo ser equilibrada, para permitir
a obtencdo de produtos seguros e de alto padrdo de qualidade, sendo fundamental para
impressdo de caracteristicas organolépticas distintas e especificas nos alimentos e bebidas
fermentadas (SABATER et al., 2021).

A microbiota presente no processo de producdo da cachaca/aguardente de cana-de-
acucar tem influéncia significativa na qualidade fisico-quimica e sensorial do produto final.
Alguns estudos relatam que a fermentacao para a producao de cachaga € um processo complexo
e de grande diversidade microbioldgica, com a presenca de leveduras e bactérias. Durante toda
a safra, a diversidade dos microrganismos presentes no processo € influenciada pela
incorporacdo de diferentes espécies oriundas da colheita da cana-de-acucar, transporte e
moagem dos colmos, adicdo de agua para padronizacao do mosto, ambiente de fermentacéo e
fermento utilizado (GOMES et al., 2010; GUARDADO et al., 2022; SEQUINO et al., 2022).

Ha diversos estudos “in vitro ” que relatam a influéncia da microbiota nas caracteristicas
fisico-quimicas e sensoriais da bebida produzida, como o realizado por Portugal et al. (2017),
objetivando investigar em laboratério a influéncia de diferentes espécies de leveduras nativas
em comparacdo com outras cepas comerciais, no perfil quimico da cachaca. Os autores
constataram que a fermentacdo espontanea contribui para um perfil quimico distinto e de
qualidade ao destilado.

Realizando uma fermentagdo com aumento gradual da concentragcdo do mosto de cana-
de-agUcar para producdo de cachaga, com o intuito de observar a influéncia da diversidade
microbiana nas caracteristicas organolépticas da bebida produzida, Portugal et al. (2016)
concluiram que os microrganismos envolvidos na fermentacdo tém impactos na qualidade
qguimica 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 CA1l na fermentacdo para a producdo de cachaca,
observando que melhorias claras poderiam ser obtidas no processo de fermentacdo com cultura
mista, em vez de culturas puras de S. cerevisiae. Mostraram que essa forma de fermentacéo
pode ser uma alternativa para melhorar a qualidade da cachaca. Anteriormente, Duarte et al.
(2011) avaliaram o efeito “in vitro” de coinoculacdo de Lactobacillus fermentum com
Saccharomyces cerevisiae UFLA CA11 sobre a qualidade da cachaca (aguardente de cana-de-
acucar) e observaram que a coinoculagdo da levedura com a bactéria influenciou na qualidade
quimica e sensorial final da bebida.

Entretanto, sdo escassos os trabalhos que relatam sobre a diversidade microbiota da
producdo de cachaca observada em campo, coletando amostras diretamente dos alambiques
produtores. Schwan et al. (2001) realizaram um estudo para descrever e detalhar a variabilidade
das populagdes microbianas do processo de producgéo de cachaca 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
trés casos. A infeccdo bacteriana foi um problema potencial, e em alguns casos, alcangou uma
relagdo leveduras:bactérias de 10:1 ou menos. Os autores utilizaram métodos de cultivo para a
contagem e identificacdo dos microrganismos, e a maioria dos isolados foi caracterizada por
métodos fisioldgicos e morfoldgicos padrdo envolvendo 77 testes. Apenas a espécie
predominante S. cerevisiae foi identificada pela caracteriza¢do preliminar usando um método
de Polimerase Chain Reaction (PCR).

Para que seja possivel a realizacdo de trabalhos que avaliam a influéncia da microbiota
na qualidade do produto final, sdo necessarias a identificacdo e a caracterizacdo por técnicas
especificas. H4 uma gama de métodos disponiveis para identificacdo de microrganismos em
alimentos e bebidas, como os métodos de cultura convencional, protocolos imunoldgicos,
métodos moleculares e métodos espectroscopicos. A escolha do método deve ser baseada nas
caracteristicas das amostras, disponibilidade de material e equipamentos, custos e objetivos
(FERONE et al., 2020).

O método tradicional de cultivo de cultura € um dos métodos mais utilizados para
isolamento e identificacdo de microrganismos. E um método constituido por diversas etapas,
incluindo contagem, isolamento e identificacdo. Para contagem e isolamento, é necessaria a

preparacdo das amostras, enriquecimento, diluicdo, plagueamento, contagem e isolamento de
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coldnias de espécies Unicas para posterior caracterizagdo. Em seguida, deve-se seguir para a
etapa de identificacdo que se baseia na estrutura morfoldgica, bioquimica, fisioldgica (fen6tipo)
e/ou caracteristicas genéticas (genétipo) 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
eficiéncia, variabilidade de aplicacdo e sensibilidade, sendo uma etapa necessaria também para
determinar a viabilidade e validar as previsdes do fendtipo com base na analise genémica.
Entretanto, é uma técnica trabalhosa e demorada, visto que sdo necessarios longos periodos de
preparo de amostra, crescimento dos microrganismos, execucdo de testes bioquimicos e
rigoroso cuidado em relacdo a assepsia para evitar a contaminacdo. Além disso, métodos
dependentes de cultura permitem o estudo apenas dos microrganismos cultivaveis nos meios de
cultura disponiveis, correndo o risco de nao se ter uma visdo real da biodiversidade da
populagdo microbiana, sendo deficientes para a completa caracterizacdo da microbiota e falhos
para deteccdo de algumas espécies e géneros (GALIMBERT et al., 2015; LOPEZ, BAQUERA,
VIVEROS, 2020).

A espectrometria de massas (EM) é uma técnica analitica precisa baseada na
identificacdo e quantificacdo de compostos quimicos ionizados a partir da determinacdo da
relacdo massa/carga (m/z) desses compostos. A técnica de espectrometria de massas se
desenvolveu ao longo dos anos, permitindo a ampliagdo da gama de aplicagbes, como o
surgimento da técnica lonizacdo por Dessorcdo a Laser Assistida por Matriz (MALDI), que
permitiu a aplicabilidade da EM para grandes moléculas, como as proteinas. Essa técnica
permite a analise de uma matriz constituida por uma solu¢do organica com alta capacidade de
absorcéo 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 € ionizada, gerando ions
protonados isoladamente a partir dos analitos da amostra. Esses ions sdo separados dos demais
ions baseados em suas diferencas da relacdo entre a massa e a carga (m/z). Os analitos
carregados sao detectados e medidos usando diferentes analisadores, como o analisador de
tempo de voo (time of flight) (TOF), o principal para aplicagdes microbioldgicas. Nessa técnica,
um espectro caracteristico conhecido como Impressdo Digital em Massa de Peptideos (Peptide
Mass Fingerprinting) (PMF) é gerado para os analitos da amostra com base nas informagdes
do TOF. A identificacdo microbiana usando MALDI-TOF envolve a comparacdo 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 referéncia do



51

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 obtencdo de resultados réapidos e confiaveis para a identificacdo de diversos
microrganismos, incluindo bactérias, fungos e leveduras, pois apresenta elevada sensibilidade,
exatiddo e precisdo. Porém, a principal limitacdo do método esta na identificacdo do espectro
caracteristico de cada espécie, que é obtido a partir da comparacdo com um banco de dados
(espectro de referéncia), que pode ser limitado em determinados laboratorios e para novos
microrganismos. Além disso, ha a necessidade do cultivo prévio dos microrganismos, o que
acarreta as mesmas limitacdes dos métodos tradicionais de cultivo (HAN; JEONG; CHOI,
2021; VALENTE; SOUZA, 2020).

Para monitorar o inéculo misto de leveduras durante o processo fermentativo para a
producdo de cachaca, Amorim, Schwan e Duarte (2016) utilizaram a técnica MALDI-TOF MS,
que se mostrou adequada e eficiente na identificacdo das leveduras S. cerevisiae e M. caribbica,
tanto para culturas puras como para culturas mistas.

As analises baseadas no sequenciamento do DNA, como a metagendmica, sdo
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 dependéncia de técnicas de cultivo, permitindo a
obtencdo de informacgdes mais completas e precisas sobre 0s genomas microbianos. Esses
métodos sdo baseados principalmente na analise de macromoléculas, como o 4cido
desoxirribonucleico (DNA), que permitem a identificagdo dos microrganismos presentes na
microbiota sem a necessidade de cultiva-los (LOPEZ, BAQUERA, VIVEROS, 2020;
SABATER et al., 2021).

As etapas para realizacdo da analise metagenémica consistem na extracdo do DNA
presente na amostra, seguido da amplificacdo dos fragmentos de DNA de interesse (amplicons)
a partir da PCR e posterior separacdo usando eletroforese ou técnicas cromatograficas. Apds
essas etapas, 0s amplicons extraidos das amostras sdo sequenciados, e as leituras sdo
comparadas a bancos de dados de referéncias para identificagdo das Unidades Taxonémicas
Operacionais (OTUs). A partir desse método, é possivel estimar a abundancia relativa dos
microrganismos presentes na microbiota, baseado no numero de reads (sequéncia de
fragmentos de pares de bases) associado a um determinado taxon. Esse tdxon sera proporcional

aos seus niveis na amostra. A escolha da regido de interesse do DNA depende dos géneros que
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se deseja identificar. O gene 16S rRNA é considerado um marcador universal para tipagem a
nivel de espécie para bactérias, pois possui propriedades especificas, como estar presente em
todas as espécies bacterianas, conter informacdes suficientes para diferenciar espécies (1500 pb
de comprimento) e, em alguns casos, possibilita até a diferenciacdo de cepas. Ja para
identificacdo de fungos filamentosos e leveduras, o alvo mais utilizado é o Espagador Transcrito
Interno (Internal Transcribed Spacer) (ITS). Entretanto, o comprimento de ITS desigual entre
as espécies de fungos pode levar a amplificacdo preferencial de fragmentos mais curtos,
distorcendo os resultados. Apesar dessa limitacéo, 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).

Né&o ha trabalhos que utilizam a técnica de sequenciamento do DNA para caracterizacdo
da microbiota presente no processo de producdo de cachaca e aguardente de cana-de-acUcar.
Entretanto, a técnica ja é utilizada para outras bebidas fermentadas. Citam-se as pesquisas
realizadas por Hong et al. (2016) para investigar a influéncia da composi¢do microbiana na
qualidade do vinho de arroz chinés, utilizando o sequenciamento de alto rendimento de 110
amostras de vinho no gene bacteriano 16S rRNA e no fungico Internal Transcribe Spacer Il
(ITS2). Os autores concluiram que o metabolismo dos microrganismos influencia na qualidade
do vinho, sendo o cultivo de microrganismos benéficos e a inibi¢do dos indesejados importantes
para a producdo de uma bebida de qualidade e segura para o consumo.

Com o intuito de avaliar os efeitos da microbiota presente na fermentacdo do vinho de
arroz coreano nas alteracdes das caracteristicas fisico-quimicas 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
estagios da fermentacdo, mesmo em altas concentracfes de etanol. Apesar dessa dominancia,
outras espécies de leveduras estiveram presentes ao longo da fermentacdo. Além disso, a
composicdo de compostos volateis da bebida é influenciada pela microbiota e apresentou
diferengas significativas entre alguns produtos analisados.

A dindmica das comunidades microbianas durante a fermentacéo e os possiveis papéis
dos microrganismos na determinagdo da qualidade e sabor do saqué foi investigada por Nguyen
et al. (2022), usando analise metagenémica amplificando a regido do gene 16S rRNA e ITS. Os
autores observaram que, através de diversas vias biossintéticas, Aerococcus e outras bacterias

funcionais podem contribuir para o sabor do saqué.
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Pesquisas realizada por Fentie et al. (2022) com comunidades bacterianas e fungicas de
amostras de 21 Tej (fermentado de mel etiope) de diferentes areas da Etiopia foram estudadas
usando sequenciamento de amplicon 16S rRNA e ITS. Foi observado que, na fermentacao
espontanea, € dificil o controle e previsibilidade do processo fermentativo. As amostras
coletadas em diferentes areas apresentaram uma comunidade bacteriana com uma variacdo
consideravel, mas com predominancia de bactérias laticas, assim como a predominancia de
leveduras do género Saccharomyces, com uma menor riqueza de espécies em relacdo a

comunidade fungica para todas as amostras.
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Acrolein is a toxic aldehyde that can be present in various beverages, such as
cachaca and other distilled spirits from sugarcane. The objective of this work was
to detect and quantify acrolein in samples of cachaca produced by different pro-
cesses in all regions of Brazl and to evaluate the possible routes of formation of
this contaminant from the correlation with other secondary compounds present
in the beverage using principal component analysis. Approximately 27.0% of the
samples analyzed were outside the limit established by Brazilian legislation for
this contaminant, with an average acrolein concentration of 14.01 mg 100 mL-!
anhydrous alcohol (az) In the other samples, the average concentration was
.07 mg 100 mL™" aa_ After salecting the variahles that most closely correlated
with the presence of acrolein in beverapes, a positive correlation was found with
the presence of butan-2-ol, propan-1-ol and volatile acids, and a slight correlation
with the presence of phenolic compounds. Therefore, the presence of acmlein
in cachaca can be associated with contamination of the fermentation must by
bacteria of the genus Lactobacillis, as a result of the chemical degradation and
enzymatic conversion of the ghycerol produced during fermentation.
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1 | INTRODUCTION {w/v) at 20°C, whereas sugarcane spirits is a beverage pro-

duced anywhere, with an alcohol content between 38% and

The alcoholic beverage obtained by fermenting sugarcane
juice, folloaed by distillation, can be called cachaca or supg-
arcane spirits. The differences between them are in the
place of origin or production, in the distllation process,
and in the alcohol content. Cachaca is a beverage prodoced
exclusively in Bragil from the distillation of fermented sug-
arcane must with an alcohol content between 38% and 48%

54% (wiv) at 20°C (Brasil, 2005a).

Cachaca/spirits is a complex mixture consisting mosthy
of ethanol and water and a hundred secondary compounds
such as carbosylic acids, esters, aldehydes, and higher aloo-
hiols, which act synergistically to influence the flavor of the
beverage. In addition to these secondary compounds that
are desirable, other compounds are also formed during
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the processing stages of cachaca/spirits that are considered
o be contaminants because they have harmful effects on
the heakh of consumers. The main contaminants found in
the beverage are methanol, butyl and sec-butyl alcohols,
furfural, hydroxymethylfurfural (HMF), acrolein, ethyl
carbamate, and the metals copper (in excess), arsenic,
and lead (Brasil, 2005a; Cardoso, 2020; Lima et al, 2022;
Portugal et al., 2007).

Among these contaminants, propen-2-al (acrolein), a
highly reactive o g-unsatumated aldehyde, is a compound
that humans are exposed o in many situations and might
be responsible for triggering different neurodegenerative
diseases, such as cardiovascular diseases, diabetes, can-
cer, atherosclerosis, and Alzheimer's (Chang et al., 2022;
Crowley et al., 2022; Igarashi et al., 2018; Jiang et al., 2022,
Liun et al, 201%; X_ Zhang et al., 2022; Zirak et al, 2009).
Acralein can be found mainty in foods and beverages that
are rich in lipids, carbohydrates, and certain amino acids
that are heated during processing, or in fermented prod-
ucts produced by the metabolism of Lactic acid bacteria
(Drakula et al., 2019; Lago & Welke, 2009; Moguruma etal.,
2020, I Zhang et al., 2020).

The Ministry of Agriculture, Livestock and Supply
(MAPA) defined, through Normative Instruction Mo. 13,
of June 2005, a limit of 5 mg of acrolein per 100 mlL of
anhydrous aloohol (aa) for cachaca and sugarcane spirits
(Brazl, 2005a). However, the routes for the formation of
this substance in the beverage are not yet fully elucidated.
Its formation can be associated with the dehydration of
glycerol, one of the main products of alccholic fermen-
tation, during distillation in the presence of acids and
metallic catalysts. In addition, the contamination of the
must by lactic acid bacteria such as Bocillus amaracry-
lus and Lactobacillus colincides can also be related to the
production of acrolein because these hacteriz can con-
vert ghycerol to 3-hydroxypropionaldehyde (3-HPA) under
anaerohic conditions, and the 3-HPA is spontanecusly
transformed by thermal dehydration into acrolein. This
reaction is favored by low pH, high temperatures, and
metallic catalysts (de Las Hemas et al., 2020; Kachele et al.,
2014; Lago & Welke, 2009; Masson et al., 2012).

Principal component analysis (PCA) can be used to iden-
tify possible correlations bebareen the presence of acrolein
and other secondary compounds present in cachaca and
sugarcane spirits. PCA is a tool for initial exploration of
multivariate data and investigation of central trend=. It
farilitates the analysis of the presence of clusters of =am-
ples in the original dataset and detects the variables that
are indicative of the strucluring or clustering betoneen the
samples. From the principal components (PC) generated
by the PCA analysiz, one expects to capture the max-
mum variation of the original data set through the use of
sonres, the location of samples in the penerated matrix, and

the loadings, which are the contributions of the original
variables to the PC (Bro & Smilde, 2014; Buwé et al., 2022).

Thisstudy sought o detect and quantify acrolein in sam-
ples of cachaca and sugarcane spirits produced by different
processes throughout Brazil and to evaluate the possible
pathways of formation of this contaminant through the
correlation with other secondary compounds present in
the beverage using the PCA method.

2 | MATERIALS AND METHODS

The 27 samples of cachaca/sugarcane spirits were acquired
in retail stores in several Brazilian states. Seven samples
were aged in cak barrels (product made with at least 505
cachaca stored in T mL oak barrels for a period of not
less than one vear) and coded as EC] (distilled in a stain-
less steel column), EAZ, EAL EA4, EAS EAG; and EAT
{distilled in a copper still). Six samples were stored in oak
barrels (product for which the minimum storage period
and the volume of the wooden barrels are not defimed):
AAR AAD AATD, AATL AALD and AADS (distilled in cop-
per stills). Fourteen =amples were stored in stainless steel
tanks: [AM, TALS, IAL6, TAIT, LAJE, TAT9, AN, LA, A2,
[A23, 1A24 (distilled in copper stlls), TA25, 1A (saeeat-
ened), and LAZT (distilled through stainless steel columns).
All the analyses were performed at the Laboratory of (ual-
ity Analy=is of Sugarcane Spirits at the Federal University
of Lavras, in Lavras, Minas Gerais, Brazl.

2.1 | Physicochemical analvsis

The determinations of the alcohol concentration, volatile
acidity, esters, aldehydes, furfural, copper, and dry extract
were performed according to the specifications estab-
lished by MAPA through Normative Instruction No. 24
of September &, 2005 (Brasil, 20050). Glycerol concentra-
tions were determined by spectrophotometry according to
the colorimetric method proposed by Amerine and Cugh
{1680) and modified by Tdbua et al. {2020 and Bortoletto
et al. (2016). The method consists of the oxidation of ghyc-
erol by metaperiodate to form formaldehyde, which is then
condensed with acetylacetome and ammonia to yield a col-
ored complex. Readings were performed in 2 Shimadzo
W-1601 spectrophotometer at 420 nm. The concentration
of ghycero] (mg/L) in the samples was determined from
the standard curve previously constructed using ghyeerol
at concentrations bebween 187 and 60 mg L.

The determination of total phenolic compounds was
performed by the Folin-Ciocaten spectrophotometric
method described by Rodrgues et al. (2016). Fead-
ings were taken at 725 nm (Shimam UV-1601 PC)L
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Concentrations were determined from the standard curve
using gallic acid in 40% ethano] (viv) at different concen-
trations (1 to 1000 mg L), Results were expressed in mg
equivalent of gallic acid per liter.

2.2 | Chromatographic analysis

The quantification of acrolein was performed acoording
to the method of Nascimento et al. (1997), Zacaroni et al.
(2011}, and Caetano et al. (2022). The samples were deriva-
tized by the formation of 2A-dinitrophenylbydrazones
without previous treatment. After filtering through mem-
branes, 20 pl. of each sample and the standard were
analyzed by HPLC on a Shimadzu HFLC chromato-
graph equipped with two model SPD-M20A high pressure
pumps, & model DGU-20A3 degasser, a model CEM-20A
interface, and a model SIL-10AF automatic injector with
an SPD-MMA diode array detector {DAD ) at 365 nm, using
a flow rate of 0.9 mL min—!. An Agilent-Zorbax Eclipse
XDB-CI8 (250 x 46 mm ¥ 5 pm) column coupled to
an Agilent-Zorbax Eclipse XDB-C18 4-Pack pre-column
(125 = 46 mm * 5 pm) was used for separation. The
mohile phase consisted of a solution of water:acetic acid
(98:2% v/v) (Solvent A) and methanol (Solvent B). The gra-
dient elution system was as follows: 0-3 min (T05-85%
B}, 3-10 min (85%-80% B), 10-12 min (80%-70% B), and
12-15 min (70%-T0% E).

Ethyl carbamate was determined w=ing the method
described by Anjos et al. (2001), Machado et al. {2003), and
Santiago et al. {2017y The samples were previously deriva-
tized and analyzed in the zame HPLC described above
using @ model RF-10AXL (FLID) fluorescence detector. An
Agilent-Zorhax Eclipse AAA (4.6 = 150 mm, 5 pm) column
connected to an Agilent-Zorbax Eclipse AAA pre-column
{46 = 125 mm, 5 pm} was employed. The mobile phase
consisted of 20 mmol L-7 sodivm acetate solution (Sol-
vent A) and acetonitrile (Solvent B). A flow mte of 0.75 mL
min~" was used throughout the analysis, and the injected
volume of samples and standard was 20 pl. A pradient ela-
tion system was employed: 0-5 min (40%-60% B), 510 min
(60705 B), 10-18 min (70%-80% B}, 18-10.5 min (80%—
0% B), 10.5-25 min (00E—40% B), and 2530 min (40% B).
Cuantification was achieved using the external standard-
ization method. The excitation and emission wavelengths
employed wene 233 and 600 nm, respectively.

The concentrations of higher alcohols (3-methylbutan-
1-0d, 2-methylpropan-1-ol, propan-1-ol) and the contami-
nants (methanol, butan-1-01 and butan-2-ol) were deter-
mined by gas chromatography using a flame ionization
detector ((GC-FII) according to the method of Vilela et al.
(2007} and Santiago et al. (2006). A DB Wax (30 m =
(.25 mm, 035 pm ) column was used. The separation condi-

" alt
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tioms were the following: split ratio (1210, inlet and detector
temperatures (130 and 170°C, respectively), and heating
rate (1°C min~" from 55 to 70°C, totaling 17 min). Hydrogen
gas was the carrier gas with a flow rate of L4 mL min . The
identification of compounds was performed by comparing
the retention times of the samples with the standards, and
guantification was achieved by external standardization.

2.3 | Statistical analysis

All the analyses were performed in triplicate, and the
results were expressed as mean 4 standard deviation.
The PCA was used to investigate the possible correla-
tions berareen the presence of acrolein and the other
variables analyzed that make up the cachaca/sugarcane
spirits. Besulis were defined as means for further anal-
ysis. The analy=is was performed using the B statistical
program.

3 | RESULTS AND DISCUSSION
The results of the physical-chemical analyzes are shoam in
Table 1. With the exception of four samples, the beverages
could be called cachaca because their alcohol concentra-
tions were between 38% and 48% v v at 20°C (Brazil,
205z). The concentrations of ethanol in the aged sam-
ples ECD {3798 4+ 0.04%) and EAT (3717 + 0.02%) were
lower than the minimum limit required by legislation. To
be called aged, cachaga must be stored in wooden barrels
with & maximum capacity of 700 L for & minimum pericd
of 1 year, and as much as 50% of non-aged cachaca can be
added. This process must be monitored by the inspecting
organs. The storage period necessary for the aging of the
beverage might have contributed to the slight reduction in
the alcohol content of the beverages as a result of the partial
evaporation of ethanol through the pores of the wonden
barrel. In addition, ethanol can also react with other sec-
ondary compounds present in cachaca throughout the
storage period to reduce its concentration in the final
procduct {Brasil, 2006a; Cardosno, 2020; Santiagoet al., 2016).
Samples 1A (3158 + 001%) and 1C27 (31.07 + 0.06%),
which were stored in stainless steel tanks before bottling,
also had an aleohol content lower than the legal limit
{Table 1). This fact can be related o incomplete fermen-
tation of the wort sugars and, consequently, low ethanol
production. In addition, errors or lack of standardization of
the beverage to be marketed and inadequate packaging can
result in an alcohol concentration lower than that required
by current legislation {Cardoso, 2020; Oliveira et al., 2020,
The concentration of aldehydes in the [A2Z] sample was
also outside the legal limit.
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There was a great variability in samples with respect
o the concentration of the dry extract (g L) (Table 1).
Brazilian legislation does not set a limit for this parame-
ter. Iis quantification has the purpose of determining the
concenitration of solid compounds present in the cachaga,
and it is influenced by the chamacteristics of the final bever-
age. The cachacas that were stored in stainless steel tanks
before bottling tended to have a lower dry extract content,
as was observed for samples IA or IC, with an average of
0.06 g L™, whereas the aged samples (EA and EC) stored
in wonden barrels (AA) contained an average concentra-
tion of dry extract 10 imes higher (0,60 g L) than that
of samples that did not go through this stage. According
to Barbosa, Santiago, et al. (2022}, substances are extracted
during the period of storage in wooden barrels, and they
are incorporated into the cachaca. Phenolic compounds,
for example, contribute to the increase of the dry extract
in the beverages. Samples ICA25 and ICAD contained the
highest concentrations of dry extract, 24.32 4+ 0.04% and
14.7% £ 051 p L-1, respectively. These cachagas are clas-
sified as sweetened, that is. according to the legislation,
sugar was added in amounts greater than & g L-! and

no
483 + 008
44 + 0l

Glycerol!
30133 +0.00
077 + 01

14,7+ 0.5
(114 + 0oz

15542+ 2,34
93,50 + 041

butanal®

3 E 2 E less than 30 g L-'. This addition resulted in an increase
h ; in the dry matter content of the beverage (Braeil, 2005a).
i E o This practice, despite being authorized by legislation, can

be associated with the intention o mask the low sensory
quality of cachaca, making it & unrecommended practice
{Oliveira et al., 2020).

The concentration of ghycerol in cachaca is not defined
by Brazilian legislation. Glycerol, after ethanol and carbon
dipxide, is one of the main products formed during the
fermentation of sugarcane juice by yeast. Hownever, its con-
centration in the final beverage tends to be bow because
3 this compound can be degraded throughout the produc-
= tion process to produce other substances. In addition, there

is a decrease in the concentration of compounds with high

Fmpan-1
ol”

S (0,20
4192 +092

AMehydes”
1.7 + 039

T+ 00
CH)

o & boiling temperatures during distillation. Despite this fct,

P 2 cachagas stored in wooden barrels tend to have a higher

} g g ﬁ = glycerm] concentration than those beverages that have not

g pone through this stage because during storage ghycerol

E may be incorpormted into the beverage as a result of the

- g E = extraction of this compound from the inner surface of the

HHeg E barrel {Bortoletio et al., 2006; Carvalho et al., 2020; Tibua

p E E = et al., 20200, As can be seen in Table 1, a similar behavior

FE was observed in the samples analyzed in the present study,

3 = 2 E E T where on average the samples stored in wooden barrels

gl= == R R had higher glycers] contents (2.45 mg L) than the sam-

T 8y E 3 28 = ples stored in stainless steel tanks (0.70 mg L"), with the

2@ E2s ¢ i 4 B exception of the sweetened beverages, ICAZS and ICAZ6,

- 3z T §3 which contained the highest concentrations of ghycerol
= s . %3 3 $E 3 2 {mean, 17.20 mg L-1).

= 2R E SEEELEEE Samples of cachaga aged in wooden barrels contained

I - zzs FmFER the highest concentrations of phenolic compounds, an
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average of 48. 70 myg gallic acid L, whereas samples stored
in stainless steel tanks contained a mean concentration of
5.13 mg gallic acid L~ (Table 1). The total phenolic com-
pounds, like ghrcerol, are compounds that can be present
in the beverage despite not having limits established by
legislation. They are associated with the process of stor-
ing cachaca in wooden barrels. During the storage period,
phenolic compounds can be incorporated into the bever-
age through mechani=ms of lignin degradation or direct
extraction of these compounds previously formed in the
wond, which explains their higher concentmtion in bew-
erages that have undergone the aging process {Barbosa,
Santiapo, et al., 2022; Canalho et al., 3020,

The highest levels of volatile acidity, 179.33 4+ 0.29,
164.37 + 0,03, and 150.20 4 0.06 mg of acetic ackd 100 mL-?
an, were found in samples AAD, 1AL, and AALZ, respec-
tively (Table 1). These samples were cutside the legal limit
for the concentration of wolatile acids, whose maximum
is 150 mg 100 mL-' aa (Brasil, 2005a). All these samples
were produced in establishments that wse copper stills
for distillation. Violatile acids, when present in adeguate
ooncentrations, can contribute to the flavor of the bev-
erage. However, in excess, they can be responsible for
undesirable sensory chamacteristics and indicate contami-
nation by acetic bacteria during fermentation. In addition,
the long period between the end of fermentation and the
beginning of the distillation process favors the develop-
ment of acetic bacteria and, consegquently, it can lead to
an increase in volatile acidity in the beverage (Cardoso,
2020, Santiago et al., 2015). The concentration of butan-
Z-ol (3650 + 0.30 mg 100 mL.~" a3) in sample AAI3 and
that of butan-1-ol (304 £ 0.00 mg 100 mL.~! aa) in sample
1414 were also greater than the legal limit. Both samples,
AATY and [Al4, also contained concentrations of acrolein
(10,19 4 0,323 and 9.3 £ 1.03 mg 100 mL~" aa, respectively)
greater than the legal limit.

The ester concentrations of all the samples were
within the legal limit, which is 200 mg of ethyl acetate
100 mL™" aa (Brazl, 2005z). The concentrations mnpged
from 30.90 & 0.0& (TATY) to 15386 + 0006 (TA21) (Table 1)
Esters, a= well a5 some higher alcohols, are the princi-
pal compounds responsible for the aroma of the beverage.
They have great relevance for the sensorial profile of the
beverage, and, in adequate concentrations, these com-
pounds are desirable and are important for the formation
of fruity aromas. The great variability in the levels of
esters can be attributed to the diversity of the samples ana-
byzed because these compounds can be formed through
the intracellular metabolism of yeasts or by the esterifica-
tion of carboxylic acids during distillation and aging. The
different practices of the production process can interfere
with the concentration of these compounds in the beverage
(Cardoso, 2020; Oliveira et al_, 2020; Santiago et al., 2016)

The concentration of aldehydes was greater than the
legal limit (30 mg of acetaldehyde 100 mL—! aa (Brazil,
2005a) in only two samples. Samples EAS and TA2] were
beverages produced by distillation in copper stills and
stored in wooden barrels, and the aldehyde concentra-
tions in these beverages, expressed in mg of acetalde-
hyde 100 mL™" aa, were, respectively, 3391 4 (.05 and
4405 £ 0,01 (Table 1). The main aldehyde found in
cachacas is acetaldehyde. Its formation cccurs at the begin-
ning of fermentation and can be attributed to excessive
aeration of the must. Other aldehydes can also be present
in the beverage, probably resulting from the oxidation of
higher alcohols. Aldehydes can contribute positively or
negatively to the chamcteristics of cachaga, depending on
the concentration. In excess, this compound is undesir-
able, as it can be responsible for unpleasant aromas and
even cause intoxication (Caetano et al, 2022; Cardoso,
2020; Santiago et al., 2016).

The sum of the concentrations of the desirable higher
aloohols [imcamyl (3-methylbutan-1-ol), isobutyl (2-met-
hylpropan-1-ol} and propyl (propan-1-ol)] is delimited by
the legislation, with the maximum of 360 mg 100 mL-1
aa (Brazl, 2005a). None of the samples contained a sum
of higher alcohols greater than the legal limit The con-
centrations {mg 100 mL~" aa, Tahle 1} of propyl aloohod
were between 13585 4+ 3.00 (AAH) and 1788 £ 0.07 (EA2);
those of isobutyl alcohol were between 7002 + 0008
{1A19) and 1957 + 0.04 (IAIE), and the concentrations
of mramyl alcohol were betareen 185.04 4 1.22 (EC1) and
28.08 £ (.04 ([AlE). These higher alcohols are produced
by the metabolism of yeast and bacteria, but the amount
and type of alcohol formed depends on the fermentation
conditions and the strain wed. In yeast, they come from
the transformation of amino acids during fermentation by
a process known as the Ehrlich reaction, a catabolic path-
way that comes into play when there is an excess of amino
acids in the medium. When amino acids are deficient, an
alternative anabolic pathway called the biosynthesis path-
wiy becomes operational. In this pathway, higher alcohols
are formed from o-keto acid intermediates. Along with
esters, higher alcohols are of great relevance to the aro-
matic profile of cachaga (Caetano et al., 2022; Cardoso,
2020; Santiago et al., 2016).

In addition to the desimble compounds, some contam-
inants can be formed along the production process, and
their concentrations must be controlled so that the fnal
product does not present risks to the health of the con-
sumer. Butan-1-o] and butan-2-0l are higher alcohols that
are considered to be contaminants and can be present in
cachaca. To be adeguate for commercialization, the legal
limit is 3.0 mg of butan-1-0d 100 mL-* aa in cachaca (Brazil,
2005a). Among the samples analyzed, only sample 1A14
contained a concentration of this alcohol (3.04 4+ 0.01 mg
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TABLE I Concentralion of contaminants present in the ssmples of cachaca and sugar cane spirits

Methanol® Butan-1-oF* Butan-2-ol*
EC1 MNIX 0.77 + 0Ll ND
EA2 2155+ 007 0E+O01 ND
EA3 NI 133 + UM 15.44 4+ DuDd
EAd NI 124 £ 0.00 1851 +0.31
EAS MNIX 0.48 + LG 4.06 + 0.66
EAG 4.76 + 001 0.71 + u2 063 + (D
EAT 5.33 + 0L 085 + Ol 0.35 & 000
AAB NI 078+ 0101 .57 + 0.40
AAD MNIX 132 + DM 0.5 + 00D
AAID HNI¥ 130+ 0.01 ND
AATl MY 0.66 + 0,00 ND
AALZ NI 086 & 0.06 KD
AALZ MNI¥ 0.67 + 0.3 36.8% + 0.30
1A14 NIy 104 +0.01 ND
1AlLS MY 1046 + D01 004 £ 0,02
TAlG NI 136+ 0101 KD
1AI7 NIy LU+ 002 WD
1AIB NIy 1.26 £ 0L03 19.34 + 001
1A1S HI¥ 112 £ 0N ND
1A2D NI 135+ 0.00 KD
1A21 NIy 0351 £ 000 L0 £ 003
1A22 15 007 0.64 + 001 ND
1AZ3 HI¥ 1+ 000 ND
1A24 HNI¥ 0.61 + D02 36.07 + 0.72
ICAES NIy 036+ 0.02 WD
1CADE NI¥ 056 £ 003 ND
cx NIy 0.32 £ 0103 KD
*Limit 20.00 1M LKL

Acrolein® Copper” Ethyl carbamate*
{LES = 0 48 = 0T <L}
015+ 0.02 10,440 = 0.01 <LO

488 = 011 6,00 = 0.02 <LD
B3+ 0B 360 £ D05 1218 + 0.25
137 + 016 5.58 + 0.1 13,47 + 185
078 = 0.06 LOZ + 0.06 <LO

.26 + .00 04T + 001 <LD

26.07 + 162 AT + D04 NI

275 + (.06 102 + 0UH NI

013 +0.01 311E+0.0 <LD

026 + 0.0F .00 + 0.00 NI

D6 + 000 LES + 011 <LD

19.19 + (.33 032 4 (01 589505
913 = 1.03 075 £ 003 0.8 = 043
1.22 + 0u02 258+ 0L NI

013 4 (Ul 68 + I NI

049 + 0N 2130 3 002 NI
W00 £ 0.47 3300 3700 + 001
<Ly 31T+ 00N <L

<L} 1.59 + 001 NI

<L} 115 £ 0.04 NI

<L} L0 + (Lol NI

<L} 2.90 + 0,04 7.93 = (LG4
19.55 + 0.43 8L + 09 SR+ OH
45 = 012 031 + DL TTED +0:24
532+ 0.10 IS + 003 GL44 £ 022
053 + 011 013 + 0 6.73 2 06D
5.00 5.00 210,00

Nole: Bold values are cutdde the legal Hmiix (Brasil, 50%). Acolein LI = 003 ¢ L{) =011 {mg 100 ml.-* aak; iyl carbamates LI = LT; L0 = 560 pg L1,

Abbreviatons LG, quantifiaton Hmik, LD, deteciion Bmil; ND, nol detecbed.

"mglooml " az
Pong 171
g L1

100 mL~" an; Table %) greater than the legal limit. Butan-1-
ol can be formed during fermentation as a result of wort
contamination by acetobutyl bacteria and the hydrolysis
of its corresponding acetate (Cardoso, 2020; Lima et al.,
2022; Spaho et al, 2013). The concentration in this zam-
ple was also greater than the limits for volatile acidity and
acrolein. The formation of both compounds is associated
with bacterial contamination of the fermentation wort.

A concentration of butan-2-ol greater than the legal
limit of 10.0 mg 100 mL-! aa (Brazil, 25a) was observed
in =ix samples (Table I). Aged beverages EAZ and EA4
contained, respectively, 15.44 + 0.04 and 18.51 4+ 0.31 mg
100 mL—? aa. The samples stored in wooden barrels
{AAR and AATR) contained, respectively, 20.57 £ 0.40 and

36.80 £ 030 mg 100 mL~" aa. The samples stored in stain-
less steel tanks (IALR and TAM) contained 1034 + (.01
and 36.07 + 0.72 mg 100 mL-! aa, respectively. All these
zamples were produced by distillation process in copper
stills. The presence of butan-2-ol in cachaca is related to
contamination of the fermentation must by bacteria of
the penus Lactobacilius and Clostridinm. These bacteria
are able to form this compound by enzymatic reduction
of 2,3-butanediol, or spontanecusly via oxidative degra-
dation of 2 3-butanediol. The concentration of this toxic
compound can negatively influence the taste of the bever-
age, and it is indicative of bacterial deterioration of the raw
material (Digguez et al., 2005, Conzalez et al., 2011; Silva
et al., 2000; Spaho et al., 2013). The copper concentration
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in the EAY sample was also greater than the legal limit
With the exception of the EA3 sample, the samples that
contained concentrations of butan-2-ol that were outside
the legal limits alsy contained concentrations of acrolein
that were outside the limits. The AAl13 sample, in addi-
tion to being irregular for these compounds, contained an
inappropriate concentration of volatile acids.

Methanol and ethyl carbamate are other organic con-
taminants that can be present in cachaca. Mo sample
showm in Table 2 was outside the limit established in
the legizlation for these contaminants. Methanol is highly
toxic and can be formed during fermentation by enzymatic
degradation of pectin substances from sugarcane. Ethyl
carbamate is a compound with high carcinogenic poten-
tial whose route of formation in cachaga is not yet fully
elucidated, but it can be related to the reaction of ethanol
with cyanide groups from omnogenic ghycosides present in
sugarcane (Cardoso, 2020; Cravo et al., 2019).

Furfural is an aldehyde that is considered to be todic. The
legislation defines that this compound can be present in
cachaga at 2 maximum concentration of 5 mg 100 mL™
aa (Bragl, 2005a). Only the EA2 sample contained a con-
centration greater than the legal limit for this parameter,
2130 4 0.01 mg 100 mL™~" aa (Table 2). Furfural can be
formed at different stages of the cachaca production pro-
cess a5 4 result of dehydration of sugars (pentose and
hexoses) (Cardoso, 20200,

The copper concentration in the EA2 sample was also
above the legal limit (5 mg L-1), with a concentration of
1040 + 000 mg L. In addition to this sample, the con-
centrations of this inorganic contaminant were also greater
than the legal limit in two samples that were aged and
produced in stills: EA3 (601 + 0.02 mg L-') and EAS
(5.58 + 0.6 mg L"), Copper, when present in high con-
centrations, i= very harmful to health because of its affinity
for sulfur groups in many proteins. The presence of copper
in cachaca comes, in most cases, from the material used
in the stills. However, some simple practices such as cor-
rect cleaning of stills and the wse of adsorbent filters can
contribute to reducing the concentration of this contami-
nant in beverages{Barbosa, Magriotis, etal., 2022; Cardoso,
202, Zacaroni et al., 2005).

The results for the acrolein content of the cachaga sam-
ples can be seen in Table 2. There is a great variation
in the concentration of this aldehyde among the bever-
apes, from below the limit of quantification (L0}, 011 mg
100 mL-! aa, to 2608 mg 100 mL-! of as. The highest
concentrations of acrolein were observed in samples AAR
(26.08 mg 100 mL.~" aa), AA12 (1909 mg 100 mL~" aa),
and 1A24 (19.55 mg 100 mL-? aa). Approximately 27.0% of
the samples were outside the limit established by Brazil-
ian legislation for this contaminant (5.0 mg 100 mL~" aa).
The average concentration in these samples was 14.01 mg

100 mL-"! aa, whereas the other samples contained an aver-
age concentration of 0.97 mg 100 mL-! aa (Bragil, 2005a).

Some other studies also guantified acrolein in cachaga
and sugarcane spirits. Caetano et al. (2022) evaluated the
physicochemical composition of 24 samples of unaged
cachaga produced in Salinas, MG, Brazil. The auwthors
guantified acrolein in only six samples, all of which were
within the legal limits, with a mean conceniration of
064 mg 100 mL-! aa. Low concentrations of acrolein were
also observed by Vilela et al. (2021}, who determined the
acrlein content in 20 samples of cachaca prodoced in the
state of Paratha, Brazil, and the concentration in all the
samples was lower than 10 mg 100 mL-? aa. This result is
similar to that obtained by Teixeira et al. {2019) when they
evaluated the guality of cachacas produced by the fermen-
tation of sugarcane juice subjected to different treatments,
where this aldehyde was not detected in any sample.
When evaluating the effect of using selected and wnse-
lected yeasts for cachaca production, Ribeimo et al. {2017)
detected acrolein only in the beverage that involved wnse-
lected yeasts, and the swverage concentration was 12.17 mg
100 mL-! aa. As in the present study, Masson et al. (2012)
also observed a great variahility of the acrolein content
in 71 samples of cachaca produced in different regions of
the state of Minas Gerais, Brazil. They obtained results
that ranged from 0 to 2597 mg 100 mL-" aa, showing that
approximately 10005 of these zamples contained concen-
tration=s of acrolein greater than the limit established by
national legislation. To evaluate the acrolein contents in
six samples of sugarcane spirit stored in different wooden
harrels, Santiago et al. (2012) observed that the concen-
tration of this compound ranged from below the limit of
guantification to .57 mg 100 m1.-1 aa, and only the sample
stored in cinnamon laurel barrels for 42 months contained
a concentration greater than the legal limit. Previously,
Zacaroni et al. {2011) evaluated the levels of acrolein in 12
samples of cachaca and observed values that ranged from
undetected to 7.45 mg 100 m1L.~! aa. Souza et al. (2005) ana-
lyoed 30 samples of cachaca produced by a cooperative in
Rio de Janeiro, Brazil, and found that acrolein levels were
between undetected and 7.9 mg 100 mL~" aa, with only one
sample being irregular in terms of the legal limit.

In all these studies in which acrolein was detected in
cachacas and sugarcane spirits, the authors atiributed the
formation of this contaminant to the dehydraton of ghyc-
erol catalyzed by metals and acids and the contamination
of the fermentation must by bacteria such as Bacillus ama-
racrylus and Lactobacillus colincides that are capable of
synthesizing enzrymes that degrade glycerol. In both pro-
cesses, plycerol is converted to 3-HPA and subsequently
transformed into acrolein by dehydration (Figure 1). The
aging process can also lead to an increase in the concen-
tration of ghycerol that will give rise to acrolein, depending
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FIGURE 1

om the physicochemical characteristics of the beverage and
storage conditions (Caetano et al, 2022; Masson et al.,
201%; Ribeiro et al., 2007; Santiago et al., 2012; Souza et al.,
2009, Zacaroni et al., 2001). However, despite this knowl-
edge regarding the presence of acrolein and the possible
mechanisms of formation in the beverage, there is still
no consensus regarding how it occurs and what interferes
with its formation process.

PCA was performed with the results obtained in the
physical-chemical and chromatographic anabyses (Tables 1
and 21} to investigate possible correlations between the
presence of acrolein and the other variables analyzed in
this work. The results of the PCA analysis are shoam in
the biplot graph in Figure 2. The tao principal components
explained only 44.84% of the total variance present in the
data set.

The fimst principal component (PCL) explains approgi-
mately 25% of what is happening to the data. This low value
is associated with the high number of variables used, 17
in total. According to Bro and Smilkde (2014), it is expected
that each variable varies independently of the other; there-
fore, each original variable would explain 117 = 5.9%
of the variation. Therefore, this first component can be

Metabolic pathways for the production of propan-1-ol, acrolein, and batan-2-al from the enzymatic conversion of substrates
with similer chemical structures in bacteria of the genus Lacrobacilluy,

considered to represent the summary of information oor-
responding to four to five variables Furthermore, the
variables acrolein, butan-2-ol, butan-1-ol, and propan-1-ol
{Figure 2} correspond o the correlation and directionality
with PCL

By analyzing the interrelationships of acrolein with
the other variables using the two-dimensional representa-
tion in Figure 2, it was inferred that the higher aloohols
butan-1-ol, butan-2-ol and propan-1-ol had a strong pos-
itive correlation with this aldehyde becanse their vectors
are located in the same quadrant, close to the acrolein
vector. This fact indicates that samples that contain high
concentrations of acrolein also tend to contain high con-
cenirations of these alcohols. The alocohol concentration
variable, despite being in the same quadrant as acmolein, is
niot very relevant in explaining the results, as can be seen
by the size of its vector (Bro & Smilde, 2014; Bove et al,
2022,

The acidity parameter {Figure 2} can be considered to
correlate with the presence of acrolein in the samples. Its
vector is chose to that of acrolein, with an angle of less than
90°, and it iz also of preat relevance for explaining the vari-
ability of the data. In addition, the concentration of acids
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FIGURE 2 PCAlx PCA2 hiplot graph of scores and Icadings of the variables referring to the physicochemical composition of cachagas

and sugar@ane spirits.

in cachaca can explain the low pH during the distillation
of the fermented must, a condition that can interfere with
the formation of acrolein through the dehydration of glyc-
erol caused by heating (Bro & Smilde, 2014; Y. Wang et al.,
201%; Xu et al., 2021).

The phenolic and glycerol concentrations did not have
a strong correlation with the acrolein content in the bev-
erages, as is shown in Figure 2. However, according to
the literature, these compounds can influence the for-
mation of acrolein. Glycerod is the main precursor of
acrolein, and despite being present in low concentrations
in cachaca/spirits that are not stored for a long period in
wonden barrels, it tends to increase throughout this pro-
cess. Depending on the conditions, it can be comverted to
acrolein (Abdullah et al., 2022; Baver, Cowan, et al., 2010;
Bortoletto et al., 2006; Lima et al_, 2022; Tdbua et al., 2020).

Phenolic compounds are considered to be markers for
the cachaca storage process in wooden barrels because
their concentration tends to increase over the storage
pericd. Aped and stored beverages that contain high
concentrations of phenolic compounds and low concen-
trations of ghycerol can indicate that, at some point during
storape, ghycerol was extracted from the wood, but this
compound was degraded to produce other substances.
In addition, some phenolic compounds can react with
acrolein to reduce its bioavailability in cachaga/=pirits and
produce unpleasant flavors (Barbosa, Santiago, et al., 2022;
Baver, Cowan, et al, 2010; Lago & Walke, 2019; Eodripues
etal., 200f; . Zhang et al., 2020}, Phenolic compounds and
glycerol were also considered for further imvestigation.

The variables copper, aldehydes, furfural, and methanol,
as well as the alcohol concentration, had little relevance

to explain the variability of the data, as can be seen by
the size of their vectors in Figure 2. These parameters, in
the same way as the dry extract, ethy] carbamate and ester
variables hawe little or no correlation with the acrolein
variable. In addition, there is no information in the litera-
ture that attributes any relationship with the formation of
acrolein in cachaca to these parameters. Therefore, these
compounds were not considered for a second investigation.

Isobutyl and isoamyl alcohols are negatively correlated
with the presence of acrolein (Figure 2). That is, samples
with high concentrations of these compounds tend to have
loww concentrations of acrolein. This fact can be observed in
the EAC], EAS TA19 1A and ICAZS samples, which con-
tained the highest concentrations of isobuaty] and iscamyl
alcohols, and the acrolein concentrations were lower than
the maximum legal limit (Table 1)

The variables acrolein, volatile acidity, phenolics, ghyc-
erol, butan-1-ol, butan-2-ol, and propan-l-ol were selected
for a new PCA, seeking to improve the explanation of data
variance and to favor the observation of possible correla-
tioms. The selection was based on the loadings obtained in
the PCA presented in Figure 2, considering those param-
eters that are most relevant and that can possess a strong
correlation with the presence of acrolein in the cachaga.
In addition, those parameters that, according to the refer-
ences, were al=o considered for the selection can influence
or contribute to the formation of acrolein during the pro-
duction of cachaca/spirits (Masson et al., 2002; Ribeiro
etal., 2017; Santiago et al., 2012; Souza et al., 200%; Zacaroni
et al., 2011).

The PCA with the selected variables is presented in
Figure 3. The first PC explained 40.97% of the variance
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FIGURE 3 PCAlx PCAZbiplot graph of scores and loadings of varizbles related o acrolein formation in sagarcane cachacas and spiris.

of the results, whereas the second PC was responsible for
20.33%. Omne can infer that there is a strong direct posi-
tive relationship between the presence of butan-2-ol and
acrolein contaminants. That i, samples that contain high
conoentrations of acrolein tend o contain high concentra-
tions of butan-2-ol, such as samples AAL3S, 1A24 and AAR
(Table 2}

The correlation between the presence of these two com-
pounds in cachaca can be associated with the origin of
both. The formation of butan-2-ol is related o bacterial
contamination of the fermentation wort. Bacteria of the
Loctobacillus genus are able to form this alcohol by enzy-
matic reduction of 2 3-butanediol or, spontaneoushy, via
oxidative degradation of 2,3-butanediol (Figure 1} These
enzymatic reactions ooour in two consecutive steps. Ind-
tially, the 2 3-butanediol i= dehydrated to 2-butanone by the
action of the enzyme diol dehydratase; then, 2-butanone
is reduced to 2-butanol by an alcohol dehydrogenase, The
concentration of this toxic compound can negatively influ-
ence the taste of the beverage, and it is indicative of
bacterial deteriomtion of the raw material (Digéguez et al.,
2005 Gonzdler et al., 2011; Fussmayer et al., 2019; Silva
et al., 200:); Spaho et al., 2013). As with butan-2-ol, lac-
tic acid bacteria belonging to the genus Loctobacillis are
associated with the formation of acrolein becawse they
are capable of converting glycerol into 3-HPA through
anaerohic activity involving the action of the diol dehy-
dratase enzyme (Bawer, du Toit, et al, 2010; Lima et al.,
2022; Xuo et al., 2021). In other words, the contamination
of the must by bacteria of the Lactobacillus genus might
be responsible for the presence of these two compounds
in the cachaca/sugarcane spirits. This same behavior was
observed in the samples analyzed by Ribeiro et al. (2007)

inwhich the cachacas that had the highest concentrations
of acrolein (10,77 and 132.5% mg I mL-! aa) also con-
tained the highest concentrations of butan-2-ol (14.61 and
3364 mg 1080 mlL " az).

There was also a strong correlation of the concentration
af propan-1-ol with that of acrolein (Figure 2). This higher
alooho] i= a desirable compound when present in adequate
concentrations because it contributes to a pleasant sensory
profile. Propan-1-ol can be formed during fermentation by
yeast metabolizm. Throughout this process, the produc-
tiom and concentration of this alcohol can change, tending
to increase with increasing quantity of nitropen sources
and fermentation time. The presence of bacteria in the
fermentation must can also contribute o the presence
of this alcohol in the beverage. S5ome species are capahle
of producing propan-1-o] under anaerobic conditions
through the enzymatic conversion of 1,2-propanedicl
to propionaldebyde, which is converted to propan-1-ol
through the action of aloohol dehydrogenase (Figure 1)
Furthermore, this alcohol can be produced through the
hydrmgenation of acrolein and the hydrogenolysis of 1,2-
propanediol and 1,3-propanediol. These reactions can be
catalyzed by metals such as copper and, mainly, by acidic
medium {Cardoso, 2020; Russmayeret al., 2009; Y. P. Wang
etal., 2021, 2019; Wi et al., 2021). As can be seen in Tables 1
and Z, samples AAS, AALL IAIE, and [A24 contained
the highest concentrations of propan-1-ol and acrolein. A
similar result was observed by Ribeiro et al. (2017), where
the samples that had the highest levels of acrolein, mean
value of 12.17 mg 100 mL-" aa, alsy contained the highest
concentrations of propan-l-ol, mean concentration of
13323 mg 100 mL " aa. In the study performed by Teixeira
et al. (2019), the cachaca samples analyred had low
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concentrations of propan-l-ol, mean waloe of 1351 mg
100 mL-" aa, and acrolein was not found in any of them.

Among the compounds that most closely correlate with
the presence of acrolein because they are close to this vari-
able in the biplot plot of Figure 2, butan-1-ol is the one
with the least relevance in explaining the data. Among all
the samples that contained the highest concentrations of
acrolein (Table ), only the 1AM sample contained con-
centrations of butan-1-ol greater than the legal imit. This
sample also contained a high concentration of volatile
arids. The presence of these three compounds in high
concentrations in this sample can be attributed to the con-
tamination of the must by bacteria becawse butan-1-ol, as
well a= volatile acids and acrolein, is associated with the
presence of bacteria in the fermentation must (Cardoso,
2020, Lima et al., 2022, Spaho et al., 2003).

The wolatile acidity in cachaga i= expressed in mg of
aretic acid 100 mL~" of aa. Excess acids in the beverage
can impair the sensory guality of the final prodoct, and
they can be related to contamination of the fermentation
must, mainly by acetic bacteria (Cardoso, 2020; Lima et al.,
2022). A= =een in Figure 3, there is a slight correlation of
acidity with the presence of acrolein in the samples. That
is, samples of cachaga with high concentrations of acrolein
can have higher acidity, such as samples AA1% AALL and
1424 (Table 1). According to Xu et al. {3021}, spontanecus
dehydmtion of 3-HPA is favored to produce acrolein under
acidic conditions or at temperatures above 20°C.

Abdullah et al. (2022} reported that acrolein can be
formed from the dehydration of ghycerol under condi-
tions that imvolve high temperatures, acidic mediom, and
metallic catalysts; conditions similar to these can be found
during the distillation of cachaca/cane spirits. The authors
reported that acids can protomate ghycerol and prodoce the
1.3-dihydroxypropene intermediate, which, after keto-enol
rearrangement, produces 3-HPA. This result corroborates
that obtzined by Santiago et al. (2012), where the sam-
ple with the highest content of volatile acids (6760 mg
100 mL-! aa} alzo contained the highest concentration of
acrolein (6.57 mg 100 mL-? aa). Cachaca samples studied
by Ribeiro et al. (2017), in which higher concentrations
of acrolein were quantified (10.77 and 13.56 mg 100 m1.~?
aa), al=o contained high levels of volatile acids (109.7 and
117.7 mg 100 mL-" aa).

The presence of ghycerol in the cachaga samples, as
observed in Figure 3, did not present a great relevance
to explain the varability of the data, and its guantifi-
cation in the beverage has a low correlation with the
detection of acrolein. That is, the guantification of glyc-
erol should not be an indicator of the presence of acrolein
in cachaca. Glycerol, after ethanol and carbon dioxide, is
one of the main products formed during the fermentation
of sugarcane juice by yeast. The overproduction of glyc-

erol during fermentation can be favored, depending on
the strain of Socchoromypces cerevisioe used, the physico-
chemical conditions of the must, and the presence of other
microorganisms, such as Lactobacillus. The glycerol pro-
duced in excess during the cachaca prmoduction process can
be degraded or dehydrated, giving rise to other compounds
such as acrolein, propan-1-ol and butan-2-ol, as can be seen
im Figure 1 {Abdullah et al., 2022; Baner, du Toit, etal., 2000;
Lima et al., 2022; Sarafim et al., 2013; Xu et al., 2021). Thus,
ane can infer that the concentration of glycerol tends to be
low in samples where there is a high concentration of these
compounds, as can be seen in Tables 1 and 2 for samples
EAd AAR AAL3 TALR, and 1A, which have high concen-
trations of acrolkein, butan-2-ol, and propan-1-ol and a ks
concentration of ghycerol

A low comrelation with the presence of acrolein in the
samples was ob=erved for the levels of total phenolic com-
pounds expressed in mg equivalent of gallic acid L~
{Figure 3). The concentrations of phenolic compounds,
topether with that of ghycerol, tend to increase during the
storage of cachaga and sugarcane spirts in wooden bar-
rels becawse of the extraction of hoth compounds from
the raw material used in the manofacture of the bar-
rels. Phenolic compounds can act a5 markers of the aging
process, and they can indicate an increase in glycerol at
this stage. This glycero] can be degraded during stomge
to prodce actolein and other compounds, depending on
environmental conditions such as temperature and the
composition of the beverage, such a= acid concentration
{Figure 1) {Abdullah et al., 2023, Barbosa, Santiago, et al.,
202 Rndrigues et al, 20016; Y. Wang et al., 2009; Xu et al_,
20021} It cam be seen in Tables | and 2 that the sample AA13,
stored in & wooden barrel. contained the highest concen-
tration of phenolic compounds (130,43 + 495 mg L") and
also the highest concentration of acrolein (1919 + 0,40 mg
100 mL- az). When quantifving phenolic compounds and
acrolein in cachaca samples stored in different wooden
barrels, Santiago et al. (2012} obzerved that the zample
that had the highest concentration of phenolic compounds
{2392 mg L-") also contained the highest concentration of
acrolein (6,57 mg 100 mL " aa).

Like acrolein, the formation of those compounds that
had the principal correlations with the presence of this
contaminant is related to the contamination of the fer-
mentation must by bacteria, mainly bacteria of the genus
Laciobacillus. As can be seen in Figure 1, bacteria of
this penus have the same metabolic pathway capable
of converting different substrates with similar chemical
structures containing at least one vicinal diol, giving rise
to compounds such as acrolein, propan-1-ol, and butan-2-
ol. These bacteria can survive under specific fermentation
conditions, such as high ethanol concentration, pres-
ence of sulfur dioxide, low pH, and nutriticnal scarcity
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{Carpena et al., 2021; Russmayeret al., 2009; Xuetal , 7021}
To avoid conditions that favor the proliferation of these
microorganisms and, conseguently, obtain high guality
products that are suitable for commercialization and do
not pose risks to the health of consumers, cachaga produc-
ers must adopt pood manufacturing practices and efficient
control of the guality of the yeast (“pé-de-cuba”) used
throughout the production process.

4 | CONCLUSION

The presence of acrolein in cachaca and sugarcane spirits
can be attributed to chemical degradation and enxzymatic
conversion of ghycerol. The identification of this aldehyde
in beverages can be correlated with that of other com-
pounds that comprise the beverage, such as butan-2-ol,
propan-1-ol, and volatile acids. The formation of all these
compounds is associated with contamination of the fer-
mentation wort by bacteria of the genus Lactobacillies and
with reactions involving glycerol. In addition, the presence
of phenolic compounds also had a slight correlation with
the formation of acrolein and can indicate that there was
an increase in ghycerol concentrations during the storage
of the beverage in wooden barrels, which can form this
contaminant under appropriate conditions.
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RESUMO

A comunidade microbiana envolvida no processo fermentativo de produgéo de cachaca
reflete na qualidade do produto obtido. Entretanto, informacGes a respeito desse microbioma
em nivel de sequenciamento do genoma e seus efeitos na qualidade da bebida ainda séo
escassas. Objetivou-se nesta pesquisa investigar a diversidade do microbioma que constitui as
culturas starters (“pé de cuba”) de quatro alambiques produtores de cachaga, por meio da
identificacdo da comunidade bacteriana e fungica utilizando a metagenémica do 16S rRNA e
ITS, respectivamente; determinar a composic¢do fisico-quimica e volatil das fracdes de
destilagdo produzida utilizando esses “pés-de-cuba”, avaliar a qualidade da cachaca
produzida, e identificar as possiveis correlagdes entre 0s microrganismos e 0s compostos
detectados. A Unica cachaca produzida que estava dentro dos padrGes para todos os
parametros analisados foi obtida do alambique A. Por meio da analise de componentes
principais e de agrupamento hierarquico, pode-se inferir que as cachacas produzidas pelos
alambiques C e D apresentam composi¢Ges mais semelhantes, e a cachaca do alambique B
continha a composicdo similar a da fragdo cauda desse alambique. Os indices de diversidade
de Shannon e Chao indicaram maior riqueza e diversidade bacteriana e fungica no “pé de
cuba” do alambique D. A avaliagdo da similaridade com base na dissimilaridade de Bray-
Curtis no nivel ASV demonstrou que as amostras A e C sdo mais similares em relacdo a
comunidade bacteriana; C e D sdo mais semelhantes em relacdo & comunidade flingica.
Lactobacillus foi o principal género bacteriano identificado em todas as amostras, sendo que
0s géneros Wolbachia, Zymomonas, Acetobacter, entre outros, também foram identificados;
porém, com diferencas em relacdo a abundancia relativa. Entre os géneros flngicos,
Saccharomyces foi o principal nas amostras A e B, e as amostras C e D apresentaram uma
grande diversidade. Outros géneros de fungos foram identificados principalmente em
determinadas amostras, como Cladosporium em B, Geastrumia em C e Fusarium em D. A
composicdo volatil das fracdes cabeca, coracdo e cauda era constituida majoritariamente de
ésteres e alcoois, 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 cachacga e das demais fragdes produzidas nos alambiques demonstraram uma
composicao fisico-quimica e volatil diversificada, que é influenciada pela presenca dos
microrganismos que constituem o “pée de cuba”.
Palavras-chave: Aguardente de cana-de-aclcar. Cachaca. Comunidade microbiana.

Qualidade fisico-quimica. Compostos volateis.
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1 INTRODUCAO

Cachaca, a bebida obtida da fermentacdo do caldo de cana-de-acUcar seguido da
destilacdo, é uma bebida tipica e exclusivamente produzida no Brasil. E a bebida destilada mais
consumida no pais, além de ser exportada para varios outros paises, como Paraguai, Alemanha
e os Estados Unidos (BRASIL, 2022a). Apo6s a destilagdo do mosto de cana-de-agucar
fermentado, a bebida produzida é constituida principalmente de etanol e 4gua. Entretanto, ha
uma diversidade de compostos secundarios oriundos da fermentacdo que contribuem para as
caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais e S40 responsaveis por agregar caracteristicas
peculiares ao produto final (CARDOSO, 2020).

A legislacdo brasileira estabelece critérios e Padrdes de Identidade e Qualidade (PIQ’s)
para a adequacao da cachaga produzida e comercializada. Os PIQ’s definem os limites de alguns
compostos, desejaveis e indesejaveis, presentes na bebida, como etanol, acidos volateis, ésteres,
aldeidos, furfural, soma de alcoois superiores (isobutilico + isoamilico + propilico), alcoois sec-
butilico e butilico, metanol, acroleina, carbamato de etila e cobre (BRASIL, 2022b).

A qualidade e a seguranca da cachaca produzida sdo reflexos da cadeia produtiva e do
processo em que estd inserida. Basicamente, as etapas de producdo da cachaca podem ser
divididas em cultivo e colheita da cana-de-agUcar, moagem da cana, filtracdo e decantacdo do
caldo, diluicdo e padronizacdo do mosto, fermentacdo e decantacdo do mosto fermentado,
destilacdo, armazenamento, envelhecimento e envase. Porém, dentro de cada uma dessas etapas
existem variacGes que podem ocorrer de acordo com estabelecimento produtor, com destaque
para as diferencas devido ao tipo de inéculo utilizado na fermentacdo e equipamentos de
destilacdo empregado (BORTOLETTO; SILVELLO; ALCARDE, 2018; LIMA et al., 2022).

A principal diferenca associada a destilacdo da cachaca é em relacdo ao tipo de
equipamento de destilacdo. Geralmente, a destilacdo é realizada em alambiques de cobre ou em
colunas de destilacdo constituidas de aco-inox. Na destilacdo em alambiques de cobre, o
destilado passa por um processo de “corte”, nos quais Sd0 Separadas trés fracOes: cabeca,
coracdo e cauda, sendo que a fracdo coracdo originard a bebida. Além disso, o material da
coluna, o cobre, permite que ocorram reag0es que podem contribuir para a formacdo de
compostos desejaveis e indesejaveis, constituindo o “bouquet” ou “flavour”, que agregam
positivamente as caracteristicas sensoriais da bebida. Nas destilarias com coluna em ago-inox,
ndo ocorre a separacao das fragdes. Outra diferenca esta atrelada ao material do destilador, o
aco-inox, que é um material inerte que ndo favorece a ocorréncia de reagdes catalisadas pelo
cobre (BARBOSA et al., 2022; LIMA et al., 2022; TENORIO et al., 2023).
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A etapa de fermentacdo pode ser considerada uma das principais responsaveis pela
composicdo fisico-quimica e volatil da cachaca produzida, visto que ocorrem diversas reacdes
bioquimicas resultantes do metabolismo dos microrganismos presentes no processo durante
essa etapa. Resultam em uma gama de compostos que constituirdo a bebida final. De forma
geral, a fermentacgdo de cachaca pode ser reconhecida como uma fermentagdo descontinua, com
indculo 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 proxima
batelada, denominado como “pé de cuba”, ao final de cada ciclo fermentativo (BORTOLETTO;
SILVELLO; ALCARDE, 2018; SCHWAN; DIAS, 2020).

A principal variac&o na forma de condugéo da fermentac&o esta no tipo de cultura inicial
utilizada. Tradicionalmente, os produtores iniciam a fermentacdo com uma cultura microbiana
produzida de forma artesanal, utilizando um pequeno volume do caldo de cana-de-agucar e
outros produtos para enriquecimento, como fuba de milho, arroz, frutas, amido e suco de liméo.
O substrato é fermentado e adicionado periodicamente de caldo de cana diluido até atingir um
volume adequado de indculo para a dorna de fermentacdo. Apoés o inicio da safra de producéo,
ndo ocorre a adi¢do de novas culturas, sendo a fermentagdo realizada pelos microrganismos
presentes no “pé de cuba” e autoctones do caldo de cana e do ambiente de produgdo. O uso da
microbiota natural pode proporcionar uma maior resisténcia e adaptabilidade dos
microrganismos presentes na fermentacao, além de agregar caracteristicas exclusivas a bebida
devido as distincBes da microbiota local (BREXO et al., 2020; COSTA et al., 2021;
PORTUGAL et al., 2016).

Como alternativa de cultura inicial, atualmente ha no mercado preparados com mistura
de leveduras selecionadas que podem ser utilizadas. Essas cepas sdo isoladas dos processos de
fermentacdo de cachaca ou de outras bebidas alcodlicas e sdo selecionadas com base em
critérios, como alta capacidade fermentativa, resisténcia a condi¢des de estresse e qualidade da
bebida produzida. A utilizacdo de cepas selecionadas pode proporcionar rapida fermentacao,
facil separagdo da biomassa do vinho, reducdo da contaminacdo e proliferacdo de
microrganismos indesejaveis ao longo do processo, adquirindo, portanto, uma padronizagéo do
produto obtido (GONCALVES et al.,, 2016; MUTTON et al., 2020; SOARES; SILVA,
SCHWAN, 2011).

As caracteristicas da microbiota presente na cultura inicial utilizada na producdo de
cachacga e os seus efeitos na composicao da bebida ainda se restringem a informagdes obtidas

por técnicas de isolamento e identificacbes que dependem do cultivo dos microrganismos



83

presentes no “pé de cuba” e no mosto de fermentagdo (AMORIM et al., 2016; ARAUJO 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 a producédo de cachaca sdo as leveduras e
algumas bactérias, principalmente Saccharomyces cerevisiae e outras espécies desse mesmo
género (S. exiguous, S. paradoxus, S. servazzii e S. unisporus), outras leveduras como
Rhodotorula, Candida, Kluyveromyces, Pichia, Debaromyces, Meyerozyma e Hanseniaspora
e alguns géneros bacterianos Micrococcus, Bacillus, Propionibacterium, Lactobacillus,
Leuconostoc e Clostridium (ARAUJO 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 condi¢fes seletivas e composicées de meios
especificos (GALIMBERTI et al., 2015; LOPEZ et al., 2020; TORSVIK; @VREAS;
THINGSTAD, 2002). Por outro lado, a abordagem independente de cultura possibilita o acesso
a muitas espécies que ainda ndo foram cultivadas ou descritas. Técnicas independentes de
cultura permitem acessar 0 genoma de toda a 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 cachaca de Minas Gerais,
Brasil, identificando a composicdo da comunidade bacteriana e fungica por meio de
sequenciamento baseado em amplicon, assim como determinar a composicéo fisico-quimica e
volatil das fracdes de destilacdo (cabeca, coracdo e cauda), a qualidade da cachaca produzida
(coragdo) utilizando esse “pé de cuba”, e identificar as possiveis correlagdes entre os

microrganismos presentes na cultura inicial e os compostos analisados.
2 MATERIAL E METODOS
2.1. Coleta de amostras

As amostras da cultura inicial (“pé de cuba”) e das fragdes volateis (cabega (1), coragdo

(2) e cauda (3)) produzidas utilizando essas culturas foram coletadas em quatro alambiques
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produtores de cachacga 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, indculo produzido pelo préprio 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 fermentacéo imediata do caldo de cana-de-acUcar.

As amostras da cultura inicial foram coletadas em frascos estéreis de 80 mL diretamente
da dorna de fermentac&o e transportadas ao laboratério de anélise sob refrigeracdo. Em seguida,
as amostras foram armazenadas em ultrafreezer a -80 °C, até a realizagdo das andlises. As
amostras das fracOes volateis (cabeca, coracdo e cauda) foram coletadas em frascos de vidro (2
L de cada amostra) nas unidades produtoras apos a destilacdo. Todos o0s produtores utilizavam
para destilacdo alambiques de cobre. Os cortes para separagéo de cada fragdo foram realizados
pelos préprios produtores, de acordo com o processo padrdo de cada alambique, e coletados
apos a homogeneizacdo. As amostras foram transportadas ao laboratério de analise e

armazenadas em temperatura ambiente ao abrigo da luz.

2.2.  Analises fisico-quimicas e cromatograficas

As andlises foram realizadas nas trés fragdes coletadas, cabeca, coracdo (cachaca
propriamente dita) e cauda. As analises fisico-quimicas foram realizadas segundo estabelecido
pelo MAP na Instrugdo Normativa n° 24 de 8 de setembro de 2005 (BRASIL, 2005). Foram
determinados os teores de etanol, acidez volétil, ésteres, aldeidos, furfural, cobre e extrato seco.

A deteccdo e a quantificacdo de carbamato de etila e acroleina foram realizadas em
cromatografo liquido de alta performance (HPLC) Shimadzu HPLC, equipado com duas
bombas de alta pressdo modelo SPD-M20A, um desgaseificador modelo DGU-20A3, uma
interface modelo CBM-20A e um injetor automatico modelo SIL-10AF. A concentracdo 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 fluorescéncia em
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de, respectivamente, 233 e 600 nm, com um
fluxo de 0,75 mL min, e coluna Agilent-Zorbax Eclipse AAA (4,6 x 150 mm, 5 pm) conectada
a uma pre-coluna Agilent-Zorbax Eclipse AAA (4,6 x 12,5 mm, 5 um). A quantificagdo de

acroleina foi realizada segundo o método de Nascimento et al. (1997), Zacaroni et al. (2011) e
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Caetano et al. (2022). A principio, 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™, e coluna de separagio
Agilent-Zorbax Eclipse XDB-C18 (250 x 4,6 mm x 5 um) acoplada a uma pré-coluna Agilent-
Zorbax Eclipse XDB-C18 (12,5 x 4,6 mm x 5 um).

Os teores dos alcoois superiores desejaveis (3-metilbutan-1-ol, 2-metilpropan-1-ol e
propan-1-ol) e dos alcoois indesejaveis (metanol, butan-1-ol e butan-2-ol) foram determinados
segundo Vilela et al. (2007) e Santiago et al. (2016), utilizando o cromatografo gasoso com
detector de ionizacdo de chama (GC-FID), com uma coluna de separacdo DB Wax (30 m x 0,25

mm, 0,25 pm) e gas hidrogénio como gas de arraste a um fluxo de 1,4 mL min™,

2.3.  Analise de compostos volateis

A andlise de compostos volateis foi realizada nas trés fragdes (cabeca, coragdo e cauda)
segundo Zacaroni et al. (2017). As amostras foram diluidas utilizando agua ultrapura a uma
concentracdo etilica de 10% (v v!). Em seguida, 4 mL de cada amostra foram adicionados a
ampolas de 20 mL para a realizacdo da extracdo dos compostos volateis a partir da técnica de
microextracdo em fase solida (SPME) no headspace usando uma fibra DVB/CAR/PDMS
(Divinilbenzeno, Carboxen e Polidimetilsiloxano), com uma espessura de filme Supelco de 30-
50 pm, previamente condicionada por uma hora a 270 °C, de acordo com as especificagdes. As
condicdes da extracdo foram 45 °C por 50 min, e dessorcdo de trés minutos. A deteccdo e
quantificacdo dos compostos volateis foram realizadas em cromatografo gasoso acoplado ao
espectrometro de massa GC-MS QP2010 Plus (Shimadzu, Jap&o), equipado com um injetor
automatico de liquido e gas AOC-5000 (Shimadzu, Japdo), um injetor split/splitless e um injetor
de 30 m x 0,25 mm; 0,25 um SLBTM coluna (5% fenil - 95% dimetilsiloxano). Utilizou-se
uma taxa de aquecimento do forno de 4 °C min* (35 a 240 °C). O gas Hélio foi utilizado como
gas de arraste com vazdo de 1,78 mL min™’. 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
ions a 200 °C. O filamento foi ligado a 1.75 min. A identificacdo dos compostos foi baseada na
comparacdo do espectro de massa obtido com uma biblioteca espectral GC-MS (Wiley 8 e
FFNSC 1.2). Os indices de retencdo experimentais foram calculados e comparados com as

informagdes disponiveis em literatura (ADAMS, 2017; Instituto Nacional de Padrfes e
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Tecnologia, NIST, 2023). Consideraram-se idénticas as compara¢fes com similaridades
superiores a 70%, e os indices experimentais foram calculados usando uma série homologa de

alcanos.

2.4.  Contagem de bactérias e fungos cultivaveis

As contagens de bactérias aerobicas e fungos cultivaveis foram realizadas pela técnica
de plagqueamento, segundo o método proposto por Ceccato-Antonine (2012) com adaptacdes.
As amostras de cultura inicial dos quatro produtores previamente homogeneizadas foram
diluidas em &gua peptonada 0.1% estéril e plaqueadas em meio de cultura &gar Dichloran Rose
Bengal Chloramphenicol (DRBC) para fungos, e Agar 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™ e os resultados sdo expressos em médias de log
UFC mL™.

2.5. Extracdo 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 concentracdo da
biomassa; o sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi utilizado para extracdo do DNA
(GAROFALO et al., 2020). O DNA foi extraido utilizando o kit Pure Link™ Microbiome DNA
Purification Kit (Invitrogen by Thermo Fisher Scientificc, USA) de acordo com as instrugdes

do fabricante. O DNA extraido foi armazenado em ultrafreezer a -80 °C.

2.6.  Sequenciamento do DNA e andlise de bioinformatica

As regides variaveis V3/V4 do gene 16S rRNA para bactérias e regido 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’-GCTGCGTTCTTCATCGATGCS-).

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 sequéncias brutas foram processadas (filtragem de qualidade, corte e remocéao de
ruido) utilizando o pacote DADAZ2 no software R. As sequéncias foram filtradas por tamanho
e qualidade usando 20 nucleotideos para tamanho minimo e Q>20 para 0 minimo de score de
qualidade Phred. As leituras de alta qualidade foram, entéo, analisadas para a identificagdo das
Variantes de Sequéncia 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 ndo atribuidos foram descartados para identificacdo

taxondmica e os dados foram transformados em abundancia relativa.

2.7. Andlises estatisticas

As diferencas nas comunidades flngicas e bacterianas foram calculadas usando os
indices de diversidade alfa (Shannon, Chao, Dominancia e Equitabilidade) e beta (Anélise de
Coordenadas Principais (PcoA) e dendrograma da matriz de distancia Bray-Curtis) no nivel
ASV, usando o software Past4 (Paleontological Statistics Software Package for Education and
Data Analysis) (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001). Gréficos de barras e mapas de calor para
niveis taxondmicos foram elaborados utilizando o pacote “mctoolsr” no software R.

As analises fisico-quimicas, cromatograficas e de contagem de bactérias e leveduras
foram realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo. A
contagem dos microrganismos foi submetida a comparacdo por meio da andlise de variancia
(ANOVA) e teste de medias, Tukey, a 95% de significancia. A Andlise de Componentes
Principais (ACP) e Andlise Agrupamento Hierarquico, baseada na composic¢ao fisico-quimica
das fracdes volateis, foram realizadas utilizando o software R para verificar a similaridade entre
as amostras e fragdes. A correlacdo entre os compostos fisico-quimicos e volateis, e 0s géneros
dominantes de bactérias e fungos foi avaliada utilizando o coeficiente de correlagdo de
Spearman com significancia estatistica (p < 0,05). Os resultados da correlagdo foram
convertidos em um mapa de calor. Essas analises estatisticas foram realizadas utilizando o

software R.

3 RESULTADO DE DISCUSSAO
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3.1. Composicao fisico-quimica

Os resultados das analises fisico-quimicas e cromatograficas das fracGes volateis
(cabeca, coracdo e cauda) podem ser observados na Tabela 1. Com excec¢do do metanol, que
ndo foi detectado em nenhuma amostra, as demais varidveis foram utilizadas para a realizacdo
da Anélise de Componentes Principais (PCA) e de Agrupamento Hierarquico (HCA) (Figura
1). Pode-se observar que ndo ha nenhum “outlier” entre as amostras, individuos que destoam
extremamente dos demais. As duas componentes principais Sdo 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 op6e individuos como Al (1), B1 (4), C1 (7) e D1 (10), que séo as amostras
das fragdes “cabeca’ de cada produtor, localizados a direita do grafico e caracterizados por uma
coordenada fortemente positiva ao eixo, a individuos como C3 (9) e D3 (12), amostras das
fracdes “cauda” dos produtores C e D, respectivamente, localizados a esquerda do grafico,
caracterizados por uma coordenada fortemente negativa com a Dim 1. Em relacdo a Dim 2, ela
divide as amostras C2 (8), C3 (9), D2 (11) e D3 (12), que exibem correlacéo positiva com essa
componente, das amostras A2 (2), A3(3), B2(5) e B3(6), que apresentam correlacdo negativa
com a Dim 2 (Figura 1).

Essa divisdo entre os grupos de amostras pode ser confirmada pela analise de
agrupamento hierarquico (Figura 1), que demonstrou que as amostras estdo divididas em trés
grupos. O cluster 1 (verde) é composto pelas amostras da fracdo cabeca de todos os produtores,
Al (1), B1 (4), C1 (7) e D1 (10). Observa-se na Tabela 1 que as fracdes cabeca dos quatro
produtores apresentaram composicGes semelhantes. Todas elas continham concentracfes
elevadas para os teores de etanol, aldeidos (expresso em acetaldeido) e para a soma dos alcoois
superiores desejaveis (isopropilico, isoamilico e isobutilico). Concentra¢gbes acima do
permitido para cachaga para o contaminante butan-2-ol foram quantificadas na fracdo cabeca
dos produtores B, C e D. Além disso, as amostras dos produtores C e D continham
concentracdes de acroleina também acima do permitido para cachaga. A amostra do produtor
C foi a Unica em que o teor de cobre estava acima do permitido para cachaca na fragao cabeca.

Os teores de ésteres estavam dentro do limite estabelecido para cachagca em todas as fragGes.
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Porém, as maiores concentracfes foram observadas na fragdo cabeca, com excec¢do do produtor
C.

O cluster 2 (preto), composto pelos individuos C2 (8), C3 (9), D2 (11) e D3 (12),
representam as fracdes coracdo e cauda dos produtores C e D. O cluster 3 (vermelho), composto
pelas amostras A2 (2), A3 (3), B2 (5) e B3 (6), sdo as amostras das fragcdes coracdo e cauda dos
produtores A e B. Apesar de a fracdo cabeca ter se diferenciado das demais fragdes para todos
os produtores, as fracfes coracao e cauda ndo apresentaram o mesmo comportamento, como se
observa na andlise de cluster da Figura 1. No cluster 2 e 3, estdo agrupadas, a principio, as
fracOes coracdo e cauda dos produtores A e B, e dos produtores C e D, respectivamente. Porém,
dentro desses clusters, ocorre a formacéo de subgrupos com a separacdo dessas fragdes, com
excecdo das amostras obtidas do produtor B, que as fragbes coracdo (B5) e cauda (B6)
pertencem ao mesmo subgrupo, indicando que essas amostras apresentam caracteristicas fisico-
quimicas semelhantes.

A composicdo fisico-quimica da cachaca obtida na fracdo coracao do produtor A foi o
unico produto que atendeu aos PIQ’s para todos os parametros analisados (Tabela 1). A cachaga
produzida pelo produtor B continha concentracfes acima do permitido para acroleina (5,50 mg
100 mL? aa) e butan-2-ol (28,71 mg 100 mL™ aa); na fragdo coracdo do produtor C, foram
quantificados teores improprios de aldeido (38,23 mg 100 mL™ aa) e acroleina (72,01 mg 100
mL! aa); ao passo que a bebida produzida pelo produtor D estava fora dos padrdes para os
parametros aldeidos (55,00 mg 100 mL™ aa), butan-2-ol (48,87 mg 100 mL* aa) e acroleina
(69,39 mg 100 mL* aa).

A fragdo cauda do produtor A, C e D apresentaram concentragdes reduzidas de etanol
(Tabela 1). A composicao fisico-quimica da fragdo cauda do produtor B foi semelhante a fracéo
coracdo desse produtor, com concentragcdes inadequadas de acroleina e butan-2-ol, inferindo-
se que pode ter ocorrido uma separacao incorreta dessas fracdes. A similaridade entre essas
amostras foi confirmada nas andlises de ACP e Cluster (Figura 1). Foram observadas
composicdes semelhantes entre as fragdes cauda dos produtores C e D, com elevados teores de
acroleina e acidos volateis, como se pode observar na Tabela 1 e Figura 1. Além disso, a fracdo
cauda do produtor C continha concentra¢des acima do permitido estabelecido para cachaca para
os teores de aldeidos. Apesar de os teores de furfural estarem dentro do permitido para cachaca
em todas as amostras de cauda, percebe-se que houve um aumento no teor desse composto em

relacdo as demais fracOes para todos os produtores (Tabela 1).



Tabela 1 — Composicédo fisico-quimica das amostras das fraces volateis cabeca, coracdo e cauda dos produtores A, B, C, e D.
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A B C D
Cabeca Coracdo Cauda Cabeca Coracdo Cauda Cabeca Coracdo Cauda Cabeca Coragdo Cauda L*
Extrato 0,02 0,01 0,02 0,02 0,05 0,03 0,08 0,06 0,15 0,10 0,12 0,15 6.00
seco! +0,00 +0,00 +0,00 £0,01 0,02 +0,01 +0,02 +0,00 +0,01 0,01 #0,00 0,02 ™
Conc. 68,62 47,42 26,64 57,07 42,36 38,14 68,79 46,14 25,17 60,47 4341 29,80 38-
Etanol? +0,01 +0,01 +0,03 £0,04  £0,00 +0,06 +0,00 10,14 +0,04 0,01 £0,11 +0,04 48
Acidez? 16,01 33,09 58,90 68,74 9445 10491 62,72 119,02 321,04 8562 14459 268,57 150
+0,00 +0,00 +0,06 10,04  £2,62 12,73 +1,61 +0,36 +495 +0,02 £0,35 0,32
Esteres® 119,39 48,53 1555 138,72 27,16 24,14 131,80 81,79 13531 129,39 78,47 95,77 200
+0,01 +0,01 2,43 £220 1154 +0,04 +0,95 10,25 +0,23 0,03 10,19 0,11
Aldeidos? 48,80 23,62 3,17 105,88 25,19 24,38 71,56 38,23 39,03 11599 55,00 26,94 30
+1,08 +0,00 +0,00 £2,03 £0,35 +0,04 +0,43 +0,44 +0,53 0,52 £0,82 £0,03
Alcool 160,15 152,01 81,04 221,76 147,92 12528 158,65 12569 78,33 294,98 138,58 130,77
Propilico®  +0,76 +1,14 +489 10,69 10,26 £11,76 +1,04 16,21 +0,68 +4,14 1530 13,95
Alcool 116,70 66,10 8,97 62,29 28,66 20,49 82,24 37,14 8,29 88,42 22,75 6,12
Isobutilico®  +1,39 +0,86 0,77 10,82  £0,32 +1,79 +1,82 +2,11 0,12  £1,31  £1,18 10,40
Alcool 276,34 14335 17,83 212,15 96,55 71,72 239,40 105,34 18,19 168,88 40,90 9,01
Isoamilico®  +1,03 +8,95 +241  +£283  £1,33 16,34 +2,06 16,56 +0,61 220 £1,13 0,10
Alcoois 553,19 361,46 107,84 496,20 273,13 217,49 480,29 268,17 104,81 552,28 202,23 145,90 360
Superiores® +166  *10,95 +8,08 270 +1,90 1989 #491 #1489 +141 #7665 7,61 #445
Furfural® Nd 0,30 2,14 Nd 0,12 0,20 0,13 0,58 2,56 0,04 0,78 1,14 5
+0,02 +0,03 +0,01 +0,00 10,01 +0,00 +0,08 0,00 £0,02 0,01
3 1,02 1,42 0,48 0,58 0,45 0,24 0,52 + 0,14
Butan-1-ol®  Nd f901  N& 4014 +002 000 003 002 N4 901 002 NI 3
;3 0,98 69,26 28,71 24,69 17,02 5,37 208,65 48,87 8,61
Butan-2-0l" 04  Nd Nd 4005 +020 +197 013 052 N9 4249 4234 050 O
Metanol® Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd 20
Acroleing® 1,46 3,39 3,05 2,03 5,50 18,15 27,66 72,01 74,32 20,05 69,39 52,45 5
+0,01 +0,01 +0,03 £0,01 0,01 +0,22 +0,57 +0,54 +2,44  +0,02  £0,95 0,77
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Carbamato 14,28 6,56 5,49
deEtild 40,93 Nd Nd 000 4025 <D <LQ Nd Nd <LD Nd Nd 210
Cobre’ 4,99 2,39 3,37 4,42 1,52 1,98 11,41 0,71 0,73 4,44 0,90 1,50

)
+0,09 +0,02 +0,10 +0,09 +0,07 +0,05 0,02 +0,10 +0,01 +0,13 +0,09 0,06
1g L-1; 2°GL % v/v; 3mg 100 mL-1 aa; 4pg L-1; 5mg L-1; ND: N&o detectado; LQ: limite de quantificacdo; LD: limite de deteccdo; Carbamato de etila: LD =1,71; LQ = 5,69 pg L-1. *Limite estabelecido pela

legislacéo (Brasil, 2022). Valores em negrito estdo fora dos PIQ’s estabelecidos na legislacéo para cachaga e aguardente de cana (Brasil, 2022b).
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Figura 1 — a) Grafico da analise de componentes principais representando os scores e loadings das amostras das trés fracdes volateis: cabeca (1),
coragdo (2) e cauda (3) produzidas pelos produtores A, B, C, e D. b) Arvore hierarquica com a separacdo dos clusters, baseado na
distancia Euclidiana das amostras das frac6es volateis dos produtores A, B, C, e D.
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O processo de destilacdo em alambiques de cobre tem o intuito de separar a cachagca,
fracdo coracdo, das demais fragGes volateis, cabeca e cauda. Essa separacdo, quando realizada
de forma adequada, acarreta caracteristicas distintas a esses produtos. Apo6s a separacdo, a
fracdo cabeca tende a ter as maiores concentracdes de compostos com maior afinidade por
etanol e 4gua, como os alcoois superiores, esteres e aldeidos; a fracdo coragdo, que originara a
cachaga, deve ter a composi¢éo fisico-quimica dentro dos limites estabelecidos pelos Padrdes
de Identidade e Qualidade (PIQ’s) do Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAP), por meio da
Portaria n°® 539, de dezembro de 2022; e a fracdo cauda tende a apresentar as maiores
concentracgdes 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 aqueles
encontrados no presente, estudo ao analisarem a composicdo fisico-quimica das trés fracdes da
producéo de cachaga destilada em alambique de cobre. Na fragédo cabega, foram encontradas as
maiores concentracdes de etanol (57,00 + 0,02 % v v1), aldeidos (69,42 + 0,07 mg 100 mL™*
aa) e da soma dos alcoois superiores (275,27 + 2.54 mg 100 mL? aa). Os teores de ésteres
(80,23 + 0,03 mg 100 mL™ aa), cobre (0,69 mg L™?) e butan-2-ol (1,11 + 0,00 mg 100 mL™),
apesar de estarem dentro dos limites estabelecidos na legislacéo brasileira, foram superiores aos
das demais fragdes analisadas. A cachaca (fracdo coracdo) estava dentro do limite para todos
0s parametros analisados no estudo. A fragdo cauda continha teores reduzidos de etanol (19,56
+0,41% v v1), e as maiores concentragdes de acidos volateis (62,92 mg 100 mL™ aa) e furfural
(2,81 + 0,13 mg 100 mL* aa).

Ao avaliarem a composi¢cdo de compostos secundarios das fragdes cabeca, coracdo e
cauda de aguardentes produzidas no processo de destilacdo em alambiques de cobre, Serafim
et al. (2012) constataram que o processo de corte influencia acentuadamente nas concentracdes
dos compostos secundarios da cachaca de alambique. Os autores observaram que, na fracdo
cabeca, foram quantificadas elevadas concentrages médias de etanol (53% v v1), aldeidos (21
mg L), alcoois superiores (2412 mg L) e ésteres (498 mg L1). Entretanto, os autores ndo
constataram concentracfes elevadas de acidez e furfural na fracdo cauda. Em relacdo a
acroleina, esse contaminante estava presente nas fragdes cabegca e coragdo, mas em
concentragdes superiores na fragio coracdo, em média 61,8 mg L™, ao passo que a fragdo cabeca
continha, em média, 19,3 mg L.

Segundo Cardoso (2020), a partir do inicio do processo de destilagio do mosto

fermentado, os primeiros compostos a entrarem em ebulicdo sdo aqueles de baixa temperatura
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de ebulicdo (TE) e soltveis em alcool, como acetaldeido e acetato de etila. Em seguida, ocorre
a ebulicdo daqueles compostos que sdo soltveis em alcool, completamente ou parcialmente
solGveis em agua e que possuem TE inferior a 200 °C, como o metanol e os alcoois superiores
propan-1-ol, 2-metil-propan-1-ol, 2-metil-butanol e 3-metil-butanol. Em seguida, ocorre a
ebulicdo dos compostos que estdo completamente ou parcialmente sollveis em alcool e
possuem elevada TE, como alguns &cidos graxos e seus ésteres. Esses compostos sdo
caracteristicos da fracdo cabeca e do inicio da separacdo da fracdo coracdo. Ao final da
destilacdo da fracdo coracdo e durante a destilacdo da fracdo cauda, ocorre a ebulicdo dos
compostos que sao totais ou parcialmente sollveis em &gua e possuem TE acima da TE da agua,
como o acido acético, 2-feniletanol, dodecanoato de etila e succinato de dietila; sendo que 0s
ultimos compostos a entrarem em ebulicdo sdo aqueles solGveis em &gua e que apresentam
elevada TE, como o furfural. Porém, alguns compostos hidrofilicos, como o furfural e alcoois

superiores, podem estar presentes em todas as fracdes do destilado, independente da TE.

3.2. Contagem de bactérias e fungos

A contagem de bactérias aerdbicas e fungos viaveis presentes nas culturas iniciais (“pé
de cuba”) de cada produtor pode ser observada na Tabela 2. Houve diferenga significativa (p <
0,05) entre as contagens de fungos viaveis presente no “pé de cuba” de todos os alambiques
(Tabela 2). A maior contagem de leveduras e fungos filamentosos viaveis (6,01 log UFC mL"
1) foram observadas na amostra do produtor D, seguido pelo produtor C (4,81 log UFC mL?) e
B (1,76 log UFC mL™). A contagem de fungos viaveis do inéculo utilizado pelo alambique A
foi inferior a 1,30 log UFC mL™, indicando um ndmero extremamente reduzido de células
viaveis. Em relacdo a contagem de bactérias aerobicas, as menores contagens, em média, 3,77
log UFC mL, 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™.

Tabela 2 — Contagem média de bactérias aerdbicas e fungos viaveis das culturas iniciais dos
produtores de cachaca A, B, C e D, expressos em log UFC mL™,

A B C D
Bactéria 3,84 +0,00¢ 3,71 +0,03° 4,80 + 0,258 4,83+ 0,208
Fungos <13F 1,76+0,21° 4,81 +0,08®% 6,01 +£0,04*

As médias com letras diferentes séo significativamente distintas pelo teste de Tukey com p < 0,05.
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N&o ha um valor ideal de contagem de bactérias e fungos viaveis estabelecidos. Em
estudos realizados por Schwan e Dias (2020), os autores sugerem que o indculo natural para a
producdo de cachaca, quando sedimentado no fundo da dorna de fermentacdo, 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* e 4,56 log UFC mL™.
Em nenhuma das amostras de cultura inicial foi observada contagem de leveduras viaveis
proximas a apontada por esses autores. A reduzida contagem de leveduras do in6culo do
produtor A pode indicar que as cepas presentes ndo conseguiram suportar as particularidades
da fermentacdo para a producdo de cachaca, ocorrendo uma reducdo do numero de células
viaveis acima do crescimento desses microrganismos. Situacdo semelhante pode ter ocorrido
com a cultura inicial do produtor B.

A fermentacdo para a producédo de cachaca se caracteriza como um ambiente singular,
com alta pressdo osmotica, competicdo entre microrganismos, exposicdo a elevadas
concentracdes de etanol, auséncia de controle de temperatura e pH, e reutilizacdo continua do
indculo sem tratamento entre os ciclos fermentativos de producdo. Todos esses fatores atuam
como agentes de seletividade e contribuem para a reducdo da contagem de microrganismos
viaveis (ARAUJO et al., 2018; BARBOSA et al., 2016; SCHAWN; DIAS, 2020).

A fermentacdo para a producdo de cachaca 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 estdo na fase de crescimento estacionario. ApoOs esse periodo, elas comecam a
proliferar durante aproximadamente mais cinco horas de fermentacao, apresentando o perfil de
crescimento exponencial. Entretanto, a taxa de proliferacdo celular declina rapidamente, e as
células se mantém em fase estacionaria ap6s 10 horas de fermentacdo, mas metabolicamente
ativas, convertendo o aglcar em etanol a uma taxa reduzida. Dependendo das caracteristicas do
mosto, esses microrganismos podem entrar em fase de declinio durante o intervalo entre o
esgotamento dos agucares, fim da fermentacdo e inicio da destilacdo, ocasionando uma reducao
significativa do nimero de células viaveis.

Devido a baixa contagem de leveduras viaveis no pé de cuba dos produtores A e B,
pode-se inferir que o processo de fermentagdo desses alambiques ocorrem a partir dos
microrganismos provenientes do caldo de cana-de-agUcar que deu origem ao mosto de

fermentagdo. O caldo de cana-de-agucar é uma fonte rica e diversa de microrganismos, sendo
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o principal precursor da microbiota que da origem & 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 contribuido para a manutengao da viabilidade das leveduras no “pé de cuba”. A selegao
de microrganismos que originam esses produtos geralmente ocorre baseada em caracteristicas
como resisténcia a altas concentracdes de etanol, aclcares e a baixo pH, boa capacidade de
floculacéo, altos rendimentos, competitividade frente aos demais microrganismos presentes no
mosto, e producdo de compostos que agregam caracteristicas sensoriais desejaveis a cachaca
produzida. A maioria dos fermentos comerciais para a producdo de cachaca sdo constituidos
por leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae, com algumas excecdes (ARAUJO et al.,
2018; SCHAWN, DIAS, 2020; SOUZA et al., 2012).

A contagem superior de leveduras viaveis da cultura inicial do produtor D demonstra o
potencial dessas leveduras nativas de superarem as condi¢Oes adversas da fermentacdo e se
manterem viaveis até o fim de um processo de fermentacéo e inicio do proximo. Podem indicar
a presenca de cepas com potencial para serem utilizadas como culturas iniciais para a producéo
de cachaca.

A contagem de bactérias aerdbicas dos produtores C e D, em média 4,81 log UFC mL"
! foi significativamente (p < 0,05) superior ao dos produtores A e B, em média 3,77 log UFC
mL%; contudo, o produtor D foi o Ginico cuja contagem de fungos viaveis foi acima da contagem
de bactérias aerdbicas no “pé de cuba”. A contagem de bactérias e leveduras do inéculo do
produtor C ndo foi significativamente diferente, conforme foi para os produtores A e B, cuja
contagem de bactérias foi superior a de leveduras.

As bactérias participam do processo de fermentacdo para a producdo de cachaca e
aguardente, e em niveis adequados, elas contribuem para as caracteristicas sensoriais da bebida.
Porém, o crescimento da populacdo de bactérias acima do apropriado pode indicar a
contaminagdo do processo e acarretar na producdo de alguns compostos desejaveis acima do
ideal e de diversos contaminantes. Além disso, o prolongamento do intervalo entre o fim da
fermentacdo e inicio da destilagdo pode contribuir para a proliferacdo desses microrganismos,
visto que o mosto de fermentacdo apresenta-se com caracteristicas adversas para o crescimento
de leveduras, com altas concentracdes de etanol e esgotamento nutricional, condi¢fes essas
favoraveis 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 in6culos utilizados na fermentacdo espontanea com
indculos constituidos por leveduras selecionadas comerciais, Gabriel et al. (2012) obtiveram
contagens de células viaveis distintas para leveduras e idénticas para bactérias nesses fermentos.
A contagem média de leveduras do fermento comercial foi de, aproximadamente, 7,5 log UFC
mL1, enquanto o fermento natural foi em torno de 7,0 log UFC mL™, ja para a contagem de
bactérias, em ambos os fermentos, a contagem média foi de 5,0 log UFC mL™.

A diferenca entre a contagem de fungos e bactérias dos produtores A, B e D, que
utilizam fermentos caipiras, evidencia a disparidade das caracteristicas da microbiota de um
produtor para o outro. Fatores como regido geogréfica, condi¢Bes climaticas, maturidade dos
colmos de cana, caracteristicas do solo e manejo da cultura podem influenciar na diversidade e
incidéncia de microrganismos autdctones na fermentacdo. Condigdes 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 distribuidas entre os valores de Phred Q30
e Q40, indicando boa qualidade de sequenciamento. Um total de 676.267 reads foram gerados
e, ap6s o controle de qualidade com a remocdo de bases com qualidade ruins, tamanho
reduzidos e retirada de ruidos, 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 (numero 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 sequéncias com bases incorporadas de qualidade inferior, proximas a
Q20. Embora a qualidade das sequéncias tenha sido inferior a das bactérias, Q20 ainda é um
valor de qualidade seguro para a realizacdo das analises. Os numeros de sequéncias 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 excecdo da amostra D, as outras trés tiveram o

namero de sequéncias proximo a 100.000. O menor nimero de sequéncias na amostra D pode
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ser devido @ menor entrada e & ma qualidade das bases nas fitas direta e reversa. Embora tenha
sido baixo, 0 nimero de sequéncias na amostra D ndo afetou as anélises subsequentes.

Os indices 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 (Chaol = 1.166) e diversidade
(Shannon = 4,149), enquanto a amostra C é a de menor riqueza (Chaol = 948,8) e a amostra A
¢ a de menor diversidade (Shannon = 3,473). Em relacdo a equitabilidade e dominancia, um
menor valor de equitabilidade foi observado na amostra B (0,4957), refletindo uma maior
dominancia da espécie (0,1228); em contrapartida, o “pé de cuba” do produtor C foi 0 com a
maior equitabilidade (0,5902) e a menor dominéancia (0,04099).

Tabela 3 — Indices de diversidade de Shannon, Chao, Equitabilidade e Dominancia, e
porcentagem de cobertura calculados no nivel ASV para sequéncias bacterianas e
fangicas das amostras de cultura inicial dos produtores de cachaca A, B, C e D.

Shannon Chao-1  Equitabilidade Dominancia % Cobertura
A 3,473 975,8 0,5047 0,08774 99,713
Bactéria 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
A 1,280 50 0,3271 0,4549 100
Fungo 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 indices de diversidade calculados com base nos dados de sequenciamento do gene
ITS do fungo podem também estéo descritos na Tabela 3. Assim como para bactérias, os indices
indicam que, entre as quatro amostras avaliadas, D é a que a de maior riqueza (Chaol = 307) e
diversidade (Shannon = 2,980). Uma riqueza muito menor e um indice de Shannon inferior
(Shannon = 1,280) foram obserdos na amostra A (Chaol = 50). Além disso, essa amostra foi a
de menor equitabilidade (0,3271) e maior dominancia (0,4549). A maior equitabilidade das
espeécies fangicas e consequente menor dominancia foram constatadas na amostra D, 0,5203 e
0,1065, respectivamente.

A diversidade e riqueza bacteriana e fangica podem ser afetadas por fatores bioldgicos,
quimicos e fisicos, como as caracteristicas do mosto de fermentacdo, localizacdo e

particularidades do ambiente de producéo, e interagdes 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 selecdo € a maior
competitividade entre as comunidades microbianas presentes durante o processo fermentativo
(FENTIE et al., 2022; GUARDADO et al., 2022).

Com relag&o aos valores de cobertura, todas as amostras ficaram proximas a 100% para
bactérias e atingiram 100% para fungos, indicando que o nimero de sequéncias obtido pelo
sequenciamento foi suficiente para representar a comunidade microbiana das amostras de
cultura inicial. A eficiéncia da cobertura do sequenciamento bacteriano e fungico também pode
ser verificada na curva de refracdo, que relaciona o nimero cumulativo de espécies (ASVSs)
encontradas em razdo do esforgo amostral (nUmero de sequéncias obtidas no sequenciamento)
(Figura 2A e B). Todas as amostras atingiram um platd, mostrando que o esfor¢o amostral foi
suficiente para abranger o nimero de espécies (ASVs) das quatro amostras para ambos 0s

sequenciamentos, mesmo D, cujo o esfor¢co amostral foi 0 menor.

Figura 2 — Curvas de rarefacdo observadas no nivel ASV para sequéncias bacterianas (A) e
fangicas (B).
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As analises de dissimilaridade usando o indice de Bray-Curtis para os dados de
sequenciamento de 16S rRNA bacteriano mostram que as quatro amostras avaliadas sé@o
diferentes umas das outras, com base na composi¢do taxondmica (Figura 3A). Embora sejam
diferentes, as amostras B e D sdo mais semelhantes entre si, assim como as amostras A e C
(Figura 3B). Na andlise das coordenadas principais (PCoA), a coordenada 1 foi capaz de
explicar 49,3% do agrupamento, e a coordenada 2, 33,7%; portanto, as diferencas nas bacterias
da comunidade encontradas ao longo da coordenada 1 tém maior peso. Embora a amostra C
esteja mais proxima de D do que A na Figura 3A, o dendrograma (Figura 3B) mostrou que essa

amostra € mais semelhante a amostra A.
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Para os dados de sequenciamento de genes ITS fungicos, as anélises de dissimilaridade
usando o indice de Bray-Curtis mostram que as quatro amostras avaliadas séo diferentes umas
das outras; com base na composicdo taxonémica (Figura 3C). Embora sejam diferentes, as
amostras C e D séo mais semelhantes entre si, assim como as amostras A e B. Na analise das
coordenadas principais, a coordenada 1 foi capaz de explicar 68,3% do agrupamento, e a
coordenada 2, 28,2%; portanto, as diferencas nos fungos da comunidade encontradas ao longo
da coordenada 1 tém 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.

Figura 3 — Avaliacao da similaridade de comunidades bacterianas e fngicas entre amostras de
cultura inicial, com base na dissimilaridade de Bray-Curtis no nivel ASV A) PCoA
para bactérias; B) Dendrograma usando o método de juncéo vizinho para bacteérias;
C) PCoA para fungos; D) Dendrograma usando o método de juncdo vizinho para
fungos.
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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
familias, 476 géneros e 79 espécies foram observados (classificados). Ao analisar os filos

relacionados as quatro amostras, tanto pelo grafico de barras quanto pelo mapa de calor, é
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possivel 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 estdo entre os filos bacterianos dominantes em processos
de producdo 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, ja 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 0s principais.

Aprofundando o nivel taxonémico e analisando os resultados dos géneros encontrados,
observa-se que o mais abundante nas quatro amostras foi Lactobacillus. Porém, outros géneros,
como Wolbachia, Zymomonas e Acetobacter também foram identificados entre os mais
abundantes (Figura 4C e 4D). Segundo Guardado et al. (2022), os principais géneros de
bactérias associados a producdo de cachaca sdo Bacillus, Lactobacillus e Leuconostoc.
Entretanto, observa-se uma alta diversidade de géneros identificados nas amostras de “pé de
cuba” dos quatro alambiques produtores de cachaga (Figura 4C ¢ 4D).

O género Lactobacillus, pertencente ao filo Firmicutes, € um dos principais géneros
associados a fermentacdo de bebidas alcdolicas. Bactérias desse género sdo reconhecidas pela
elevada producéo de acido latico; porém, dependendo da rota metabdlica, essas bactérias podem
ser heterofermentativas. Além de produzir &cido latico, sdo capazes de produzir diversos
compostos, como acido acético, etanol e dioxido de carbono. Em algumas situagdes, bactérias
do género Lactobacillus tendem a dominar os processos fermentativos, pois apresentam alta
taxa de crescimento e maior capacidade de absorcdo de substrato que outras bactérias
fermentativas (GAO et al., 2022; PEREIRA et al., 2020).

As bactérias pertencentes ao género Zymomonas (Proteobacteria) sdo bactérias
anaerobicas aerotolerantes, que tém como uma das principais caracteristicas a capacidade de
producdo de etanol e didxido de carbono a partir de glicose, frutose e sacarose com altos
rendimentos. Apesar de ndo haver relatos da presenca de Zymomonas durante a producao de
cachaga, esse género ja foi detectado nos processos fermentativos para a producdo de outras
bebidas alcodlicas, como em bebidas tradicionais da Etiopia (Tej), Nigéria (Vinho de palma) e
México (Pulque), e em fermentacOes para a producédo de etanol e levana a partir da cana-de-
acucar (DIAZ et al., 2019; DJENI et al., 2020; ERNANDES; CRUZ, 2011; FENTIE et al.,
2022; WEIR, 2016).
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Figura 4 — Composi¢do taxondmica bacteriana das amostras de cultura inicial representada por: A) Bargraph a nivel de filo; B) Heatmap a nivel de
filo; C) Bargraph a nivel de género; D) Heatmap a nivel de género; E) Bargraph a nivel de espécie; F) Heatmap a nivel de espécie.
Bargraphs mostram as 20 mais abundantes identificacdes. Heatmaps mostram todas as identificacbes com abundancia acima de 0,1%,
ambos usando abundancia relativa. NA = ndo identificado. Other = identificagdes com abundancia inferior a 0,1%.
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O género Acetobacter (Proteobacteria) engloba bactérias capazes de produzir acido
acético a partir do etanol na presenca de oxigénio. Essas bactérias sdo reconhecidas por sua
habilidade de manter atividade apds o esgotamento dos aglcares do mosto de fermentacao,
quando finaliza a fermentacédo alcoolica, reduzindo o rendimento em etanol e aumentando as
concentragOes de &cido acético. Além disso, a producdo de acido ao longo da fermentacdo
acidifica o ambiente e inibe o crescimento de outros microrganismos, como Saccharomyces, 0
que resulta no retardo da fermentacdo. A elevada presenca de Acetobacter durante a
fermentacdo é associada a deterioracdo de bebidas fermentadas, principalmente do vinho e da
cerveja, e pode indicar uma fermentacéo alcodlica descontrolada (BERBEGAL et al., 2019;
HONG et al., 2016; RASPOR; GORANOVIC, 2008; SIREN et al., 2019).

O género Wolbachia (Proteobacteria) também foi identificado em todas as amostras de
“pé de cuba”. Entretanto, esse ndo ¢ um género comumente associado a processos fermentativos
para a producdo de alimentos e bebidas, mas ja foi detectado em amostras de mosto de
fermentac&o da producdo de vinho. Wolbachia é um género de bactérias intracelular capaz de
infectar uma ampla gama de artropodes e nematoides, principalmente Drosophila, com
potencial uso como controle bioldgico. Apesar de ndo ser relatado como um género presente na
fermentagdo alcodlica, essas bactérias podem ter contaminado a cultura inicial a partir da
presenga de insetos, como mosquitos, que de alguma forma tiveram contato com o “pé de cuba”
ou com o mosto de fermentacdo em alguma etapa do processo de producdo da cachaga
(CARAGATA et al., 2021; MARZANO et al., 2016; WANGKEEREE et al., 2020).

Além desses géneros, algumas amostras continham abundancia relativa para outros
géneros de forma distinta das demais, como a amostra A, cuja maior abundancia relativa foi do
género Candidatus Alysiosphaera (3,2%), Proteobactérias filamentosas, halofilicas, aerébicas
e também ndo sdo associadas a producdo de alimentos e bebidas fermentadas. Essas bactérias
foram identificadas em amostras de estacdes de tratamentos de efluentes e podem contribuir
com o aumento e volume de formacgdo de espumas, sendo caracterizadas como capazes de
consumir varios carboidratos, aminoacidos e etanol (KRAGELUND et al., 2006; LEVANTESI
et al., 2004; NIELSEN et al., 2009).

A amostra B conteve a maior abundancia relativa do género Celeribacter (4,4%),
pertencente ao filo das Proteobactérias. Esse € um género de bactéria aerdbica, halofilica, com
crescimento anaerdébico por meio da fermentacdo da D-glicose pela respiragdo anaerdbica do
nitrato, capaz de reduzir nitrato a nitrito, e necessita de Na* ou agua do mar presente no substrato

para o crescimento. Algumas espécies pertencentes a esse género sdo reconhecidas pela sua
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capacidade de degradar hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (IVANOVA et al., 2010; JAMI
etal., 2016).

A amostra C foi a Unica cujas bactérias dos géneros Streptococcus e Lactococcus foram
quantificadas com abundancias relativas superiores a 0,1%. Streptococcus e Lactococcus sdo
géneros de bactérias do acido latico também pertencentes ao filo Firmicutes, amplamente
encontrados em alimentos e bebidas fermentadas. Esses géneros séo utilizados principalmente
na producdo de iogurte e queijo, mas ha relatos da presenca de Streptococcus em mosto de
fermentacdo para a producdo de cachaca, assim como em outras bebidas fermentadas, como
cervejas africanas, vinho de arroz chinés e uvas utilizadas para a produgédo de vinho. Algumas
espécies do género Streptococcus sdo reconhecidas pela sua capacidade de produzir uréase,
enzima que catalisa a hidrdlise da ureia em amonia e carbamato (LACERDA et al., 2011;
LINGANI et al., 2021; MILANOVIC et al., 2018; PORTILLO et al., 2016; UNNO et al., 2022;
ZOTTA etal., 2008).

Bactérias do género Lactococcus sdo anaerdbicas facultativas e se caracterizam pela
elevada producdo de acido latico, principalmente nos estagios iniciais da fermentacéo, sendo
muitas espécies desse género homofermentativas e produzem exclusivamente acido lactico.
Essas bactérias também ja foram detectadas em mosto de fermentagdo para a producdo de
cachaca, do mesmo modo que em outras bebidas alcodlicas fermentadas, principalmente no
vinho, além de vinho de arroz chinés, cervejas africanas e o pulque mexicano, e contribuem
para a sintese de compostos volateis (BERBEGAL et al., 2019; BORA et al.,, 2016;
GAROFALDO 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 género encontrado predominantemente na amostra C foi Weissella (Firmicutes),
com abundancia relativa de 1,8%. Esse género, assim como Streptococcus e Lactococcus, €
reconhecido pela elevada producéo de acido latico. Sdo bactérias heterofermentativas, isoladas
de vegetais e plantas, graos, peixes e outras carnes, e uma variedade de alimentos fermentados.
As especies desse género sdo capazes de produzir a partir de glicose, além de &cido lactico,
etanol e/ou acetato, e dioxido de carbono (JANG et al., 2002; KAVITAKE; DEVI; SHETTY,
2020; KIM et al., 2017).

Os géneros Ruminococcaceae UCG—014, Intestinimonas e Alloprevotella foram
observados com abundancias relativas acima de 0,1% apenas na amostra D (Figura 4C e 4D).
Ruminococcaceae UCG—014 e Intestinimonas sdo bactérias estritamente anaerobicas,

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 0s géneros sao
reconhecidos por produzirem butirato a partir de aminoacidos. Além disso, Ruminococcaceae
UCG-014 ¢ capaz de produzir xilanases e celulases, enzimas responsaveis pela degradacéo de
diversos componentes de celulose e hemicelulose de material vegetal. Intestinimonas séo
produtoras de acetato (DENG et al., 2022; KLARING et al., 2013; LI et al., 2021; LIAO et al.,
2021; LIU et al., 2022; PACIFICO et al., 2021; RAMOS et al., 2021; WANG et al., 2020).
Assim como esses dois géneros, outro género associado ao trato gastrointestinal de animais é
Alloprevotella, espécies obrigatoriamente anaerdbicas, fraca a moderadamente sacaroliticas e
produtoras de &cidos acético e succinico como produtos finais da fermentacdo (CHEN et al.,
2022; DOWNES et al., 2013; FENG et al., 2022; MAHAYRI et al., 2022). Esses trés géneros
de bactérias sdo frequentemente encontrados em fezes de animais, o que pode indicar uma
possivel falta de controle higiénico-sanitario com consequente contaminacao do ambiente de
producdo da cachacga por esses microrganismos. Esses locais sdo ambientes agropecuarios onde
muitas vezes, de forma inadequada, ha a presenca de animais proximos ao ambiente de
producao.

A maioria das sequéncias ndo foi classificada em nivel 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 microaer6fila, heterofermentativa, sdo capazes de crescer em
meios contendo até 15% de etanol, e produz &cido lactico a partir de glicose, frutose e gluconato.
Lactobacillus fructivorans € reconhecida pela producao de sabores particulares em produtos
fermentados, consideradas alcool-filicas e tolerantes ao alcool. Muitas vezes essa bactéria é
relacionada ao processo de deterioracdo de cerveja e saqué. A espécie Lactobacillus
homohiochii é um sindnimo heterotipico 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
abundancia relativa de 5,7%. Ela também estava presente nas demais amostras; entretanto, em
proporcdes inferiores (Figura 4E e 4F). Cepas dessa bactéria foram isoladas da fermentagédo do
cacau e ainda ndo haviam sido atribuidas a fermentacdo de cachaca, mas ja foi relatada no

processo de producgdo do pulque. Ela se caracteriza pela producgéo de acido lactico a partir de
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glicose sem formac&o de gés, além de apresentar resisténcia as condic¢bes acidas (NIELSEN et
al., 2007R; RAMIREZ et al., 2022)

Lactobacillus panis foi isolado a primeira vez de fermento de centeio para a producao
de pao, mas cepas ja foram identificadas na fermentacao de licor chinés, em alguns vegetais e
em fermentacdes alcoolicas e lacticas. S&o bactérias heterofermentativas, produtora de acido
lactico a partir de varios agucares, como sacarose, glicose e frutose. Além do acido l4ctico,
podem ser responsaveis pela producdo de compostos de sabor, como outros acidos, esteres e
etanol. Ha relatos de que cepas dessa espécie sao capazes de produzir 1,3-propanodiol a partir
de glicerol, em meio contendo glicose. Cepas dessa espécie podem ser auxotroficas para
diferentes aminoacidos, mas, em processos fermentativos na presenca de S. cerevisiae, essa
levedura pode atuar fornecendo os aminoacidos necessarios 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 abundancia 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 abundancia de 0,5% cada uma.

Lactococcus lactis foi classificada apenas na amostra do produtor C (0,5% de
abundancia relativa). Apesar de ter sido identificada em apenas uma amostra, estudos anteriores
relatam a presenca dessa bactéria em amostras de mosto de fermentacdo para a producdo de
cachaga. Entretanto, ha um efeito inibitério entre o crescimento dessa bactéria com o
crescimento de S. cerevisiae, visto que o etanol produzido durante a fermentacdo dificulta o
crescimento de L. lactis. Essa espécie ja foi relada em diversas outras bebidas fermentadas,
como o vinho de arroz, pulque, sidra, kefir, leites fermentados, entre outros, e é responsavel
pela producdo de compostos volateis 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 abundéncia relativa, enquanto nas demais amostras, a porcentagem dessa espécie nao
ultrapassou 1% (Figura 4E e 4F). As primeiras cepas dessa bactéria foram isoladas de sidra
deteriorada e da fermentacéo de tequila. Além dessas bebidas, essa espécie ja foi identificada
em processos fermentativos para a produgdo de outras bebidas alcodlicas e etanol, e se
caracteriza por ser a Unica bactéria que pode transformar sacarose, glicose e frutose em etanol,
sob condicdes anaerdbicas através da via Entner-Doudoroff (ED) (FENTIE et al., 2022; LIU et
al., 2022).
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Shimia marina € uma Proteobactéria, isolada principalmente de ambientes marinhos,
heterotréfica, estritamente anaerdbica, 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 abundancia relativa em cada uma.
N&o hé& relatos da presenca dessa espécie em processos fermentativos para a producdo de
bebidas e alimentos fermentados.

Weissella paramesenteroides foi identificada exclusivamente na amostra C (1,6%). Essa
bactéria produtora de &cido lactico foi isolada de salsichas, mas ja 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. Nao ha relatos da presenca
dessa espécie ao longo do processo de producdo de cachaca (AHMED et al., 2022; KIM et al.,
2017; PAPAGIANNI; PAPAMICHAEL, 2012).

Em relacdo a diversidade microbiana dos fungos, os fragmentos do gene ITS gerados a
partir das quatro amostras de DNA das culturas iniciais dos alambiques produtores de cachaca
avaliados foram associados a um total de 486 ASVs, em que 6 filos, 87 familias, 116 géneros e
128 espécies foram observados (classificados). Ao analisar os filos relacionados as quatro
amostras, tanto pelo grafico de barras (Figura 5A) quanto pelo mapa de cores (Figura 5B), o
filo mais abundante em todas as amostras foi 0 Ascomycota (Figura 5A e 5B). Entretanto, é
importante destacar que na amostra C, 72,4% das sequéncias nao foram classificadas a nivel de
filo.

Aprofundando o nivel taxonémico e analisando os resultados dos géneros encontrados,
pode-se perceber que a maioria das sequéncias ndo foram classificadas para as amostras C e D,
sendo que na amostra C foi constatado o maior numero de sequéncias ndo classificadas,
aproximadamente 90% (Figura 5C e 5D). Em relacdo aos géneros classificados, observa-se
gue o mais abundante nas amostras A e B foi Saccharomyces, com abundéncia relativa de
65,2% e 50,7%, respectivamente, demonstrando a dominancia desse género no “pé de cuba”
desses alambiques. Saccharomyces é o principal género fungico associado a producdo de
cachaga. Entretanto, outros géneros de leveduras também ja foram descritos, como
Rhodotorula, Candida, Kluyveromyces, Pichia, Debaromyces, Meyerozyma e Hanseniaspora
(ARAUJO 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 — Composicao taxondmica fungica das amostras de cultura inicial representada por: A) Bargraph a nivel de filo; B) Heatmap a nivel de

filo; C) Bargraph a nivel de género; D) Heatmap a nivel de género; E) Bargraph a nivel de espécie; F) Heatmap a nivel de espécie.
Bargraphs mostram as 20 mais abundantes identificagdes. Heatmaps mostram todas as identificacbes com abundancia acima de 0,1%,
ambos usando abundancia relativa. NA = ndo identificado. Other = identificacfes com abundancia inferior a 0,1%.
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Além do género Saccharomyces, na amostra B foram identificados outros dois géneros
de fungos filamentosos entre os mais abundantes, Cladosporium (3,6%) e Penicillium (1,8%).
Cladosporium sdo fungos endofiticos comuns em climas tropicais, frequentemente encontrados
em varios alimentos, como cereais, graos e frutas. Em bebidas, esse género ja foi identificado
na superficie de bagas de uvas e no mosto de fermentacdo para a producéo de vinho e também
ja foram identificados no colmo, no bagaco e no caldo de cana-de-agtcar. Além disso, algumas
espeécies desse género se destacam pela capacidade de produzir enzimas hidroliticas e uma vasta
gama de compostos secundarios (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 género que engloba fungos endofiticos amplamente difundidos com
capacidade de produzir diversas enzimas e metabodlitos secundarios, como alcoois, ésteres e
cetonas. Esse género ja foi identificado na microbiota de outras bebidas fermentadas, como o
vinho de arroz e vinho de uva. A presenca de Penicillium também ja foi detectada no solo de
canaviais, no bagaco de cana-de-agucar e no caldo de cana-de-actcar (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 abundancia relativa do género Saccharomyces nas amostras C e D foi muito inferior
que nas demais amostras, 0,8% e 10,9%, respectivamente. O género classificado de maior
abundancia relativa na amostra C foi Geastrumia, com 2,6% de abundancia. Esse género
também esteve presente na amostra D entre os fungos mais abundantes, com 2,7% de
abundancia relativa. Geastrumia é um género de fungos filamentosos associado a algumas
espécies vegetais de paises, como Brasil, Tanzénia, Estados Unidos, Espanha e Republica
Dominicana, sendo relacionado principalmente a fungos da mancha fuliginosa que acomete a
superficie cerosa da macd, e geralmente estdo associadas a uma determinada regido (ARIAS et
al., 2010; BATZER et al., 2015; SILVA et al., 2016).

Além desses géneros fangicos, as maiores abundancias relativas na amostra D foram
constatadas para 0s géneros Fusarium (11,0%) e Resinicium (1,8%) (Figura 5C e5D). O género
Fusarium é um dos mais abundante, englobam fungos endofiticos com capacidade de produzir
metabolitos secundarios complexos e diversos. Esse género foi isolado do colmo, bagaco, e
caldo de cana-de-agucar, e também foi detectado em processos de producdo 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 abundancia relativa de Fusarium foi bem elevada, proxima a encontrada para a
levedura Saccharomyces, que é o principal microrganismo responsavel pela fermentacéo para
a producdo de cachaca. Isso pode indicar um desequilibrio desse ambiente, com uma
proliferacdo excessiva desse fungo. Resinicium é um género de fungos associados ao solo e a
decomposi¢do da madeira, capaz de formar um corddo micelial. Essse género ja foi isolado de
amostras de rizosferas do cultivo da cana-de-aglcar, mas ndo ha relatos da identificagcdo em
alimentos e bebidas fermentadas (GRUHN et al., 2017; LONHIENNE et al., 2015; YU et al.,
2021).

N&o ha estudos que relatem a composicao de fungos filamentosos presentes na cultura
inicial ou no processo fermentativo de alambiques produtores de cachaca, mas pode-se observar
qgue h& uma diversidade de fungos filamentosos que podem estar presentes e influenciar na
qualidade do processo fermentativo, visto que a maior parte da diversidade de género da
microbiota fungica identificada nas amostras de “pé de cuba” foi de fungos filamentosos. Além
de Saccharomyces, os géneros 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 abundancia relativa dessas leveduras foi
inferior a dos fungos filamentosos (Figura 5C e 5D).

Pode-se observar que cinco géneros (Cyanodermella, Didymella, Nigrospora,
Papiliotrema e Paraphoma) foram identificados apenas nas amostras C e D (Figura5C e D), 0
que corrobora com os resultados obtidos nas analises de similaridade da comunidade flngica
(Figura 3C e D). Esses produtores estdo localizados em uma mesma regido, 0 que pode ter
contribuido para que essas amostras fossem semelhantes em relagdo as suas diversidades de
géneros de fungos identificados, mesmo com o produtor C usando uma cultura inicial
comercial. O microbioma formado, principalmente em relacdo a fungos filamentosos e
leveduras, pode estar associado a localizacdo geogréfica, visto que o clima, as caracteristicas
do solo e topografia do local podem influenciar o desenvolvimento de comunidades
microbianas estruturadas regionalmente, o que pode refletir diretamente na composicao fisico-
quimica da cachaca produzida, agregando caracteristicas distintas entre as bebidas elaboradas
em determinadas regides (LIU et al., 2019; MILANOVIC et al., 2022; MORRISON-
WHITTLE; GODDARD, 2018).

Em relacdo a identificacdo da microbiota fangica a nivel de espécie, assim como para
género, a maioria das sequéncias das amostras C e D ndo foram classificadas em nivel de

espécie. A baixa classificagdo das sequéncias ao nivel de género e espécie € resultado de
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caracteristicas intrinsecas desse grupo microbiano. Ao contrario das bactérias, a evolucéo e a
diversidade morfoldgica dos fungos ndo estdo intimamente associadas a marcadores genéticos
unicos, e por serem um grupo muito heterogéneo, a identificacdo taxonémica se torna um
processo complexo e dificil. Embora o ITS seja considerado o marcador universal para fungos,
é indicado a utilizacdo de mais de um marcador molecular para que a classificacéo seja feita
com maior resolucdo (EZEONUEGBU et al., 2022; NILSSON et al., 2019; TEKPINAR;
KALMER, 2019).

Entre as espeécies 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 € a principal espécie associada a fermentacdo de bebidas alcodlicas. Durante a
fermentacdo para a producdo de cachaca seu metabolismo sintetiza enzimas capazes de
hidrolisar o acUcar disponivel no mosto produzindo etanol, didéxido de carbono e diversos outros
compostos volateis e ndo volateis (ARAUJO et al., 2018; HIRST; RICHTER, 2016).

A menor diversidade de espécies com abundancia 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
abundancia total, C com 13 espécies que representam apenas 4,7% da abundéncia 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 abundancia relativa foi de 2,8%. Essa espécie também foi
identificada nas amostras C e D com abundéncia 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 abundancia relativa. Para as amostras C e D, a segunda espécie classificada mais
abundante foi Resinicium saccharicola (1,8%).

Cladosporium cladosporioides esta entre as espécies mais isoladas desse género,
inclusive ja foi isolada do bagaco de cana-de-acUcar. Seu metabolismo resulta na produgdo de
diversos compostos secundarios, como antibioticos que podem agir como inibidores de Bacillus
subtilis, Escherichia coli e Candida albicans, e enzimas. Além disso, fungos dessa espécie sdo
capazes de remover hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, 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
producdo de celulase. Ha relatos da identificacdo dessa espécie em locais com diferentes

caracteristicas, desde solos criogénicos até frutas; entretanto, ndo ha relatos sobre presenca
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dessas cepas na cana-de-agucar ou em processos fermentativos para a producdo de alimentos e
bebidas (BOUQELLAH, 2019; MUSCAT et al.,, 2020; PRUDNIKOVA et al., 2021).
Resinicium saccharicola sdo espécies tropicais isoladas em paises como Guiana Francesa,
Caribe, Cuba e Porto Rico, de plantas como bambu (Bambusa vulgaris), palmeira-rachis e cana-
de-agUcar. Essa espécie ja foi identificada na microbiota da cana-de-agUcar, 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 género Wickerhamiella (anteriormente Candida), W. cachassae e W. dulcicola, 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.
dulcicola sdo espécies de leveduras isoladas do caldo de cana-de-agUcar e das dornas de
fermentagdo da producéo de cachaca brasileira em Minas Gerais e Tocantins, cujo isolado mais
préximo ja descrito, conforme determinado pela similaridade de sequéncia, é a Wickerhamiella
drosophilae. Ambas as espécies sdo capazes de crescer rapidamente na presenca de etanol 4 %
e lentamente em etanol 5 %. A presenca dessas espécies no caldo de cana e nas dornas de
fermentacdo € atribuida a presenca de drosofilideos, abelhas, besouros ou outros insetos que
podem entrar em contato com 0 mosto de fermentacdo ao longo do processo de produgédo
(BADOTTI et al., 2013). Erythrobasidium leptospermi é uma espécie recentemente isolada do
filoplano do arbusto Leptospermum speciosum na Australia, e é a quarta descrita nesse género
de leveduras balistosporogénicas vermelho-alaranjadas (TAN et al., 2021). A espécie
Papiliotrema mangalensis, anteriormente denominada Cryptococcus mangaliensis, foi isolada
de mangues de Everglades da Fl6rida, Estados Unidos da América (FELL et al., 2011; LIU et
al., 2016).

3.4.  Compostos volateis

A analise de compostos volateis demonstrou uma diversidade de 42 compostos
organicos presentes nas amostras das fraces volateis, cabega, coracdo e cauda, produzidas a
partir das culturas iniciais pelos quatro alambiques produtores de cachaca (Tabela 4). O sabor
e aroma da cachaca produzida estdo diretamente associados ao processo de fermentacdo, visto
gue muitos desses compostos sdo produtos do metabolismo dos microrganismos presentes

durante todo o processo, até a etapa de destilacdo. Apés a destilagdo, as modificacGes da
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composi¢do volatil da bebida séo influenciadas pelas condi¢cdes de armazenamento e pelas
reacOes que podem ocorrer entre os compostos que a constitui (CARDOSO, 2020).

A maior diversidade de compostos foi observada nas fragdes cabeca, com um total de
39 compostos identificados; na fracdo coracdo foram identificados 22 compostos; e na fracédo
cauda 20 compostos. Pode-se observar que as principais classes de compostos identificados
foram ésteres e alcoois. Alguns compostos estavam presentes em todas as fragdes, como o éster
octanoato de etila, que € 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 alcool
3-metil-1-butanol (&lcool isoamilico) também foi identificado em todas as fracGes, e estd
relacionado a aromas de uisque, malte e queimado. Esses compostos, além de estarem presentes
em todas as fragdes, estavam entre 0os 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 cachaca. Ele foi detectado em todas as fracdes das amostras B, C e D,
estando entre os compostos mais abundantes. Entretanto, na amostra A, esse éster foi
identificado apenas na fracdo coracdo, e com abundancia 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 fracfes volateis obtidas durante a producéo
de cachaca em um alambique de Minas Gerais, Brasil. Santiago et al. (2016) observaram a
maior heterogeneidade de compostos nas fracdes cabeca e coragdo, com um total de 24
compostos em cada uma, enquanto a fracdo cauda continha 18 compostos distintos. Além disso,
um total de 12 compostos eram comuns as trés fragdes. Duarte et al. (2011) determinaram a
composicdo volatil das fracbes volateis obtidas da producéo de cachaca e constataram um total
de 16 compostos nas fracdes cabeca e cauda, sendo acetaldeido, lactato de etila, 2-metilpropan-
1-ol, 2-metilbutan-1-ol, 3-metilbutan-1-ol, pentan-1-ol, acido butirico, &cido octanoico e &cido
decanoico os presentes em maiores quantidades. Na fracdo, coracdo os autores identificaram 29
compostos, sendo acetaldeido, 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 concentra¢des. Analisando
cachagas comerciais da Paraiba - Brasil, Oliveira et al. (2020) constataram que 0s principais
compostos volateis 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 volateis ao analisarem os mostos de
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caldo de cana-de-agUcar usados para a producao de cachaca a partir da fermentacdo com trés
linhagens de leveduras S. cerevisiae autdctones, e as cachagas produzidas a partir desses
mostos. No total, os autores identifcaram 204 compostos, sendo 108 nos mostos e 168 nas
cachacas. Os alcoois foram os mais identificados; entretanto, também foram identificados
diversos ésteres, aldeidos, acetal e hemicetal, &cidos carboxilicos, hidrocarbonetos, cetonas,
entre outros.

Em relacdo a diversidade de compostos volateis observada entre os produtores,
considerando os compostos identificados nas trés frac6es, constatou-se no alambique C a maior
diversidade de compostos, com um total de 29 diferentes. As fracBes volateis do alambique A
continham 24 compostos distintos; nas fragdes do alambique B foram identificados 23
compostos, enquanto nas fracbes do alambique D foram apenas 19 compostos (Tabela 4).
Considerando apenas a fracdo coracdo, que € a fracdo correspondente a cachacga, 0 nimero de
compostos identificados nas amostras de cada produtor foram: 18 (amostra A), 11 (amostra B),
12 (amostras C e D).

Essa diferenca entre a composicdo das fracdes é esperada, visto que o processo de
destilacdo em alambiques de cobre se distingue da destilacdo em colunas de aco inox
exatamente pela possibilidade de separar essas fracbes, obtendo na fracdo coracdo a melhor
constituicdo para a bebida. Entretanto, o corte deve ser realizado de forma adequada para que
ndo ocorra a reducdo excessiva de compostos desejaveis ou a presenca em excesso de
compostos que podem prejudicar a qualidade fisico-quimica e sensorial da cachaca
(CARDOSO, 2020).

Observa-se na Tabela 4 que, apesar de a maior diversidade de compostos volateis
identificados nas fragdes destiladas ter sido constatada na amostra C (29 compostos no total),
esse alambique ndo continha a cachaca (fracdo coracdo) com a composicao volatil 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
volateis na bebida nédo a caracteriza como uma cachaca de qualidade superior, pois alguns
compostos volateis podem ser responsaveis por sabores e aromas desagradaveis. E importante
que a composicgdo volatil da cachaga seja constituida de compostos que agregam caracteristicas
sensoriais de qualidade e que os mesmos estejam em proporcdes adequadas (GAO et al., 2022;
PORTUGAL et al., 2016).
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Tabela 4 — Compostos volateis identificados por microextracdo em fase solida/cromatografia gasosa-espectrometria de massas nas fracdes volateis,

cabeca, coracdo e cauda, dos quatro alambiques produtores de cachaca. Resultados expressos em % area relativa de pico.

A B C D Descritor*
IRC IRL Compostos 1 > 3 1 > 3 1 > 3 1 > 3
Esteres
608 - Acetato de etila nd 105 nd 287 353 335 260 293 8,08 274 684 26,12 Abacaxi
714 - Propionato de etila nd nd nd 071 0,73 087 nd nd nd nd nd nd Fruta
875 875  Acetato de 3-metilbutila 0,92 128 nd 204 nd nd 150 nd nd 148 nd nd Banana
877 877  Acetato de 2-metilbutila nd nd nd nd nd nd 013 nd nd nd nd nd Fruta
997 999  Hexanoatodeetila 1,77 148 nd 110 nd nd 203 nd 362 129 nd 515 Cocade
maca, 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 26,45 553 21,34 12,30 6,24 28,22 7,50 24,17 19,16 11,73 26,46 g];rrlijtj}a
1290 1291 Octanoato de propila 025 nd nd nd nd nd 0,15 nd nd nd nd nd -
1295 1295 Nonanoato de etila 100 056 nd 09 nd nd 063 nd nd 096 nd nd  Floral, fruta
1371 1347 Octanoato de butila nd nd nd nd nd nd 011 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 deetila 0,21 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd -
1387 1386 9-decenoato de etila 058 031 nd nd nd nd 032 nd nd 052 nd nd -
1397 1397 Decanoato de etila 43,05 42,62 9,65 4650 46,02 36,31 43,50 30,60 19,32 46,36 27,36 8,06 Uva
1446 1446 Octanoato de pentila 094 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 016 nd nd nd nd nd -
1446 1446 Octanoato de 3-metilbutila  nd nd nd 022 nd nd 081 nd nd nd nd nd -
1489 1490 Decanoato de propila nd nd nd nd nd nd 014 nd nd nd nd nd -
1545 1545  Decanoato de isobutila nd nd nd nd nd nd 011 nd nd nd nd nd -

- 1567 (Z)-4-decenoato de etila nd nd nd 020 nd nd nd nd nd nd nd nd -
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0,67
2,17

0,42
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1 = cabeca, 2 = coragdo e 3 = cauda.*Descritor (FLAVORNET, 2023; GAROFALDO et al., 2020; XIAO et al., 2022; XU et al., 2022). nd = ndo detectado. IRL = Indice de Reten¢do da Literatura e IRC = Indice de

Retencéo Calculado.
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Segundo Zacaroni et al. (2017), o monitoramento dos compostos volateis presentes na
bebida pode indicar praticas distintas durante o processo de producdo, visto que a producédo
excessiva de compostos volateis pode estar associada a fatores edafoclimaticos, métodos de
preparo, qualidade da matéria-prima, microrganismos utilizados, condi¢des de fermentacdo e
tipo de equipamento de destilacéo.

Determinados compostos volateis foram observados nas amostras de um Unico
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 fracdo cabeca; octanoato de
pentila na fragdo cabeca e cauda; e metilbenzeno nas trés fragdes. Nas amostras do produtor B
foram: propionato de etila identificado nas trés fracbes volateis; (Z)-4-decenoato de etila, 9-
hexadecenoato de etila, 1,3-ciclopentanodiol e 2-butanona na fracéo cabeca; e 1,1-Dietoxietano
(cabeca 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 (cabeca); succinato de dietila e alcool fenetilico (cauda). Nenhum
composto volatil foi identificado com exclusividade nas fracdes volateis da amostra D.

Serafim et al. (2013), avaliando a correlagdo entre a composicao volatil da cachaca e a
aceitacédo sensorial do produto, constataram que 0s compostos que mais se correlacionam com
o0 sabor da cachaca sdo acetaldeido, hexanaldeido, ésteres etilicos e acetatos, &cido acético e
alcool isobutilico. Também avaliando a aceitacdo sensorial de cachagas, Amorim, Schwan e
Duarte (2016) constataram que a bebida composta com concentracdes elevadas de ésteres e
alcoois superiores, e concentracdes inferiores de aldeidos e acido acético apresenta maior

aceitacdo sensorial que as demais.

3.5.  Correlacdo entre a composicao fisico-quimica (CFQ) e volatil (CV) e a microbiota

das culturas iniciais

A influéncia do microbioma presente na cultura inicial utilizada pelos produtores de
cachaga (A, B, C e D) na composicao fisico-quimica e volatil das fracbes destiladas do mosto
fermentado do caldo de cana-de-agucar pode ser verificada na Figura 6. Pode-se observar as
mesmas correlagdes entre 0s microrganismos e os teores de acidez volatil, ésteres e acroleina
(composicdo fisico-quimica); esses trés compostos foram forte e positivamente correlacionados
com o0s géneros bacterianos Bacillus, Komagataeibacter, Lutimaribacter, Vibrio, Lactococcus,

Streptococcus, e com a maioria dos géneros flngicos, com excecdo dos géneros
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Saccharomyces, que resultou em uma forte correlacdo negativa, e Erythrobasidium, uma fraca
correlacdo positiva, e uma forte correlacdo negativa com bactérias dos géneros Lactobacillus,
Pseudohaliea, Thiohalocapsa e Candidatus Alysiosphaera. A origem desses trés compostos
esta associada principalmente ao processo de fermentacao.

A acidez volatil, expressa em teores de &cido acético, tem sua formacdo atribuida a
presenca de bactérias no mosto de fermentacgdo, principalmente de bactérias acéticas e laticas
(CARDOSO, 2020; FRANCO, et al. 2023; LIMA, et al., 2022). Por meio da analise de
correlacéo, observou-se que a acidez volatil foi correlacionada forte e positivamente com outros
géneros bacterianos, apesar de ter uma leve correlacdo positiva com bactérias do género
Acetobacter. O género de bactérias acéticas que mais se correlacionou a acidez foi o
Komagataeibacter. Espécies desse género, principalmente as realocadas de Gluconacetobacter,
predominam nos meios de fermentacdo de vinagre devido a sua capacidade de realizar,
eficientemente, a oxidacdo incompleta do etanol em &cido acético, assim como tolerar ao etanol,
ao &cido formado, e ao pH baixo. Ha relatos da presenca de bactérias desse género em kefir,
vinho e vinagre (CAMACHO et al., 2022; SEO et al., 2022; WANG et al., 2022). Bactérias dos
géneros Lutimaribacter e Vibrio sdo Gram-negativas, halofilicas, associadas a ambientes
marinhos e ndo relacionadas a producdo de &cidos. Mas, provavelmente tiveram o0 seu
desenvolvimento favorecido devido a reducdo da competicdo com outros microrganismos que
ndo sdo capazes de tolerar as caracteristicas da fermentacao, visto que algumas espécies desses
géneros conseguem utilizar diversos substratos como fonte de carbono (GRIMES, 2020;
IWAKI et al., 2013; SUN et al., 2022; YOON et al., 2009). Os géneros Bacillus, Lactoccocus
e Streptoccocus também se caracterizam por colonizar uma diversidade de ambientes e podem
contribuir para a formacao de acido lactico durante a fermentagdo. Além disso, bactérias do
género Bacillus sdo capazes de formar esporos e sobreviver em condicdes 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 — Correlacéo entre a composigéo fisico-quimica e volatil obtida nas fracbes destiladas e a microbiota presente nas amostras de cultura
inicial dos quatro alambiques produtores de cachaga. A intensidade das cores representa o grau de correlagcdo, mensurada pela correlagdo
de Spearman, entre a diversidade microbiana e os compostos identificados, onde a cor roxa indica grau de correlacdo positiva e a cor
vermelha indica grau de correlagdo negativa.
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Os ésteres sdo compostos que contribuem significativamente para as caracteristicas
sensoriais da bebida, cuja formagdo é atribuida ao metabolismo secundéario das leveduras,
principalmente Saccharomices, e a reacfes de esterificacbes entre os alcoois e acidos
carboxilicos durante a destilacdo. A reacdo de formacdo dos ésteres que ocorre durante a
fermentac&o requer uma molécula de alcool, acetil-CoA, e uma enzima sintetizadora de éster,
a alcool acetiltransferase, sendo essa reacdo favorecida em baixo pH (CARDOSO, 2020;
HIRST; RICHTER, 2016; WALKER; STEWART, 2016). A forte correlacdo entre os teores de
ésteres e a abundéancia relativa de algumas bactérias e fungos pode ser atribuida ao aumento da
disponibilidade de acidos no mosto de fermentagdo proporcionado pelo metabolismo desses
microrganismos, visto que esses acidos sdo um dos substratos da reacdo de formacéo dos ésteres
(GULATI et al., 2001; MEHTA et al., 2020; STAMATIS et al., 1998).

A acroleina é um aldeido toxico cuja formacdo pode ocorrer durante o processo de
fermentacdo por meio da desidratacdo do glicerol associado a bactérias termofermentativas dos
géneros Bacillus e Lactobacillus. O que corrobora, em certa parte, com os resultados obtidos
na analise de correlagdo, nos quais observa uma forte correlacdo desse composto com Bacillus;
porém, ndo foi constatada uma forte correlacdo com bactérias do género Lactobacillus, e sim
com Lactococcus. O metabolismo de Bacillus e Lactobacillus tem a capacidade de converter o
glicerol a 3-hidroxipropionaldeido (3-HPA) em condi¢fes anaerobicas, e apés, o 3-HPA é
espontaneamente transformado por desidratacdo térmica em acroleina, sendo essa reagdo
favorecida por baixo pH, altas temperaturas e catalisadores metalicos. A correlacdo de bactérias
associadas a producdo de acidos com os teores de acroleina pode ser atribuida a reducédo do pH
ocasionado pela presenca desses acidos. A reducdo do pH favorece a desidratacdo do 3-HPA,
inclusive na etapa de destilacdo. Além desses géneros, outro género que pode ser associado a
producdo de acroleina na cachaca € 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 correlagdes positivas foram observadas entre os teores de aldeidos, expressos em
acetaldeido, com Catenococcus, Celeribacter, Demequina, Aspergillus, Erythrobasidium,
Fusarium (Figura 6). Essa correlacdo também foi constatada com as bactérias do género
Lachnospiraceae NK4A136. Li et al. (2023) relataram a forte correlacdo dessa familia com a
presenca de aldeidos em liquor tibetano, uma bebida destilada comum em paises asiaticos. Na
producdo de cachaca, os aldeidos sdo formados durante a fermentacdo a partir da acdo de

leveduras nos estagios iniciais da fermentagdo. A presenca desse aldeido é comum em bebidas
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fermento-destiladas, pois ele é o ultimo precursor antes da formacdo do etanol. E um dos
principais metabdlitos intermediérios da fermentacdo, em que o piruvato, o produto final da
glicolise, € convertido em acetaldeido por meio da enzima piruvato descarboxilase
(CARDOSO, 2020; LIMA et al., 2022; SWIEGERS et al., 2005).

As mais fortes correlagdes positivas entre os teores de fufural e o microbioma foram
observadas entre os géneros bacterianos: Acetobacter, Bacillus, Klebsiella, Weissella. A
formacdo de furfural em cachaca esta relacionada a desidratacdo e degradacdo térmica de
pentoses, e podem ser formados devido a pratica inadequada da queima da cana-de-acUcar, pela
presenca de residuos de acUcar e levedura durante o aquecimento na destilacdo. O furfural é um
aldeido toxico para certos microrganismos, cuja presenca no mosto de fermentagdo pode atuar
favorecendo o crescimento de microrganismos que sdo capazes de metaboliza-lo, como
algumas cepas de bactérias desses géneros em que foram observadas fortes correlacdes
positivas com esse composto. Essas bactérias sintetizam enzimas que hidrolisam os aldeidos
ciclicos em seus respectivos acidos graxos (BECERRA et al., 2022; GUTIERREZ et al., 2002;
MITSUKURA et al., 2004; WU et al., 2013).

O butan-1-ol (alcool butilico) € um alcool indesejavel na composicdo da cachaca e sua
presenca € associada a contaminacdo do mosto de fermentacdo por bactérias do género
Clostridium, por meio da fermentacdo anaeroébica, que também resulta na formacéao de etanol e
acetona, outra via de formacdo, € pela hidrélise do seu acetato correspondente (acetato de butila)
(CARDOSO, 2020; LIMA etal., 2022). A presenca do butan-1-ol foi fortemente correlacionado
com as bactérias Bradyrhizobium, Desulfatiglans, Spirochaeta 2 e Wolbachia. Entretanto, as
informacdes na literatura que associem esses microrganismos com a producao desse alcool séo
escassas. Uma correlacdo positiva elevada também foi constatada entre o butan-1-ol e os
géneros Lactobacillus e Saccharomyces; algumas espécies desses géneros sao habeis em tolerar
e manter seu metabolismo em meios com concentragdes de butan-1-ol, podendo contribuir para
0 desenvolvimento dessas cepas em detrimento dos demais microrganismos. Além disso,
algumas cepas de S. cerevisiae sdo capazes de produzir butan-1-ol a partir da degradacgéo
enzimatica de glicina (AZAMBUJA; GOLDBECK, 2020; AZAMBUJA et al., 2019;
BRANDUARDI et al., 2013; GONG et al., 2022; IJOMA et al., 2021; L1 et al., 2021).

As correlagdes entre a microbiota presente no “pé de cuba” e os alcoois 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 diferengas entre as correlacées foram observadas
entre os fungos Aspergillus e Fusarium, nos quais foram constatadas uma forte correlagéo
positiva apenas com o butan-2-ol, enquanto, para o propan-1-ol, foi observada uma fraca
correlacdo positiva com esses microrganismos.

A formacdo de butan-2-ol durante o processo de producéo de cachaca é associado ao
metabolismo de bactérias do género Lactobacillus, por meio da desidratagdo enzimética do 2,3-
butanodiol a 2-butanona, seguida da reducdo da 2-butanona em butan-2-ol. Esse composto
também pode ser formado por degradacao espontanea redutiva do 2,3-batanodiol (CARDOSO,
2020; LIMA et al., 2022). Pode-se observar na Figura 6 que ndo ocorreu uma correlacdo
positiva entre os teores de butan-2-ol e a abundancia relativa de bactérias do género
Lactobacillus, principal género associado a formacao desse composto. O género Lactobacillus
foi 0 mais abundante em todas as amostras de cultura inicial; entretanto, ha inlmeras espécies
que pertencem a esse género e possuem metabolismos distintos em relagéo a producao do butan-
2-ol. Apenas algumas espécies de Lactobacillus sdo capazes de produzir esse alcool a partir de
2,3-butanodiol. Outro fator que pode influenciar na formacdo do butan-2-ol durante a
fermentacdo € a presenca de outros géneros de bactérias que tem habilidade para produzir os
seus intermediarios, como Klebsiella. Algumas espécies desse género tém 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 presenca de alcoois superiores como o propan-1-ol, 2-metilpropan-1-ol e 3-
metilbutan-1-ol na cachaca pode estar relacionada a formacao pelo metabolismo natural das
leveduras por meio da Via de Ehrlich, onde ocorre a desaminagdo e descarboxilacdo de
aminoéacidos, como a leucina, isoleucina e valina, dependendo da concentracdo de aminoacidos
no mosto de fermentacdo, para produzir alcoois superiores (CARDOSO, 2020; WALKER,;
STEWART, 2016). Além do metabolismo das leveduras, a formacéo de propan-1-ol pode estar
relacionada a presenca de bacterias do género Lactobacillus no mosto de fermentacdo. Ao
contrario do observado para o butan-2-ol, a correlagdo desse composto com bactérias desse
género foi ligeiramente positiva. Algumas espécies heterofermentativas pertencentes ao género
Lactobacillus tém a capacidade de degradar anaerobicamente compostos como acido lactico e
glicerol em 1,2-propanodiol, um intermediario que pode ser convertido por meio da catélise
enzimatica a propan-1-ol (GANZLE, 2015; SELWET, 2020; ZIELINSKA et al., 2017).
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Alguns géneros bacterianos que colonizam o trato gastrointestinal demonstraram alta
correlacdo positiva com o propan-1-ol e butan-2-ol. Essas bactérias, de forma geral, se
caracterizam pela utilizacdo versatil de fontes de carbono, podendo crescer usando glicose,
acetato e lactato, como substrato e formar butirato e propionato. Além disso, algumas espécies
sdo hébeis 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 alcool superior 2-metilpropan-1-ol (&lcool isobutilico) foi forte e positivamente
correlacionado com o género Pseudomonas. Para esse mesmo género também foi observada
uma correlagdo positiva com o alcool superior 3-metilbutan-1-ol (alcool isoamilico). H& relatos
de que algumas espécies pertencentes ao género Pseudomonas possuem a capacidade de tolerar
concentragdes elevadas de compostos responsaveis pelo “flavour”, como alcoois superiores,
que podem ser tdxicos para outros microrganismos. Espécies desse género também ja foram
associadas a formacdo desses dois alcoois superiores durante a deterioracdo do leite e queijo
(BASLER et al., 2018; DECIMO et al., 2018; MORALES; GARCIA; NUNEZ, 2005). Pode-
se observar que a amostra de “pé de cuba” em que foi constatada a maior abundancia relativa
para esse género (Figura 4C e D), também resultou nas maiores concentragdes dos alcoois
superiores isobutilico e amilico (Tabela 1). CorrelacGes positivas inferiores também foram
observadas entre 0s géneros Acetobacter, Candidatus Competibacter, Klebsiella e Weissella, e
o alcool isobutilico.

As mesmas correlagdes foram observadas entre os teores dos compostos alcool
isoamilico 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 correlagbes negativas, com quase todos 0s outros
géneros de fungos, com excecao do Penicillium (Figura 6). A origem do carbamato de etila em
cachaca ainda néo foi totalmente elucidada, podendo ser atribuida a presenca de composto
nitrogenados, como a ureia, arginina, citrulina e glicosideos cianogénicos, durante o processo
fermentativo. Dependendo dos microrganismos presentes no mosto, esses compostos podem
ser utilizados como precursores em diferentes mecanismos de formacéo do carbamato de etila
(CARDOSO, 2020; GOWD et al., 2018; LIMA et al., 2022).

Bactérias do género Bradyrhizobium sdo habeis fixadoras de nitrogénio encontradas nas

raizes e rizosfera da cana-de-agucar. A fixacdo de nitrogénio durante o cultivo da cana-de-
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acucar pode contribuir para o aumento da concentragdo desse composto na parte aérea da
cultura (JUNIOR et al., 2019; MATOS et al., 2021). A cocultura contendo certas espécies de
Saccharomyces e Lactobacillus ja foram associadas a formacdo de carbamato de etila, pois
esses microrganismos sdo capazes de degradar arginina, gerando citrulina e ureia durante a
fermentacdo. Os dois compostos sdo considerados importantes precursores de formacdo do
carbamato de etila (FANG; ZHOU; CHEN, 2019; FANG et al., 2020; TIAN et al., 2022).

As correlagcbes entre 0s microrganismos presentes nas culturas iniciais e 0s compostos
volateis identificados nas fracGes cabeca, coracdo e cauda podem ser observadas na Figura 6.
Entre os principais compostos identificados, correlagdes semelhantes as observadas para 0s
teores de ésteres e acidez obtidos pelas analises fisico-quimicas, com correlagfes positivas
principalmente com a comunidade fungica foram constatadas com o éster acetato de etila. O
octanoato de etila estava presente em todas as amostras com concentracdes semelhantes (Tabela
4), e de forma geral, fortes correlagdes positivas ndo foram observadas, sendo constatada apenas
para o género Pseudomonas. Bacterias desse género foram responsaveis pela formacéo de
octanoato de etila em leite deteriorado, com caracteristica de odor desagradavel 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 abundéncia nas fragdes destiladas. Dodecanoato de
etila (laurato de etila) se correlacionou fortemente com Acetobacter, Lutimaribacter, Vibrio,
Zymomonas, Cladosporium e Penicillium. Correlacdes positivas foram observadas entre
Candidatus Alysiosphaera, Lactobacillus, Pseudohaliea, Thiohalocapsa e Saccharomyces e 0
éster hexadecanoato de etila (palmitato de etila). Outro composto volatil abundante nos
resultados de compostos volateis foi o alcool 3-metilbutan-1-ol. As correlacdes observadas para
esse composto foram semelhantes as obtidas para os teores do alcool isoamilico obtidos pela
analise fisico-quimica.

Os compostos volateis 3-etoxipropanal e 1,1,3-trietoxipropano estavam entre 0s mais
abundantes nas amostras C e D. E correlagfes 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 correlagdes sao semelhantes
as encontradas para acroleina, aldeidos e ésteres. Esses dois compostos sdo relacionados a
presenca de acroleina. A acroleina é um composto altamente reativo cujo teores tendem a

reduzir ao longo do armazenamento da bebida por meio da sua conversdo em seus derivados,
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como o 1,1,3-trietoxipropano e 3-etoxipropanal. Esses dois compostos volateis sdo resultantes
da reacédo de adicdo da acroleina com o etanol, com a formacao do 3-etoxipropanal, seguido da
acetilacdo do grupo carbonila, originando o 1,1,3-trietoxipropano. O 1,1,3-trietoxipropano foi
identificado em destilado de sidra e tem o descritor aromatico associado a uma baixa qualidade
sensorial por ter um defeito denominado “acroleina”. Entretanto, a presenga desse composto
pode ser considerada positiva, pois esta associado a redugdo dos teores de acroleina, que tem
caracteristicas 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 cachaga € uma matriz complexa com uma ampla
diversidade de compostos que contribuem de forma positiva ou negativa para suas
caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais. A presenca e 0s teores desses compostos estdo
correlacionados ao metabolismo da microbiota que constitui a cultura inicial utilizada para a
fermentacdo do mosto do caldo de cana-de-agucar, que dard origem a essa bebida destilada.
Entretanto, a origem e 0os mecanismos de formacdo de muitos compostos ainda ndo estéo

completamente elucidados.

4 CONCLUSAO

As amostras da cachaca e das fracGes cabeca e cauda produzidas nos alambiques
estudados tiveram uma composicao fisico-quimica e volatil diversificada, que é influenciada
pela presenga dos microrganismos que constituem o “pé de cuba” e pelo processo de destilacéo.

As amostras eram diferentes em relagdo a riqueza e diversidade bacteriana e fangica.

Certos microrganismos estavam presentes em todas as amostras, podendo ser indicados
como caracteristicos do processo de fermentacdo de cachaca. Lactobacillus foi o principal
género bacteriano identificado em todas as amostras, com alta dominancia em relacdo aos
demais. Géneros como Wolbachia, Zymomonas e Acetobacter também foram identificados em
todas as amostras; porém, com diferencas em relacdo a abundancia relativa.

Entre os géneros fungicos identificados, Saccharomyces foi o principal, mas uma grande
diversidade foi observada em algumas amostras, com a presenca de Cladosporium, Geastrumia
e Fusarium, com elevada taxa de abundancia relativa.

A composicdo volatil das fracbes cabega, coragdo e cauda era constituida

majoritariamente de ésteres e alcoois, 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 correlagcBes positivas foram observadas entre os géneros bacterianos
Komagataeibacter, Bacillus, Lactococcus, Streptococcus e os teores de acidez volatil; os teores
de acroleina e os géneros Bacillus e Lactococcus; entre as concentracfes de butan-1-ol e a
presenca 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 alcoois
isoamilico e isobutilico e o género Pseudomonas; entre as concentracfes de carbamato de etila

e 0s géneros Bradyrhizobium, Lactobacillus e Saccharomyces.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho mostra cientificamente que a identificacdo dos microrganismos presentes
na cadeia de producdo da aguardente de cana-de-agUcar/cachacga, principalmente na cultura
inicial (“pé de cuba”), ¢ dos possiveis produtos que podem ser originados do metabolismo
desses microrganismos sdo essenciais para compreender a procedéncia dos compostos
secundarios desejaveis e indesejaveis que compdem o destilado. Esses microrganismos
influenciam diretamente a composi¢do fisico-quimica e volatil da aguardente/cachaca
produzida. O compartilhamento desses dados com a sociedade reafirma aos produtores a
importancia da ado¢do de boas praticas de fabricacao para evitar a contaminacao e proliferacdo

de microrganismos indesejaveis ao longo do processo.
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ABSTRACT

The productian of cachaga in Brazl is a historical and culturad practice that has been gaining ground in the commercial sector with the
marketing of f= product with new labels, dertvabves and different types of packaging for the beverage Polyethyiene Terephthalate [PET)
jpackaging has been used by some producers because of ks lower cost and greater durabiity for transport. The influence of storage on
15 samples of commercial cachaga paclied in polymenic packaging was investigated. The physicalchemical quality and the presence of
Polyoydic Aromartic Hydrocarbons (PAHS] in the beverages wene evaluated. Of these samples, S50 contained concentrations of components:
thiak wiere outsice the limits of the Quality Standards estabiiched by Minéstry of Agriculure, Livestock and Supnly (MAPAL and most of the
samples contained low alcchol concendrations. The samples showed concenirations of ethyl carbamate below the Imit established by
MAAPA (210 pg L") Al samples studied contained concentrations of PAHS higher than those found in the | Rerature for cachaca stored in
ather types of packages. Cortamination by PAHS an be associated with the thermal processes imsoked in the productan of

Sample R1Z contained the highest total concermration of the PAHS (20,90 pg L), foliowed by samples RT (1722 pg L7 and RE (1751 pg
L"}. The mean concertration was 10091 pg L', FAuorene was the PAH found in the largest guantty with a concentration of 1251 pgL” in

the R12 sample. Therefore, cachagas stored in PET padiaging are unsuitabie for consumiption and commercialzation, as they present
high concentrations of contaminants.

Inedéen térmms: Beverage; contaminants; PET.

RESUMO

Aprodugio de cachata no Brasid & uma pritica hissirica e outhurald que wem ganhando espago no setor comercial com a comercalizacsa
de seu produts com novos ritulos, derfvados e diferentes tipos de embalagens para a bebida. As embalagens de Polletieno Terefalats
{PET] tém sido utlizadas por algurs produtores devido ac seu menor custo & malor durabilidade para o transporte. & influéncia
do armazenamento em 15 amostras de cachaga comerdial acondidonada em embalagens poliméricas fol investigada. & qualidade
fisico.guimica & a presenga de Hidrocarbonetos Polidclicas Aromédticos (HPA'S) nas bebidas foram avalladas. Destas amostras, 50%
continham concentragbes de componentes gue estavam fora dos limites dos Fadries de Qualidade estabelecidos pelo Minisbério
da Agricultura, Pecudria -l.l.hﬂldmu'rt-u [MAFA) ¢ a maioria das amosiras conbnha balcas concentragies de dlcool. As amostras
apresentaram oon Besdecart cie etila abaiwo do limite estabelecido pelo MAPA [210 pg L7). Todas asamostras estudadas
cmﬂrﬂmmuHPﬂs:Lplrhrls-k encontradas na iteratura para cachaga armazenada em outras tipos de embalagens.
A contaminagso por HPA'S pode estar assocada aos processos térmicas envohidos na produgso das embalagens. & amostra R12
continha a malor concenbragdo totad de HPA'S (20,90 pg L7, seguida pelas amostras R7 (17,22 pg L7 and RS (17,61 pg L 7). Aconceniragho
médha fol de 10,91 pg L™ O fuorens fol o HPA encontrado em malor quantidade com concentragdo de 18,61 pg L na amosra R1Z
Portanto, a5 cachagas armazenadas em embalagens PET sSo imprdprias para consumo e comerclalizagso, pois apresentam akas
concentragSes de contaminantes.

Termos para indexagio: Bebida; contaminantes; PET.
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Ml thie contents of this jourral, ecent where cthenwise roted, ks Icensed under a Creathve Commaons Attribution BY.



INTRODUCTION

Cachaga is a oulnmal symbol of Brazxl, it has been
produced since the colonizaton peried It was discovered
when the slaves who work in the suzar cane mills realized
thiat the leftorver mzarcane juce fermented and gave nse o
a different beverage. The news quickly reached the suzar
mill camers, who improved the techniques for distilling
the beverage, giving mse to cachags The populsrizstion
of the beverage in the coundy was so great that Pormzal
banned its production in 1659 becanse of compefiton with
Pormzuese wine. The ban Lasted 3 short tme and lad 1o te
Cachaga Bevolt, which ended the ban by the crowm m 16551
(Cazdoso, 2020).

According to the Minisory of A zrnionliure, Lvestock
and Supply (MAPRA), distilled sugarcane spints is defined
as the beverage produced by distlling sugsrcane mmst.
Cachaca 15 considered to be the Cane Spint produced
in Brazil, with an alcobolic smenzth of 38% vv to 48%
viv at 20 °C, obtined by the distillation of the fermented
mzarcane juice with peculiar sensory characteristics, o
whichup to & g L' of sugar can be added (Brasil, 2005a).

The beverage has been commercialized in different
ways using new fypes of packagping, labels, and lids.
These changes ars employed to increase the sales, as well
a5 to reduce packaging costs. The use of glass bottles is
the most Taditons] manner of markedng the beverage;
howevear, the use of polymeric packazing ha: been an
altemnative becanse of its lower cost and durability during
storage and mansport The polvmeric packaging wsed is
made of polyethylene terephthalate (PET) (Etrylens Poly
terephthalate), which has greater resistance to physical
shocks, and different models and sizes existon the market.
Storage, physical changes and beverags packaging have
been the sabject of ressarch in different areas, such as
the presence of different compounds that are considerad
contamunants and can be asseciated with migration from
the plastic packaging to the beverage (Souza et al., 2022).

Polycyclic Aromatic Hydrocarons (PAHs) formed
from the degradation of organic molecules in thermal
ireatments are contemimsnts fiund @ sodl, plants, water and
zir. The conirol of the smowmt of these compounds is & topic
of discussion m several counimies becanse of their towc and
carcinggemc character In thenmal processes, radicals are
formed from the degradation of copanic struchores. These
radicals can resct with one snoter to fomm cyclic stachres
thiat berve high stability. These sobstances can definimely bimd
o DBLA when in contact with the body snd case changes n
oells (Lemrmens ef al | 2020; Sngh; Azarwal 3018) During
the producdon of polymesic packaging. thermal processes
are mzed to prepare the rew materisl and to moeld the shape
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of the packaging. Thess processes can be associated with the
formaston of PAHs and consequenty, the contamination of
the stored beveraze (Alaszali eral | 20200

This stady sought to elucidate possible ways m
which cachaga stored and marketed im PET packazing can
be contaminated by PAH:. The discovery of contarmination
sgurces and their macesbility is an important factor for
ensuring that the product reachss the consumer in a safe
manner and avoids exposure to unhsalthy compounds.

MATERIAL AND METHOD'S

Cachaca samplas

The samples of cachaga sold in 500 mL PET
contziners were acquired in the local commerce and
dismibution umits in the Southeast region of Brazil. Two
500 mL containers were used for the analysis of each
sample Fifteen samples wers obtained from differsmt
production units with different production methods
{cohmnn and alembic), and they were coded from Bl o
E15 The E1, B2, F14 =nd F15 samples were produced
nsing the methed of distilladon throngh stainless steal
columns. The remaining samples were produced by the
method of disdllation in copper alambics. These samples
were sent to the Laboratory of Cality Analysis of Spirits
of the Deparmsnt of Chemistry (DI} of the Fedaral
University of Lavras (UFLA) in the state of Minas Gerais.
All of the analyses were perfonmed in miplicate, and the
results are expressed a5 means = standard deviation.

Physicochemical analysis of cachaca

The physicechemical analyses were performed
acoording o the methods established by MAPA (Brasil
2(H)5k), wherein the dry exiract, volatle acidity, alcohol
conceniraton, aldehydes, esters, furfural, higher alcohols
and copper were guantified in samples of cachaga.
Amnalyses ware performed with the beverage before and
after the adsorption test.

Analysis of higher alcohols

The identification and gquantification of higher
alcohols was performed according to the method of Vilela et
al {2007) with some modifications. Analyzis was performmad
by gas chromatography (Perkin Elmer, Clams 580) wing
3 flame ionization detector (FID) under the following
experiments] conditions: DB-WAX cobumm (30 m x 025
i id, fibm thickmess, {25 pora; W2 (White Marins, Fiode
Taneirg, Brazml) was the carmier gas at a Sow rate of 1. 4 ml
min'; injector temperature: 150 °C; detector temperature:

145



Cochags soid in pofpetiyiene terephifokone pocioging: Determination of the physiooichemical . 3

170 *C; volume of sample mjected: 1.0 pL diluted; 1:10
split ratio. The termperanme program stamed at 35 5C for four
mimtes, imcreased to 80 °C at a mte of 10 °C min', held
for 1 minnte and then increased to 120 °C at arate of 20 °C
min', where it was hald for | minnte The tempsratre was
then rajsed to 140 *C at a rate of 25 °C min™ and held for
30 seconds. The fotal nim fme was 13,48 min

HPLC or chromatographic grade standards (butan-
2-ol, propan-1-ol, 2-methylpropan-1-ol butan-1-ol and
F-methylbutan-1-ol (Merck, Darmstadt, Germany) were
used. The analytical curve (concentrafion ramge) was
prepared from a soluton with 3 concenmragon of 4 g L
in 40% sthanol. The samples were disalled via a simpls
distillation process and analyzed

Palycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs)

The PAH: were identified and quantified by HPLC
in a Shimadm high efficiency liguid chromatograph
equipped with tao model LE-GAD hizh pressure pumps, a
model DNGFT-2043 degasser, a model CBM-20A interface
and a2 model SIL'0AF automatic injector with sampler.
The diode array detector (DAD) was used according fo
the method standardized by Souza et al. (2022).

The quantfication of the PAH: was accomplichad
wsing sn analystical curve previously constmacted with the
standards at concenmations that varied from de 10 to 500
uz L. For separations, an Agilent HER1 7046 cohunm
(462250 mm 5 pm) connected fo an Agilent FREQ 17046
muard column (4.6 x 12.5 mm 5 pm) was nsed. Sobvents
for the mobile phasze were water (Solvent A) and acetonitrils
(Sohvent B). Samples were ehuted sccording to a3 gradient
from 0 to 3 min (3074); 3 to 10 min (50 to 100%4); 10w 35
min (100%4); 35 to 40 min (100 to 50%6). The wavelength
wmed was 254 nm the flow rate was 0.8 mL min”', and the
imjected volume was 20 pL.

A stock solution with 3 concenmation of 1000 pg L
was prepared contaiming the snatytically pure PAH standards
(Merck and Sigma-Aldrich) naphthslene, acenaphthene
fluorens. phenanthrens anthracene finoranthens, pyrens,
benzo{a) anthracene acephenanthylene and benzoda)
pyrene Dilutons varying fom 10 to 500 pz L' were made
in ethyl acetate for the construction of the snalbytical curve.

The sample was exmacted by the Solid Phaze
Extraction (5PE) technigue nsing an Agilent Sampli Q12
collector Bamifold in which samples wers passed throngh
500 me'6 mL carmdges (0DE-5 Octadecyl; 18% EC -
Whannsn). Each carmdze was activated with 5.0 mL of
dichloromethane. 5 0 mL of methanol and 5 fml of Wilk-0)
water. After conditioning, aliguots of & solution containing

500 ml of the sampls and 10 ml of acetonimile wers passad
through the carmidse. Ethyl acetate was usad to alute the
analytes. The exiract was concenirated on a Buchi B-14
rotavapor at 50 *C, and the final volume was completad o
1.0 mL with ethyl acetate (Machado et al | 2004).

Ethyl carbamate

Eithy] carbamate was quaniified by HPLC according
o the methed proposed by Anjos ot al. (2011) using the
previously described chromatograph equipped with a
model BF-10AXT fluorescence detector (DFL) and an
Amilent-Forbax Eclipse a3 A cohmon (4.6 x 150 mm 5
pm) connected o an Agileni—Forbax Eclipse 3.3 A pre-
column (4.6 x 125 mm 5 pm). External standardization
was used to guantfy the contaminant. A stock solution of
1000 mz L was prepared from ethyl W-xzanthy] carhamsate
(CHAE) in ethyl acetate. In the construction of the
analytical carve, eight points in the range of 15.0 - 210.0
pe L were used. The excitation and emizzion wavelengths
emploved were 233 and 00 nm_ respeciively. The samples
ware denvarnized by adding 4 ml of cachaga sample to
an amber flask, followed by the addition of 0.8 mL of
a propaniol sohition of 0.02 mol L' 9-xanthydrol Afier
zentle stirming, 04 ml of 1.5 meol L hydrochloric acid was
added, and the mixture was stmed for one minnte. The
reaction mixmres was kept at rest for 60 minntes and filtered
through a 0.45 pm polyethylens membrane (Aillipors).

Furfural and hydroxymethylfurfural

The guanfification of forfural and hydroxy-
miethylforfural was performed by EPLC using 3 diode array
detector (DADY) according to the method of Rodrigmes et
al (2020), with minor moedifications. The determination of
firfural snd hydrocgmesthylfurforal was achieved using an
analytical curve previously consmucted with the respectve
standards st concentrations that varied fom 0.1 to 25 me L1

The separafion was schisved on sn Agilent-Forbee
Eclipse ¥DB-C18 cobmon (4.6 x 250 nm 5 pn1) connected
o an Agtlent-Forbe Eclipse XDBC1E (4.6 x 125 mm. 5 pm)
pre-cobomm A disde array detector was employved. The mobile
phiaze was composed of 2% acetc acid n water (Sobvent A') and
methano]: water: scetic acid (70:282% vk (Sobwent B). The
Eradient varied from 0 to 25 nuin (0~ aB); 25 to 40 min (40 o
55% BY; 40 to 43 min (55-60%: B); 43 to 50 nun (60- 1008e); 50
0 55 min (100-0%: B); 55 to 60 min (122 B). The wavelenzth
employed was 280 nm_ the Sow rate was (U8 ml. min”, and
the vohmes mjected was 20 pL. Samples and semdands were
filbered throush 2 045 poro pobyetylens mernbrane (Wl lipore)
and injected directly info the chromstozraphic system
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Injectioms were performed in riplicate. The limits of detection
(L) and quansification {L0)) ofthe chromstopraphic anabyses
were calmlated sccording o Fibemd et sl (2004) using the
parnmesrs ghimined fom the snalytical curves.

RESULTS AND DISCUSSION

The results for the quansdficaden of methmol and
higher alcohols m the cachaa samples so0ld n PET packazme
ame descrbed in Table 1. The only sample that contained
methano] concensrations greater tham the detection limdt was the
B3 sxmaple (6. 70 me 100mT:' 3 3 ); however, the concenration
was within the legal limit Methanol is considered to be an
imdesirable comtarminems in te beverage becanse of its tosdcity
(Cardeso, 2020). It can be formed by the degradation of pectin
presentin the calinlar soocire of suzarcame throwsh the botlms
of plant materal dming the distlaton process. Its formation
can be mvoided throngsh proper filimton of the sogarcans poce
amd st befipre distillation.

Butan-1-ol and butan-2-ol are considered 1o be
contaminants, and their legal limits are 3.0 snd 10 mg
100 ml-' aa, respectvely All the sample: contained

concenradons of tan-1-ol below the legal limis: however,
samples B3 (24 48 me 1) mL-' 2.5 ) and B5 (19,53 mg 100
ml " 3.3 contained concenrations of butsn-2-0] superior
to that established by the legislation High levels of these
two alcohols can be asseciated with contaminstion of
sgarcane of st by batyl bacteria, and this contamination
ooours as a resulf of insdequate clesning of equipment or
the rensportaton (dmering) and storage of sugsrcane in
direct contact with the sedl (Cardoso, 20200,

The mum of the concenmations of hizher alcohals
wis within the established Hmits Sample B3 contzined
the lowrest concenmation of higher alcohols (7283 mg 100
ml" aa.). Despite being a result within legal linits, higher
aloohols are desirable in the beverage. They contmibute to
the formetion of the “favour” of the beverage. Low levels
of higher sloohols can be associated with the fermentstion
process; the fype of yeast or swess to which the yeast is
submitted during the process can lead to 8 smaller yield of
secondary compounds (Bortaletto; Sitvello; Alcanda 2018

The results of the physicochernical analyses can be
seen in Table 2. Of the 15 samples nnder sudy, only five
were within the legal limits for the sthane] concentration.

Table 1: Resuls for concentrations of methanol and higher alcohols in cachaca samples.

MEI0OML MEIODML g 100 mgjoomL ZMeUtproponl SMetyibuan ol LG

a.a a8, a.a a.a g 100 mL" a.a.

R1 <Lk 0.61 = 0O <LD) 53.28 £ 0.34° 68.45 2 0.2 154.21 2 070" 27593 5 126
R2 LD 036 & Q.02+ <LD 5606 = 018 64.95 = DO 167.06 & 065 ZBR.OT + 1.81¢
R3 6704025 Q0OS:001F 2448 &0.50° 24112072 1957 8 D16 9.16 & 0358 F2E3 £ 0.90™
R4 LD 0.85 & 0.01% <LD 4444 2093 53204022 159.72 £ 1.00° 257 .36 s 135
RS < Dx 038 005 1953 =20.2% 9SR671 £ 090 5335 2047 11621 £ 0.57¢ 2EH.1T £ 0,947
RE LD 064 & 0.06° <LD 3318002 68,45 = 022 93,62 = DB4* 152.68 = 088
R7 L] 053+ 024* 25580005 4211 =007 64,95 = DO9Y SE.83 = D44’ 137.99 = 056
RE < Ix 011 2018 =LD G869 + 0.63° 1957 £ 016 14363 & D49 26437 £ 0.22°
RS <Ll L0007 BE2A015 44962196 5320£028 19828 £ Q.02 321.86£0.13
R1Q < Dx 086 £ 0.01* =LD 5413 £ 0.25° 5335 =047 12388 4 0.90° 21505+ 1.51"
R11 <Ll 0O7 £001F 2402017 3983+ 0680 2588 = Du0E" 54,69 £0.42° 130.33 & 045"
Riz2 <Lk 009001 33420.014 44372091 37052099 59.03 £0.02+ 14051 2 0%
Ri13 <Dy 0.43 & 0.02* <L0 3676 4 085" 52.06 + 007 154304 0.01° 24737 £123
Ri4 <Ll 032 & Q.02* <LD} 41.92 & 065 79.43 & 1058 9356 £0.29° 178.96 & 161
Ri5 LD 0.56 & 0.02¢ <LD 5454 £ 0.14¢ 37.05 = D36 155.42 £ 1.65¢ 26036+ 1.31¢

Legislation 20.00 300 10,00 360.00

<L lower than limit of detection; LD lfor methanol: 1.48 mg 100 mL* a.a., LD for butan-2-0k 0.1% mg 100 mL" 2.4, Means
Tollowed by the sarme letter in the columns are not significantly different by the Scolt-Enott test (a = 5%); Values in bold are

higher than the legal limit.
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Table 2: Results of the physicochemical analysis and quantification of ethyl carbamate im the cachaga samples

stored im PET and glass containers.

Ethanol conc.  Aldetydes Furfurd  Volatile acidity P — Esters o —— Exkryl
& wiv ethanal rmg 100 ml” mg 100 mL"  mg 100mL* PI';_,.‘ rrog 100 miL™ ¥ L carbamate
at 20 *C a.a aa .. e a.a. & HEL"
R1 3523 + 0.06° 18.58 4 0.03° <LD 22344003 0432004% F1E52 003 15894005 5720+ 0.88°
R2 359.44 £ 0.055 1484 & D30 <LD 29632003 0312001 2.732002 O0B3=0072 F7BD 034
B3 35.52 = 0uD4* 6.65% 2 0.96" =LD 1851 £ 2088 0192009 18.10+123* 0102001 1831 20408
R 3853 +0.05° 1089+ 0.0 <LD 2554003 0BO2002* 2670£0.03 0.04:007° B3I :040

RS 36,45 0002 268220740 1972005 26255+ 211" 403 2007 11993 £0.05* 117 2 007 <LD

RE 3830+ 005 13842002 1772000 TOS57 22008 2902004 45872106 2326+0071 <L D

R7 T3 :00¥ 17172000 5082007 45422005 107 =2007" X98£00F 35720047 3724:200F
RE 2788 £01Y 1188 20,08 =LD 68122032 03120017 2020%1.40 00720000 <L

R9 32014 0.12F 22.43 4 006 <LD FOT5£ 255 2262015 33471465 002 2001 5157 & 1.46°
R10 319520010 11.05 200490 =LD 7400070 00820020 2679£0.01° 0072002 11592053
Ri1 276420117 1438 £ 0.06 LD N1 201% 10020079 2045:14F 00820071 3743:209F
Ri2 2924 £ 004" 13602 0.02° <LD 2498 £ D0F* 1112007 30772142 2622007 4753 & 020°
R13 40,00 2021 1436 £ 0.080 LD 740157 039:0.01" 27A5:0.15 JAG68+009° 132 =030°
R14 307200048 71 2001% LD 2351400 0132007 30344271 0142001 673 406K
RIS 3042000 XM2TL02T 061 2001° 2351 2005 0182002 242122217 1476 £0.36° 61.44 £ 032"

Legislation 33-48 30,00 5,00 150,00 5,00 200,00 210,00

ND: Mot detected. <LD: lower than limit of detection; LD for ethyl carbarmate: 1.71 pg L7 LQ Tor ethyl carbamate: 5069 pg L
LD for furfural: 0.017 rag 100 mil" a.a.; Means followed by the sarme lefter in the columns are nol significantly different by the
Soott-Knott test (o = 5% Values in bold are higher than the legal limic

Low values for the alcohol concentration can be
asspciated with diffsrent factors, such as filors during the
production process, incommect cutting of fractons, storage,
among others. The diluton of beverages to an alcoholic
smmength inferior to the legal limit is an illegal practice. It
increases the yield of the product and reduces the cost of
the final product. However, the product delivered to the
consurmer is of a low quality that does not match the Llabel
on the beverage (Bortoletio; Sitvello; Alcarde, 2018).

Samples B7, B8 and B11 had the lowest ethanol
concenirations observed in this smdy, and these values
were about 10 - 12% below the concentration required
by the legislation Diespite the possible losses during the
producion process and storage of the beverage, the values
are mmach lower than others reporied in the litsramre.

Santiago, Cardeso and MNelson (2017) detenmined
the concenirations of higher alcohols, phenolic compounds,
color inpensity and dry exiract in cachaga stored and aged
in diffsrent types of wood snd menfioned that the beverage
can be stored in wooden barrels or sminless steel drms
before commercialization For the suthors, the sealing of
these contziners and conmol of the tempemanme in the storags

room must be performed comectly to avoid the svaporation
of volafile compounds.

Dmring the aging and storage of beverages, a
decrease in the alcohel concentration is comrmon. It can be
corrected with the nse of a feshly distilled white cachaca
of by adding 2 beverage with a higher alcohol conmtsnt
during aging to compencate for the loss during storaze.

Packaging can influence the loss of volatile
compounds during storage, snd the fype of sealing. material
varizhles in this process. However, Holands et al (2015)
stored cachaga in glass and plastc contamers fior 120 days,
and obsarved that there were no differences in the ethanol
concenirations of cachaga stored m the PET or glass
contziners. These results do not comoborate those found in
this work, whese several variations ooourmed.

The aldebrydie concentration in the beversme was within
the legal brmits for all the samples. Acetaldeinyde 1= the principal
compound m this cless. It is formed durmg the fermentation of
the beverage, where if 13 reduced to ethanol. Sample B5 had the
highest comcensration of this cormpoumd (26 82 mg 108 ml
a3.), whersas sampls B 14 contained the lowest concenTaton.

Jenca e Agroteonalogla, 470075, 2023
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Inlarge quantities, it i umdesirable becanpe it s asmodsedwith
sensory damnsge and it s responsible for the hangover afer
drinkine the beverage (Cardose, 20200

Furfimal and hydreoometny orfiors] are two aldetnydes
that are comtrolled separately and are comsidered to be
imdesirzble contantnants m the beverage becmse of their
toedcity. I presence can be assodated with differsms facrors,
inchding the buming of suzarcane before harvesing, agms
of the beversge in chamed bamels, or the disnllation of the
fermensed omest without the total consmmpton of mzar by
thie yeasts (Bortoletto; Sivello; Alcards 20138; Masson et al |
20T Ghocose and fociose undergo a delrydration reaction
when expozed to thermsl processe:s, a water molecula
is eliminated and forforal and bydroxymethylfirfural,
respecively, sre formed (Alcarda, 2017).

The volatle acidity in most of the samplas was within
the establishad it of 150.0 mg 100 ml" with the exception
of sample B.5, which contzined a 26255 me 100 mI.7_ The
volatile acidity anses doning the fermentation process, and
it comfrifnates to the stoma smd favor of the beverage at lowr
levels. Toconmol the voladle acidiny in cachaca the sall mmst
e well sanitized snd tie yeasts thar ferment the st should
be homogensonws so 85 to aveid contamination by bacieria
dinring fermentation. In additon, other fctors such as ommst
mensrernent and contrel of Gme and temperaume duming
fammentation sre essendal o prevent hizh levels of volatle
acidity in the cachaga (Cardosao, 20200

The concentations of copper were within the legal
limndts. This metal is 8 contaminant in the beveraze and comes
from the distllation apparatus. It is found m beverages
produced in copper stlls. Sample B5 had the highest
concaniration of the contaminant 4.03 mg L. The copper
from copper stills can result in the complexaton of dimethyl
amifide (DX5). As a consequence, the removal of this salfir
componmd improves the sensory quality of the beverage In
adequate concenirations and with adequate cleaning of the
ztills, coppercan be an sliemative that helps improwve the final
qaality of the distillate (Bortoletto; Sitvello; Alcarde, 20018).

Esters are conpoumds responsible fior the composition
of the “Havowr™ of the beverage. In ideal concenmations,
they provide fruity and Soral aromeas that conmibute to the
sensory quality of the beverage (Cardose, 2020). In the
samples analyzed, all the concenations found were within
the establizhed limits, and sample BS contamed the hizhess
concentation (119,93 mg 100 mL™)

Esters can be associsted with the fermentition and
production process Fibeiro et al (2017) smdied the influence
of nms: meament and the nse of nadve snd selected yesst.
Therewas 3 diffirence n the total consents of tese conpomds
in cacharas prodoced with different yeasts. The levels fiumd
were higher in the cachacs fermented with the native yeast, for
which the concentratons raneed fom 32.75 10 37.16 me 100

Cnch ¢ Agrobscnokagla, 4 5eddTs, 2023
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ml These resulis that cormoborate moest of the samples in tis
work, with the excaption of sanmple B.5, which confsined e
highest concenmation amons the samples.

The resulis obtained for the concentrations of dry
extract were low, ranging from 28,63 mg 100 mL for the
F.13 sample, 1589 mg 100 mT-* for the F.1 sample, to 14.76
mg 100 ml! for B15. Afrer production, the beverage can be
sweataned by adding suzsr, which in tom dissolves in the
beverage and 15 detected in the dry exctract snalysis (Brasil
20005a). Oliveira et al. (2020} sdied cachaca produoced in
the state of Paraiba and found valoes of up to 6.21 g L7 of
dryexmact inthe cachsca samples. the antors associsted te
high values of dry extract with the fact that the samplas had
besn sweetened. The resulis found m this work comoborate
those of the authors becanse the highest values for dry
extract were found in the sweetened cachaga samplas,

The sthyl carbamate concenmations of the samplas
analyzed in this work are within the legal limit (Table 2)
The highest concenirafions were found m distilled
through stainless steel columns: Bl (37.20 pg 17, B2
(7780 ug L and B15 (61 44 uz L"), The presence of these
Contaminanis can be associzted with the distllagon system
nsed in the production of the beverages. Rodrngnes et al
{2020} sdied organic confaminants in cachaga prodoced n
copper stlls and staimless steel coblurms and observed higher
etiry] carbammate concenirations in beverages produced by
the fractional distillation through stainless steel cohmmns.
Values manming fom <L) to 24531 pg L' were found
Their results comoborate those foumd in this work, whese
the hizhest valwes fommd were those obiained with beverages
diztillad throwsh a stinless seel colomm. Creher factors can
be aszociated with the presence of edhyl carbamate in other
samples, such as those smdied by Cravo et al. (2019). The
authors stadied the presence of cyanogenic glycosides m
differsnt sugarcans variedes and observed a cormelation of
the compowumd dhwmn, 3 cyanogenic glycoside, with the
levels of ethyl carhamate found in the cachaca samples.

The results obtained in the identification and
quantification of 10 Polycychc Aromatic Hydrocsrbons
(PAH:) can be seen in Table 3. All the samples conmined
PAH:, and the lowest concenmations (1.731 and 0.741 pg L")
were found in sarmples B4 and B3, respectively. Sampls B12
had the hishest concentration of all the PAT: (2080 ug L),
followed by sammples BT (1723 p= L") BE (1761 pg L") and
2 (17.02 uz L"), The mean vahes fnmd for all the samples
in this stdy was 1091 pe L

PAH:= with up to thres rings were found in higher
concenirations in all the samples, and anthracens was not
detected m aoy sample. Acensphylene was detected m all
the sample:. Flnorens was found in large concentrations
in the samples with the highest levels of PAH: BT (1508
pz L) followed by B12 (18.61 pg L")
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Fesearch carmied out by Wenzl and Zelinnova
{20197 showed that PAH: of lower molar mas are the
mast common o fepd contamination; their formation
ooours &t lower temperatures, and they are more easily
absorbed by the food matnix. These data comoborate those
found in this work, where it was observed that the greatest
contaminaton by compounds with up to three rings wers
found in the B12 sample, representing shout 90% of the
total concenmabon of the contaminants in the beverage.

Crther smidies on the quantification af PAH: incachaca
have obtmined similar results, Silva et al. (2018) found
contmminants in the 20 sanwples of slembic cachaca malyzed
Benzo(spyrens was presentin 19 of the samples anslyzed a
recult that parmally comoborates thoss of this work becmiza
thie compound was datectad in only five samplac,

(ralinaro, Cardoso and Franco (2007) and Riachi
et al. (2014) smdied cachaga produced with bomt and
unburned sugarcane and observed A higher concentration
of PAH: in cachaca produced with barmt sugarcans. The
imcreass was assecizted with the thermal process that
plaved 3 role in the degradation of organic meleculss
of residual agriculnarzl pesticides, which is one of the
pathways for formation of PAHS.

The guality of the raw material used for the
production of cachaga can coniribute to the presence
of PAHS in the final drink. The insppropriate practice
of burming sugarcane during harvesting can result in
the formaton of PAHS in sugarcane, conmbuing to the
presence of these contaminants in products produced from
this raw material (Fingh ef al, 20016). Tiount snd Tolado
{2007) analyzed commercial sugars and found that the
concenmation of PAH: in the final product d=pended on the
ammoumnt of bumed suzarcane being processed, and PAHs
were detected in 57% of the samplss af concenrations
ranging from not detectsd to 1.35 pg kg, Silva et al.
{2011) measured PAH= in rapadura produced in different
rezions of Brazil, and the contents of the sum of PAHS in
the samples ranged from 4.03 to 0,50 pg ke’ The muthors
aszpriated the presence of thess contaminsnts with the
burning of sugarcane wsed a5 the raw material.

The emargence of PAH: iz associsted with thermal
combustion or pyrolysis processes by some anthors.
Arcording to Purcare, Moret and Conte (20148), the ideal
temparature for formaton of thess compounds is benvesn
500 and 750 *C. The breskdown of organic compounds
into unstable and small radicals eccurs. These radicals
recombine throngh successive reactions to form cyclic
and strucmares stabilized dhrough resonsnce of elecoon
pairs. During the mamifacnring process, PET packaging
undergoes thermal processes in materizl synthesis and

Chérch & Agrobecnologia, 4 Teldrs, 2033
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polymer molding so that it obtzins the desired shape These
processes can be associated with the formaton of PAHS
and other contaminanis found in polymernic packaging for
fopd parposes (Souza et al., 2022)

Machado et al (2014) mvestgated the storage of
cachaga in high-density polyethylene dnoms and glass
containers. The beverage samples stored in glass bottlas
ware contaminated only by PAH: of up to three rings,
whereas hish conrentradons of PAHS with more than three
rings were found in the zamples stored in polyethylens
drums. Among the compounds with high molar mass,
fluoranthene and pyrens were the most frequenty found
wheress benzofa)anthracens acephenanthylene and
benzo3)pyTens weare almast not detected n the samples.
The contaminatgoen of cachaga by PAH: from high-density
polyathylens packaging can be associated with the
producton of the packaging at high temperatures, which
can cause the formation of these compoumds.

When he evalnated froe brands of cachags stored in
PET packzzing for different periods of dme, Souzs et al
(2022) observed that the rypes of packaging inferferad in the
concentration of these contaminemts. Sanples stored for a
lonzer ime in PET packssme contained hisher concentrations
of these contaminants in all the brands of cachaca analyzed
The highest total conceniraton of BAH's in the packages at
the time: anslyzed was found in the Apl _ sample (17.916
g L), & result that comoborates those foond m this work.

The toxic and carcinogenic effect of PAH: is
azsocisted with the oumber of condensed aromatc nnss
present in thedr stuchre. High molecular weizht PAHs ane
more toxic and potential carcinogens. The carcinogenic
effart of individnal PAH S can be obtained from comparison
with benzo{a)pyrens using a conwersion factor called
Tomicity Equivalence Factor (TEF). Based on the TEF, FAQY
WHO concluded thar 13 PAHs are clearly carcinogenic
and penotoedc. Among the PAH: evalnated in this smdy,
benzo{aipiTene is considered carcinogenic to hmans,
naphthalens and benzo s anthrec ene are considered possibly
carcinogenic to lnunans. Thess thres PAH: dessrre special
amention and must have their concenmations and intake
conmrolled (Silva etal., 2011; Codex Alimentrins Comition
- CAC, 2005; World Health Crzanization - Wha, 20035).

Mo limite are defined for the presence of PAH: in
foods amd beverages by Brazilian legislation. The onby
linutations fonmd were for the levels of benzoda)pyTens
specific products such s oe, water and olive odl, which ranze
froes 0003 w0 2000 pug Eg'; Acconding to European resulaton.
Mao. 83572011, which determines the merommnm levels of
PAH: i some foods, the masinmon bevels muost be safe and
represent the lowest possible values (EC, 2011; Garcia et
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al, 2014 The total s of PAH 's suzgested by the German
Society for Fat Science i= 25 pg L' for smeked foods (Da
Sitva et al., 202 1; Galinare; Franco, 20047 In this work, oo
samiple contamed concenfrations hisher than those suggesied
Tory this legislation. However, the Lack of specific legislation for
cachaga can be a problem for conTolling the content of these
substances to ensure the safety and health of the consmmer.

CONCLUSIOMNS

The storage of cachacs in PET packaging is an
alsematve o replacing glas: packaging. However, 1% of the
samiples snabyzed contained conceniTatons of contamimants
outside the legal limits, and mest samples had low
concenrations of ethanol Al samples stored in polymeric
those found m the Lterature for cachaca stored in other
types of packazing. This may be associated with the themmal
processes mvolved in the production of these packages.
Establishing mits for these conpounds in lezislaton would
b naCescary oo ensure prodnct quality and consumer safaty,
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