Universidade do Minho
Escola de Engenharia

Tania Brandao Pinheiro

Processo integrado de producdo de uma bebida
destilada para a revalorizacdo de dréche de uma

microcervejeira

Dissertacao de Mestrado

Mestrado em Biotecnologia

Trabalho efetuado sob a orientacao de
Professora Doutora Lucilia Domingues
e do

Doutor Francisco Pereira

Outubro de 2017



AGRADECIMENTOS

Este segmento é dedicado a todas as pessoas que contribuiram direta ou indiretamente para a realizacao
desta dissertacdo de mestrado, e a quem nao posso deixar de manifestar o meu apreco e sincero

agradecimento.

Em primeiro lugar comeco por agradecer a minha orientadora, professora Doutora Lucilia Domingues,
pela oportunidade que me deu para participar neste projeto, pela orientacdo, acompanhamento,

transmissao de conhecimentos e pelo rigor incutido.

Ao meu coorientador, Doutor Engenheiro Francisco Pereira e também ao Engenheiro Filipe Macieira, pela

disponibilidade, prontidao e simpatia demonstrada.

Um agradecimento especial ao Engenheiro Eduardo Coelho, por toda a ajuda imprescindivel na
realizacao deste trabalho bem como todo o conhecimento, disponibilidade, tempo investido, dedicacao,

motivacao e amizade demonstrada.

A Doutora Aloia Romani, pelo apoio prestado na realizacao de algumas atividades experimentais.

Aos investigadores do Laboratério de Fermentacdées pela forma como me integraram e pela
disponibilidade prestada sempre que necessario. Agradeco em particular ao Daniel, a Marcia e a Sofia
pela ajuda na realizacdo de algumas atividades laboratoriais, mas sobretudo pela boa disposicao,

companheirismo, amizade e bons momentos propiciados.

A todos os meus amigos de longa data que sempre me acompanharam e apoiaram em tudo o que faco.
Um agradecimento especial a todas as minhas colegas de mestrado, em particular a Alice, por todo o
apoio, forca, companheirismo, amizade e bons momentos passados. Sem duvida tornaste este percurso

bem mais agradavel.

Ao Nelson, por estar sempre do meu lado, acreditar em mim e incentivar-me sempre a nao desistir.



Por ultimo, nao poderia deixar de agradecer aos meus pais, avos e irmao, 0s grandes responsaveis por
tudo. Obrigada pelos sacrificios, dedicacao, apoio incondicional, paciéncia, forca e coragem que sempre
me incutiram para seguir em frente. Nao ha palavas para descrever a vossa influéncia na minha vida e

0 quanto vos estou grata por tudo.

A todos, um sincero obrigado!

Esta dissertacdo foi suportada pela Fundacao para a Ciéncia e a Tecnologia (FCT) Portuguesa no ambito
do fundo estratégico da unidade UID/BIO/04469/2013 e COMPETE 2020 (POCI-01-0145-FEDER-
006684), e co-financiada pelo projeto RECI/BBB-EBI/0179/2012 (FCOMP-01-0124-FEDER-027462).

UNIAO EUROPEIA

Fundo Europeu
de Desenvolvimento Regional

FCT

Fundagao para a C1enc1a e aTecnologla

O NOVO NORTE

PROGRAMA OPERACIONAL
REGIONAL DO NORTE



RESUMO

A dréche ¢ o residuo solido obtido apds a etapa de elaboracdo do mosto cervejeiro, representando 85 %
do total de subprodutos gerados. E um material rico em polissacaridos e proteinas, o que o torna um
substrato interessante em muitas aplicacdes biotecnolégicas. Contudo, é maioritariamente utilizado
como racao de gado. Face as elevadas quantidades produzidas anualmente e ao seu baixo valor de
mercado torna-se crucial encontrar alternativas para o seu aproveitamento. Neste contexto, a presente
tese focou-se na valorizacdo da dréche cervejeira como substrato para a producdo de uma bebida
alcodlica destilada, com caracteristicas aromaticas e sensoriais que a associem a cerveja. Seis tipos
diferentes de dréche foram caracterizadas quimicamente e avaliadas quanto & suscetibilidade a
sacarificacdo enzimatica. O teor de glucano das dréches estudadas variou entre 26,5 % e 32,1 %, com
base no qual foram selecionadas duas dréches. O pré-tratamento por autohidrélise foi avaliado a
temperaturas moderadas (150 °C, 160 °C e 170 °C) e cargas de solidos elevadas (20 % e 25 %, em
massa). Autohidrolise a 160 °C durante 5 min com uma carga de solidos de 25 % demonstrou ser o
processo que permite maior extracao de glucano presente na matéria-prima e a obtencao de licores mais
ricos em glucose. A sacarificacdo da dréche pré-tratada, com uma carga soélidos de 20 % permitiu a
obtencdo de uma concentracio de glucose de 43,7 g-L1, equivalente a um rendimento de 85,9 %. O
aumento da carga de solidos para 25 % conduziu a um rendimento inferior (70,6 %), porém possibilitou
um incremento notorio da concentracdo de glucose obtida, para 57,7 g-Lt. A utilizacdo de solido
pré-tratado lavado e de whole siurryfoi investigada na producéo de etanol por sacarificacdo e fermentacao
hibridas, utilizando duas leveduras com elevada tolerancia ao etanol. A fermentacdao do whole slurry
permitiu a obtencao de concentracdes de etanol superiores ao sélido pré-tratado lavado, registando
valores entre 28,7 g-L "t e 42,3 g-L'%, com rendimentos massicos de etanol situados entre os 59,5 % e os
94,0 % do tedrico, dependendo da dréche e da levedura utilizada. O fermentado com maior teor de etanol
foi submetido um processo de destilacao seguido de aromatizacdo. A caracterizacao dos compostos
volateis foi efetuada por GC-FID e GC-MS e a avaliacdo sensorial por um painel de provadores. Um total
de quarenta e nove compostos volateis foram identificados no destilado apos aromatizacao com aparas
de carvalho americano. O destilado revelou caracteristicas de uma bebida agradavel bem como uma
qualidade organolética aceitavel para consumo humano, demonstrando assim a viabilidade de produzir

uma bebida destilada promissora a partir da fermentacao de dréche cervejeira.

Palavras-Chave: dréche, valorizacdo, autohidrdlise, altas cargas de solidos, bebida destilada.






ABSTRACT

Brewer's spent grain (BSG) is the solid residue obtained after the separation of the wort during the brewing
process, representing about 85 % of the total by-products generated. High polysaccharide and protein
content makes BSG an interesting substrate in many biotechnological applications. However, it is mainly
used as low-value cattle food. Due to the significant amount produced annually and its low market value,
efforts should be increasingly focused on its reuse. In this context, this thesis focused on valorization of
BSG as a substrate to produce a distilled alcoholic beverage, with aromatic and sensory characteristics
that remind those of beer. Six different BSG were chemically characterized and evaluated for enzymatic
susceptibility. Glucan content of the analyzed BSG varied between 26.5 and 32.1 g-100 g? of raw
material, basis on which two BSG were selected. Hydrothermal autohydrolysis was evaluated at mild
temperatures (150 °C, 160 °C and 170 °C) and high solid loadings (20 % and 25 %). Autohydrolysis at
160 °C, 5 min, at 25 % solids loading proved to be the process that allows the highest extraction of glucan
present in the raw material and the attainment of glucose-richer liquors. Saccharification of the pretreated
BSG at 20 % solids loading allowed to obtain a glucose concentration of 43.7 g-L%, equivalent to 85.9 %
of the theoretical yield. Increasing solid loading to 25 % led to a lower yield (70.6 %), but it enabled a
remarkable increase in the glucose concentration to 57.7 g-L ™. The utilization of washed pretreated solid
and the whole slurry from pretreatment was investigated as substrate for ethanol production by hybrid
saccharification and fermentation, using two high gravity yeasts. The fermentation of the whole pretreated
BSG fraction reached higher ethanol concentrations than the washed pretreated solid, with values ranging
from 28.7 g-L ' to 42.3 g-L'L, at yield of 59.5 % to 94.0 % of the theoretical, depending on BSG and yeast
used. The fermented broth with the highest ethanol content was subjected to a distillation process,
followed by flavoring. Characterization of volatile compounds was performed by GC-FID and GC-MS and
the sensory evaluation by a panel of tasters. Forty-nine volatile compounds were identified in the distillate
after flavoring with American oak wood chips. The distillate revealed characteristics of a pleasant beverage
as well as an acceptable organoleptic quality for human consumption, thus demonstrating the viability of

producing a distilled promising beverage by brewer’s spent grain fermentation.

Keywords: brewer's spent grain, valorization, autohydrolysis, high-solid loadings, distilled alcoholic

beverage.
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1. INTRODUGAO

1.1 Enquadramento e motivacao

A elaboracado de bebidas espirituosas inovadoras bem como a melhoria da qualidade das bebidas
tradicionais existentes é primordial [1], dada a importancia desta industria para os consumidores,
produtores e setor agricola [2]. De facto, nos ultimos anos, a industria dos destilados tem procurado
desenvolver novos produtos a partir de matérias-primas pouco comuns, o que possibilita a incorporacao
de sabores e aromas distintos e, por conseguinte, a atracdo de novos mercados [3]. Os mercados
encontram-se cada vez mais saturados pelo que o interesse acaba por incidir sobre produtos que
apresentem diferenciais inovadores. Além disso, o mercado de produtos sustentaveis encontra-se em
rapido crescimento e os consumidores estdo cada vez mais dispostos a integrar alternativas sustentaveis
nas suas decisdes de compra [4], [5]. Com base nestes trés pressupostos, diversos investigadores tém-se
dedicado a descoberta de potenciais matérias-primas que possam ser utilizadas para a producao deste
tipo de bebidas alcoodlicas. Uma das matérias-primas que satisfaz os requisitos pretendidos sdo os
residuos agroindustriais, uma vez que apresentam baixo custo, aromas caracteristicos e ainda uma
quantidade consideravel de acucares fermentesciveis suscetiveis de serem convertidos em etanol [3].

A industria cervejeira produz anualmente elevadas quantidades de subprodutos, entre os quais se
destaca a dréche, que representa, em massa, 85 % do total de subprodutos gerados. Este residuo
lenhinoceluldsico &€ um material rico em polissacaridos e proteinas, 0 que potencia a sua utilizacdo em
diversos processos biotecnologicos. Contudo, atualmente a maioria da dréche é vendida a baixo custo
para alimentacdo animal [6].

A acumulacao dos subprodutos conduz nao s6 a degradacdo ambiental, como a perda de material
de valor acrescentado [7]. Assim, um dos principais desafios do setor cervejeiro assenta na recuperacao

e valorizacao dos residuos produzidos.

1.2 Objetivos

Com as inumeras discussoes sobre a preservacao do meio ambiente, desenvolvimento sustentavel
e procura de inovacao, este estudo contempla o aproveitamento da dréche como matéria-prima para a

producao de uma bebida alcodlica destilada.



Este estudo surge ligado ao projeto EcoBrew, da empresa Fermentum - Engenharia das

Fermentacdes Lda., que pretende aproveitar ao maximo os subprodutos gerados com o aumento da

capacidade de producao previsto.

Assim, o objetivo global deste trabalho consistia na producado de uma bebida alcodlica destilada

inovadora e diferenciada, detentora de caracteristicas organoléticas aceitaveis para o consumo humano

e passivel de ser implementada no mercado. Pretendia-se obter um perfil de destilado com aromas que

levassem o consumidor a relacionar a nova bebida com o produto cerveja, o nucleo do negocio da

Fermentum - Engenharia das Fermentacdes Lda. Especificamente, propds-se:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Caracterizar quimicamente diferentes tipos de dréche cervejeira e avaliar o seu potencial como
matéria-prima para a producao de etanol;

Avaliar a realizacado de autohidrélise em condicbes pouco severas como estratégia de
pré-tratamento da dréche;

Estudar diferentes cargas de sélidos e o seu efeito na eficiéncia do pré-tratamento e da
sacarificacdo enzimatica;

Comparar a eficiéncia de conversdo do glucano em glucose alcancada com diferentes
configuracdes processuais;

Selecionar a metodologia e o processo mais favoravel a producdo de etanol, visando a
obtencéo de altas concentracdes e rendimentos de conversado satisfatorios;

Produzir uma bebida destilada e avaliar a sua qualidade no que concerne a composicao

quimica e caracteristicas sensoriais.



2. ESTADO DA ARTE

2.1 Origem e definicao das bebidas espirituosas

De acordo com os registos arqueoldgicos, o consumo de alcool € um habito que acompanha a
historia da humanidade. Efetivamente, os primeiros indicios relativos ao consumo de alcool datam de
aproximadamente 6000 a.C., com a primeira cerveja a ser produzida no Egito. Inicialmente, as bebidas
existentes apresentavam um baixo teor alcodlico pois dependiam exclusivamente do processo
fermentativo. J& na ldade Média, com a instituicdo do processo de destilacdo, introduzido na Europa
pelos arabes, surgiram novos tipos de bebidas alcoolicas, que passaram a ser consumidas na sua forma
destilada. Emergiram, assim, duas categorias de bebidas alcodlicas: bebidas alcodlicas fermentadas e
as bebidas espirituosas. A primeira bebida espirituosa surgiu na China ha cerca de 1000 a.C. [8].

O foco deste trabalho é apenas no segundo grupo de bebidas referido — bebidas alcodlicas
espirituosas ou spirits em inglés.

O regulamento da Comunidade Europeia [CE] n° 110 (2008, art. 1°) [9] define, de modo formal,
as bebidas espirituosas, como:

“a) Destinada ao consumo humano; b) com caracteristicas organoléticas especificas; ¢) com
um titulo alcoométrico volumico minimo de 15 %; d) obtida: i) quer diretamente por destilacao
de produtos fermentados naturais com ou sem a presenca de aromas e/ou por maceracao
de produtos vegetais e/ou por adicdo de aromas, de acucares ou de outros produtos
edulcorantes enumerados no ponto 3 do anexo |, e/ou outros produtos agricolas e/ou de
géneros alimenticios a alcool etilico de origem agricola e/ou destilados de origem agricola
e/ou a bebidas espirituosas nos termos que sao definidos no presente regulamento, ii) quer
por mistura de uma bebida espirituosa com um ou varios dos seguintes produtos: — outras
bebidas espirituosas; alcool etilico de origem agricola ou destilados de origem agricola; outras

bebidas alcodlicas; bebidas”.

A definicdo enunciada acima foi estabelecida para descrever bebidas espirituosas importadas e/ou
produzidas e comercializadas nos paises integrantes da Comunidade Europeia, embora possa também
descrever, de um modo geral, bebidas espirituosas produzidas em qualquer outra parte do mundo.

Esta categoria de bebidas alcodlicas subdivide-se em dois tipos de bebidas: aperitivos/licores e

destilados [10].



A definicao de licor é bastante diversificada, porém, todos os autores referem que esta bebida dita
“por mistura” é composta por uma fonte de alcool, de sabor e de acucar. Segundo o regulamento da
Comunidade Europeia [CE] n® 110 (2008, art.1°) [9], o titulo alcoométrico volimico minimo desta bebida
éde 15 %.

Ja na categoria dos destilados inserem-se bebidas com um teor alcodlico volumico mais elevado,
situados entre os 30 % e 50 %, derivadas da destilacdo de produtos agricolas previamente fermentados,
que contenham hidratos de carbono; o seu sabor é influenciado ndo sé6 pelos compostos aromaticos
derivados da matéria-prima e fermentacdo alcodlica, como também pelo processo de destilacdo,
armazenamento e envelhecimento [10].

A procura de bebidas espirituosas sofreu um grande incremento nas ultimas décadas, sendo um
dos tipos de bebida mais consumidos no mundo, a par da cerveja e do vinho [11]. Esta subida ¢, em
grande parte o resultado da qualidade do sabor e reputacao que estes produtos tém adquirido no
mercado mundial ao longo de centenas anos [10].

Em dezembro de 2011 existiam, nos paises membros da Unido Europeia, 329 bebidas
espirituosas com Indicacdo Geografica, revelando a grande importancia econdémica e representatividade
deste setor. De facto, a exportacdo de bebidas espirituosas é o principal produto alimentar da Unido

Europeia, com significativa contribuicao para a sua economia [2].

2.2 Processo geral de producdo de uma bebida destilada

Os diferentes tipos de bebidas alcodlicas destiladas podem ser produzidos com recurso a diversas
matérias-primas, mas todas tém um processo idéntico para a obtencao de um elevado volume de alcool.
De facto, o processo de producdo de uma bebida destilada envolve, inicialmente, a selecao, recolha e
processamento da matéria-prima, seguindo-se a extracao do substrato e consecutiva fermentacao, para
producao do etanol. Apos a fermentacéo, o fermentado é destilado para separar o etanol e assim obter
um produto mais puro. Os passos posteriores a destilacdo dependem do tipo de bebida destilada que se

pretende obter [12].



2.2.1 Tipos de matéria-prima

A primeira etapa de producao de uma bebida destilada é a selecdo da matéria-prima, que constitui
a caracteristica mais distintiva entre os diferentes tipos de bebida destilada existentes no mercado.
Qualquer material que possa ser fermentado pode ser utilizado como matéria-prima [13].

Existem trés categorias de matérias-primas: (i) liquidos contendo alcool (vinho, cerveja, etc.); (ii)
materiais ricos em acucar (cana-de-acUcar, frutas e seus derivados, melaco, etc.) e (iii) amido e materiais
constituidos por amido (cereais, batatas, tapioca, etc.) [14]. No segundo grupo descrito anteriormente,
0 aclcar estd presente no material primario, o que permite que a fermentacdo ocorra diretamente.
Contrariamente, nas bebidas destiladas a partir de matérias-primas amilaceas, a fermentacdo so ¢
iniciada apds o amido ser convertido num acucar simples [13].

A disponibilidade do ingrediente de base bem como a singularidade do terreno onde este cresce,
contribuem significativamente para as diferentes complexidades e qualidades encontradas nas bebidas
destiladas [13]. Na Tabela 1 encontram-se alguns dos varios ingredientes de base utilizados em

diferentes tipos de bebidas destiladas.

Tabela 1 - Ingredientes de base de diversas bebidas destiladas (adaptada de Burroughs e Bezzante, 1988 [15])

Ingrediente de base Bebida destilada obtida

Cereais Whiskey, gin, vodka, korn.

Vegetais Rum, gin e vodka.

Frutas, pevide Conhaque, armanhaque e outros brandies.
Frutas Calvados, aguardente Poire, aguardente Slivovitz e

Mirabelle, arrack, framboise, fraise.

Raizes Tequila.

Caroco Kirsch.

Cana-de-acucar Rum, arrack, basi, pinga, cachaca.
Beterraba sacarina Bebida destilada neutra.

Celulose Bebida destilada neutra.

Algumas bebidas podem ser produzidas a partir de uma Unica matéria-prima, como é o caso do
whiskey. Outras, como a vodka, podem ser concebidas a partir de uma ampla variedade de
matérias-primas, incluindo varios graos, batata, cana de acucar e uvas [13]. Os cereais sao

extensivamente utilizados para producao de bebidas alcodlicas como a cerveja, vodka, whiskey, bourbon



entre outras. Efetivamente, bebidas alcodlicas resultantes da fermentacdo de cereais maltados estdo
difundidas por todo 0 mundo e sdo bastante apreciadas [1].

Alternativamente, nos ultimos anos, tém surgido diversos estudos que investigam a possibilidade
de producao de bebidas destiladas utilizando, como matéria-prima, residuos de outras industrias. Em
2009, Dragone e seus colaboradores [16] desenvolveram uma bebida destilada a partir da fermentacao
continua de soro de queijo, com caracteristicas organoléticas aceitaveis, na qual foram identificados 40
compostos volateis. De igual modo, Sampaio e 0s seus colaboradores (2013) [3] usaram a borra do café,
que advém do processo de producdo de café soltvel, como substrato fermentativo, o que lhes permitiu
obter uma bebida destilada adequada ao consumo humano com propriedades agradaveis, detentora de

um aroma e sabor a café.

2.2.2 Fermentacao alcodlica

A fermentacdo alcoolica é o processo bioquimico através do qual acticares simples (dos quais s&o
exemplos a glucose e a xilose) sao transformados em etanol, diéxido de carbono e outros subprodutos
[17].

A conversdo das hexoses segue a estequiometria apresentada na Equacéo 1, na qual a degradacéo
de uma molécula de glucose da origem a duas moléculas de etanol e duas moléculas de didxido de

carbono.

CeH,,05 22 C,H,0+2 CO, Equacao 1

De acordo com a equacao supramencionada, o rendimento maximo tedrico é de 0,51 g de etanol
e de 0,49 g de dioxido de carbono por cada grama de acucar fermentado. Este processo é
essencialmente levado a cabo por leveduras para a obtencéo de energia celular, embora também existam
algumas bactérias capazes de o efetuar, como ¢ o caso da Zymomonas mobilis [17].

Séao produzidos outros compostos além dos produtos principais anteriormente mencionados, cuja
COmposicao e concentracao sao amplamente variaveis e que se revestem de grande importancia devido
as caracteristicas sensoriais que atribuem a bebida final [16]. Fazem parte deste grupo compostos como
o glicerol, os acidos organicos, 0s alcoois superiores, os aldeidos, os ésteres, entre outros. Alguns destes
compostos dependem da estirpe de levedura empregue, tais como os alcoois superiores, 0s ésteres e o
glicerol. Outros, formam-se a partir de precursores da matéria-prima, podendo ter origem no metabolismo

azotado das leveduras ou, ainda, em reacoes enzimaticas paralelas [17].
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A Saccharomyces cerevisiae é a levedura usualmente empregue para a producdo de etanol a uma
escala industrial, uma vez que possibilita um elevado rendimento de etanol, alta produtividade e suporta
elevadas concentracdes de etanol minimizando, deste modo, os custos da destilacdo. Porém, embora a
S. cerevisiae seja capaz de fermentar hexoses de forma rapida e eficiente, ela é incapaz de fermentar
pentoses e usar esses agucares para o seu crescimento [18].

Consequentemente, também no processo de producdo de bebidas alcodlicas a levedura utilizada
por exceléncia pertence ao género Saccharomyces [19]. A espécie e a estirpe de levedura selecionada
S30 essenciais, nao so para a obtencao de elevados niveis de etanol como para a producao de metabolitos
minoritarios, que contribuem conjuntamente para o desenvolvimento do sabor da bebida [20]. Deste
modo, deve ser feita uma escolha cuidadosa da espécie e estirpe a utilizar. Existem diversas
caracteristicas inerentes a levedura que determinam a eficiéncia da fermentacao, das quais se destacam
a utilizacdo de carbohidratos, a taxa de fermentacao, a tolerancia ao etanol, a estabilidade da cultura

bem como a resisténcia a altas temperaturas e/ou acidez [12].

2.2.3 Destilacao

Apds a fermentacdo, segue-se uma etapa de destilacdo, que consiste na volatilizacdo de
compostos pelo aquecimento, seguido de condensacao com o objetivo de promover a separacao,
concentracdo e purificacdo do etanol e de outros compostos provenientes da fermentacao [21].

Através deste processo de separacdo, o fermentado € aquecido e a substancia com menor
temperatura de ebulicdo sera separada. Este processo € sucessivamente repetido, permitindo a
separacao dos diversos compostos presentes na mistura. Assim, quando a temperatura atinge os
78,3 °C, ponto de ebulicdo do etanol, ocorre a vaporizacdo do etanol e consequente separacdo dos
outros componentes, em particular da agua, que possui um ponto de ebulicdo mais elevado (100 °C).
Deste modo, ocorre um enriquecimento do teor alcodlico do destilado [22].

A composicao do fermentado é bastante complexa e variavel, mas encerra sempre substancias
gasosas e liquidas, podendo ainda conter sodlidos. As primeiras sao constituidas principalmente por
diéxido de carbono. Os sélidos incluem células de leveduras utilizadas na fermentacao e de bactérias
contaminantes, sais minerais, acucares nao fermentados e impurezas solidas em suspensao.
Relativamente a fracéo liquida, a agua e o etanol representam os principais componentes, aos quais
acrescem produtos secundarios (alcoois superiores, aldeidos, ésteres, acidos, cetonas, compostos
azotados, entre outros), que constituem uma parcela de liquidos de pequena importancia em relacédo

ao volume, mas de grande efeito na qualidade dos destilados [23].



Durante a destilacdo, os compostos sao fracionados, de acordo com trés critérios: temperatura de
ebulicao, afinidade com o alcool ou agua e teor alcoolico no vapor durante a destilacdo [21]. Essas
fracdes sdo divididas em cabeca, coracao e cauda. A cabeca corresponde a primeira fracdo recolhida do
destilador e possui um teor alcodlico volimico, geralmente acima de 65 %. O coracdo é a segunda fracédo
e corresponde ao destilado desejado, representando 80 % do volume destilado. A cauda é a fracao final
do destilado e apresenta uma baixa graduacao alcodlica sendo, por conseguinte, também conhecida por
“agua fraca” [21], [23]. A primeira fracdo do destilado — cabeca -, encontra-se enriquecida em metanol
e na maioria dos aldeidos e ésteres, que sao compostos mais volateis do que o etanol. Devido a presenca
de metanol, uma substancia neurotoxica para o ser humano, esta fracdo &, usualmente, desprezada. A
fracado coracao é composta por etanol, alcoois superiores e alguns acidos volateis. Ja a fracdo cauda é
rica em compostos menos volateis do que o etanol, onde figuram alguns acidos (especialmente o acido
acetico) e furfurdis, que provocam um sabor desagradavel e indesejavel para o destilado final [21].

A destilacao pode ser conduzida de dois modos distintos — descontinuo e continuo —, consoante
0 equipamento utilizado. Um dos fatores preponderante na selecdo do tipo destilacdo a utilizar consiste
no tipo de bebida destilada que se pretende produzir. A destilacdo descontinua, maioritariamente
efetuada em equipamentos designados por alambiques, é preferencialmente utilizada quando é
necessario um '"caracter" particular para um produto, como é o caso do conhaque e do whiskey, ao
passo que varias colunas de destilacao continua sdo usualmente empregues para a producao de bebidas
espirituosas mais neutras. Ademais, a destilacao descontinua é principalmente aplicada nas destilarias
de pequeno porte, enquanto a destilacao continua esta associada a destilarias de médio a grande porte
[24].

O material mais utilizado na construcdo dos equipamentos de destilacdo para a obtencao de
bebidas destiladas ¢ o cobre. Este metal ¢ bastante maleavel, bom condutor de calor, resistente a
corrosao e constitui um fator preponderante na qualidade sensorial do produto. De facto, as reacdes
entre os congéneres e as superficies de cobre do destilador sdo bastante importantes pois sao capazes
de modificar ou remover muitos compostos desagradaveis presentes no processo, em particular os
compostos sulfurados [25].

A qualidade e composicdo do produto final sdo influenciados por diversos fatores inerentes ao
processo de destilacdo, nomeadamente tipo de destilador, sistema de aquecimento e eficiéncia na
separacao das diferentes fracdes [21], [26]. As condicdes sob as quais a destilacdo é conduzida
assumem, também, um papel fundamental nas caracteristicas sensoriais da bebida, afetando as

quantidades absolutas e relativas dos compostos volateis e, ainda, promovendo algumas reacdes



quimicas induzidas pelo calor [27]. Dependendo do tipo de reacao, estas podem conduzir a um aumento
ou diminuicado de alguns compostos volateis ou até a formacao de novos compostos. A descricdo das
possiveis reacdes que podem ocorrer encontra-se disponivel na literatura, e incluem reacées de hidrdlise,

esterificacdo, acetilacao, producado de furfural e as reacdes com o cobre [21].

2.2.4 Maturacédo

A maturacéo de bebidas destiladas é o principal fator para a sua qualidade, posto que cerca de
60 % dos compostos aromaticos presentes na bebida advém da madeira ou da interacdo da madeira
com o destilado [28]. A bebida recém destilada é incolor e, muitas vezes nao apresenta uma qualidade
sensorial satisfatéria, devido a presenca de substancias de aroma e sabor desagradaveis [29]. Neste
sentido, o processo de maturacdo torna-se fundamental para atenuar ou eliminar estes componentes,
proporcionando uma melhoria sensorial da bebida [30]. O envelhecimento consiste no armazenamento
da bebida destilada em barris por um periodo de tempo determinado e em condi¢cdes adequadas, acao
esta que promove alteracdes na composicdo quimica, aroma, sabor e cor da bebida [31].

A composicdo quimica da madeira que constitui o barril exerce um efeito primordial durante a
maturacao [31]. A madeira mais empregue para o envelhecimento de bebidas destiladas na Europa é o
carvalho (Quercus sp.), em virtude das suas propriedades de flexibilidade, dureza, impermeabilidade a
agua, e ainda, libertacdo de extrativos essenciais para o processo de maturacao [30].

O tempo de maturacéo requerido para obter uma qualidade sensorial satisfatoria ¢ influenciado
por diversos fatores tais como caracteristicas da matéria destilada, a espécie botanica da madeira e a
sua origem geografica, assim como o numero de vezes que o barril foi utilizado [31], [32].

O mecanismo inerente ao processo de envelhecimento é comum a praticamente todas as bebidas
destiladas e é baseado na permuta de compostos entre a madeira e a bebida. As possiveis reacoes que
podem ocorrer sdo: (1) extracdo direta dos compostos presentes na madeira; (2) decomposicdo de
macromoléculas que formam a estrutura da madeira e transferéncia dos compostos resultantes para a
bebida; (3) reacdes entre os componentes da madeira e do destilado; (4) reacbdes envolvendo
exclusivamente os compostos extraidos da madeira ou do destilado e (5) evaporacdo de compostos
volateis e formacao de moléculas estaveis [33].

O cerne da madeira € composto por constituintes da parede celular - hemicelulose, celulose e
lenhina - e, por compostos extrativos, dos quais fazem parte os compostos fenolicos, acidos gordos e

constituintes menores [31].



A maturacao de bebidas alcodlicas em barricas de carvalho e os compostos derivados da madeira
sa0 objeto de estudo de diversos investigadores [31]-[33]. A maioria dos compostos aromaticos emerge
da degradacdo dos constituintes da parede celular. Contudo, os componentes nao se comportam da
mesma forma quando interagem com uma bebida, favorecendo reacdes particulares do sistema
madeira/bebida [28].

Durante o periodo de maturacdo ocorrem diversas transformacdes quimicas, que conduzem a
uma diminuicao do pH, do conteudo de cobre, metanol e de etanol, bem como a um aumento da acidez
e da intensidade da cor e a variacdes das concentracdes de compostos fendlicos (taninos), ésteres,
aldeidos, furfural e alcoois superiores. A maior parte destas transformacdes quimicas ¢ atribuida a
lenhina [30]. Efetivamente, a degradacdo térmica deste componente durante a torra da madeira na
producdo das barricas conduz a formacdo de algumas substancias que podem ser consideradas
marcadores no processo de envelhecimento tais como os aldeidos benzdicos (siringaldeido e vanilina),
aldeidos cinamicos (coniferaldeido e sinapaldeido) e acidos benzdicos (acido vanilico e acido
siringico) [34]. Ocorrem ainda, reacdes de oxidacao e hidrolise das ligacdes éster da lenhina, promovidas
pela presenca de oxigénio, e que contribuem para a formacdo de aldeidos, os quais, ao serem oxidados,
originam os respetivos acidos [30]. E, também, de salientar a presenca de taninos hidrolisaveis e
compostos volateis, que sdo particularmente importantes em tanoaria, sendo 0s primeiros responsaveis

pelo amargor, adstringéncia e coloracdo da bebida [31].

2.2.5 Aromatizacao

O flavour é a associacdo entre o aroma, sabor, textura e outras sensacdes percebidas pela boca
(como “calor”, “frescura”, “adstringéncia”, entre outras), constituindo um fator de extrema importancia
para a aceitacdo de um produto no mercado. Entre os componentes do favour destaca-se o aroma,
usado para descrever a percecdo dos volateis no sistema olfativo e na boca, sendo responsavel por 75 %
da impressao do favour[35].

A preferéncia dos consumidores alterou-se de bebidas destiladas de elevada complexidade
organolética para bebidas destiladas mais leves, razao pela qual se torna desejavel modificar o sabor
tradicional dos destilados, de modo a conceber uma bebida mais palatavel [36]. Neste contexto surge o
processo de aromatizacdo, que possibilita a diferenciacéo da bebida.

A operacao de aromatizacdo consiste em adicionar uma ou mais substancias, definidas na alinea

a) do n°2 do artigo 3° do Regulamento (CE) n° 1334/2008, com propriedades odoriferas e/ou sapidas
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capazes de conferir ou intensificar o aroma e/ou sabor da bebida. Os materiais aromatizantes utilizados
incluem: frutas, plantas, vegetais e especiarias, entre outros [37].

A extracdo do aroma pode ser efetuada através de diversos métodos nomeadamente infusao,
maceracdo, percolacdo, extracdo por fluido supercritico, destilacdo, extracdo ultrassénica e
hidrodestilacdo com micro-ondas a vacuo. A escolha do método a utilizar depende do aroma e da sua
fonte [36].

Existem algumas bebidas comercialmente disponiveis com adicdo de aromas. Uma das mais
reconhecidas € o gin, que resulta da redestilacdo de bagos de zimbro. Outros aromas comumente
adicionados a esta bebida sdo as sementes de cardamomo, casca de laranja e limao, raiz de anggélica e
de orris, casca de acacia, entre outros. A vodka também pode ser aromatizada utilizando uma variedade
de materiais, como casca de laranja e de liméao, gengibre, cravo-da-india, pimenta e groselha. Uma ampla
variedade de outras bebidas aromatizadas sao produzidas em todo o mundo sendo anis a categoria mais

conhecida e apreciada [36].

2.3 Compostos volateis

As bebidas alcoolicas destiladas sédo misturas complexas constituidas maioritariamente por etanol
e agua. Além destes, possuem, ainda, um grande numero de compostos volateis que podem ser
provenientes da matéria-prima (aromas primarios ou varietais) ou formados durante as etapas de
fermentacao, destilacdo e maturacao (aromas secundarios e terciarios) [38]. Alguns destes compostos
aparecem em elevadas concentracdes, na ordem dos mg-L! (compostos volateis maioritarios), enquanto
outros estdo presentes em niveis significativamente baixos, na ordem dos pg-L™t ou ng-L* (compostos
volateis minoritarios) [39].

A analise dos compostos volateis presentes no destilado é fundamental ndo so6 para fins de
caracterizacao como também pela necessidade de controlar o nivel de certas substancias toxicas, dos
quais é exemplo o metanol, e de garantir que a bebida alcoolica produzida esta de acordo com niveis
minimos de alcoois superiores definidos por lei para a sua categoria [9].

As bebidas destiladas tipicas, como o rum, o whiskey e o brandy, entre outros, apresentam
diversos compostos volateis, que pertencem a uma variedade de classes tais como ésteres, alcoois
superiores, acidos gordos, compostos carbonilicos (e.g. aldeidos e cetonas), compostos sulfurados,
compostos furanicos, lactonas, terpenos, fenois volateis, pirazinas, etc [40], [41]. Apesar de existirem

compostos exclusivos de uma bebida particular ou tipo de bebida, no geral, os compostos responsaveis

11



pelos sabores caracteristicos sdo bastante idénticos. A diferenca parece estar na concentracdo que estes
compostos volateis apresentam nas diferentes bebidas e na sua respetiva contribuicdo para o aroma, na
alteracao do limiar de detecao e percecao dos compostos na presenca de etanol e ainda, nas interacoes
odoriferas que sdo estabelecidas [42]. No conjunto, estas diferencas conferem caracteristicas
particulares a cada produto, influenciando as propriedades sensoriais apreciadas pelos consumidores
como o sabor, odor e cor [38].

A maioria das substancias volateis vulgarmente presentes nos destilados pertencem a classe dos
alcoois superiores, acidos organicos, aldeidos ou ésteres [43]. Os demais compostos, devido a sua
reduzida quantidade, sdo usualmente mais dificeis de serem determinados e quantificados, embora
exercam um papel relevante nos atributos sensoriais da bebida [40].

Os alcoois superiores representam o grupo mais abundante nos destilados, atribuindo-lhes aroma
e caracteristicas essenciais [44], [45]. Este grupo é particularmente importante pela sua acdo solvente
sobre outras substancias volateis aromaticas, interferindo no seu grau de volatilidade e, por conseguinte,
nos seus limiares de detecéo e percecao [46].

Os ésteres formam o maior grupo de compostos responsaveis pelos aromas das bebidas
destiladas [40]. Sdo conhecidos pelo seu aroma frutado e floral, razdo pela qual sdo um dos grupos de
compostos volateis mais desejados nos destilados [26], [47]. Porém, o aumento do numero de atomos
de carbono dos ésteres afeta negativamente a qualidade organolética do destilado, conferindo-lhe um
aroma a rancidez e cola [43]. A formacdo destes compostos esta associada sobretudo a etapa
fermentativa, embora a destilacao e o envelhecimento influenciem a sua concentracao final [48].

Os aldeidos podem ser formados através da oxidacdo de alcoois, degradacdo oxidativa de
aminoacidos e auto-oxidacdo de acidos gordos insaturados durante o processo de fermentacdo e
envelhecimento da bebida [16]. Este grupo de compostos é geralmente menos abundante do que os
alcoois e os ésteres, contudo apresenta um limiar de percecao baixo, podendo ser facilmente detetado
pelo seu odor [49]. O acetaldeido representa 90 % do contetdo total dos aldeidos no destilado e confere
caracteristicas sensoriais distintas consoante a sua concentracdo: em baixas concentracoes este
composto atribui um aroma frutado ao destilado; ja em concentracdes elevadas, o acetaldeido possui
um odor pungente irritante [50].

Os acidos organicos volateis sao fixadores de varios compostos aromaticos. Além disso, intervém
no controlo da estabilidade microbiologica das bebidas e sao responsaveis, juntamente com os alcoois
superiores, pelo corpo da bebida [21], [51]. O aroma das bebidas alcoodlicas é particularmente afetado

por acidos de cadeia curta que se encontram, geralmente, em baixas concentracdes nos destilados, e
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possuem uma intensidade odorifera semelhante & exibida pelo acido acético [52]. Contrariamente, os
acidos gordos de cadeia longa apresentam um efeito reduzido no favour [53].

A influéncia de cada composto é bastante distinta, sendo comum os compostos presentes em
quantidades vestigiais terem um efeito superior sobre as propriedades sensoriais da bebida,

comparativamente com os compostos maioritarios [39].

2.4 Analise sensorial

A qualidade da bebida nao depende apenas do cumprimento das especificacdes estabelecidas na
lei como também da aceitacdo do consumidor, de acordo com as caracteristicas sensoriais
percecionadas. De facto, o aroma, o sabor e 0 aspeto visual da bebida destilada final séo cruciais para
a aceitacao do consumidor pelo que devem ser controlados por analises sensoriais, que corresponde a
principal forma de avaliar a aceitacao das bebidas com base na percecdo humana [35].

Existem diversos testes que podem ser utilizados para efetuar uma analise sensorial do produto,
dentre os quais se destacam: testes discriminativos (triangular, duo-trio, ordenacado, comparacao pareada
e comparacao multipla), testes descritivos (perfil de sabor, perfil de textura e analise descritiva
quantitativa) e teste afetivos (preferéncia, aceitacdo por escala heddnica, aceitacao por escala ideal e
intencdo de compra). Resumidamente, os métodos discriminativos sao realizados através de testes que
irdo indicar a existéncia ou nao de diferenca entre as amostras analisadas. Sao testes objetivos e que
podem ser utilizados para controlo de qualidade e no desenvolvimento de novos produtos. Ja os métodos
descritivos, tal como o proprio nome indica, sao testes que descrevem e quantificam as informacoes a
respeito do parametro que esta a ser avaliado (aparéncia, cor, odor e sabor), permitindo a caracterizacao
do produto. Por ultimo, os métodos afetivos consistem numa manifestacao subjetiva do provador sobre
0 produto em analise, procurando apurar a preferéncia e o grau de satisfacdo com um novo produto,
e/ou a probabilidade de o adquirir [35].

Cada um destes testes possui um objetivo diferente e os participantes sao selecionados segundo
critérios distintos. O método de teste deve ser cuidadosamente escolhido de modo a dar resposta as
questdes colocadas acerca do produto em analise [54].

Em oposicao a maioria dos métodos de analise, que utiliza instrumentos e equipamentos, a analise
sensorial é conduzida por um painel de individuos e depende das suas percecdes sensoriais. Os
provadores sao selecionados de acordo com a acuidade sensorial que possuem para caracteristicas

criticas (paladar, odor, etc) do produto a ser avaliado. E desejavel que estes provadores possuam
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familiaridade com as caracteristicas sensoriais do produto, uma vez que deste modo terdo maior
facilidade na descricdo das caracteristicas avaliadas. O nimero de membros do painel de provadores
varia consoante o método de teste empregue, contudo, € aconselhavel um numero equivalente de
homens e mulheres [35], [54]. A distribuicdo da idade do painel também deve ser tida em consideracao

dado que pode afetar os resultados [35].

2.5 Subprodutos da industria cervejeira

A cerveja € uma bebida alcoolica obtida como produto de fermentacdo do mosto de cereal
maltado, acrescido ou ndo de adjuntos (outros cereais e/ou fontes de acucar), com adicao de lupulo,
por acao de leveduras [55]. A grande difuséo e aceitacdo da cerveja tornaram-na uma das bebidas mais
apreciadas e consumidas no mundo [11].

A industria cervejeira produz anualmente uma quantidade consideravel de subprodutos e
residuos [56] que tém, de igual modo, sofrido um incremento, em consequéncia do crescimento do setor
verificado nas ultimas décadas [57]. Entretanto, diversos avancos tecnolégicos tém possibilitado uma
minimizacao geral da formacao dos subprodutos gerados ao longo do processo cervejeiro. Ainda assim,
esta minimizacao nem sempre é possivel, existindo determinados subprodutos inerentes a producao da
bebida que dificilmente sao restringidos. Entre estes encontram-se a dréche, o excedente de levedura e
0s residuos de lupulo (frub) [56], [58], que constituem os principais subprodutos cervejeiros. O seu
descarte representa um desafio devido a diversas razdes, nomeadamente: (1) elevada quantidade
gerada, (2) baixo valor acrescentado, (3) dificuldade de armazenamento ocasionada pelo elevado teor de
humidade e (4) poluicado ambiental provocada pela sua eliminacao em aterros ou queima [57].

A poluicao derivada das atividades industriais decorrente da inutilizacdo e descarte de subprodutos
constitui uma das grandes preocupacdes atuais, motivo pela qual a maioria das empresas tem procurado
reciclar os subprodutos gerados e reaproveita-los como matéria-prima para outros processos [6]. No caso
especifico da industria cervejeira, como grande parte dos subprodutos advém de produtos agricolas,
podem ser facilmente reciclados e reutilizados e, assim, valorizados [6], [58].

A dréche cervejeira, designada em inglés por brewer’s spent grain (BSG), € o subproduto
maioritario da industria cervejeira [56], proveniente de uma das etapas iniciais de producdo - a
brassagem (Figura 1).

Durante a brassagem, a cevada maltada é moida, misturada com agua e submetida a

temperaturas gradualmente superiores a fim de promover a hidrélise enzimatica dos constituintes do
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malte. O objetivo deste processo de extracdo é hidrolisar os aclcares e algumas proteinas constituintes
do malte conduzindo a obtencao de uma mistura aquosa de substancias soluveis e insollveis. Esta
mistura é entdo sujeita a uma etapa de filtracdo, de modo a separar as referidas fracdes, uma vez que
apenas a parte soluvel, denominada mosto, prossegue no processo de producao de cerveja, como meio
fermentativo [55]. A fracdo solida residual obtida é designada por dréche e pode representar mais de
30 %, em massa, do malte original, em consequéncia do caracter seletivo do processo cervejeiro, isto &,

remocado de apenas alguns nutrientes do malte [6], [59].

Ebuligdo do mosto Whirlpool

Maltagem

]

Arrefecnmento

ol fl== 3=

Lavagem dos barris Enchimento

Fermentacaol I Maturagao Lavagem de garrafas
Levedura

Figura 1 — Esquema do processo tipico de producdo de cerveja e formacao da dréche cervejeira (adaptado de

Wunderlich e Back, 2009 [55]).

2.5.1 Composicdo quimica da dréche

A dréche é essencialmente composta pela casca, tegumento e pericarpo dos graos de cevada
maltada, utilizados como principal matéria-prima na producéo de cerveja. Em funcdo do regime de
producao selecionado podera também estar presente algum endosperma de amido residual, paredes de

células de aleurona vazias, bem como residuos de lupulo. Ademais, determinados tipos de cerveja
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recorrem ainda a fontes alternativas de actcar, nomeadamente cereais nao maltados (arroz, milho, trigo,
etc.) que podem, por conseguinte, serem encontrados na dréche [6], [56].

Este subproduto cervejeiro é considerado um produto heterogéneo cuja composicao quimica pode
variar entre as industrias em funcao de diversos fatores, tais como a variedade de cevada utilizada e
respetiva época da sua colheita, as condicoes empregues na maltagem e brassagem e com a qualidade
e quantidade de lupulo e adjuvantes adicionados [60].

A Tabela 2 apresenta a composicdo quimica da dréche descrita em diversos estudos e demonstra,
nitidamente, a variacdo da constituicdo quimica deste subproduto em consequéncia dos fatores
enumerados anteriormente. Independentemente destas variacoes, a dréche é considerada um material
lenhinoceluldsico, com um elevado teor de humidade (entre 75 % a 80 %) e rico em proteinas e fibras

[6].

Tabela 2 — Composicao quimica da dréche, em percentagem, obtida em diversos estudos

Kanauchi Santos et Carvalheiro  Silva et al. Mussatto e Xiros et Jay et al. Meneses et
Componente  etal. 2001  al. 2003 et al. 2004 2004 [64] Roberto2006 al. 2008 2008 [67] al. 2013
(61] [62] [63] [65] [66] (68]
Celulose 254 n.d. 21,9 25,3 16,8 12,0 31,0a33,0 21,7
Hemicelulose 21,8 n.d. 29,6 41,9 28,4 40,2 n.d. 19,2
Xilano n.d. n.d. 20,6 n.d. 19,9 n.d. n.d. 13,6
Arabinano n.d. n.d. 9,0 n.d. 8,4 n.d. n.d. 5,6
Amido n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 2,7 10,0a12,0 n.d.
Proteinas 24,0 31,0 24,6 n.d. 15,2 14,2 15,02 17,0 24,7
Lenhina 11,9 16,0 21,7 16,9 27,8 115 20,0a22,0 19,4
Lipidos 10,9 3,0a6,0 n.d. n.d. n.d. 13,0 6,0a8,0 n.d.
Cinzas 2,4 4,0 1,2 4,6 4,6 33 n.d. 4,2
Extrativos n.d. n.d. n.d. 9,5 58 n.d. n.d. 10,7

Todos os valores estdo expressos em percentagem massica, em base seca; n.d., ndo determinado.

A celulose e a hemicelulose correspondem, tipicamente, a 50 % da composicao da dréche. Desta
forma, este subproduto alberga uma quantidade significativa de carbohidratos fermentesciveis, dos quais
a xilose, a glucose e a arabinose sdo 0s mais abundantes [6]. De igual modo, as proteinas e a lenhina
também compreendem uma fracdo importante, sendo esta ultima constituida por componentes
polifendlicos, em particular acidos tais como acido ferulico, acido pcoumarico, acido siringico, acido

vanilico e acido p-hidroxibenzoico [69]-[71]. A dréche contém quantidades consideraveis de minerais,
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extrativos e vitaminas. Os minerais presentes na dréche sao diversificados, embora os mais abundantes
sejam o silicio, o fésforo e o calcio. Encontra-se também descrito a presenca de vitaminas, tais como a
biotina, a colina, o acido fdlico, a riboflavina, entre outras, e de uma parcela de extrativos, que abrange
as ceras, lipidos, amido, resina, taninos, 6leos essenciais e outros constituintes citoplasmaticos [60].

Este subproduto cervejeiro esta disponivel a baixo custo e em grandes quantidades ao longo do
ano, quer nas grandes cervejarias como nas pequenas [6]. De facto, estima-se que apenas na Europa
sejam gerados, anualmente, mais de 3x10° kg de dréche [72].

Apesar das grandes quantidades produzidas o seu uso ¢ limitado. O alto teor de humidade, a
natureza organica e o elevado conteudo em acucares fermentesciveis fazem com que a dréche seja
altamente suscetivel a ataques microbianos e modificacdes quimicas, com consequente perda de
nutrientes e formacao de produtos toxicos [6]. Efetivamente, os graos de cereais colhidos possuem uma
microflora residente, decorrente de varias fontes, compreendendo bactérias e fungos, que podem causar
problemas durante o armazenamento e tratamento do subproduto [73]. Por esta razao, a dréche deve
ser imediatamente preservada apds efetuada a sua recolha na cervejeira, a fim de evitar a deterioracéo
microbiana [74].

Ao longo dos anos, foram propostos diversos métodos que objetivam esta preservacao. A utilizacao
de acidos, tais como o acido lactico, acido acético e acido formico e de compostos derivados de acidos,
como o sorbato de potassio, constitui um método de preservacéo quimica que assegura a manutencao
da qualidade e valor nutricional da dréche. Alternativamente, a preservacado podera também ser feita via
secagem, liofilizacdo ou congelamento. Cada um destes métodos apresenta vantagens e desvantagens,
contudo nenhum deles relne simultaneamente trés caracteristicas fundamentais: (1) ser
economicamente viavel, (2) possibilitar a estabilidade bioldgica do produto assim como a manutencéo
da sua qualidade nutricional e (3) permitir o processamento eficaz de quantidades consideraveis de
dréche. A técnica de preservacao selecionada pode afetar a composicao quimica da dréche, em particular

o contetido de arabinose e de proteinas [6].

2.5.2 Potenciais aplicagoes da dréche

Atualmente, a maioria da dréche produzida ¢ utilizada para alimentacao animal, em particular de
gado, quer diretamente sob a forma humida (resultante da filtracdo do mosto) ou apds secagem [6],
[56]. Porém, este destino exige gastos com a distribuicao e transporte, além de usualmente ser vendido
a baixo preco, representando um processo oneroso. Assim, o seu baixo valor comercial juntamente com

0s problemas associados com o seu descarte tém impulsionado a procura de formas de exploracao
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alternativas, quer pela industria como pela comunidade cientifica [75]. Em funcédo da sua composicado
quimica, a aplicacao da dréche abrange as mais diversas areas, como alimentacéo, producao de energia
e processos quimicos e biotecnoldgicos. Todas as aplicacdes apresentadas de seguida encontram-se
descritas nos artigos de revisao de Mussatto et al. (2006) [6] e Mussatto (2014) [60].

No setor alimentar, a dréche ¢é utilizada ndo sé na alimentacdo animal como também na humana,
onde é empregue como aditivo alimentar em farinhas para o fabrico de pao, bolos, snacks, bolachas e
waffles, devido as propriedades benéficas deste subproduto para a saude. A dréche possui na sua
constituicdo quantidades significativas de proteinas ricas em glutamina, carbohidratos ndo digeriveis
(arabinoxilanos) e fibras que sdo capazes, entre outros beneficios, de regular o funcionamento da flora
intestinal.

Em funcdo do seu contetdo em proteinas, polissacaridos e minerais, a dréche constitui também
um substrato de elevado valor em biotecnologia. A sua aplicacao neste ramo é variada, e inclui o uso
como substrato para o crescimento de microrganismos e producao de enzimas, suporte de imobilizacao
de biomassa, bem como agente antiespuma no processo cervejeiro. Adicionalmente, em virtude da
composicao rica em acucares e fatores nutritivos, os hidrolisados obtidos a partir do dréche podem ser
aproveitados em processos fermentativos a fim de produzir inimeros compostos de interesse industrial
como xilitol, arabitol, glicerol, acido acético e etanol.

De igual modo, a dréche representa uma matéria-prima de interesse em processos quimicos,
possibilitando a obtencdo (por extracdo) e producdo (por reacdo quimica) de compostos de interesse
industrial dos quais sdo exemplo os acidos hidroxicinamicos, os compostos fenolicos e os polissacaridos
de hemicelulose e celulose.

Em consequéncia da crise de energia que o mundo vivencia atualmente, varias alternativas foram
propostas para utilizacao da dréche na producéo de energia incluindo a conversao termoquimica (pirolise,
combustao), a producao de biogas e de etanol. A dréche apresenta um poder calorifico liquido e bruto
consideravel, o que a torna interessante para a producao de energia via combustéo. Por outro lado, nos
ultimos anos, diversos investigadores tém procurado fontes alternativas aos derivados do petréleo, de
modo a substituir estas fontes por outras mais sustentaveis. Dentro desta categoria encontra-se o etanol,
que constitui uma fonte limpa e renovavel. Atualmente, os niveis de producdo mundial de etanol s&o
elevados, sendo o milho a principal matéria-prima utilizada para esse fim. Entretanto, a producao de
bioetanol a partir de matérias-primas ndo alimentares tem sido encorajada [76]. Com base nesta
demanda, diversos materiais lenhinoceluldsicos tém sido investigados, entre os quais a dréche, que

gracas ao seu elevado conteudo em hemicelulose e em celulose & considerada uma matéria-prima
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promissora para esta aplicacdo. A possibilidade de utilizacdo da dréche como matéria-prima para a
producao de etanol de segunda geracao tem sido avaliada por diversos autores, empregando diferentes
tipos de processos e estirpes microbianas.

Além da obtencdo de compostos de valor acrescentado, a dréche tem sido empregue como
matéria-prima para a producao de papel bioadsorvente e no tratamento de aguas residuais.

Por outro lado, Meneses e seus colaboradores descreveram uma nova forma de reaproveitamento
e valorizacao da dréche cervejeira, empregando-a como matéria-prima para a elaboracao de uma bebida
destilada [77]. Para tal, a dréche foi previamente submetida a um pré-tratamento por autohidrélise e o
extrato obtido foi entdo suplementado com 200 g-L™! de sacarose e 175 mg-L'! de metabisulfito de
potassio e, seguidamente, submetido a uma etapa de fermentacao e destilacdo. Um total de 38
compostos volateis foram identificados na bebida destilada obtida, que revelou qualidade organolética
adequada para consumo humano, demonstrando, deste modo, a possibilidade atrativa e promissora de
utilizar a dréche na industria dos destilados. Contudo, a necessidade de suplementacdo com acucar
pode comprometer a viabilidade econdmica deste processo. De facto, até a data, nao existe, ainda, no

mercado nenhuma bebida produzida desta forma.

2.6 Producao de etanol a partir de materiais lenhinoceluldsicos

Os materiais lenhinoceluldsicos sdo a matéria organica mais abundante na natureza. Quanto a
sua origem esta biomassa por ser classificada em: (i) florestal, que inclui as madeiras de folhosas,
(eucalipto, carvalho, castanheiro, etc), as madeiras de coniferas (pinheiro, abeto, etc) e ainda residuos
da industria do papel e da madeira; (ii) residuos agricolas (palha, caroco de espiga de milho, cascas,
caules ou podas das arvores, etc); (i) residuos agroindustriais (dréche, bagaco de cana-de-acucar,
sementes de frutas, polpa, etc) e (iv) residuos urbanos (papel de jornal e revistas, lixo doméstico, etc)
[78]. A biomassa lenhinocelulésica constitui um substrato de baixo custo e apresenta uma estrutura
complexa e recalcitrante, composta essencialmente por trés polimeros: celulose, hemicelulose e lenhina.
A composicao exata e a forma como estes polimeros se combinam entre si é altamente dependente do
tipo de biomassa [79].

A celulose & um homopolissacarido linear com longas cadeias de glucose, unidas entre si por
ligacdes glicosidicas. Os feixes de moléculas de celulose encontram-se agregados formando microfibrilas,
onde existe uma alternancia entre areas com configuracao ordenada e inflexivel (regido cristalina) e areas

menos ordenadas (regiao amorfa). Como consequéncia desta estrutura fibrilar e mdaltiplas ligacdes de
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hidrogénio, a celulose apresenta uma estrutura altamente rigida e é insoltvel na maioria dos solventes
[80].

Em contraste, a hemicelulose difere substancialmente da celulose por apresentar uma estrutura
amorfa e ramificada, com cadeias laterais curtas, o que em combinacdo com o baixo peso molecular
tornam este polimero relativamente facil de hidrolisar. A hemicelulose &, usualmente, constituida por
uma cadeia principal que pode conter a repeticdo de um Unico actcar (homopolimero) ou a mistura de
varios acucares (heteropolimero). Este polissacarido pode ser composto por pentoses (xilose e
arabinose), hexoses (manose, glucose e galactose) e/ou acidos urdnicos (acidos 4-O-metil-glucuronico e
galacturonico) [80].

Por outro lado, a lenhina constitui um polimero aromatico fenolico e hidrofébico, que age como
um material de ligacdo, envolvendo a hemicelulose e a celulose. As suas caracteristicas tornam a
biomassa impermeavel e sdo responsaveis pela baixa reatividade dos materiais lenhinoceluldsicos [80],
[81].

As grandes quantidades de biomassa lenhinocelulésica podem ser potencialmente convertidas em
diversos produtos de alto valor, incluindo etanol. De modo genérico, a producao de bioetanol engloba
quatro grandes operacdes: pré-tratamento, hidrélise da celulose e da hemicelulose para producao de
acucares simples, fermentacdo dos mesmos e, finalmente, a recuperacdo e purificacdo do etanol
produzido [22].

De seguida, serao abordadas, com maior detalhe, cada uma das etapas supramencionadas,
enfatizando alguns desafios e aspetos especificos da producdo de etanol a partir deste tipo de

matéria-prima.

2.6.1 Tecnologias de pré-tratamento

A producao de bioetanol a partir de materiais lenhinoceluldsicos requer, geralmente, a realizacao
de uma etapa prévia de pré-tratamento, de modo a tornar a fracdo de carbohidratos mais suscetivel a
acao das enzimas hidroliticas e, por conseguinte, aumentar o rendimento em acucares fermentesciveis
libertados (Figura 2) [82]. De facto, a utilizacdo da celulose na sua forma nativa consome elevadas
quantidades de enzima e conduz a um baixo rendimento de digestdo enzimatica, inferior a 20 % do valor
tedrico [82].

O pré-tratamento ¢ realizado com intuito de superar a recalcitrancia da matriz lenhinocelulésica,
através de uma combinacdo de alteracbes quimicas e estruturais quer na lenhina como nos

carbohidratos. Concretamente, a implementacédo dos pré-tratamento visa limitar os principais fatores
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inibidores da hidrolise enzimatica, agindo sobre (1) cristalinidade da celulose, (2) porosidade e area
superficial disponivel, (3) conteudo e estrutura da lenhina e (4) no teor e grau de acetilizacdo da
hemicelulose [83].

Ao longo dos anos, varios métodos de pré-tratamento tém sido propostos e desenvolvidos. As
tecnologias atualmente disponiveis incluem processos fisicos (moagem, ftrituracdo, extrusdo e
micro-ondas); quimicos (hidrolise acida, hidrolise alcalina, ozondlise, processo organosolv e liquido
idnico); fisico-quimicos (explosdo a vapor, autohidroélise, explosao de fibras com amoniaco, explosdo com
CO; e oxidacdo humida) e biologicos (microrganismos decompositores), sendo também possivel uma

combinacao destes métodos de pré-tratamento [83].

Lenhina' Celu'lose Maior acessibilidade do substrato
i
i
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" Pré-tratamento
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Figura 2 - Efeito do pré-tratamento sobre a estrutura dos materiais lenhinoceluldsicos (adaptado de Mosier et al.

2005 [82]).

A escolha da tecnologia adequada de pré-tratamento, bem como das condi¢des especificas, ndo

¢ trivial, devendo ser considerado o padrao de libertacao de acucares e concentracdo de solidos para
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cada pré-tratamento, bem com a sua compatibilidade com o processo geral, matéria-prima, enzimas e
organismos a serem aplicados [83].

O pré-tratamento possui um impacto significativo sobre a economia do processo, constituindo uma
das etapas mais onerosas e com forte influéncia no custo das etapas situadas a montante e, em
particular, a jusante (/e. hidrolise enzimatica e fermentacao) [84].

Cada tipo de pré-tratamento altera de forma distinta a estrutura da biomassa e conduz a
rendimentos distintos. Contudo, existem alguns atributos chave que devem ser tidos em consideracao
na selecdo da tecnologia. Em teoria, um pré-tratamento efetivo pressupde a (1) quebra do complexo
lenhinoceluldsico, (2) a diminuicao do grau de cristalinidade da celulose, (3) a preservacdo dos aclcares
de natureza hemiceluldsica e da biomassa, (4) a maximizacdo da conversdo dos polissacaridos em
acucares fermentesciveis, (5) a minimizacédo da formacao de produtos de degradacdo dos aclicares, (6)
baixo custo e consumo energético e (7) reduzido impacto ambiental [82].

O processo hidrotérmico (autohidrolise ou agua liquida quente) representa um dos métodos mais
promissores de pré-tratamento de materiais lenhinocelulésicos no conceito de biorrefinarias. Consiste
num processo no qual a solubilizacao e rutura da estrutura da biomassa € alcancada pela utilizacao de
agua a alta temperatura e alta pressao (> 5 MPa) [79].

O mecanismo do pré-tratamento via autohidrdlise ¢ semelhante ao da hidrolise em meio acido
posto que ambos os processos sao catalisados por ides hidroxilo (H3O*). Estes ides sdo gerados, numa
primeira fase, pela autoionizacdo da agua e atuam como catalisadores, atacando as ligacdes éter
heterociclicas da hemicelulose, que sdo as mais suscetiveis a este tipo de reacdo. Como resultado, ocorre
a quebra de unidades acetiladas de xilose, produzindo residuos de acido acético livre e, ainda,
conduzindo a formacao de oligossacaridos. O papel da autoionizacdo da agua estd, no entanto,
restringido as fases iniciais do processo. De facto, o acido acético libertado também promove a formacao
de ides hidroxilo que catalisam a despolimerizacao da hemicelulose remanescente. Adicionalmente, o
acido uronico, o acido férmico e o acido levulinico, também tém sido apontados como formadores de
ides hidroxilo, embora o seu papel ainda nao se encontre devidamente esclarecido [85].

Durante a autohidrolise, a agua penetra a estrutura da célula, hidrata a celulose e despolimeriza
a hemicelulose, conseguindo-se assim a dissolucao de 40 % a 60 % da biomassa, com remocao de 4 %
a 22 % de celulose, 35 % a 60 % de lenhina e a maioria da hemicelulose. E, portanto, notavel que a
autohidrdlise afeta distintamente cada um dos constituintes dos materiais lenhinoceluldsicos. De facto,
este prétratamento representa um processo efetivo e adequado para a despolimerizacao da

hemicelulose, possibilitando a recuperacao de mais de 90 % sob a forma de acucares monomeéricos,
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caso o liquido resultante do pré-tratamento seja submetido a uma pos-hidrélise acida [82]. Dependendo
das condicdes operacionais selecionadas, a hemicelulose pode ser decomposta em produtos de valor
acrescentado tais como oligossacaridos e monossacaridos, acido acético e em produtos resultantes da
decomposicado dos acucares, como o furfural derivado das pentoses e o hidroximetilfurfural (HMF)
proveniente das hexoses [86]. Por outro lado, o tratamento hidrotérmico em questdo, provoca a quebra
das ligacoes lenhina-hemicelulose, bem como a despolimerizacao parcial e redistribuicao da lenhina na
superficie do material. A fracdo de lenhina solubilizada durante o processo depende da severidade das
condicdes reacionais selecionadas assim como da matéria-prima [86]. Contrariamente, o efeito da
autohidrolise sobre a celulose ¢ minimo, em funcdo da elevada resisténcia térmica do polimero. De
acordo com Sakaki et al. (2002), a celulose comeca a degradar-se em oligossacaridos e hexoses apenas
quando a temperatura reacional € superior a 230 °C [87]. Ainda assim, a reatividade da celulose em
relacdo as enzimas é significativamente melhorada, em virtude da remocao da hemicelulose e da
relocalizacao e alteracdo quimica da lenhina [79]. Apds o pré-tratamento por autohidrolise formam-se
entdo duas fracdes, uma fracao solida rica em celulose e lenhina e uma fracao liquida composta
essencialmente por dgua e aclicares provenientes da hemicelulose. E nesta Ultima fracdo que se
encontram, caso existam, os compostos inibitérios, em especial o furfural e o HMF [79].

A eficacia desta estratégia de pré-tratamento depende da interacéo entre alguns fatores como a
temperatura, o tempo de exposicdo do material no reator e a carga de sélidos (também conhecida por
razao liquido-solido) [86]. A gama de temperatura na qual a autohidrélise é realizada situa-se entre os
150 °C e 0s 230 °C. Esta gama foi estabelecida com base no facto de, abaixo dos 100 °C se verificarem
poucas reacdes hidroliticas, e acima dos 230 °C, ocorrerem reacdes de degradacdo da celulose.
Relativamente & razdo liquido-solido, valores entre 1 g-g'a 40 g-g* tém sido explorados, embora as
condicdes mais frequentes se situem entre os 7 g-gte os 10 g-g. A duracio do pré-tratamento varia
consoante a temperatura selecionada. Em ensaios realizados a elevadas temperaturas, o tempo de
exposicao do material € de apenas alguns segundos, aumentando para varios minutos ou até horas
guando se opera a temperaturas mais baixas [85].

E essencial efetuar a otimizacdo das condicdes operacionais, procurando estabelecer as condicoes
ideais, uma vez que interferem diretamente no rendimento de recuperacédo dos principais componentes
da biomassa (celulose, hemiceluloses e lenhina), bem como na eficiéncia das subsequentes etapas de
sacarificacao da celulose e de fermentacao dos hidrolisados obtidos [86].

Estudos realizados ao longo do tempo tém demonstrado que a autohidrélise € um método eficiente

para tratar diferentes tipos de materiais lenhinoceluldsicos, incluindo materiais agricolas e agroindustriais
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como o caroco da espiga de milho [88], o bagaco de cana-de-aclcar [89], a palha de trigo [90] e de
centeio [91].

A autohidrolise oferece muitas vantagens comparativamente com os outros métodos de
pré-tratamento disponiveis. Trata-se de um processo bastante benéfico do ponto de vista econdmico e
ambiental uma vez que evita o uso de reagentes quimicos ambientalmente hostis, perigosos ou caros e
opera sob condicbes suaves. Estas caracteristicas permitem uma reducéo dos problemas de corrosao
de equipamentos e uma diminuicdo dos custos operacionais, eliminando a necessidade de realizacéao de
etapa adicional de neutralizacdo de quimicos [86]. Além disso, este método destaca-se pela reduzida
formacdo de produtos inibitorios. Efetivamente, a autohidrolise conduz a libertacdo de elevadas
quantidades de acucares hemiceluldsicos maioritariamente sob a forma de oligdmeros, que contribuem
para a minimizacdo da degradacdo ndo desejada [82]. Ainda assim, a autohidrélise ndo permite,
tipicamente, alcancar rendimentos em acucares tdo elevados quanto os obtidos com acidos mais fortes

e apresenta elevados consumos de agua e energia [79].

2.6.2 Hidrolise enzimatica da biomassa pré-tratada

Apds a realizacdo de um pré-tratamento bem-sucedido, a fracdo celuldsica do material encontra-se
mais suscetivel ao processo de hidrdlise para a obtencao de acucares fermentesciveis. Ao longo dos anos
foram desenvolvidos multiplos processos que possibilitam a hidrolise da celulose em glucose. Os
processos mais usuais sdo a hidrolise acida, que utiliza acido sulfurico concentrado ou diluido, e a
hidrélise enzimatica, na qual sdo empregues enzimas celuloliticas [92]. Apesar de dispendiosa, a
hidrolise enzimatica tem-se revelado mais adequada visto que requer menos energia, € um processo que
ocorre em condicdes mais brandas de pressao, temperatura e pH do que os processos quimicos e exibe
elevada especificidade, minimizando a formacdo dos compostos inibitérios [93].

As enzimas do complexo celulolitico, coletivamente designadas de celulases, sao hidrolases
especializadas em quebrar ligacdes -1-4-glicosidicas do glucano. Estas enzimas possuem uma atividade
enzimatica otima situada entre os 40 °C e os 50 °C e pH entre 4 e 5. As formulacdes de celulases
comercialmente disponiveis compreendem uma mistura de diversas enzimas, que trabalham
sinergicamente para a eficiente degradacado da celulose em acucares mais simples [94]. De facto,
existem pelo menos trés grupos de celulases envolvidas no processo de hidrolise, que representam
diferentes tipos de atividade enzimatica: endoglucanases, exoglucanases (celobiohidrolases) e

B-glucosidases.
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As endoglucanases atuam de modo aleatdrio sob as regides amorfas da cadeia de celulose,
conduzindo a libertacéao de oligossacaridos de diversos comprimentos. Deste modo, estas enzimas sao
responsaveis pela diminuicdo do grau de polimerizacao das cadeiras celulosicas, expondo novos
terminais livres que serao locais de atuacao das exoglucanases. Por sua vez, as exoglucanases hidrolisam
as ligacoes glicosidicas existentes nas extremidades da celulose, produzindo celobiose como principal
produto. Por fim, as B-glucosidases hidrolisam a celobiose, resultando na libertacdo de duas unidades
de glucose por cada molécula de celobiose [93].

Além dos trés grupos de enzimas celuloliticas acima mencionados, existem ainda outras enzimas
que atacam a hemicelulose, nomeadamente a glucuronidase, a acetilesterase, a xilanase, a B-xilosidase,
a galactomananase e a glucomananase [94].

Porém, a obtencao de uma alta eficiéncia de conversao de celulose em glucose pressupde a adicédo
de elevadas doses de enzimas comerciais dispendiosas, tornando imperativo a otimizacdo da etapa de
sacarificacao enzimatica. Neste sentido, & necessario procurar maximizar a carga operacional de solidos
empregue e minimizar, simultaneamente, a dose de enzima requerida. O incremento da carga de solidos
proporciona um aumento da concentracao de acucares resultantes e, consequentemente, de etanol,
exercendo efeitos significativos nos custos do processo, em particular da destilacdo. Ademais, o0 menor
teor de agua permite diminuir a energia requerida para 0s processos de aguecimento e arrefecimento,
bem como a agua residual obtida [95]. Todavia, o incremento da concentracao de substrato também
acarreta desvantagens. Operar com uma alta carga de solidos podera causar uma diminuicdo da
eficiéncia de conversao da celulose em glucose, resultando em rendimentos teéricos mais baixos do que
o0s esperados [96]. Tal facto podera ser explicado pela existéncia de limitacdes de transferéncia de massa
decorrentes da elevada viscosidade do meio, que restringem o0 acesso enzimatico a toda a celulose
disponivel, particularmente para cargas de solidos superiores a 20 %, em massa. Além disso, ocorre
ainda um aumento das concentracdes de produtos finais e inibidores que podem provocar uma reducéo
da atividade das enzimas e dos microrganismos fermentadores. Por ultimo, a preservacdo de uma boa
funcao catalitica da maioria das enzimas lenhinoceluloliticas requer a existéncia de uma quantidade
minima de agua disponivel, devido ao seu mecanismo hidrolitico de quebra das ligacdes glicosidicas

[99], [96].

2.6.3 Estratégias de hidrolise enzimatica e fermentacdo para a producéo de etanol

A hidrolise enzimatica e a conversao dos acucares libertados em etanol podem ser realizadas

segundo diferentes configuracoes processuais: em unidades independentes e de modo sequencial, num
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processo denominado sacarificacdo e fermentacdo separadas (SHF); ou simultaneamente, de forma
integrada, como é o caso dos processos de sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF), sacarificacao
com co-fermentacdo simultdnea (SSCF), bioprocesso consolidado (CBP) e sacarificacao, filtracao e
fermentacao simultaneas (SSFF) [97].

Cada uma destas estratégias envolve abordagens e niveis de complexidade distintos que se
refletem em vantagens e limitacdes particulares [97]. Dentre as estratégias supramencionadas sera
apenas efetuada uma descricdo mais detalhada das estratégias mais tradicionais — SSF e SHF.

A sacarificacdo e fermentacdo separadas é a concecdo mais antiga e consiste em duas operacdes
consecutivas. Primeiramente, os hidratos de carbono presentes na fase sélida do material pré-tratado
sao hidrolisados pela acdo de enzimas. Seguidamente, a mistura de aclcares libertados, contendo
hexoses e pentoses, € entdo convertida em etanol por acdo de uma estirpe microbiana na etapa
fermentativa. Ambos os processos podem operar sob as condicdes étimas para o seu desempenho
(temperatura, pH, teor de solidos, composicdo nutricional), o que representa a maior vantagem do
processo SHF, uma vez que a temperatura 6tima de cada etapa varia significativamente. A maioria das
enzimas celuloliticas possui uma temperatura 6tima operacional entre os 45 °C e os 50 °C, enquanto
grande parte das estirpes microbianas usualmente empregues (levedura S. cerevisiae € a bactéria
Z. mobilis) produzem etanol de forma eficiente entre os 28 °C e os 37 °C [98], [99]. Além disso, e
contrariamente ao que se verifica nos processos em simultaneo, o desempenho das enzimas nao é
afetado pela presenca de etanol, e a viscosidade do meio é significativamente reduzida antes da
fermentacdo, possibilitando uma eficiente mistura e transferéncia de nutrientes e calor. Esta
caracteristica afeta positivamente a viabilidade das estirpes microbianas e ¢ particularmente importante
em processos conduzidos com elevadas cargas de solidos [99].

Em oposicao, a sacarificacdo e fermentacdo simultaneas é uma estratégia que combina a hidrolise
enzimatica e fermentacdo numa so6 unidade, tendo sido apontada como superior ao processo de
sacarificacdo e fermentacdo separadas, em termos de producdo global de etanol. Além disso, a
configuracdo SSF permite uma diminuicdo da complexidade do processo e dos respetivos custos
operacionais gracas a existéncia de uma unica etapa [98]. Nesta forma de conducdo ha uma
minimizacao da inibicdo da celulase pelos produtos de hidrélise em virtude da glucose libertada ser
concomitantemente fermentada. Como consequéncia deste consumo imediato de glucose, ocorre um
deslocamento do equilibrio das reacdes enzimaticas no sentido de formacdo de mais produto
proporcionando, por sua vez, rendimentos mais elevados e uma produtividade de etanol superior,

comparativamente com o processo de SHF. Por outro lado, os riscos de contaminacdo no sistema sao
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diminutos devido, em parte, as baixas concentracées de acucar livre no meio supramencionadas e, ainda,
a alta temperatura, presenca de etanol e condicdes anaerdbicas [97], [98]. Em contrapartida, um dos
maiores obstaculos inerentes ao processo SSF refere-se a necessidade de otimizacao iterativa da
temperatura de operacdo. Esta dificuldade ¢é geralmente ultrapassada através da diminuicdo da
temperatura de hidrélise de modo a que seja compativel com a atividade do microrganismo, ou através
da utilizacdo de uma estirpe microbiana termotolerante [99].

Alternativamente, foi desenvolvido um processo hibrido, designado por sacarificacdo e
fermentacao hibridas (HSF — do inglés Aybrid saccharification and fermentation), que envolve uma etapa
de pré-hidrélise e inoculacdo tardia do microrganismo. Nesta estratégia, os hidratos de carbono sao
primeiramente hidrolisados com celulases a sua temperatura 6tima, e depois o meio reacional é

arrefecido até a temperatura a que decorre a fermentacao e, imediatamente, inoculado [99].

2.6.4 Recuperacao e purificacdo do etanol

O produto final do processo de fermentacdo contém além de etanol e dgua, biomassa microbiana,
acucares nao convertidos e diversos outros compostos. Por conseguinte, é necessaria a realizacao de
uma etapa subsequente de separacao e purificacdo do etanol, sendo a destilacdo o método de eleicdo
[22]. A destilacdo fracionada ¢ um processo muito comum para separar o etanol da dgua com base nas
suas diferentes volatilidades [100]. O principio deste processo ja foi descrito anteriormente na seccéo
2.2.3. Esta técnica de purificacdo apresenta custos elevados, que dependem da eficiéncia da hidrolise
enzimatica e da fermentacéo, e aumentam quando as concentracdes de etanol sdo baixas. De modo a
que a destilacdo seja economicamente viavel, € necessaria uma concentracao minima de etanol de cerca
de 4 %, em volume [101]. No caso especifico dos materiais lenhinocelulosicos a obtencdo de tais
concentracdes de etanol requer, geralmente, a utilizacdo de cargas de sélidos elevadas (> 15 %, em

massa) [102], [103].
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3. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho envolveu o estudo de varias etapas processuais de producdo de uma bebida destilada
aromatizada: caracterizacao quimica de seis dréches, métodos de pré-tratamento e hidrélise enzimatica,
fermentacdo, destilacdo e aromatizacado. A Figura 3 apresenta sinteticamente os métodos analiticos
utilizados e o esquema global de todo o processo. Por uma questdo de simplificacdo de escrita, a

abreviatura BSG sera utilizada para designar o termo “dréche”.

Matéria-prima + Extrativos;
BSGAaF + Humidade
+ Cinzas;

BSGD + Proteinas;

BSGE + Hidrolise acida quantitativa.

i Autohidrolise Fragéo | *Quantificacéo por HPLC;
g8 +Temperatura: 150 °C; 160 °C; 170°C - > jqyia | +Pos-hidrdlise &cida quantiativa.
+Carga de solidos: 20 % e 25 %

+Rendimento em sdlido;

Fragdo SO"da{ + Hidrdlise &cida quantitativa.

. Sacarificacdo e fermentacao hibridas (Erlenmeyer)
EEZ'ma._‘ Sacarificacdo enzimatica * Leveduras:
gua --- ’ < 5
Tampdo | +Dréche ndo tratada e autohidrolisada () S. cerevisiag BLG Il 1762;
+Cellic CTec2 15 FPU-g'! (ii) S. cerevisiae PE-2;
+Carga de solidos: 5-25 % + Carga de sélidos: 25 %
* BSG D e BSG E autohidrolisadas em condicdes
selecionadas
(i) solido lavado e seco;
(ii) whole slurry;
J Close residual | * Quantfcaao por HPLC;
Aglicares { *Quantificagéo por HPLC : Etanol * Hidrdlise &cida quantitativa.
v
Sacarificagao e fermentacdo hibridas | {, oyanificagéo de etanol e agicares por HPLC:;
_ (reator) » Quantificago de compostos volateis por GC-MS e GC-FID.
+ soh condigdes selecionadas

Aromatizaq:ﬁo da bebida | | . Anélise sensorial.

Destilagdo e { » Quantificago de compostos volteis por GC-MS e GC-FID;

Figura 3 - Fluxograma de todo o processo e métodos analiticos utilizados neste trabalho.
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3.1 Matéria-prima

As diversas dréches utilizadas neste trabalho foram fornecidas pela microcervejeira
Fermentum - Engenharia das Fermentacoes, Lda, sediada em Vila Verde, Portugal. Estas dréches
provém de seis processos cervejeiros artesanais distintos que empregam nas suas receitas quantidades
e tipos diversificados de malte e adjuntos. A nomenclatura das cervejas tem por base o abecedario,
existindo quatro cervejas base: a Letra A (Weiss), a Letra B (Pilsner), Letra C (Sfout) e a Letra D (Red
Ale); e duas cervejas de edicdo especial: a Letra E (Belgian Dark Strong Ale) e a Letra F (/ndia Pale Ale).

As dréches foram recolhidas sob a forma humida e secas numa estufa a 60 °C, até atingir um

conteudo de humidade inferior a 10 %.

3.2 Caracterizacdo quimica das dréches

3.2.1 Determinacao da humidade

A determinacdo da humidade foi realizada com recurso a uma balanca de humidade (Radwag,
MAC 50/1/NH), através de um programa de secagem automatico.

A humidade das amostras foi determinada em triplicado para a caracterizacdo quimica das seis
dréches em estudo e sempre que necessario para as técnicas utilizadas, possibilitando os calculos

inerentes as analises quimicas, numa base de matéria seca.

3.2.2 Determinacao do teor de cinzas

A determinacdo das cinzas de cada dréche foi realizada de acordo com a norma
NREL/TP-510-42622 [104]. Para tal, colocou-se cadinhos de porcelana numa estufa a 105 °C, durante
24 h, seguido de arrefecimento em excicador e respetiva pesagem. Posteriormente, foi pesado 1 g de
amostra para cada cadinho e procedeu-se a sua incineracdo numa mufla a 550 °C, por um periodo de
24 h. Apos este passo, os cadinhos foram novamente arrefecidos num excicador e pesados. A quantidade
de cinzas foi obtida através da Equacéo 2, pela diferenca de massa entre o cadinho com cinzas e o
cadinho vazio, e foi expressa em relacdo a quantidade de amostra inicial (base seca). As determinacdes
foram feitas em duplicado.

cinzas _ Mead+cinz — Mcad % 100 Equa(;éo 2
% PMH X (1—H)
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Onde,
H = humidade da amostra (massa de agua por massa de amostra himida);
Mead = Massa do cadinho;
Mead+cinz = Massa do cadinho com cinzas;

PMH = massa total da amostra humida.

3.2.3 Determinacao do teor de proteinas

A proteina total da matéria-prima foi estimada através do método de Kjedahl, de acordo com o
descrito por Labconco [105] recorrendo a um analisador de proteinas automatico Kjeltec™ 8400 (FOSS
Tecator™).

O procedimento pratico consistiu em pesar 0,5 g de amostra previamente seca e coloca-la num
tubo de digestdo, juntamente com uma pastilha de selénio (catalisador) e 10 mL de H2SO4 concentrado
(95 % a 97 %, em massa). As amostras preparadas foram colocadas na unidade de aquecimento do
aparelho de digestao, com a respetiva capsula de condensacdo de fumos e foram sujeitas a uma etapa
de digestdo, durante aproximadamente 1 h a 420 °C. Uma vez terminada a digestdo e apos
arrefecimento da solucado obtida, os tubos foram colocados na unidade automatica de destilacao.
Brevemente, a operacdo envolveu a adicdo de uma solucdo de NaOH (400 g-L ) de modo a neutralizar
0 acido e tornar basica a solucdo digerida. Os ides NHs assim libertados foram aprisionados numa
solucdo de N3BOs e titulados com um acido forte, HCI 0,1 mol-L ™. O contetido de azoto de Kjeldahl (V)

foi calculado a partir da Equacéo 3.

N (Va = Vp) X My¢ X My, 100 Equacéo 3
— X
% PMH x (1—H)

Onde,

Vo= volume de HCI gasto na titulacdo da amostra;
= volume de HCI gasto na titulacdo do branco;
My ;= concentragao molar do HCI;

My, = concentracao molar do Na.

A concentracado de proteina foi calculada multiplicando o teor de azoto por um fator especifico de

conversao (6,25) [105].
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3.2.4 Determinacao do teor de extrativeis

O teor de extrativeis (£Ext) de cada dréche foi determinado segundo a norma NREL/TP-510-42619
[106], utilizando uma mistura agua/etanol, numa unidade de extracdo Soxtec™ 8000 (FOSS, Tecator,
Hillerad, Dinamarca).

Primeiramente, foram tarados cartuchos de celulose e copos de aluminio numa estufa a 105 °C,
durante 24 h, seguido de arrefecimento em excicador e respetiva pesagem. Posteriormente,
acondicionou-se 3 g de amostra seca em cada cartucho e adicionou-se a mistura de etanol-agua a 80 %,
em volume, na garrafa de extracao.

Apds término do processo de extracao, os cartuchos de celulose contendo as amostras
desprovidas de compostos extrativeis (/7%e), foram secos a 105 °C, até atingir peso constante,

possibilitando o calculo da percentagem de matérias extraiveis de acordo com a Equacéo 4.

Ext mg, — PMH

e Equacéao 4
% ~PMHx (1—m) 100 quag

Ademais, os extratos resultantes foram submetidos a um processo de pos-hidrélise acida e
analisados por HPLC, para determinacdo do contetido de polissacaridos soltveis de glucose (seccédo
3.12). No que concerne a fracdo solida, esta foi sujeita a uma hidrdlise acida quantitativa, para
determinacdo do contetido em glucano, xilano, arabinano e lenhina (de acordo com a metodologia da

Seccdo 3.2.5 e 3.2.6). Este procedimento foi realizado em duplicado.

3.2.5 Determinacao de polissacaridos

A matéria-prima livre de extrativeis e os residuos sélidos obtidos apos autohidrolise foram sujeitos
a um processo de hidrolise acida quantitativa, conforme descrito na norma NREL/TP-510-42618 [107].

As amostras foram moidas com recurso a um moinho Taurus Aromatic (Ver Il) 150 W, de modo a
obter particulas com uma granulometria inferior a 0,5 mm. De seguida, pesou-se, aproximadamente,
0,5 g de amostra para tubos de ensaio, aos quais se adicionou 5 mL de H,SOs a 72 %, em massa. Esta
mistura foi incubada durante 1 h num banho termostatico (Clifton, Alemanha), a 30 °C, com agitacéo
periodica, utilizando uma vareta de vidro, a fim de promover a hidrdlise dos polissacaridos a
oligossacaridos. Apos este periodo, o conteudo dos tubos de ensaio foi transferido para frascos (Schott,

Alemanha) de 250 mL e procedeu-se a adicdo de agua destilada, de modo a diluir o acido sulfurico para
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uma concentracdo final de 4 %, em massa. O conjunto foi pesado e autoclavado a 121 °C, durante 1 h
visando a quebra dos oligossacaridos nos respetivos monomeros. Apds o arrefecimento dos frascos,
procedeu-se, novamente, a pesagem do conjunto, a fim de verificar a ocorréncia de perdas durante o
tratamento.

Por ultimo, o contetudo presente em cada frasco foi filtrado recorrendo a cadinhos de placa porosa

(Robu®, Alemanha), de porosidade 3, com auxilio de uma bomba de vacuo. Antes deste procedimento,

os cadinhos foram tarados numa estufa a 105 °C, durante 24 h e arrefecidos num excicador durante
pelo menos 1 h.

O filtrado obtido foi guardado em tubos falcon de 50 mL, para determinacdo do contetdo de
polissacaridos e, posteriormente, de lenhina acida soluvel (seccao 3.2.6). As concentracoes de glucose,
xilose e arabinose determinadas por HPLC foram utilizadas no calculo das percentagens de glucano,
xilano e arabinano, respetivamente. O contetdo de polimeros (CF), em percentagem massica de dréche,
pode-se calcular mediante a Equacao 5. Na hidrolise acida quantitativa ocorre a degradacao de uma
pequena percentagem dos acucares presentes, razao pela qual sao introduzidos fatores de correcéo, de

modo a considerar as perdas. Este procedimento foi realizado em duplicado.

[A] P+ (PMH x H)
— X
p  PMH x (1—H)

CP=Fp XCy X x 100 Equacédo b
Onde:

Fp = fator de correcao da degradacao dos acucares;

Ct = fator de correcao estequiométrico (para ter em consideracdo o aumento de peso molecular

durante a hidrélise);

[A] = concentracdo massica do mondmero;

p = massa volumica da dissolu¢ao analisada;

P = massa da dissolucao analisada tendo em conta as perdas de agua decorrentes da

evaporacao, durante a segunda etapa da HAQ;

Os valores habituais dos parametros fp e Ck encontram-se descritos na Tabela 3.
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Tabela 3 - Valores standard dos parametros fp e Ct dos polimeros glucano, xilano e arabinano

Fracao Espécie medida Fe Ce
Glucano Glucose 1,04 162/180
Xilano Xilose 1,09 132/150
Arabinano Arabinose 1,09 132/150

3.2.6 Determinacgéo da lenhina

A determinacéo dos teores de lenhina soltvel (Acid Soluble Lignin- ASL) e insoluvel (Acid Insoluble
Lignin- AlL) foi efetuada de acordo a norma NREL/TP-510-42618 [107].

O teor de lenhina soltvel em acido foi estimado através da analise espetrofotométrica da fracao
liguida remanescente da filtracdo, aguando a determinacéo dos polissacaridos. Para tal, procedeu-se a
diluicdo do hidrolisado anteriormente obtido com H2S04 a 4 % em massa, de modo a assegurar valores
de absorvancia inferiores a 1,0. Seguidamente, agitou-se bem as amostras, a fim de obter misturas
homogéneas, e procedeu-se a leitura da absorvancia a 205 nm (regidao dos ultravioleta), num
espetrofotometro de microplacas (Synergy HT, BioTek Instruments), utilizando como branco a referida

solucéo de H,S0a4. Todas as amostras foram lidas em triplicado. O teor de lenhina soltvel em acido de

cada dréche foi determinado segundo a Equacao 6.

UVaps X Volumeyijtrqqo X Diluicdo 00 Fquacéo 6

% ASL =
% AS eX(PMHX(1—H))Xp

Onde:

UVaps = média de absorvancia para a amostra a 205 nm;

€ = constante de absorvidade;

p = massa volumica da amostra.

Relativamente a respetiva fracao solida obtida na seccao 3.2.5, esta foi submetida a uma etapa
de lavagem, com cerca de 200 mL de agua destilada, e seca a 105 °C, até atingir peso constante. O
residuo seco foi considerado como lenhina de Klason presente na matéria-prima. O resultado foi expresso

em percentagem relativa a massa de amostra completamente seca conforme se apresenta na Equacao 7

massQcqdinn {duo insol 1 — MAassAcqdinh 3
cadinho com residuo inséluve cadinho o 400 Equacao 7

% AIL =
% PMH x (1 — H)
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3.3 Prétratamento

Os pré-tratamentos por autohidrolise foram conduzidos num reator pressurizado de 2 L (Figura 4),
de aco inoxidavel (Parr Instruments Company, Moline, lllinois, USA), equipado com duas turbinas de
quatro pas, uma manta de aquecimento externa e um controlador de temperatura PID, modelo 4842
(Parr Instruments Company, EUA).

As amostras de dréche foram pré-tratadas sob diferentes condicdes de temperatura (150 °C,
160 °C e 170 °C) e cargas de solidos (20 % e 25 %, expresso em g de matéria-prima, em base seca, por
100 g de agua), avaliando-se o efeito individual de cada uma destas variaveis operacionais na eficiéncia
do pré-tratamento.

O procedimento experimental consistiu em pesar a quantidade adequada de dréche (80 g ou
100 g) e coloca-la no reator, juntamente com 400 mL de agua destilada, de modo a obter a carga de
solidos desejada. A velocidade de agitacdo foi fixa a 150 min™ e o reator foi aquecido para atingir a
temperatura alvo. Apés 5 min a temperatura desejada (condicdes isotérmicas), o meio foi imediatamente
arrefecido, por circulacdo de agua fria na serpentina interna.

Apds término do pré-tratamento obtém-se uma mistura, conhecida em inglés por whole slurry, que
designa o conjunto liquido e solido pré-tratados. A fracao solida foi recuperada e lavada com agua
destilada, através de diversos ciclos de centrifugacdo a 10000 g durante 15 min, 7 °C (Sigma 4K15),
seguido de secagem numa estufa a 60 °C, durante dois dias. Apds estes procedimentos, foi entdo
possivel determinar o rendimento em sélido (g de sélido recuperado por 100 g de matéria-prima, em
base seca), analisar a composicdo quimica e avaliar a digestdo enzimatica da dréche pré-tratada. A
analise da composicado quimica incidiu sobre o contetido de polissacaridos (glucano, xilano e arabinano)
e lenhina, seguindo a metodologia ja descrita.

Paralelamente, analisou-se a respetiva fracdo liquida proveniente da autohidrolise, mediante a
recolha de duas aliquotas. Uma das aliquotas foi diretamente analisada por HPLC, para o doseamento
da concentracdo de glucose, xilose, arabinose, acido acético, HMF e furfural (seccdo 3.11). A outra
aliquota foi submetida a um processo de pds-hidrélise acida e a analisada por HPLC para quantificacao
dos oligossacaridos (seccao 3.12). Para os ensaios posteriores de HSF foram também preservados whole
Slurries do pré-tratamento.

Com base nas concentracdes de glucose, xilose e arabinose foi possivel determinar a percentagem
de polimero (glucano, xilano, arabinano e lenhina) que permanece no solido pré-tratado e que é extraida

para o licor, conforme descrito no Anexo |.
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Figura 4 — Reator pressurizado (Parr Instruments Company, Moline, lllinois, USA), utilizado para efetuar o processo

de autohidrolise da dréche.

3.4 Sacarificacao enzimatica da matéria-prima e da dréche autohidrolisada

Todas as reacdes de hidrolise enzimatica foram realizadas a 50 °C, pH 4,8, em frascos Erlenmeyer
de 100 mL (volume de trabalho de 50 mL), com uma agitacdo de 200 min™. Estes ensaios foram
conduzidos com uma carga enzimatica de 15 FPU-g* de biomassa, de uma mistura comercial de
celulases “Cellic CTec2" de Trichoderma reesei (Novozymes, Dinarmarca). O cocktai/enzimatico utilizado
apresentava uma atividade celulasica total de 120 FPU-mL™, em formato n&o diluido, determinada de
acordo com o procedimento analitico proposto por Ghose (1897) [108]. As experiéncias foram
preparadas pela mistura da quantidade adequada de substrato (dréche nado tratada ou tratada) com
tampao citrato de sodio a 0,05 N e agua (quando necessario) seguido de esterilizacdo desta suspensao
em autoclave, a 121 °C por 15 min e subsequente arrefecimento e adicdo da enzima. As sacarificacbes
foram acompanhadas através da recolha periddica de amostras, para a determinacdo da concentracao

de acucares por HPLC, com excecdo dos ensaios realizados com maior carga de sélidos (ie., 25 %),
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onde a amostragem sé foi possivel no final da sacarificacdo. Os solidos remanescentes foram submetidos
a uma hidrolise acida quantitativa com o objetivo de estimar a fracado de aclcares nao sacarificada.

A eficiéncia de todas as sacarificacdes enzimaticas foi determinada exclusivamente através dos
rendimentos de glucose alcancados. As concentracdes de glucose inicialmente presentes no cocktai/
enzimatico também foram determinadas por HPLC e subtraidas ao rendimento em glucose,
possibilitando um calculo preciso da percentagem de rendimento teorico alcancado, expresso como %
do conteudo total de glucose da dréche nao tratada ou do residuo pré-tratado gerado antes da

sacarificacdo (hidrolise da dréche pré-tratada).

3.5 Estirpes microbianas e preparac¢ao do inoculo

As estirpes selecionadas para a producao de etanol foram a S. cerevisiae Wyeast 1762, Abbey I
belga (Wyeast Laboratories Inc.), uma levedura cervejeira, e a S. cerevisiae PE-2, uma levedura isolada
da industria brasileira de bioetanol [109], [110]. A levedura cervejeira foi mantida em meio YPD liquido
formulado por glucose (20 g-L1), peptona (20 g-L1) e extrato de levedura (10 g-L%), a -80 °C. A estirpe
de bioetanol foi preservada a 4 °C em placas YPD agar.

A preparacao de ambos os indculos foi efetuada através da transferéncia assética de células da
respetiva cultura stock, para frascos Erlenmeyer contendo 200 mL de meio YPD, seguido de crescimento
a 30 °C, 200 rpm por 24 h. Para a inoculacao em biorreator preparou-se 500 mL de YPD e procedeu-se
de modo idéntico. Decorridas 24 h de crescimento, a suspensao celular foi centrifugada (10000 g 10
min, 7 °C) e ressuspendida numa solucdo de NaCl a 9 g-L%, para atingir uma concentracéo final de
levedura fresca de 200 g-L.

Os ensaios de fermentacéo foram inoculados com uma concentracéo celular de levedura fresca

de7 gLt

3.6 Sacarificacao e fermentacao da dréche pré-tratada

Amostras de biomassa pré-tratadas hidrotermicamente foram empregues como substrato para a
producao de etanol por um processo de Sacarificacdo e Fermentacéo Hibrida (HSF).

A etapa de hidrélise enzimatica foi conduzida de modo idéntico ao descrito anteriormente na
seccao 3.4, utilizando-se os mesmos parametros operacionais. A particularidade destes ensaios assentou

no uso exclusivo de cargas de solidos comercialmente relevantes (25 % de solidos, em massa) e na
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utilizacao do residuo solido lavado e da suspensdo integral (whole siurr) obtidos apos pré-tratamento
por autohidrolise em condicdes selecionadas. Decorridas, aproximadamente, 120 h de sacarificacdo, a
temperatura e a agitacdo foram diminuidas e mantidas a 30 °C e 150 min%, respetivamente, para a
adicado da levedura e inicio da fase fermentativa. As condicoes anaerobias foram alcancadas pelo uso de
rolhas de borracha equipadas com glicerol airfock, que possibilitam a libertacao de CO, e impedem a
entrada de O,. A progressao da fermentacao foi avaliada através do registo da perda de peso, equivalente
a producao de CO; na fermentacao e diretamente associada a conversao dos acucares em etanol e CO».
Assim, os baldes Erlenmeyer foram pesados com precisao, em intervalos frequentes, até atingir um peso
constante, indicativo do fim da fermentacao. Apds término da fermentacao, recolheram-se amostras para
quantificacao da glucose e do etanol por HPLC.

Os resultados foram expressos em termos de concentracdo massica de etanol e de rendimento

massico em etanol (tton, etanol relativamente ao etanol potencial), utilizando a seguinte equacao:

[EtOH]; — [EtOH];

Yeron 0,511 X [Gluc]por o

Onde,
[EtOHJ = concentracao de etanol no final da fermentacéao;
[EtOH] = concentracao de etanol no inicio da fermentacéo, que devera ser zero;
0,511 = fator estequiométrico de conversao de glucose em etanol;

[Glucjot = concentracao de glucose potencial presente na matéria-prima.

3.7 Ensaios em reator

Apds ser apurada a melhor configuracdo processual para a producao de etanol procedeu-se a
ensaios em reator, visando obter um volume suficiente de fermentado para a etapa de destilacao.

Os ensaios foram conduzidos num biorreator de 3,7 L (Bioengineering Ralf, Suica) com um volume
util de 1,2 L, equipado com sistema eletrénico de controlo de temperatura, agitacdo, pH e oxigénio, apds
esterilizacdo (121 °C, 20 min) do reator carregado com a dréche E.

O bioprocesso realizado iniciou-se com uma etapa de pré-hidrolise, seguida de fermentacdo com
a levedura S. cerevisiae Wyeast 1762, Abbey Il belga, de acordo com a metodologia descrita

anteriormente. Ao longo da fermentacéo foram retiradas amostras periodicamente para quantificacao de
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glucose e etanol, possibilitando a determinacdo do fim de etapa fermentativa. Apds a fermentacao, o
conteudo do reator foi centrifugado (10000 g 15 min, 7 °C) para separacdo da biomassa e o
sobrenadante foi armazenado a temperatura de 4 °C para posterior analise quimica (compostos volateis)

e destilacao. Foram realizados dois ensaios independentes.

3.8 Destilacao

A destilacao do meio fermentado livre de biomassa foi realizada utilizando um sistema composto
por uma coluna de destilacdo fracionada, um condensador, um baldo de 2 L e uma manta de
aquecimento.

Diferentes fracdes do destilado foram recolhidas a diferentes temperaturas. As fracdes iniciais
foram recolhidas entre 60 °C e 70 °C, as fracbes intermédias entre 78 °C e 80 °C, e as ultimas fracbes
foram recolhidas a temperaturas entre os 90 °C e os 100 °C. Todas as fracdes recolhidas foram
analisadas por HPLC para determinacdo da concentracdo de etanol presente (seccao 3.11). As fracoes
que detinham uma percentagem voliimica de etanol superior a 30 % foram misturadas. A concentracéo
de etanol da referida mistura foi retificada através da adicdo de fracdes com percentagens de etanol mais
baixas, visando obter um destilado com um teor alcodlico volumico situado entre os 45 % e os 50 %.
Cada destilado obtido foi guardado em frascos de vidro selados, a 4 °C, para posterior analise quimica

(seccoes 3.13) e aromatizacao (seccéo 3.9).

3.9 Aromatizagao

A aromatizacao de cada destilado foi efetuada através da adicéo de aparas de madeira de carvalho
americano (Vinoferm, Bélgica) de tosta média/forte, numa concentracao final de 30 g-LX. O contacto foi
promovido através de agitaco orbital (150 min™), a uma temperatura de 20 °C, por um periodo de

5 dias. Os destilados aromatizados foram guardados a 4 °C, para posterior analise quimica e sensorial.

3.10 Analise sensorial

A avaliacao sensorial foi realizada por um conjunto de provadores nao treinados composto por 5
voluntarios recrutados, do sexo masculino, com idades compreendidas entre os 30 e os 60 anos. A folha

de prova fornecida encontra-se no Anexo Il. Os provadores receberam duas amostras (relativas a cada
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um dos destilados) e avaliaram os atributos de aparéncia, aroma, sabor, sensacdo nasal/gustativa e
impressado global, de acordo com uma escala estruturada de 6 pontos, variando de zero (“auséncia”) a
cinco (“muito forte”). O teste foi realizado com luz branca e temperatura ambiente (= 20 °C). Cada
provador recebeu cerca de 10 mL de cada destilado (Figura 5). Foi calculada a intensidade relativa (1) e
a frequéncia relativa (F) dos diversos descritores, para cada destilado. A intensidade corresponde a média
da soma das intensidades atribuidas pelo painel para um dos descritores e a frequéncia designa o
numero de vezes que o descritor foi mencionado a dividir pelo numero maximo que poderia ser

mencionado.

(b)

Figura 5 — Destilados aromatizados 1 e 2 (a) e respetivas amostras de 10 mL (b) fornecidas a cada membro do

painel de provadores.

3.11 Quantificacdo de monossacaridos, acido acético, etanol e compostos furanicos

A determinacao da concentracao de glucose, xilose, arabinose, acido acético, hidroximetilfurfural
(HMF), furfural e etanol foi efetuada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), usando uma
coluna Aminex HPX-87H (BioRad), a 60 °C. O eluente utilizado foi uma solucdo aquosa de acido sulfurico
5 mmol-L%, a um caudal de 0,6 mL-min™t e um volume de injecdo de 20 pL. O furfural, o HMF e o acido
acético foram quantificados a 210 nm, utilizando um detetor de UV (Knauer). Todos os restantes
compostos foram quantificados através de um detetor de indice de refracdo-IR (Knauer).

Todas as amostras foram previamente filtradas através de filtros porosidade de 0,45 pm

(Millipore®). As concentracées dos compostos analisados foram determinadas a partir de curvas de
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calibracao construidas a partir de solu¢cdes padrao, numa gama de concentraces que variou, no maximo

entre 0,5 gL te 20 gLL.

3.12 Determinacao do teor de oligossacaridos e de polissacaridos soluveis de glucose

O doseamento dos oligossacaridos e do teor de polissacaridos soluveis de glucose dos extratos
(seccao 3.2.6) foi efetuado através da mistura 5 mL de licor ou de extrato, respetivamente, com H,SO4
72 %, em massa, de modo a obter uma concentracao final do referido acido de 4 %. Em seguida, as
amostras foram autoclavadas, a 121 °C, durante 1 h. Apds o arrefecimento, as amostras foram filtradas
e analisadas por HPLC. Este procedimento de hidrolise foi realizado em duplicado.

As concentracdes dos oligossacaridos foram determinadas através da diferenca de concentracao
do respetivo monossacarido (quantificada por HPLC) antes e apos pds-hidrolise, tendo em consideracéo
0s respetivos fatores anidros. Ja o conteudo de polissacaridos soluveis de glucose foi calculado a partir
da concentracao de glucose no extrato e do respetivo fator de conversado anidro, 0,9, que considera a
remocao de uma molécula de agua durante as ligacoes covalentes das moléculas de glucose necessarias

para formar o respetivo polissacarido.

3.13 Quantificacdo dos compostos volateis

3.13.1 Compostos volateis maioritarios

A quantificacdo dos compostos volateis maioritarios dos destilados foi realizada por injecéo direta
num cromatégrafo gasoso (Chrompack CP-9000) equipado com um injetor sp/it, um detetor de ionizacao
de chama (FID) e uma coluna capilar Meta-Wax (30 m x 0,25 mm i.d., espessura do filme 0,20 pum;
Teknokroma). A temperatura do injetor e do detetor foram colocadas a 250 °C. A temperatura do forno
foi mantida a 60 °C por 5 min, tendo sido depois programada para aumentar de 60 °C até 220 °C, a
uma velocidade de 3 °C-min™!, onde permaneceu por mais 5 min. O gas de arraste empregue foi o hélio,
a um fluxo inicial de 1 mL-min™t (75 kPa). As analises foram feitas injetando 1 puL em modo sp/it
(15 mL-min). A quantificacdo foi alcancada por adicdo de 100 pL de 4-nonanol (padrdo interno, com
uma concentraco inicial de 3 g-L%) a 5 mL de amostra. A determinacdo da concentracdo dos diversos

compostos foi realizada utilizando o soffware Star-Chromatography Workstation versao 6.41 (Varian),
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tendo em consideracado o fator de resposta do detetor para cada composto e comparando o seu tempo

de retencdo com o do respetivo padrao puro.

3.13.2 Compostos volateis minoritarios

Os compostos volateis minoritarios foram analisados por GC-MS apés a realizacdo de uma etapa
prévia de extracao.

Em tubos de 10 mL (Pyrex, ref. 1636/26 MP) adicionou-se 8 mL de amostra, 400 pL de
diclorometano e 100 pyL de um padrdo interno — 4-nonanol (com uma concentracdo inicial de
24,64 ug-mLY). Apos a preparacdo da mistura, adicionou-se uma barra magnética a cada tubo e
promoveu-se a agitacéo, por um periodo de 15 min, com recurso a uma placa de agitacdo magnética
(IKA® RO 10). De seguida, os tubos foram arrefecidos a -20 °C, durante 15 min e procedeu-se & remoc&o
das barras de agitacdo magnética. A fase organica foi separada através de um ciclo de centrifugacéo
(ScanSpeed 416, Triad Scientific), 2500 min™t, 10 min. O extrato foi recuperado, com recurso a uma
pipeta de Pasteur, e transferido para um wa/ com sulfato de sddio anidro, promovendo a sua
desidratacdo. Apos esta etapa, o extrato aromatico desidratado foi transferido para um novo via/ e
analisado.

A analise dos compostos volateis minoritarios foi efetuada por GC-MS, constituido por um
cromatdgrafo (Varian 3800), equipado com um injetor 1079 e um detetor de massa do tipo /on-trap
(Varian Saturn 2000). Injetou-se 1 UL de amostra em modo splitless (30 s) numa coluna Sapiens-Wax
MS Teknokroma (30 m x 0,15 mm, espessura do filme de 0,15 um). O gas de transporte utilizado foi o
hélio, a um fluxo constante de 1,3 mL-min'l. O detetor foi programado para o modo de impacto
eletronico, com uma energia de ionizacdo de 70 eV, e uma gama de aquisicdo entre 35 m-zt e 300 m-z'.
A temperatura do forno foi inicialmente ajustada para 60 °C, durante 2 min e de seguida aumentada
para 234 °C a 3 °C-min’%, de 234 °C para 250 °C a 10 °C-min™ ¢, finalmente mantida a 250 °C durante
10 min. Os compostos foram identificados com recurso ao software Star-Chomatography Workstation
versdo 6.9.3 (Varian), comparando os seus espectros de massa e indices de retencdo com os do
respetivo padrdo puro. Cada composto volatil minoritario foi quantificado em termos de equivalentes de

4-nonanol.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Composicao quimica das diversas dréches cervejeiras

A producao da cerveja artesanal (craft beer) recorre tipicamente a uma variedade de receitas.
Fatores como tipos de malte e levedura, proporcoes de cereais, condicdes de maltagem e brassagem,
qualidade e quantidade de ltpulo sédo frequentemente manipulados para originar os diversos estilos de
cerveja e obter um produto uUnico/distinto. Independentemente da escala, o processo de producao de
cerveja produz inevitavelmente subprodutos e residuos, dos quais se salienta a dréche cervejeira. A
valorizacdo deste subproduto tem sido largamente explorada face a sua composicdo quimica. Atendendo
as variacdes processuais inerentes a producao de cerveja artesanal, em particular tipo de malte e
condicbes de brassagem, & expectavel que as respetivas dréches obtidas sejam quimicamente
heterogéneas. Dito isto, 0 conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas da matéria-prima apresenta
suma importancia, ajudando na selecao da biomassa para o processamento adicional e obtencdo de
produtos de valor acrescentado.

Assim, com a finalidade de avaliar a potencial utilizacdo de dréche como matéria-prima para a
producdo de uma bebida destilada, efetuou-se a caracterizacdo quimica de seis dréches (A a F) originadas
a partir de diferentes receitas de cerveja artesanal. A percentagem em peso seco de glucano, xilano,
arabinano, lenhina, proteinas, cinzas e extrativos de cada dréche encontra-se apresentada na Tabela 4.

O teor de humidade inicial das dréches foi de aproximadamente 75 %, em massa, concordante
com o descrito anteriormente por outros autores [74], [111]. Para a realizacdo de todos os ensaios
efetuados procedeu-se, no entanto a secagem da dréche até a obtencdo de um teor de humidade inferior
al0%.

Conforme pode ser observado na Tabela 4, os hidratos de carbono sdo os componentes mais
representativos da dréche com valores situados entre os 42 % a 49 %, aos quais se seguem os extrativos
e as proteinas. Os hidratos de carbono mencionados incluem o glucano, o xilano e o arabinano

presumivelmente sob a forma de fibras (celulose e hemicelulose) e polissacaridos soluveis de glucose.
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Tabela 4 - Composicado quimica de dréches (BSG), apresentada em concentracdo massica em base seca (Cssc), originadas a partir de seis receitas diferentes (A a F). Os
resultados estdo representados como a média + desvio padrao de dois ensaios independentes

Componentes
(Casa/%) BSG A BSG B BSG C BSGD BSG E BSG F

Glucano total 26,6 £ 0,7 26,5+0,5 28,6 £2,3 31,3+ 1,6 32,1+19 29,0+£0,7

Polisacaridos soltveis de glucose 3,4+0,3 22+0,3 29+0,7 2,2+0,7 7,6 £0,7 29+0,7

Xilano 11,5+0,2 10,6 £ 0,3 9,1+0,2 125+0,8 7,005 10,9+0,4
Arabinano 58+0,3 52+0/4 4,4+0,0 53105 26+0,1 51+0.2
Lenhina Total 11,0+0,3 11,4+05 145+0,8 12,1+1,0 89+0,6 9,9+0,2
Lenhina de Klason 7,7+0,2 8,8+0,3 11,7+ 0,7 9,1+0,8 6,7 +0,4 7,0+0,2
Lenhina soluvel 33+0,2 2,7+0,2 29+0,1 31+0,2 2,3+0,1 29+0,1
Proteinas 19,1+0,2 199+0,5 18,1+0,5 20,2+0,1 143+0,9 17,2+0,9
Cinzas 2,87+0,06 373+0,08 289+005 347+007 193+004 2,85+0,03
Extrativos 225+ 1,1 19,6 + 0,7 19,7 +0,9 129+0/4 29,822 21,705
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O glucano (polissacarido de D-glucose) é o constituinte mais abundante de todas as dréches
avaliadas. O glucano proveniente de fibras registou valores compreendidos entre 23,2 % e 0s 29,1 % da
matéria-prima. Apesar do presente estudo nao ter contemplado a origem deste glucano, sabe-se que a
maioria da glucose deriva de celulose, existindo, no entanto, uma percentagem minima que pode provir
de B-glucano [6], [58]. Além do glucano derivado de fibras, polissacaridos soltveis de glucose também
foram encontrados na fracao de extrativos e contribuem para a glucose potencial das dréches. Em geral,
durante o processo de brassagem ocorre hidrolise dos acucares presentes nos maltes, que sdo
convertidos a oligossacaridos e acucares simples deixando, por conseguinte, a dréche pobre nestes
nutrientes. Contudo, a percentagem de hidratos de carbono encontrada na dréche é dependente da
eficiéncia da etapa de brassagem. Considerando que os métodos de producdo de cerveja artesanal
recorrem a configuracdes processuais e metodologias que conduzem a menores eficiéncias de
brassagem, o grao gerado por esses processos sera, consequentemente, “menos esgotado”, possuindo
maior teor de glucano nao convertido. A caracterizacdo quimica da fracao de extrativos em relacdo aos
acucares, revelou a existéncia de polissacaridos soluveis de glucose, que representavam entre 2,2 % a
3,4 % da matéria prima, salvo na dréche E, a qual se destaca com 7,6 % da matéria-prima. A dréche E
deriva do processo de producao de uma cerveja de alto extrato e teor alcodlico, que utiliza quantidades
de malte superiores as restantes cervejas, podendo justificar a maior concentracdo de polissacaridos
soluveis de glucose nao convertidos e, consequentemente, encontrados na dréche. De modo geral, o
teor total de glucano das dréches em estudo excede os valores tipicamente apontados na literatura
(12,0 % a 26,0 % da dréche) [61], [64]-[66], [68], [112], providenciando uma maior quantidade de
glucose passivel de ser fermentada e convertida em etanol. Estas evidéncias sugerem que as dréches
estudadas, oriundas de um processo de producdo craff constituem uma boa matéria-prima para a
producao de etanol.

Além dos polissacaridos soluveis de glucose, a fracdo de extrativos compreende uma variedade
de compostos organicos, inclusive ceras, lipidos, resina, taninos, 6leos essenciais e outros constituintes
citoplasmaticos [113]. O teor de extrativos das dréches estudadas situa-se entre os 12,9 % e 0s 29,8 %.
Entre as dréches caracterizadas, o maior contetido de extrativos foi verificado na BSG E, enquanto o mais
baixo foi obtido na BSG D.

O xilano e o arabinano constituem fracdes menos significativas de polissacaridos. Geralmente, o
contelido de hemicelulose (xilano + arabinano) é igual ou superior ao de glucano [63], [114]. Todavia,
os resultados obtidos neste estudo contrapdem esta tendéncia. De acordo com os trabalhos de

caracterizacao quimica existentes, a dréche apresenta teores de xilano entre os 13,6 % e 0s 20,6 % [63],
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[65], [68]. Estes valores sdo notoriamente superiores aos observados neste trabalho, cujas dréches
revelaram um contetdo de xilano compreendido entre 7,0 % e os 11,5 %, em consequéncia do seu
elevado conteudo de glucano e extrativos. De igual modo, o teor de arabinano também foi inferior a gama
anteriormente reportada, com valores situados entre 0os 2,6 % e 0s 5,8 % [63], [115]. Como se pode
observar na Tabela 4, a maioria das dréches é relativamente semelhante no que respeita ao teor de
xilano e de arabinano, a excecao da dréche E que exibe teores visivelmente inferiores para ambos os
polissacaridos.

As proteinas sdo o terceiro componente mais abundante na constituicdo das dréches
representando entre 14,3 % a 20,2 % do seu peso seco, com a dréche E a registar o valor mais baixo.
Estes valores sdo préximos da gama apresentada na literatura (com percentagem massica situada entre
os 14,2 % e 31,0 %) [61], [62], [64]-[66], [112].

Dada a sua natureza lenhinocelulosica, as dréches apresentam também quantidades
consideraveis de lenhina (lenhina de Klason e lenhina soltivel em acido), variando entre 8,9 % e 14,5 %.
A maior proporcao em massa do teor de lenhina é ocupada pela lenhina de Klason (insoltvel em acido),
parcela esta que é responsavel pelas diferencas no contelido de lenhina observado entre as distintas
dréches estudadas.

Além dos polissacaridos, extrativos, proteinas e lenhina, a dréche contém também pequenas
quantidades de cinzas, que incluem uma variedade de minerais. Esta constitui a fracdo menos expressiva
na composicdo quimica das seis dréches, com valores situados entre 1,93 % e 3,73 % da dréche.

Os valores obtidos para a composicdo quimica das seis dréches estdo, de um modo geral, dentro
da faixa dos valores encontrados na literatura, destacando-se um maior teor de glucano. Esta
caracteristica, aliada a consideravel concentracdo de proteinas (fonte de azoto), torna as dréches em
estudo bastante promissoras para a producao de etanol, dado que o glucano pode ser convertido em
acucares fermentesciveis e posteriormente em etanol através da utilizacao de leveduras comerciais, sem
necessitar de qualquer tipo de suplementacao nutricional. Por outro lado, a composicao das diferentes
dréches revelou-se consideravelmente heterogénea, o que demonstra a importancia do tipo de cerveja

nas caracteristicas da dréche gerada no seu fabrico.
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4.2 Sacarificacdo enzimatica direta das dréches cervejeiras

Considerando a existéncia de uma fracdo de acucar ja acessivel, sob a forma de polissacaridos
soltiveis de glucose, foram realizados ensaios de sacarificacdo enzimatica direta visando avaliar a
suscetibilidade do material nao tratado. Os perfis de sacarificacdo obtidos para as seis dréches, apds
120 h de hidrolise, encontram-se ilustrados na Figura 6. Para a realizacdo destes ensaios selecionou-se

uma carga de sélidos baixa (5 %, em massa), de modo a beneficiar eficiéncia da hidrolise enzimatica.

-0 BSGA
% BSGB
-+ BSGC
=&+ BSGD
--m- BSGE
-0~ BSGF

-1
Cglucose/ g L

OL I I I 1
0 30 60 90 120

#/h

Figura 6 - Perfil de concentracao de glucose (Cglucose) obtido apos a sacarificacéo direta de seis dréches cervejeiras

diferentes (BSG A a F) ao longo do tempo (%)

O gréfico apresentado na Figura 6 evidencia que a sacarificacdo direta da BSG E possibilitou a
obtencdo da maior concentracdo de glucose (17,9 g-L ). A hidrolise enzimatica das dréches F e C
conduziram a obtencao de concentracdes finais de glucose consideravelmente mais baixas, de 14,9 g-L*
e 144 gL, respetivamente. Por Ultimo, encontram-se as dréches B, A e D, que registaram
concentracdes de glucose inferiores a 12 g-L, com a dréche D a permitir apenas 9,9 g-L ! de glucose
apoés as 120 h de sacarificacao.

Uma analise comparativa destes resultados com os da respetiva caracterizacdo quimica das
dréches (seccdo 4.1 — Tabela 4) permite afirmar que a concentracdo de glucose final obtida esta em
concordancia com o conteudo de glucano da matéria-prima. De facto, seria expectavel que a hidrolise

enzimatica da dréche E proporcionasse uma maior concentracao de glucose, uma vez que constituiu a
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dréche com maior conteudo de glucano, em particular da forma soluvel/extrativel de glucose. Seguem-se
as dréches F e C, que também apresentam contetdos elevados de glucano, embora inferiores ao da
dréche E, justificando a obtencdo de concentracdes intermédias de glucose. Por fim, o menor conteudo
de glucano das dréche A e B fez com que a sacarificacdo destas dréches resultasse em baixas
concentracdes do respetivo monémero. Em contrapartida, a dréche D, apesar de possuir um conteudo
de glucano total elevado e equiparavel com o da dréche E, foi a que registou a menor concentracéo de
glucose. Este resultado podera estar relacionado, em parte, com o baixo teor de glucano sob a forma
soluvel da dréche D, comparativamente com a maioria das dréches. Efetivamente, o alto contetudo de
glucano da dréche D é praticamente todo derivado das fibras, que constituem uma fonte menos acessivel
de glucose e mais dificil de hidrolisar. Por outro lado, considerando a caracterizacao quimica das dréches,
¢ percetivel que as concentracdes de glucose obtidas apds a sacarificacdo ultrapassam a quantidade de
glucano existente sob a forma de polissacaridos soluveis de glucose. Estes resultados indicam que a
sacarificacdo ocorreu ndo so sobre a fracdo imediatamente acessivel de glucano, mas também sobre
parte da fracdo de glucano na forma de fibras. Adicionalmente, foram também encontradas pequenas
quantidades de xilose e arabinose nos hidrolisados enzimaticos (resultados ndo apresentados),
reforcando a hipotese de hidrélise de uma pequena parte das fibras de hemicelulose. Assim, é possivel
afirmar que a sacarificacdo direta reflete ndo sé o teor de glucano da matéria-prima, como a
suscetibilidade da dréche /n natura (sem qualquer tipo de pré-tratamento prévio). Os resultados obtidos
demonstram, por conseguinte, que a dréche D apresenta baixa suscetibilidade enzimatica. Esta
resisténcia ao ataque enzimatico podera estar associada com o seu contetdo superior de hemicelulose,
em particular de xilano. A hemicelulose constitui uma reconhecida barreira fisica, cobrindo as fibras de
celulose e, por conseguinte, dificultando a digestdo enzimatica da celulose [79]. Além disso, 0s grupos
acetato que compdem a estrutura do xilano interferem com o reconhecimento enzimatico, diminuindo
assim a taxa de hidrolise [116]. No outro extremo situa-se a dréche E, que além de ter um elevado
conteuido de glucano sobre a forma solUvel, possui também um baixo teor de hemicelulose, inclusive de
xilano, sendo, potencialmente mais suscetivel ao ataque enzimatico. Este facto encontra-se refletido pela
elevada eficiéncia enzimatica obtida no ensaio realizado com esta dréche.

Convém ressalvar que estes resultados foram alcancados com uma baixa carga de sélidos. Porém,
a producao de etanol requer a utilizacdo de cargas de solidos superiores, nas quais as eficiéncias de

sacarificacdo podem ser distintas das encontradas neste ensaio.

48



4.3 Estudo de condicbes de operacao para a obtencao de hidrolisados ricos em glucose

A producao de bioetanol requer a utilizacdo de biomassas com elevadas quantidades de hidratos
de carbono. Entre as dréches avaliadas no presente estudo, a BSG D e BSG E exibiram o maior conteudo
de glucano, justificando o seu uso nos subsequentes ensaios de pré-tratamento e sacarificacdo. Além
disso, a BSG D revelou ser a dréche com o contetido mais baixo de polissacaridos soltveis de glucose e
a menor suscetibilidade enzimatica. Dito isto, a utilizacdo da BSG D e BSG E permitira apurar o impacto
do pré-tratamento sobre dréches que apresentam graus de suscetibilidade enzimatica e quantidades de
polissacaridos soluveis de glucose distintos.

Na etapa de pré-tratamento existem diversas condicdes operacionais que influenciam o processo
e que devem ser controladas e, se possivel, otimizadas de modo a maximizar a extracao de acucares e
a suscetibilidade da celulose na subsequente etapa de hidrolise enzimatica, minimizando,
simultaneamente, a formacao de produtos da degradacado que limitam a utilizacao dos hidrolisados como
meio de cultura. No presente estudo avaliou-se o efeito individual de duas variaveis operacionais:

temperatura de pré-tratamento e carga de solidos.

4.3.1 Estudo de diferentes temperaturas de autohidrélise

A existéncia de uma fracao de glucano sob a forma sollvel constitui um desafio para o processo
hidrolitico classico. Os polissacaridos sollveis de glucose encontrados sdo presumivelmente
representados por amido, maltodextrinas e glucose residual [6]. Este tipo de moléculas pode ser
hidrolisado em condicdes menos severas do que a celulose e a hemicelulose [117]. Assim, a fim de
minimizar a degradacao dos polissacaridos soluveis de glucose e tendo em conta também que a dréche
foi sujeita a um processo industrial prévio (maltagem e brassagem), optou-se por investigar a eficiéncia
do prétratamento utilizando temperaturas baixas, comparativamente com as necessarias para a
modificacdo de outras biomassas lenhinoceluldsicas [90], [118]. Com base na literatura [119] foram
selecionadas trés temperaturas: 150 °C, 160 °C e 170 °C. Os ensaios de autohidrdlise foram conduzidos
com a dréche E, utilizando uma relacéo soélido/liquido fixa de 20 %, em massa. A escolha da BSG E teve
por base o seu elevado conteudo de polissacaridos soluveis de glucose, sobre o qual o efeito da
temperatura sera mais percetivel.

0O efeito da temperatura no fracionamento da dréche foi avaliado através da caracterizacao quimica

das fracdes solida e liquida, apresentada na Tabela 5.
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O aumento das temperaturas de pré-tratamento levou a diferencas no fracionamento da dréche,

em particular no que diz respeito ao contetido de glucano, gluco-oligossacaridos (GOS) e glucose.

Tabela 5 — Rendimento massico em solido (Ys) e composicdo quimica da fracdo sélida e liquida obtida apos
autohidrdlise da dréche E a trés temperaturas distintas (150 °C, 160 °C e 170 °C), durante 5 min, com uma

carga de solidos de 20 %, em massa

Temperatura de autohidrolise
150 °C 160 °C 170 °C
Ys /% 66,5 62,5 55,1

a. Composicdo quimica da fracéo solida (% massica relativa a dréche pré-tratada)

Glucano 24,3+0,2 26,3+0,4 27,709
Xilano 155+0,3 141+0,1 134+0,4
Arabinano 49+0,1 42 +0,1 29+0,2
Lenhina de Klason 192+0,2 21,1+0,2 29,6 £0,2
b. Composicdo quimica da fracgo liquida ou do licor de autohidrdlise (g-L?)

Gluco-oligossacaridos 37,3+0,1 36,6 +0,2 325+0,5
Xilo-oligossacaridos 2,18 + 0,02 3,43 + 0,05 6,03 £ 0,05
Glucose 2,33 +£0,02 2,49+ 0,01 2,68 0,04
Xilose 0,38 + 0,01 0,55+ 0,02 0,50 + 0,01
Acido acético 0,19 + 0,01 0,23 + 0,01 0,45 + 0,02
HMF 0,033 + 0,002 0,062 + 0,004 0,185 + 0,003
Furfural 0,063 + 0,001 0,150 + 0,005 0,301 + 0,003

A fim de facilitar a analise, a distribuicdo da glucose obtida para as diferentes temperaturas de
autohidrolise encontra-se ilustrada na Figura 7. Os resultados obtidos demonstram que ocorreu
solubilizacéo do glucano durante os ensaios de pré-tratamento. De facto, é notério que a maior parte da
glucose potencial foi encontrada no licor - fracao liquida do pré-tratamento —, predominantemente sob
a forma de gluco-oligossacaridos. A recuperacao dos aclicares sobre a forma oligomérica ¢é tipica do
processo de autohidrolise [82]. Aos GOS acrescem ainda pequenas quantidades de glucose monomeérica,
que resultam da sua clivagem hidrolitica. A recuperacao de glucose na fracao liquida do pré-tratamento
obtida neste estudo é elevada comparativamente ao relatado por outros autores. Carvalheiro e seus
colaboradores (2009) [120], num estudo incidente sobre a hidrolise de quatro materiais

lenhinoceluldsicos, observaram que a dréche cervejeira apresentou a maior producao de GOS, atribuida
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a presenca de amido residual. Porém, e apesar da utilizacao de condicoes de autohidrolise mais severas
(190 °C), a libertacao de GOS alcancada foi 3 vezes inferior a obtida no presente estudo. Entretanto, as
recuperacdes de glucose encontradas neste estudo sao proximas das descritas por Plaza e seus
colaboradores (2017), apds pré-tratamento da dréche com acido diluido (H2SO4, pH 1, 121 °C, 30 min)
[121].
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Figura 7 — Rendimento em glucose ( Yglucose, determinado como percentagem do glucano inicial) das fracées solida

(glucano) e liquida (GOS e glucose monomeérica), obtidas apos pré-tratamento da dréche E a 150 °C, 160 °C e

170 °C. As barras verticais correspondem ao desvio padrao da média de duplicados experimentais.

Considerando que a celulose ndo ¢ tao suscetivel a hidrolise hidrotérmica como a hemicelulose
[122], a maioria ou a totalidade do glucano deveria permanecer na fracdo sélida do pré-tratado. Assim,
a alta concentracédo de glucose solubilizada observada na Figura 7 podera dever-se ao elevado teor de
polissacaridos soluveis de glucose presente nesta dréche e, ainda, a solubilizacao de glucanos
estruturais, que ja foram reportados por alguns autores [114]. A quantidade de B-glucano presente na
dréche é dependente da eficiéncia da etapa de brassagem, variando geralmente de modo inverso [58].
Por conseguinte, tendo em conta a menor eficiéncia de brassagem nos processos de producao de cerveja
artesanal, ja mencionada anteriormente, € expectavel a presenca deste polissacarido nas dréches em

estudo.
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Apesar da solubilizacdo da glucose ter sido transversal a todos os ensaios, a temperatura de
pré-tratamento exerceu uma influéncia sobre a quantidade de GOS obtida. O licor de autohidrdlise da
dréche pré-tratada a 170 °C exibiu um teor de GOS significativamente menor quando comparado com
os licores dos pré-tratamentos a 150 °C e 160 °C, que apresentaram resultados semelhantes. Por
conseguinte, o aumento na temperatura de autohidrélise de 160 °C para 170 °C conduziu a uma
diminuicdo da recuperacdo da glucose, possivelmente devido a reacdes de degradacdo. A glucose
monomérica foi encontrada em niveis residuais no licor de autohidrélise e nao foram encontradas
diferencas entre as temperaturas testadas. De modo analogo, o teor de glucano da fracdo solida também
nao revelou diferencas significativas entre os trés ensaios efetuados.

No entanto, de modo a apurar a eficiéncia do pré-tratamento é necessario avaliar também o seu
efeito sobre suscetibilidade enzimatica do substrato. Os solidos pré-tratados a diferentes temperaturas
foram submetidos a hidrélise enzimatica, com Cellic CTec2 e uma carga de solidos baixa (5 %, em
massa). A conversdo do glucano a glucose apds a sacarificacdo dos soélidos pré-tratados encontra-se

apresentada na Figura 8.
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Figura 8 - Efeito da temperatura de pré-tratamento (150 °C, 160 °C e 170 °C) na sacarificacdo enzimatica da

dréche, medido através do rendimento em glucose (¥glucose). As barras verticais correspondem ao desvio padréo

da média de duplicados experimentais.

A analise da Figura 8 revela que, no caso dos solidos pré-tratados a 150 °C e 160 °C, cerca de
70 % do glucano presente no substrato foi hidrolisado. Em contrapartida, no sélido pré-tratado a 170 °C,
a percentagem de sacarificacao foi de apenas 55 %. De modo geral, 0 aumento da temperatura do

pré-tratamento hidrotérmico esta associado a despolimerizacdo e solubilizacao parcial da hemicelulose
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e rutura da estrutura recalcitrante da lenhina, aumentando assim a acessibilidade da enzima ao substrato
[86], [123]. Contudo, no presente estudo, o aumento da severidade revelou afetar negativamente a
suscetibilidade enzimatica do substrato pré-tratado, facto este que podera estar relacionado com o
incremento da quantidade de lenhina livre. Ko e seus colaboradores (2014) demonstraram que um fator
de severidade superior pode ter um impacto negativo sobre a sacarificacdo em consequéncia da maior
libertacao de lenhina, a qual atua como um inibidor da hidrolise enzimatica [124]. De facto, encontra-se
descrito que durante a etapa de pré-tratamento a lenhina pode redistribuir-se e migrar para a superficie
da biomassa lenhinocelulésica aumentado a sua massa no substrato. Deste modo, o acesso das
celulases a celulose ¢ dificultado, o que conduz a rendimentos da hidrélise enzimatica inferiores [125].
Analisando os resultados apresentados na Tabela 5, no que concerne ao teor de lenhina, € possivel
verificar que efetivamente o solido proveniente do pré-tratamento a 170 °C possui um conteudo de
lenhina de Klason superior (29,6 % da BSG pré-tratada) ao obtido nos sélidos pré-tratados a 150 °C e
160 °C (19,2 % e 21,1 %, respetivamente). Assim, é possivel que o maior teor de lenhina tenha
provocado uma inibicdo da sacarificacdo enzimatica e, consequentemente, a menor eficiéncia observada
neste ensaio.

Em suma, a realizacdo de autohidrolise a 170 °C revelou ter efeitos significativamente negativos
quer sobre a composicdo de GOS presente na fracdo liquida do pré-tratamento (reducédo da glucose
potencial) quer sobre a suscetibilidade enzimatica. Entre as temperaturas testadas, a autohidrolise a
160 °C revelou ser a que possibilita uma maior recuperacdo global de glucose, sendo, por conseguinte,

selecionada para o tratamento da dréche nas etapas subsequentes.

4.3.2 Efeito da carga de solidos na autohidrélise

Apds a selecado da temperatura de autohidrolise mais adequada e, uma vez que a eficiéncia de
extracdo se mostrou satisfatéria, optou-se por testar cargas de sélidos elevadas.

Até a data, a maioria das estratégias de pré-tratamento reportadas na literatura utilizam baixas
cargas de solidos (tipicamente percentagens massicas entre 5 % a 10 %). Contudo, a economia do
processo de conversdo de biomassas lenhinoceluldsicas é beneficiada pelo uso de cargas de solidos
superiores a 15 %, uma vez que proporciona um aumento dos rendimentos de acucar e etanol enquanto
reduz os custos de producao e de capital. Contudo, elevadas cargas de solidos oferecem muitos desafios,
nos quais se incluem altas concentracoes de inibidores e limitacdes de transferéncia de massa, que

afetam negativamente a eficiéncia do processo [126]. Tendo isto em consideracao, foram testadas duas
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cargas de solidos: BSG D foi pré-tratada com uma percentagem massica de 20 % e 25 % (BSG Do % €
BSG D3s %), enquanto BSG E foi pré-tratada com uma percentagem massica de 25 % (BSG Ezs %). As

composicdes das fracdes solida e liquida resultantes dos diferentes pré-tratamentos encontram-se na

Tabela 6.

Tabela 6 — Rendimento massico em solido ( ¥s) e composicao quimica da dréche D e dréche E autohidrolisadas a

160 °C, 5 min, utilizando diferentes cargas de solidos. Os resultados estdo apresentados como a média + desvio

padrao de dois ensaios independentes

BSG Dzo% BSG Dzs% BSG EZS%

Ys /% 72,858 71,7+£6,6 48,6 £ 5,6

a. Composicdo quimica da fracao solida (% massica relativa & dréche pré-tratada)

Glucano 215+1,6 224 +1,6 218+15
Xilano 143+1,2 134+1.8 113+138
Arabinano 4,1+0,1 3,9+0,3 44+0,4
Lenhina de Klason 10,2+1,3 16,3+1,2 26,5+2,3

b. Composicdo quimica da fracéo liquida ou do licor de autohidrdlise (g-L %)

Gluco-oligossacaridos 252+1,6 342+15 51,6 +2,3
Xilo-oligossacaridos 54+0,1 6,0+0,9 3,9+04

Glucose 0,41 + 0,07 0,46 + 0,02 3,19+0,31
Xilose 0,36 + 0,02 0,32 + 0,01 0,51 £ 0,03
Acido acético 0,6+0,2 0,9+0,0 1,3+0,1

HMF 0,06 + 0,01 1,48 + 0,53 0,21 £ 0,07
Furfural 0,13 +0,03 0,13+0,00 0,26 + 0,01

A observacdo da Tabela 6 indica que o grau de solubilizacdo alcancado nos dois ensaios realizados
com a da dréche D foi idéntico. Efetivamente, o pré-tratamento efetuado com uma carga de sélidos de
20 % registou um rendimento em solidos de 72,8 %, enquanto no pré-tratamento a 25 % obteve-se um
valor de 71,7 %. Estes rendimentos equivalem a uma percentagem de solubilizacao da dréche de 27,2 %
e 28,3 %, respetivamente. Por outro lado, o rendimento em sdlido obtido no ensaio com a dréche E foi
notoriamente inferior (48,6 %) sugerindo uma solubilizacdo superior desta dréche. A remocao dos
extrativos e a solubilizacao do glucano sao os principais fendmenos associados a esta perda de massa

da fracdo sdlida. Os extrativos ndo foram mensurados, porém sabe-se que estes compostos sdo
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tipicamente removidos da biomassa durante a etapa de pré-tratamento [127], [128]. O menor
rendimento em soélido obtido com a dréche E podera ser justificado pelo seu maior conteudo de extrativos
e de polissacaridos soluveis de glucose (Seccao 4.1 — Tabela 4).

De modo analogo ao observado nos ensaios de temperatura de pré-tratamento (seccéo 4.3.1),
uma grande fracdo do glucano foi removida da matéria-prima, percetivel pela diminuicdo do contetdo de
glucano no residuo solido pré-tratado relativamente ao da respetiva dréche /n natura. Apenas cerca de
33 % do glucano existente na matéria-prima permaneceu no sélido pré-tratado BSG Ezs %. Ja nos ensaios
com a dréche D, a percentagem de glucano que permaneceu no solido foi consideravelmente superior,
com um valor de, aproximadamente, 50 %. Estes resultados sao coerentes com o teor de polissacaridos
soluiveis de glucose e com o grau de suscetibilidades anteriormente discutidos.

A lenhina foi 0 segundo componente predominante para todos os solidos pré-tratados, seguido do
xilano e, por fim, o arabinano com a menor percentagem. Comparativamente com a matéria-prima, é
percetivel uma maior percentagem destes componentes no solido pré-tratado, facto este que esta
essencialmente relacionado com a remocao de varios componentes, que foram extraidos para a fracao
liguida durante o pré-tratamento. Contudo, a realizacdo da autohidrélise resultou numa diminuicéo total
das quantidades de xilano e arabinano. No caso do xilano, cerca de 18 % a 23 % foi extraido para a fase
liguida, valores estes que se aproximam dos obtidos por Carvalheiro e seus colaboradores (2004), em
condicdes de pré-tratamento idénticas [63]. No que concerne a lenhina, o aumento verificado nao é
apenas explicado pelo seu enriquecimento no sélido, como também pela formacdo de matéria insoluvel
em acido, conhecida por “pseudo-lenhina”. Este fendmeno é tipico dos processos de autohidrdlise e esta
associado com reacdes de condensacédo da lenhina com os acucares e/ou produtos de degradacéao,
formando-se compostos insoltveis, que sdo quantificados como lenhina de Klason inflacionando, por
conseguinte, o seu valor [129], [130].

A composicdo dos hidrolisados também se encontra descrita na Tabela 6. Esta fracdo é
maioritariamente composta por mono e oligossacaridos, que representam entre 94 % e 99 % do total de
compostos identificados nos hidrolisados. O principal acucar encontrado foi a glucose, sob a forma de
oligossacarido, com concentracées de 25,2 g-L* (ensaio BSG D20 %), 34,2 g-L* (ensaio BSG D2s %) e
51,6 g-L ' (ensaio BSG E2s%). A elevada concentracio de glucose encontrada em todos os hidrolisados
(GOS + glucose monomeérica) & concordante com a elevada solubilizacdo do glucano supramencionada,
e torna-os adequados para os subsequentes ensaios fermentativos. De igual modo, a presenca de XOS

e xilose monomeérica também corrobora a solubilizacéo da fracéo de xilano.
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Relativamente ao efeito da carga de sélidos avaliado através dos ensaios conduzidos com a dréche
D, observa-se que a composicao de glucano e xilano no solido autohidrolisado ndo variou entre as fracdes
tratadas com diferentes cargas de solidos. Este comportamento também foi verificado nos ensaios de
temperatura de pré-tratamento. Em contrapartida, o aumento da carga de solidos conduziu a um
incremento da concentracdo de GOS no licor, uma consequéncia direta do aumento da concentracéo de
substrato. No entanto, este aumento ndo foi observado para os XOS, sugerindo que a eficiéncia de
extracao diminuiu com o aumento da carga de solidos. Esta tendéncia de reducao dos rendimentos com
0 aumento da carga de solidos no pré-tratamento ndo é incomum e ja foi relatada anteriormente [131].

Durante a etapa de pré-tratamento originam-se ainda diversos produtos de degradacéo, que
Na Tabela 6 encontram-se apresentados os valores dos compostos téxicos identificados na fracao liquida,
nomeadamente acido acético, HMF e furfural. O aparecimento de acido acético é expectavel uma vez
que é o catalisador do processo de autohidrolise, sendo libertado como consequéncia da hidrolise dos
grupos acetil da hemicelulose [86]. As concentracdes deste composto registaram valores situados entre
0,6 gL te 1,3 gL 1. Por outro lado, o HMF e o furfural, derivam da degradacao das hexoses e pentoses,
respetivamente, e possuem efeitos inibitorios bem estabelecidos sobre muitas espécies microbianas,
incluindo a S. cerevisiae [81], [86]. Através da analise da Tabela 6 é notério que a concentracao de HMF
aumentou consideravelmente com o aumento da carga de solidos, registando um valor de 0,06 g-L* no
ensaio BSG Dyoxe de 1,47 gL' no respetivo ensaio com 25 % de solidos, sugerindo uma maior
degradacao de hexoses com o aumento da carga de solidos. Por outro lado, o prétratamento da
BSG Eas o registou valores intermédios de HMF, com uma concentracdo de 0,21 g-L1. Os niveis de
compostos inibidores sdo baixos comparativamente com os observados noutros estudos [63], [119],
sugerindo uma adequacao dos hidrolisados para a etapa fermentativa.

Comparando os resultados obtidos no ensaio da dréche E com os da dréche D pré-tratada nas
mesmas condicdes, constata-se que o contetido de glucano e xilano foram semelhantes. Em oposicao,
a dréche E possibilitou a obtencdo de concentracdes bastantes superiores de GOS, o que pode ser
atribuido a maior quantidade de glucano sobre a forma de polissacaridos soltveis de glucose, forma esta
que ¢ facilmente extraida para o licor por acdo da temperatura. Este resultado corrobora também os
resultados anteriores obtidos na sacarificacdo direta, demonstrando novamente que a dréche E

apresenta uma alta fracdo de glucano facilmente acessivel.
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4.4 Comparacao da sacarificacdo enzimatica a diferentes cargas de sélidos da dréche

tratada e nao tratada

Com o intuito de apurar se a realizacdo de uma etapa prévia de pré-tratamento proporciona
melhorias efetivas no rendimento geral do processo, efetuou-se e comparou-se a sacarificacdo do whole
slurry obtido apds o pré-tratamento com a sacarificacdo da respetiva dréche ndo tratada, perante
diferentes cargas de sélidos. Para tal, determinou-se a eficiéncia de conversao de glucano e a respetiva
concentracdo de glucose decorridas 120 h de hidrélise enzimatica. Os resultados alcancados

encontram-se ilustrados na Figura 9.
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Figura 9 - Comparacao entre (a) rendimento em glucose (Yglucose) € (b) concentracéo de glucose (Cglucose)

obtidos apds sacarificacdo enzimatica, com diferentes razdes solido-liquido (RSL), da dréche D nao tratada e
autohidrolisada a 160 °C, 5 min (whole slurry). As barras verticais correspondem ao desvio padrao da média de

dois ensaios independentes.

No que concerne a sacarificacdo direta da dréche a diferentes cargas de soélidos, constata-se que
0 ensaio realizado com 5 %, em massa, de solidos resultou numa concentracdo de glucose de 10 g-L?,
com um rendimento médio de 72,8 %. De modo geral, observa-se que o incremento da carga de solidos
conduziu a um decréscimo da eficiéncia de conversao do glucano. Encontra-se descrito que altas
concentracdes de solidos podem dificultar a sacarificacdo enzimatica em virtude das limitacées de
transferéncia de massa e de calor, que emergem devido as propriedades reolégicas da densa suspensao

fibrosa (elevada viscosidade) [96]. Apesar da diminuicdo do rendimento de sacarificacdo, o incremento
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da carga de sélidos proporcionou um aumento da concentracao de glucose (Figura 9 (b)) em todos os
ensaios, exceto na carga de solidos de 25 %. De facto, quando se aumentou a carga de solidos de 20 %
para 25 %, a perda da eficiéncia de sacarificacdo foi tal que impossibilitou um incremento da
concentracdo de glucose.

Comparando a eficiéncia de sacarificacdo da dréche ndo tratada com a da respetiva dréche
autohidrolisada, denota-se que a realizacao de uma etapa precedente de pré-tratamento teve um impacto
positivo, em particular nos ensaios operados com cargas de solidos elevadas (20 % e 25 %). Conforme
pode ser observado na Figura 9 (a), a sacarificacdo com 20 % de sélidos da dréche pré-tratada possibilitou
um incremento de 28 % na eficiéncia de sacarificacdo, em relacdo ao ensaio da dréche nao tratada;
enquanto a sacarificacdo com uma percentagem massica de sélidos de 25 % da dréche pré-tratada
permitiu uma melhoria de 23 %. Este aumento da eficiéncia viabilizou o alcance de concentracdes de
glucose superiores as obtidas nos ensaios da dréche /n natura. Destaca-se particularmente os ensaios
com 25 % de solidos, no qual a sacarificacdo da BSG pré-tratada possibilitou a obtencéo de 57,7 g-L!
de glucose, o que representa um incremento de 19 g-L! deste acticar comparativamente com o respetivo
ensaio de sacarificacdo direta. Os resultados obtidos neste estudo representam uma melhoria
relativamente aos reportados por Wilkinson et al. (2016), que obteve 40 g-L"* de glucose e uma eficiéncia
de 40 %, apds 72 h de sacarificacdo de dréche pré-tratada (1 % HCI, 121 °C durante 30 min, com uma
carga de soélidos de 25 %, em massa) [96].

Em suma, analogamente aos ensaios com a dréche ndo tratada, a sacarificacdo da dréche
pré-tratada registou um decréscimo do rendimento de sacarificacdo com o aumento da carga de solidos
de 20 % para 25 %. Contudo, e contrariamente ao observado nos ensaios de dréche nao tratada, o
aumento da carga de solidos de 20 % para 25 % possibilitou um incremento da concentracao de glucose
alcancada. Deste modo, € possivel afirmar que inclusdo de uma etapa de pré-tratamento permite

melhorar o rendimento global do processo, em particular para elevadas cargas de solidos.

4.5 Sacarificacao e fermentacéo da dréche autohidrolisada para producao de etanol

Apds o estudo de diferentes condicdes, a estratégia de autohidrolise (160 °C, 5 min) seguida de
sacarificacao enzimatica com uma carga de solidos de 25 %, em base massica, foi eleita como etapa
precedente dos ensaios fermentativos. A hidrolise enzimatica e a subsequente conversao dos acucares

em etanol foram efetuadas de acordo com a configuracdo processual HSF. Esta estratégia envolveu a

58



inclusdo de uma etapa de sacarificacao nas condicdes 6timas do cocktal/ enzimatico por um periodo de
120 h, seguido de arrefecimento para a inoculacao da levedura e inicio da fase fermentativa.

A utilizacao da suspensao integral do pré-tratamento (whole slurry), apresenta varios beneficios do
ponto de vista econémico e industrial: as etapas de lavagem sao evitadas, o consumo de agua & menor
e 0s acucares da fase liquida podem ser usados, aumentando a concentracdo de etanol [132]. No
entanto, diversos compostos que sao libertados durante esta etapa (como furanos, compostos fendlicos
e acidos fracos) possuem um efeito inibitorio sobre os microrganismos utilizados na fermentacédo. Neste
contexto, decidiu-se comparar a fermentabilidade das fases sélidas pré-tratadas de dréche D e E lavadas
e nao lavadas (whole siurr). O sucesso da fermentacdo de biomassa lenhinoceluldsica ¢ também
dependente da capacidade da estirpe de levedura em lidar com os diversos stresses impostos durante
estes processos. Tendo isto em consideracao, achou-se pertinente estudar e comparar o desempenho
fermentativo de dois tipos de leveduras distintos: S. cerevisiae Wyeast 1762, Abbey Il belga (abreviada
para BLG ll) e S. cerevisiae PE-2. A BLG Il é uma levedura tipicamente utilizada no processo cervejeiro
enquanto a PE-2 é uma estirpe de bioetanol de 1* geracdo, cuja a aplicacdo tem sido estendida a
producdo de bioetanol a partir de materiais lenhinoceluldsicos — etanol 27 geracdo [110], [133]. Ambas
as leveduras apresentam elevada tolerancia ao etanol (“high gravity yeast”).

As fermentacdes foram acompanhadas através da perda de massa de CO; e os respetivos perfis
fermentativos encontram-se ilustrados na Figura 10. A concentracéo de etanol final e de glucose residual
determinadas por HPLC bem como o rendimento de etanol (calculado a partir da glucose inicial presente
no substrato utilizado: whole slurry ou sélido residual lavado) encontram-se apresentados na Tabela 7.

0 estudo do efeito da lavagem do sélido pré-tratado foi conduzido com a levedura BLG II. Os perfis
relativos aos ensaios efetuados com o solido pré-tratado lavado da dréche D sugerem um arranque
imediato da cultura. Contudo, é plausivel que haja omissdo de uma curta fase lag, devido ao longo
intervalo de tempo entre as amostragens no tempo inicial. Observa-se uma acentuada perda de peso nas
primeiras 18 h de fermentacdo que pode ser atribuido & metabolizacado da glucose inicialmente disponivel
no meio fermentativo. Com o decorrer da fermentacdo e consumo da glucose pela levedura, houve uma
deplecdo quase total do acucar (Tabela 7), coincidente com a entrada na fase estacionaria, que foi
verificada apds 23 h no ensaio efetuado com o sélido lavado, e 27 h no whole slurry. Em contrapartida,
a fermentacdo do whole slurry da dréche E exibiu uma fase lag mais longa (aproximadamente 18 h),
provavelmente devido aos inibidores presentes na fracédo liquida, em particular o acido acético, que

registou concentracoes de 1,3 g-L1. Este efeito ja foi observado por Cunha-Pereira e seus colaboradores
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(2011), tendo sido correlacionado com o periodo necessario a eliminacao total dos inibidores presentes

no meio fermentativo [134].
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Figura 10 - Perfis de producao de (Cco,) ao longo do tempo (#/ de fermentacéo do solido pré-tratado lavado e

sacarificado e/ou whole slurry sacarificado, das dréches D e E, pela S. cerevisiae BLG Il e S. cerevisiae PE-2. Cada

ponto esta representado como valor médio + desvio padrdo de duplicados experimentais.

Os perfis de fermentacao ilustrados na Figura 10 revelam que producdo de CO; foi notoriamente
superior nos ensaios conduzidos com whole slurry, comparativamente com os respetivos ensaios com
solido pré-tratado lavado. Estes resultados sao coerentes com a maior producao de etanol observada e
apresentada na Tabela 7. Concretamente, a fermentacdo do whole slurry da dréche E conduziu a
producdo de 38,0 gLt de CO; e 42,3 gL' de etanol, enquanto a fermentacdo do whole slurry da
dréche D registou valores de 30,6 g-L'1 de CO, e 32,2 gL de etanol. Por outro lado, os ensaios da
dréche D e E com solido pré-tratado lavado apresentaram um perfil de fermentacao idéntico e uma
concentracio final de etanol de, aproximadamente, 27,0 g-L™* em ambos os casos. Estes resultados vao
de encontro com o previsto, uma vez que a configuracao whole slurry fornece uma quantidade superior
de acucares fermentesciveis (glucano do sélido e a glucose soluvel presente na fracdo liquida), passiveis
de serem convertidos em CO; e etanol. O efeito negativo do descarte da fracao liquida do pré-tratamento
€ particularmente acentuado no caso da dréche E, em virtude da elevada concentracao de glucose

solubilizada no licor, que nao é aproveitada nos ensaios com solido pré-tratado lavado.
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Tabela 7 — Concentracado de glucose residual (Gtf) e de etanol final (Ceton) e rendimento em etanol ( Yeton) obtidos

apos o processo de HSF das dréches D e E com duas leveduras distintas. Os resultados estdo representados como

valor médio + desvio padrao de duplicados experimentais

Levedura Condicéo Gf/gL? Ceton /gL! Yeton/ %

BSG D lavado 0,19 + 0,07 26,9+0,1 92,3+0,4
Whole slurry BSG D 0,27 £ 0,02 32,2+0,6 73,0+1,0
BLG I BSG E lavado 0,34 + 0,07 27,0+£0,4 94,0+1,0

Whole slurry BSG E 0,23 £ 0,04 42,3+0,0 94,0 +£0,6

Whole slurry BSG D 0,08 + 0,00 28,7 +0,6 59,56+1,2
PE-2
Whole slurry BSG E 0,26 + 0,01 40,3+0,4 82,0+2,0

Relativamente ao rendimento em etanol, os ensaios com as dréches E e D registaram
comportamentos dispares. No caso da dréche E, os rendimentos de etanol dos ensaios com whole siurry
e com o solido pré-tratado lavado foram idénticos (94 %), indicando que a eficiéncia de conversao da
glucose potencial foi semelhante para ambos os casos. Por outro lado, o rendimento em etanol do ensaio
com a dréche D solido pré-tratado lavado (92,3 %) foi notavelmente superior ao alcancado no respetivo
ensaio com whole slurry (73,0 %). Diante destes resultados, é possivel afirmar que, no caso da dréche
D, o processo de sacarificacdo e fermentacdo hibridas foi mais eficiente quando se utilizou como
substrato apenas a fracao sélida do pré-tratamento. O whole siurry desta dréche apresentou quantidades
consideraveis de inibidores (seccdo 4.3.2 - Tabela 6), em particular de HMF (1,47 g-L%), que podera
justificar a menor eficiéncia de conversao de glucose em etanol observada nesta estratégia experimental.
Sabe-se que a S. cerevisiae é capaz de converter o HMF e o furfural em compostos menos inibitérios,
desde que as suas concentracdes se encontrem em niveis inferiores aos considerados letais [135].
Porém, trabalhos conduzidos sobre o efeito do furfural e do HMF sobre a producdo de etanol tém
demonstrado que estes compostos reduzem a taxa especifica de crescimento do microrganismo, o
rendimento em biomassa e a produtividade especifica de etanol [136]. Estudos adicionais seriam, no
entanto, necessarios para apurar se de facto algum destes parametros foi afetado pelos inibidores
presentes no whole slurry da BSG D.

No que concerne ao efeito da estirpe de levedura utilizada, a Figura 10 mostra que a PE-2

apresenta uma fase /ag (aproximadamente 13 h) consideravelmente mais curta do que a observada no
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ensaio fermentativo conduzido com a BLG Il (18 h). Uma vez que a duracdo da fase /agé influenciada
pela capacidade de metabolizacdo dos inibidores, estes resultados indicam que a PE-2 é mais eficaz na
eliminacao destes compostos téxicos do que a BLG Il. Estes resultados sao expectaveis dado que uma
estirpe cervejeira nao esta adaptada a este tipo de inibidores fermentativos. Em contrapartida, estudos
anteriores demonstraram que a PE-2 é altamente tolerante a compostos inibitérios (HMF, furfural e acido
aceético) e que proporciona altas produtividades de etanol [110], [137], em concordancia com o
observado neste estudo. No entanto, a BLG Il permitiu a obtencédo de concentracdes e rendimentos de
etanol superiores a PE-2. Assim, entre as condicdes investigadas no presente estudo, a concentracao e
rendimento de etanol mais elevados foram alcancadas com a fermentacao do whole siurry dréche E pela
levedura cervejeira (42,3 g-Lt e 94,0 %, respetivamente).

De modo geral, estes resultados demonstram o grande potencial das dréches oriundas de um
processo de fabrico de cervejas craft e da metodologia proposta para a producao de etanol, permitindo
a obtencdo simultdnea de elevados rendimentos e concentracdes de etanol, sem necessitar de
suplementacéo de acucar ou de qualquer outro tipo de nutriente. Este facto representa um importante
aspeto para a economia do processo e uma melhoria comparativamente com o trabalho realizado por
Meneses e seus colaboradores (2013) [77]. Estes autores exploraram a utilizacdo da dréche para a
producdo de uma bebida destilada, recorrendo a adicdo de sacarose ao meio fermentativo para
incrementar a obtencao de etanol.

Embora a producao de uma bebida destilada a partir de dréche seja uma aplicacdo pouco
explorada, a producao de etanol a partir deste subproduto cervejeiro tem sido amplamente investigada
no ambito da producéo de biocombustiveis. Até a data, o rendimento em etanol mais elevado foi de 81 %,
alcancado apds o pré-tratamento alcalino da dréche com 5 % de NaOH e 25 % de sélidos, que
corresponde a uma concentracdo final de etanol de 17,9 g-L'* [138]. Mais recentemente, Wilkinson e
seus colaboradores (2015) obtiveram 22 g-L* de etanol e um rendimento de 75 %, operando perante
condicdes de autohidrdlise mais severas do que as do presente trabalho (200 °C, 10 min) [119]. O
rendimento de etanol obtido neste estudo €&, portanto, o0 mais elevado reportado até a data para a
bioconversao de dréche em etanol.

Com base nestes resultados, selecionou-se o whole siurry dréche E com uma carga de sélidos de
25 % e a levedura BLG Il para a realizacdo dos subsequentes ensaios em reator, visando o aumento de

escala do processo.
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4.6 Producao da bebida destilada

4.6.1 Sacarificacao e fermentacdo em reator da dréche autohidrolisada

Apds selecionada a configuracdo processual que proporciona, simultaneamente, bons
rendimentos e elevadas concentracdes de etanol, efetuou-se um aumento de escala de modo a assegurar
volume suficiente para a subsequente etapa de destilacado. Para o efeito, utilizou-se um reator de 3 L
onde se realizou o processo de sacarificacdo e fermentacdo hibridas, operando com um volume Util de,
aproximadamente, 1,2 L. Estes ensaios decorreram de acordo com a metodologia anteriormente descrita
para os ensaios de HSF em Erlenmeyer, incluindo uma etapa de pré-sacarificacdo, a 50 °C durante
120 h, seguida da adicao da levedura (S. cerevisiae BLG Il) e inicio da fase fermentativa, a 30 °C. Foram
realizados dois ensaios independentes que serado designados por fermentacado 1 (F1) e por fermentacao
2 (F2). De igual modo, o substrato utilizado para cada um dos ensaios teve origem em pré-tratamentos
hidrotérmicos independentes.

Na Tabela 8 estdo apresentados os valores de concentracdo de glucose no inicio (Go) e fim da
fase fermentativa (&) bem como a concentracédo de etanol (Ceton) € 0 respetivo rendimento em etanol
(Yeton) de cada um dos ensaios de HSF.

Analisando-se os resultados pode-se constatar a existéncia de diferencas entre os baichs
realizados. Uma vez que se usou a mesma quantidade de dréche (whole slurn), ambos os bafchs
possuiam a mesma quantidade de acUcares potenciais. Contudo, a concentracao de glucose obtida apds
120 h de hidrdlise enzimatica (Go) foi consideravelmente superior no ensaio F1, sugerindo que a

eficiéncia da etapa de pré-sacarificacao deste ensaio foi superior a do ensaio F2.

Tabela 8 — Valores de diferentes parametros fermentativos relativos a fermentacao da dréche E em reator, apos

48 h, conduzida pela S. cerevisiae BLG I, para duas réplicas processuais (F1 e F2).

Ensaio Go /gLt Ge/gL? Ceron /gL Yewon /%
F1 81,9 0,18 39,4 87,7
F2 75,6 0,26 33,7 75,0

Apds o inicio da fase fermentativa, o consumo de substrato e a formacao de produto foram
acompanhados por um periodo de 72 h, contudo verificou-se um esgotamento praticamente total da

glucose nas primeiras 48 h. Conforme pode ser verificado na Tabela 8, a glucose residual atingiu
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concentracdes inferiores a 0,3 g-L ™t em ambos os ensaios. No que concerne a concentracio e rendimento
em etanol, o ensaio F1 também se demonstrou superior ao F2. Estes resultados sao coerentes com a
menor eficiéncia de sacarificacdo observada no F2. De facto, uma menor eficiéncia de sacarificacao
traduz-se diretamente numa quantidade inferior de glucose no meio, diminuindo assim o rendimento e
a concentracao de etanol obtidos. Convém, porém, ressalvar que a sacarificacao continua a decorrer
durante a etapa fermentativa, embora a uma taxa mais lenta, posto que ambas as etapas foram efetuadas
no mesmo reator e nao foi realizado nenhum procedimento de desativacéo das enzimas.

Comparando os resultados obtidos em reator com os alcancados em Erlenmeyer
(Ceton= 42,3 g-L'%; Yeron=94,0 %, seccao 4.5 — Tabela 7) é percetivel que ambos os ensaios conduziram
a concentracdes e rendimentos de etanol mais baixos, com particular destaque para o ensaio F2. Esta
dissemelhanca observada entre 0s ensaios em reator e em matraz indica que as condices de mistura
do reator nao reproduziram as existentes no Erlenemeyer sendo particularmente critico face as elevadas
cargas de sélidos utilizadas. Nestas condicoes, as limitacdes de transferéncia de massa sao superiores
e a acessibilidade da enzima ao substrato € menor, diminuindo, assim, a eficiéncia da etapa de

sacarificacao.

4.6.2 Destilacao dos caldos fermentativos

Ambos os fermentados obtidos anteriormente (F1 e F2) foram submetidos a um processo de
destilacao fracionada, visando a recuperacdo da maior quantidade de etanol e de aromas caracteristicos
positivos e a minimizacao de defeitos aromaticos (of-flavors). Ao longo do processo de destilacdo foram
recolhidas quatorze fracdes do destilado 1 e treze fracdes no destilado 2. O teor de etanol presente em
cada uma delas encontra-se apresentado na Tabela 9.

A analise da Tabela 9 evidencia que houve maior recuperacdo de etanol no destilado 1.
Efetivamente, comparando o destilado 1 com o destilado 2 é percetivel que, o primeiro possibilitou a
recolha de oito fracdes com um teor alcoolico volumico superior a 42 %, em contraste com o destilado 2,
no qual apenas seis fracdes possuiam um teor alcoolico situado nessa gama. Por outro lado, no
destilado 1, as fracoes 9 a 13 apresentam ainda um teor alcoolico volumico consideravel, situado entre
30,68 % e 7,56 %, contrariamente ao destilado 2, que exibiu teores de etanol ja proximos de zero. Esta
diferente recuperacao de etanol dos dois destilados esta relacionada com o maior contetido de etanol do

fermentados 1 (5,0 %, em volume), em relacao ao fermentado 2 (4,3 %, em volume).
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Tabela 9 - Temperatura de recolha (7] das distintas fracoes obtidas durante o processo de destilacdo de cada

uma das réplicas processuais e respetivo teor alcodlico (Ceton)

Destilado 1 Destilado 2
Fracdo 7/°C Ceton /% 7/°C  Ceton/%
1 70 83,58 60 89,75
2 76 83,04 60 88,90
3 76 81,80 60 87,00
4 78 76,56 70 81,70
5 78 73,99 70 67,49
6 78 63,30 78 42,63
7 78 61,17 78 8,89
8 78 42,31 78 2,78
9 78 30,68 100 1,53
10 80 25,84 100 0,58
11 80 14,92 100 0,27
12 80 10,99 100 0,27
13 80 7,56 100 0,24
14 100 6,02 - —

Adicionalmente, foi também efetuada a caracterizacao quimica das diversas fracoes relativamente
aos compostos volateis maioritarios, resultados estes que se encontram apresentados na Tabela 10. Em
geral, os compostos volatilizaram conforme descrito por Léauté (1990) [21]. Os aldeidos, os ésteres e o
metanol, que apresentam menores pontos de ebulicdo, destilaram no inicio. No caso dos alcoois
superiores, devido ao facto de serem sollveis em etanol e parcialmente soluveis em agua, costumam
volatilizar ao longo de todo o processo de destilacdo, embora se concentrem principalmente nas fracoes
iniciais (na “cabeca” e “coracao”). Efetivamente, a maior concentracao de alcoois superiores foi registada
nas fragdes com teor alcoolico volumico superior a 70 %. O Unico alcool observado nas ultimas fracdes
recolhidas foi o 2-feniletanol, composto este que é tipico da fracao “cauda” [53]. Adicionalmente, a
Tabela 10 evidencia que, apesar dos compostos presentes nos dois destilados serem os mesmos, as
concentracdes em que se encontram sdo, na maioria dos casos, distintas. Este facto pode estar

associado com diferencas na composicao dos fermentados submetidos a destilacdo. Considerando que
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uma variacdo na composicao de alimentacdo provoca um deslocamento do perfil de composicdo na
coluna de destilacao, os produtos alcancados serdo, consequentemente, diferentes [70].

O processo de destilacao deve ser controlado de modo a assegurar baixas quantidades ou até
mesmo eliminacdo de compostos toxicos, cujas concentracdes permitidas nas bebidas destiladas
encontram-se estabelecidas na legislacao. Entre estes compostos encontra-se o metanol, cujo limite legal,
de acordo com o Council Regulation (EEC) N°. 110/2008, é de 1000 g-hL™* em 100 % de volume de
etanol [9]. As concentracOes deste composto nas diversas fracdes (Tabela 10) encontram-se abaixo do
exigido legalmente, permitindo a utilizacdo da totalidade das fracdes. Atendendo que o metanol é um
alcool resultante da degradacédo das pectinas que ocorre durante a etapa fermentativa [50], a baixa
concentracdo detetada é concordante com os baixos niveis de pectina presente na dréche cervejeira
[139].

Uma vez que se pretendia a obtencao de um destilado final com um teor alcodlico volimico de
40 %, diversas fracoes dos destilados foram misturadas de modo a atingir um teor alcodlico volimico
entre 45 % e 50 %, contemplando possiveis perdas de etanol durante a etapa subsequente de
aromatizacdo. Apds a mistura das fracoes, o destilado 1 apresentou um teor alcodlico volumico de 48 %,
enquanto o destilado 2, cerca de 45 %. Os destilados assim obtidos foram sujeitos a um processo de
aromatizacdo com aparas de madeira de carvalho americano, visando melhorar a qualidade organolética
do produto. Tal como previsto, durante a aromatizacao ocorreram perdas consideraveis de etanol,
fazendo com que o teor alcoolico voliimico do destilado 1 diminuisse para 41 % e o do destilado 2 para

38 %.
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Tabela 10 — Compostos volateis maioritarios presentes nas distintas fracdes (1 a 14) do destilado 1 (D1) e 2 (D2) e respetivas concentracoes (C)

C/mgL?
Fracoes le?2 3ed 11e12 13e 14
Destilado D1 D2 D1 D2 D1 D2 D1 D2 D1 D2 D1 D2 D1 D2
Alcoois
metanol 27,1 14,7 17,8 8,6 15,1 7,0 — 2,9 — — - - — —
2-metil-1-butanol 143,0 198,4 2141 4834 607,2 188,8 101,0 - — — - - - -
3-metil-1-butanol 794,0 783,2 1329,2 1920,8 8831 783,3 — - — — - - - -
1-propanol 198,6 179,2 189,3 1759 103,3 185,1 — — — — — — — —
2-metil-1-propanol ~ 1342,7 1328,3  644,1 1338,1 316,0 653,5 2,4 — - - - - - -
2-feniletanol - — — — — — - — - 53,1 99,6 1332 31,1 -
Esteres
acetato de metilo 785,0 412,9 193,3 80,8 421 49,4 — — — — — — — —
acetato de etilo 4683,9 437,5 722,1 80,9 399,3 29,4 150,8 — — — — — — —
lactato de etilo — - - — — — — — 23,4 20,2 16,9 5,6 — —
Aldeidos
acetaldeido 9745 931,4 142,9 197,8 62,9 61,0 8,9 33,8 30,6 13,1 19,5 — — —
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4.7 Caracterizacao dos compostos volateis presentes nos fermentados, destilados e

aromatizados

As bebidas destiladas sao usualmente constituidas por uma variedade de compostos volateis,
subdivididos em duas classes, maioritarios € minoritarios, que em conjunto determinam a qualidade do
produto final. Geralmente, os compostos maioritarios sao produzidos durante o processo fermentativo
sendo sua formacao influenciada principalmente pelas condicdes de fermentacdo (levedura,
temperatura, etc). Por outro lado, 0os compostos volateis minoritarios derivam, em parte, da
matéria-prima utilizada [3]. Todos estes compostos sao de grande importancia para a bebida, e devem
estar presentes em concentracoes adequadas de modo a proporcionar um sabor e aroma agradavel ao
destilado.

Encontra-se descrito que o perfil de volateis de uma bebida & dominado pelos compostos formados
na fermentacao. Contudo, o caracter da bebida ¢ modificado, com as quantidades absolutas e relativas
das substancias volateis a serem alteradas durante a etapa de destilacdo e maturacao [140]. Por este
motivo, achou-se pertinente acompanhar o perfil e a concentracdo dos compostos volateis presentes nas
distintas etapas de producédo do destilado de dréche. Foram identificados um total de 56 compostos.
Salienta-se, porém, que a composicdo foi qualitativa e quantitativamente distinta entre as diferentes

etapas processuais.

4.7.1 Compostos volateis maioritarios

Os compostos volateis maioritarios presentes nos fermentados e nos destilados antes e apds
aromatizacdo foram analisados pela técnica GC-FID. Foram identificados 6 alcoois, 3 ésteres e 1 aldeido,
perfazendo um total de 10 compostos, cujas respetivas concentracdes se encontram apresentadas na
Tabela 11.

Os alcoois superiores constituem, do ponto de vista quantitativo, a maior classe de compostos
aromaticos presente nos destilados [44], [45]. Dentro desta classe, os alcoois alifaticos 3-metil-1-butanol,
2-metil-1-propanol e 1-propanol, foram os que registaram concentracdes superiores, em concordancia
com o reportado anteriormente por outros autores [141], [142]. A biossintese dos alcoois superiores é
complexa uma vez que estes podem ser produzidos como subprodutos da via catabdlica dos aminoacidos
(reacdo de Ehrlich) ou terem origem no metabolismo dos carbohidratos [143]. A presenca desta classe

de compostos desempenha um papel fundamental na qualidade do #avour da bebida [144]. Quando
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presentes em concentracdes inferiores a 300 mg-L1, os alcoois superiores contribuem para a desejada
complexidade do bouquet. Por outro lado, as relacdes entre os compostos 3-metil-1-butanol/2-metil-
1-propanol e 2-metil-1-propanol/ 1-propanol sdo usualmente consideradas indicadoras da qualidade da
bebida, encontrando-se estabelecido que a relacao deve ser superior a 1 [145]. Ambos os destilados
cumprem este requisito, apresentando uma qualidade organolética aceitavel para o consumo humano.
Os alcoois superiores podem também aumentar algumas notas ja existentes no destilado, por sinergia
com outros compostos [146].

Entre os alcoois identificados, salienta-se o papel do 1-propanol e do metanol. O primeiro alcool
mencionado destaca-se pelo seu forte efeito sobre o aroma da bebida. Quando presente em baixas
concentracdes, este composto proporciona um odor doce agradavel, contudo niveis excessivos de
1-propanol podem mascarar todas as notas positivas do destilado, devido a exalacao de um odor forte a
solvente [147]. Contrariamente, o metanol nao apresenta nenhum odor especifico e, por conseguinte,
nao é um composto importante do ponto de vista do #avour da bebida. Porém, o controlo do teor de
metanol presente em bebidas alcodlicas é fundamental devido a elevada toxicidade deste composto [44].
As concentracdes deste composto nos destilados 1 e 2 com e sem aromatizacdo encontram-se bastante
abaixo do limite estabelecido pela lei em vigor (1000 g-hL* em 100 % de volume de etanol) [9],
tornando-os adequados para o consumo humano. Relativamente ao efeito da aromatizacdo com as
aparas de madeira sobre o contetdo dos alcoois, dois efeitos distintos foram observados. No caso do
metanol e do 2-feniletanol, a aromatizacdo conduziu a um incremento das suas concentracdes. O
2-feniletanol ¢ um alcool que confere um aroma agradavel ao destilado, estando associado com notas
de “rosas”, “doce” e “perfumado”. Fendmenos de evaporacao de etanol e consequente concentracao
dos compostos menos volateis [148], podem explicar o aumento de metanol verificado. Em oposicao, as
concentracdes de 1-propanol, 2-metil-1-propanol e 3-metil-1-butanol registaram uma diminuicao, que
podera dever-se a ocorréncia de reacoes de oxidacao [30].

Outra classe de compostos detetada foi a dos ésteres. Estes compostos sao produzidos pela

levedura durante a fermentacao através da reacao de esterificacdo entre os alcoois e o0s acidos gordos.
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com a correspondente concentracao (C), limiar de percecao (P7) e descritores aromaticos reportados

Tabela 11 - Identificacdo dos compostos volateis maioritarios detetados nos fermentados (F1 e F2), nos destilados (D1 e D2) e nos destilados apos aromatizacao (DA1 e DA2)

C/mgL?
PT/mgL? i Ati
Fl D1 DAL £ D2 DA /mg Descritor aromatico
Alcoois
metanol 9,59 6,42 25,53 8,11 3,32 15,59 — -
2-metil-1-butanol 6,58 92,07 107,93 10,06 172,43 162,87 7 [149], [150]© Alcool, banana, solvente,
3-metil-1-butanol 28,49 423,44 42387 39,02 63571 609,97 medicinal, doce, aromatico [151],
[152]
1-propanol 11,57 203,02 161,39 13,72 228,44 215,11 750 [151]@ —
2-metil-1-propanol 18,19 282,00 268,30 38,20 629,53 599,84 65 [151]@ Alcool, banana, solvente,
medicinal [151], verniz [42]
2-feniletanol 18,93 24,55 57,50 18,62 38,31 46,98 7,5 [150](°) Rosas, doce, perfumado [151]
14 [149]®)
Esteres
acetato de etilo 68,78 871,35 597,62 2,17 125,10 104,94 12,3 [149]®) Solvente, frutado [44], [151],
17 [150]¢© [152], verniz [153]
acetato de metilo 13,83 151,73 132,77 7,76 101,98 83,71 — Frutado, doce [154]
lactato de etilo 9,37 6,70 6,02 8,86 5,62 4,13 — Manteiga, frutado, coco [154]
Aldeidos
acetaldeido 15,31 157,97 155,96 30,61 213,79 165,85 25 [151](3) Noz, xerez, folhas verdes [151]

@ Limiar de percecao olfativa em vinho; ) Limiar de percecdo olfativa numa solucdo modelo; © Limiar de percecéo olfativa numa solucéo hidroalcodlica

(@ Limiar de percecao olfativa em cerveja; ' Limiar de percecéo olfativa em agua.
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O acetato de etilo é tipicamente o éster mais abundante, derivado da condensacao do acido acético
com o etanol. Este éster exerce um efeito significativo nas caracteristicas organoléticas dos vinhos e dos
destilados. A sua presenca em baixas concentracdes confere um agradavel aroma frutado porém, quando
encontrado em niveis superiores a 150 mg:-L™? proporciona caracteristicas de deterioracio a bebida,
apresentando um aroma a cola e verniz [44]. A Tabela 11 revela que a concentracao deste composto
aumentou notoriamente com a etapa de destilacao, atingindo niveis potencialmente prejudiciais para a
qualidade da bebida, em particular no lote 1. O acetato de metilo apresentou 0 mesmo comportamento.
Contrariamente, a concentracao de lactato de etilo nos destilados foi inferior & observada nos respetivos
fermentados, o que se deve ao facto deste composto ser maioritariamente destilado nas ultimas fracoes
[155], que foram, em grande parte, descartadas. A presenca deste composto em baixas concentracdes
(< 100 mg-Lt, em 100 % de volume de etanol) permite estabilizar o Aavour do destilado e suavizar o
sabor aspero [44]. A aromatizacdo dos destilados com aparas de madeira levou a diminuicao da
concentracado do acetato de etilo e do acetato de metilo. Tendo em conta que os ésteres foram produzidos
em excesso durante a fermentacdo, o contacto com as aparas de madeira podera proporcionar uma
hidrélise gradual destes compostos até que se atinga um equilibrio quimico com os acidos e alcoois
correspondentes. Este fendmeno ja foi recentemente observado por Kyraleou et al. (2016) [156].

Além dos alcoois e dos ésteres, compostos carbonilicos de baixa massa molecular como os
aldeidos e as cetonas sao também usualmente encontrados nas bebidas alcoolicas como subprodutos
da fermentacdo da levedura. Contudo, a sua presenca nao é desejavel uma vez que alguns deles
conferem propriedades organoléticas desagradaveis [157]. No presente estudo, o acetaldeido foi 0 Unico
composto carbonilico identificado entre os volateis maioritarios. Este composto é um intermediario da
fermentacao alcoolica, obtido a partir da descarboxilacao do piruvato [17], e a sua concentracdo aumenta
durante a etapa de destilacdo [53], tal como foi verificado neste estudo. Concentracdes superiores a
125 mg-L* afetam de modo negativo as propriedades organoléticas da bebida, conferindo um odor
pungente irritante [50]. Apesar deste efeito negativo, a concentracao registada para os destilados
encontra-se dentro da faixa relatada para as aguardentes (63 mg-L*a 308 mg-L%) [158].

Comparando a concentracao dos compostos volateis entre os dois lotes é percetivel a
dissemelhanca existente. E possivel verificar que, de modo geral, o fermentado 2 (F2) apresenta
concentracdes de alcoois superiores mais elevadas, enquanto o fermentado 1 (F1) registou maiores

quantidades de ésteres. Estes resultados corroboram a existéncia de diferencas no processo fermentativo
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das duas réplicas processuais, ja mencionadas. As diferencas observadas nos fermentados 1 e 2 foram

propagadas para as etapas subsequentes de destilacéo e aromatizacao.

4.7.2 Compostos volateis minoritarios

Na categoria dos compostos volateis minoritarios foi possivel identificar um total de 46 compostos,
cujas concentracdes se encontram na Tabela 12. Alguns destes compostos foram exclusivamente
detetados numa determinada etapa processual.

A principal classe de compostos minoritarios encontrada foram os ésteres. Durante a fermentacao
alcodlica ha producao de duas classes de ésteres, os ésteres etilicos e os ésteres de acetato. Os primeiros
sao formados pela reacao entre o etanol e os acidos gordos ou acidos organicos nao volateis. Por outro
lado, os ésteres de acetato resultam da reacado da acetil-CoA com os alcoois superiores formados pela
degradacao de aminodacidos ou de carbohidratos [159].

Os ésteres de etilo de acidos gordos sdo compostos tipicamente associados com o efeito bouqguet
e contribuem positivamente para o flavour do destilado conferindo um agradavel sabor frutado e um
aroma floral. Dentro desta classe de ésteres identificou-se o hexanoato de etilo, o octanoato de etilo, o
tetradecanoato de etilo e 0 hexadecanoato de etilo, que foram detetados nos trés produtos (fermentado,
destilado e destilado aromatizado), tal como expectavel [53]. O aumento das suas concentracdes durante
0 processo de destilacdo deve-se ao facto de a maioria destes ésteres apresentar um baixo ponto de
ebulicdo, destilando sobretudo nas fracdes iniciais (“cabeca” e “coracao”) [155].

Relativamente aos ésteres de acetato, foram identificados dois compostos, o acetato de isoamilo
e 0 acetato de 2-feniletilo, que conferem um caracter frutado e floral aos destilados [160]. Conforme
pode ser visualizado na Tabela 12, o acetato de isoamilo foi o composto presente em maiores
concentracdes, tendo aparecido em todas as etapas do processo. A concentracao de ésteres pode variar
devido a reacdes de esterificacdo ou hidrélise quimica [161]. Porém, a variacdo da concentracao dos
ésteres durante a aromatizacao foi distinta, ndo sendo estabelecer uma tendéncia devido, possivelmente,
ao curto tempo de contato do destilado com as aparas de madeira.

Foram também identificados alguns alcoois entre os volateis minoritarios, dos quais se destaca o
1-pentanol e o 1-hexanol, que registaram as concentracbes mais elevadas. O 1-pentanol é produzido
através de reacoes de oxidacdo lipidica [162], e confere notas de adstringéncia a bebida [163]. Porém,
a sua presenca esteve restringida aos fermentados e aos destilados, ndo sendo detetado nos

aromatizados. Ja o 1-hexanol, ¢ um alcool que provém apenas da matéria-prima [164], e possui uma
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influéncia positiva sobre o aroma do destilado quando presente em concentracdes inferiores a 20 mg-L™?,
com uma descricao aromatica de “coco”. Contrariamente, concentracoes elevadas deste composto
proporcionam um aroma pungente e gramineo, afetando negativamente as caracteristicas organoléticas
do destilado [42]. Tendo em conta as baixas concentracoes encontradas nos destilados aromatizados
(0,9 mg-L'tem ambos), pode-se considerar que este composto podera contribuir positivamente para o
flavour do destilado final. Ademais, também se detetou a presenca de quantidades consideraveis de
4-metil-1-pentanol. Este alcool ramificado derivou, provavelmente, de reacdes de degradacéo de Strecker
de aminoacidos, e encontra-se associado a descritores de aroma como “améndoa” e “torrado” [163].
Relativamente aos acidos, duas classes distintas foram identificadas entre os volateis minoritarios,
0s acidos volateis carboxilicos e acidos gordos volateis. Os primeiros derivam essencialmente da
desaminacao de aminoacidos seguida pela descarboxilacdao dos oxoacidos homologos, enquanto os
segundos constituem produtos intermediarios da biossintese lipidica [165]. A classe dos acidos gordos
volateis assume um papel importante sobre a qualidade da bebida, em particular os acidos de cadeia
curta (acido acético, isovalérico e isobutirico). O acido acético é produzido em pequenas quantidades
durante a fermentacdo e a sua presenca na bebida é indesejavel devido ao seu cheiro irritante e
penetrante a vinagre [149], [153]. Como pode ser observado na Tabela 12 a concentracdo de acido
aceético detetada no presente estudo foi baixa (366,50 pg-L™ para lote 1 e 83,13 pg-L ™! para lote 2) e a
sua presenca restringiu-se aos fermentados. A auséncia nos destilados podera dever-se, essencialmente,
ao facto de o acido acético apresentar menor volatilidade do que o etanol [166], sendo separado aquando
a destilacdo. Além disso, este composto esta envolvido em reacdes de formacao de outros compostos,
dos quais & exemplo o acetato de etilo. Ja o acido isovalérico e o acido isobutirico apresentaram elevadas
concentracdes em todas as etapas processuais. Estes acidos tém um importante contributo para o aroma
dos destilados, podendo apresentar um odor igualmente forte ao do acido acético (vinagre) [52], [53].
Em contrapartida, de acordo com Silva e Malcata (1999), os acidos gordos de cadeira longa (acido
pentandico, hexandico, heptandico e octanoico) exercem um reduzido efeito nas propriedades

organoléticas do destilado [53].
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Tabela 12 - Identificacdo dos compostos volateis minoritarios detetados nos fermentados (F1 e F2), nos destilados (D1 e D2) e nos destilados apds aromatizacdo (DAL e DA2)

com correspondente concentracdo (C), limiar de percecao (P7) e descritores aromaticos reportados

Alcoois
alcool benzilico
4-metil-1-pentanol
1-hexanol
1-pentanol

Esteres
acetato de isoamilo

acetato de 2-feniletilo

hexanoato de etilo

octanoato de etilo
tetradecanoato de etilo

hexadecanoato de etilo
Acidos carboxilicos

acido benzoico

acido benzilico

74

F1

42,21

49,43
168,55
1581,11

110,94

95,26

11,61

164,44

4917,25

D1

402,19
1040,23
47730,31

871,70
128,95

391,59

186,28
79,21
378,14

102,02
42,32

C/ugLl?

DAl F2

_ 111,81
343,72 41,75
873,66 104,99

— 9043,24
818,72 2495
204,21 149,04
394,05 7.11
121,07 —
65,23 —
355,79 60,83
46,73 2931,17
2378 -

D2

447,56
967,14
7710,03

560,82
189,83

246,89

269,88
105,14
251,27

339,24
148,46

DA2

394,43
860,05

384,83
221,26

193,72

270,88
68,34
201,77

33,79
207,70

PT /gLt

200000 [167]®)
50000 [168])
8000 [169])

64000 [171]@)

30 [172]

650 [150]; 250 [169]()

14 [168)0)

5168]")
4000 [173])
2000 [173]®)

1000 [171]®@

Descritor aromatico

Améndoa, amargo [151]
Améndoa, torrado [163]
Vegetal, erva, coco [170]
Sintético, balsamico,
adstringéncia [163]

Banana [169]

Rosas, mel, maca, doce
[151]

Maca, frutado, doce,
anisado [151]

Maca, frutado, doce [151]
Suave, ceroso, sabao [154]
Suave, ceroso, doce, leite,
frutado [154]

Quimico [163]



Tabela 12 - Identificacdo dos compostos volateis minoritarios detetados nos fermentados (F1 e F2), nos destilados (D1 e D2) e nos destilados apds aromatizacao (DAl e

DA2) com correspondente concentracdo (C), limiar de percecdo (P7) e descritores aromaticos reportados (continuacao)

Acidos gordos volateis

acido acético
acido isobutirico
acido isovalérico

acido pentanoico
acido hexanoico

acido heptanoico

acido octanoico

Fenois volateis

guaiacol
4-vinilguaiacol

siringol

eugenol

F1

366,50

358,44

437,02

35,76
52,27

51,72

89,01

102,01

50,40

D1

994,38

4711,04

236,61
226,63

205,02

416,41

4165,43

30,47

C/uglL?
DA1 F2
_ 83,13
807,73 186,08

3787,84 543,10

230,16 15,02
359,90 35,03
— 28,23
122,76 —
483,93 92,07

4207,40 36,04

303,84 89,87
38,53 —

D2

705,79

2984,19

178,11
247,99

184,23

734,89

2639,57

37,49

DA2

1039,19

4124,89

187,41
509,35

220,21

760,61

1617,62

310,82
46,96

PT /ugL?

300000 [149]®)
2300 [168])
33[168]@

420 [151]@

500 [168])

10 [169]

130 [176]; 1100 [168]®)

6 [168]; 15 [176] ")

Descritor aromatico

Vinagre, azedo, pungente
[149], [153]

Suado, amargo, vinagre
[151]

Acido, rancoso, queijo
[163]

Queijo, acido [174]

Queijo, suado, oleo vegetal
[175]

Rancoso, queijo, suor [154]

Suor, queijo [170]

Fumo, especiarias,
fenolico, madeira [170]

Fenolico, amargo [151],
farmacéutico [177]

Fendlico, quimico [7]

Cravo-da-india [175], [176]
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Tabela 12 - Identificacdo dos compostos volateis minoritarios detetados nos fermentados (F1 e F2), nos destilados (D1 e D2) e nos destilados apds aromatizacao (DAl e

DA2) com correspondente concentracdo (C), limiar de percecdo (P7) e descritores aromaticos reportados (continuacao)

Fendis volateis

4-vinifenol

acetovanilona
vanilina
siringaldeido
Aldeidos
benzaldeido
fenilacetaldeido
4-etilbenzaldeido

Cetonas
acetoina

1-(2-furanil)-1-propanona

ciclopentanona

Terpenos
o-terpineol

1,8-cineol

76

F1

119,17

139,5

153,25
39,33

79,61

35,16

D1

26,16

452,04
5252,14
76,0

743,85

324,84
2942,47

C/uglL?
DAl

8,06

31,00
1226,89
2824,30

548,30
4709,78
144,8

650,73

399,15
2096,64

F2

255,7

73,83
44,29

102,96

26,87

D2

21,78

461,54
4945,06
41,6

730,87

404,57
2285,92

DA2

18,48

39,81
1467,32
4524,92

399,45
4080,86
149,9

730,62

420,66
2233,24

PT /g L*

180 [176]®)

1000 [167]@
200 [169]©
25000 [179]"

5000[181])
5[149]

150000 [168])

250 [168])
3,2 [182]@

Descritor aromatico

Farmacéutico [177],
estramonio [176]
Especiarias doces [171]
Baunilha [178]

Suave, doce [180]

Améndoa [171]
Mel, doce [178]

Latico, creme [178]

Frutas, doce, caramelo
[154]
Menta, horteld [154]

Pinheiro, terpeno [151]
Eucalipto, menta [182]



Tabela 12 - Identificacdo dos compostos volateis minoritarios detetados nos fermentados (F1 e F2), nos destilados (D1 e D2) e nos destilados apds aromatizacao (DAl e

DA2) com correspondente concentracdo (C), limiar de percecdo (P7) e descritores aromaticos reportados (continuacao)

Lactonas

y-nonalactona

whiskey lactona |

whiskey lactona I|
Furanos
2-acetilfurano

5-metilfurfural

furfural

2-furanometanol

Pirazinas
2-metil-pirazina

2,5-dimetilpirazina

2,3,5-trimetil-pirazina

2,3,5,6-tetrametil-pirazina

@ Limiar de percecao olfativa em vinho; ) Limiar de percecéo olfativa numa solucdo modelo; ) Limiar de percecao olfativa numa solucéo hidroalcodlica

F1

764,94

448,72

597,66
3222,30

106,40
64,14

545,64
616,95

D1

592,61

4940,27

2092,72

3093,56

655,39
409,14

3506,16
4709,88

C/uglL?

DAl

348,27

74,42
847,37

4077,88

1912,96

2467,92

416,42
361,85

2807,42
6946,93

F2

455,57

463,14

164,31
1734,23

169,75
56,98

132,92
620,04

@ Limiar de percecéo olfativa em cerveja; © Limiar de percecéo olfativa em agua.

D2

238,97

4837,71

2713,81

1647,85

695,76
504,64

1379,48
5452,70

DA2

216,46

108,61
520,05

4575,78

2764,60

2082,18

597,33
452,76

1363,32
7071,66

PT /gL

30[183]@

67 [171]@

14100 [171]@)

60 [187](
1700 [187]‘

Descritor aromatico

Coco, doce,
baunilha [184]

frutados,

Coco, carvalho [178]
Coco, carvalho [178]

Améndoa, caramelo, café
[185]

Doce, améndoa torrada,
caramelo [154]

Améndoa torrada [154]

Doce, alcodlico, carne,
queimado [186]

Queimado [188]
Cacau, avel3, torrado, café

[154]
Nozes, queimado [139]
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Outra classe de compostos detetada foi a dos fendis volateis. A maioria destes compostos
apresenta um limiar de percecdo olfativo bastante baixo, podendo ser facilmente detetados [143].
Contudo, a sua influéncia sobre o produto final pode ser positiva ou negativa dependendo das
concentracdes em que se encontram. Dentro desta classe de volateis emergem dois grupos distintos de
compostos: (1) os derivados da matéria-prima (dréche) e os (2) derivados da madeira de carvalho
utilizada no processo de aromatizacdo. No primeiro grupo encontram-se compostos como o guaiacol, o
4-vinilguaiacol, o siringol, o eugenol e o 4~vinifenol. O aparecimento destes compostos esta associado
com a degradacao térmica da lenhina [189]. Parte deles é diretamente produzida durante o tratamento
hidrotérmico que antecedeu a etapa de HSF, enquanto outra é produzida ja durante a etapa fermentativa,
através da descarboxilacao de acidos hidroxicinamicos, num processo nao oxidativo conduzido pela
S. cerevisiae [190]. A maturacdo em madeira de carvalho é também um reconhecido processo que
incrementa a quantidade de volateis fendlicos encontrados na bebida [143]. Este efeito foi observado no
presente estudo, com os destilados aromatizados a registarem quantidades superiores de fenois,
comparativamente com os respetivos destilados. A Tabela 12 evidencia também uma auséncia dos
compostos eugenol e vinifenol nos fermentados e um aparecimento nas etapas subsequentes (destilado
e aromatizado). Estes resultados parecem sugerir que 0s compostos ja estariam presentes nos
fermentados, porém em concentracdes inferiores ao limiar de detecdo do equipamento, tornando-se
apenas possivel quantifica-los apoés o processo destilacdo, como consequéncia do seu efeito de
concentracdo. O guaiacol e o 4-~vinilguaiacol foram os fenois que registaram as concentracées mais
elevadas. O guaiacol confere notas medicinais, doce e de fumo & bebida, e o seu limiar de percecéo
olfativo (10 pg-L'Y) [169], foi largamente excedido em todas as amostras. J& o 4~vinilguaiacol esta
associado com notas fenolicas, e o seu limiar de percecao foi particularmente ultrapassado no destilado
aromatizado 1 (DAl). No segundo grupo de fendis encontram-se a acetovanilona, a vanilina e o
siringaldeido, que apresentam um contributo sensorial positivo. Os primeiros dois compostos referidos
possuem uma forte correlacao com o aroma e sabor a baunilha, enquanto o siringaldeido confere notas
de docura suave [180]. Atendendo que estes compostos foram apenas identificados nos destilados
aromatizados, é possivel afirmar que derivam exclusivamente do contacto com as aparas de madeira de
carvalho. Estes fendlicos provém da degradacado da lenhina e estao tipicamente presentes na madeira
torrada [34].

Além dos ésteres, alcoois, acidos e fenois volateis, outros componentes, incluindo aldeidos,

cetonas, terpenos, lactonas, pirazinas e furanos, foram também identificados.
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Entre os aldeidos presentes, o fenilacetaldeido foi 0 composto identificado em maior proporcao.
Este aldeido ¢ um reconhecido produto de degradacao de Strecker, do aminoacido fenilalanina [191].
Pode-se especular que esta reacao ocorreu durante o processo de destilacdo, por acao do calor,
justificando a sua auséncia nos fermentados. Adicionalmente, é percetivel uma diminuicdo da sua
concentracdo nos destilados aromatizados (Tabela 12), coincidente com o aumento do respetivo alcool,
2-feniletanol (Tabela 11). O fenilacetaldeido ¢ citado na literatura como um importante odorifero, estando
geralmente associado com as notas “floral” e “verde”. Por outro lado, quando presente em
concentracdes superiores ao seu limiar de percecdo (40 pg-L™1), pode conferir um aroma de “madeira
velha” a bebida [41]. Atendendo que as concentracdes do referido composto nos destilados aromatizados
excedem bastante o limiar de percecao, € possivel que este composto tenha um impacto acentuado na
qualidade sensorial do produto.

Dentro da classe das cetonas identificaram-se trés compostos, a acetoina, a
1-(2-furanil)-1-propanona e a ciclopentanona. Destes trés, apenas a ciclopentanona foi encontrada em
todos os produtos analisados (fermentado, destilado e aromatizado), e apresenta descritores de aroma
como “menta” e “hortela” [154].

Na classe dos terpenos foram apenas detetados dois compostos, o o-terpineol e o 1,8-cineol
(eucaliptol). Os terpenos podem ter origem na matéria-prima ou serem libertados por acdo de
o-glucosidases da levedura, durante o processo fermentativo [16]. Este grupo de compostos é
considerado um fator de qualidade positiva nas bebidas, contribuindo para o seu aroma e proporcionado
um caracter unico e diferenciado a bebida [42], [192]. O 1,8-<cineol apresenta um limiar de percecao
muito baixo (3,2 pg-L!) e aparece associado com o aroma a “eucalipto” e “menta” [182], enquanto o
a-terpineol possui um limiar de percecéo superior (250 pg-L) e confere um aroma floral ou de pinheiro
[151].

A analise de compostos volateis também evidenciou a presenca de trés lactonas distintas. A
y-nonalactona e os isomeros de w/hiskey lactona aparecem sobretudo associadas com o aroma de coco
e doces frutados, contribuindo positivamente para as caracteristicas organoléticas da bebida [129,130].
A y-nonalactona é formada através de reacdes de oxidacdo de lipidos, constituindo um produto primario
da degradacao lipidica [193]. Este tipo de reacdes é favorecido pela existéncia de elevadas temperaturas
[193], o que pode justificar o aparecimento deste composto apds o processo de destilacao. Ja as whiskey
lactonas, detetadas apenas nos aromatizados, constituem compostos que o destilado extrai da madeira

durante o periodo de contato com as aparas de carvalho [9].
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Por ultimo, foram identificados 4 furanos e 4 pirazinas, cuja origem pode ser atribuida a reacdes
de caramelizacdo e de Maiflard, respetivamente [194], [195], que ocorreram durante a etapa de
prétratamento a 160 °C. Durante a autohidrdlise, as condicdes acidicas e a elevada temperatura
provocam a desidratacdo das pentoses e das hexoses, (reacdo de caramelizacdo) resultando,
respetivamente, na formacao de furfural e hidroximetilfurfural (HMF) [195]. O furfural foi apenas detetado
nos fermentados. A nao detecdo deste composto apods a destilacdo pode ser explicada pelo facto do
furfural ser maioritariamente encontrado na fracdo “cauda”. Por outro lado, a presenca de grandes
quantidades de 2-furanometanol sugerem a ocorréncia de reacdes de reducdo do furfural [194],
contribuindo para o desaparecimento deste composto. Adicionalmente, foram também detetados niveis
consideraveis de 5-metilfurfural (produto da decomposicdo do HMF) [196] e em particular de
2-acetilfurano. A classe dos furanos possui uma variedade de propriedades sensoriais e apresentam
importantes correlacées com os descritores sensoriais olfativos “améndoa”, “caramelo” e “torrado”
[185], [154]. Ja as pirazinas advém da interacao quimica que se estabelece entre os carbohidratos e as
proteinas (reacdes de Maillara), sendo que a rota de formacdo mais direta resulta da interacao entre os
a-dicarbonilicos (provenientes dos acucares) e as aminas (derivadas dos aminoacidos) [197]. As

”oowu

pirazinas conferem, geralmente, notas agradaveis de sabor como “torrado”, “noz”, “manteiga”, porém

descritores negativos como “fenolico”, “medicina

|n

e “verde” também ja foram apontados [198]. O
composto representante desta classe em maior quantidade foi a 2,3,5,6-tetrametilpirazina, seguido pela
2,3,5trimetilpirazina. De maneira geral, as pirazinas e os furanos foram detetados nos fermentados e
sofreram aumentos da sua concentracao durante o processo de destilacdo, como resultado de reacdes
de Maiflard que também ocorrem durante a destilacao [21]. Ja durante a aromatizacdo, a maioria dos
compostos registou uma reducdo da concentracdo, comparativamente com o respetivo destilado.

De modo analogo ao observado nos compostos maioritarios, constatou-se a existéncia de
diferencas entre a composicao dos dois lotes. A coloracao do destilado ao longo do periodo de
aromatizacdo alterou-se, adquirindo um tom amarelado. Segundo Singleton (1995), a extracdo de
compostos, principalmente taninos, e as suas reacdes de oxidacao, sao 0s principais responsaveis pelo
progressivo escurecimento ou intensificacdo da cor amarelo-alaranjado em bebidas submetidas a
maturacéo em barricas de madeira [179].

Em suma, a analise dos compostos volateis, quer maioritarios como minoritarios, revelou a
presenca de diversos compostos em concentracdes superiores ao seu limiar de percecdo (concentracao
minima para que seja possivel perceber a presenca de determinado composto). Entre os volateis

maioritarios, destaca-se particularmente o 3-metil-1-butanol e o 2-metil-1-butanol que excederam
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largamente os seus limiares de percecao, sugerindo um grande impacto sobre o aroma do produto final.
Por outro lado, os fendis volateis e as lactonas foram as principais classes de compostos minoritarios
que registaram concentracdes acima do respetivo limiar de percecdo. Contudo, isto ndo implica
necessariamente que estes compostos sejam 0s mais significativos em termos de avaliacdo sensorial.
Embora o limiar de percecdo de odor seja frequentemente utilizado para descrever a influéncia de um
composto particular no aroma, existem diversos fatores que podem provocar variacées na avaliacao de
uma mistura complexa. De facto, efeitos sinérgicos e/ou antagonicos podem ocorrer na percecao do
odor. Por vezes, uma mistura de compostos pode ser detetada mesmo que todos os componentes
estejam presentes em concentracdes inferiores ao limiar. Por outro lado, alguns compostos podem
ocultar a percecao de outros, fazendo com que estes ndo sejam detetados mesmo que estejam em
concentracdes superiores ao seu limiar [199], [200]. Ademais, cabe também salientar que os valores de
limiar de percecao apresentados nao sao, na maioria dos casos, para bebidas com alto teor alcodlico,

como os destilados produzidos.

4.8 Andlise sensorial dos destilados aromatizados

Por fim, de modo a correlacionar e complementar os dados analiticos e avaliar a qualidade
organolética dos destilados aromatizados foi realizada uma prova de analise sensorial. As duas amostras
de destilados aromatizados foram avaliadas por um painel de 5 individuos do sexo masculino, com idades
compreendidas entre os 24 e os 60 anos. As amostras foram analisadas considerando-se 34 atributos
sensoriais, englobados nos parametros aparéncia (3), aroma (16), sabor (10) e sensacao
nasal/gustativa (5). Foi também avaliada a qualidade global de cada parametro e do produto final
(impressao global de cada um dos destilados aromatizados). Os perfis sensoriais dos dois destilados
encontram-se na Figura 11, a qual se apresenta em coordenadas polares, com a escala de intensidade
correspondente a Ficha de Prova Sensorial (Anexo All).

A média de cada atributo foi posicionada na escala e o perfil sensorial de cada destilado foi tracado
pela uniao dos respetivos pontos. Os atributos que apresentaram baixa intensidade (<1) para ambos os
destilados foram excluidos dos diagramas. Adicionalmente, considerando que ¢ indispensavel a formacao
de um painel de avaliadores consonantes em relacdo as avaliacdes dos atributos sensoriais de um
produto, os resultados obtidos foram previamente sujeitos a uma analise de outliers, caracterizados por

individuos inconsistentes em relacao aos demais. Os outliers identificados foram eliminados para efeitos
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de calculo da média de intensidade do atributo, para obtencao de maior precisao, mas considerados na

determinacao da frequéncia.

(a) (b) Alcool
5
Mel 4 Adocicado
3
Queimado Frutado
Caramelo Madeira
Brilho turvacao Baunilha Especiarias
Irritante
() (A '
Doce
5
Persisténcia 4 Tostado
Macia Pungente
Intensidade Alcodlico
Corpo Acido
Adstringéncia Ardéncia

Untuosidade Complexidade

(e)

Qualidade visual

global
5

il

Qualidade aromatica

Qualidade global

Qualidade sensorial
nasal/gustativa

global

Qualidade gustativa
global

Figura 11 - Perfis sensoriais obtidos através da média da intensidade atribuida a cada descritor pelo painel de
provadores, do destilado aromatizado 1 (— ) e 2 ( —=—~.); (a) analise visual, (b) analise olfativa, (c) analise
gustativa, (d) sensacao nasal/gustativa e (e) qualidade global de cada parametro e do produto final. A analise do
atributo “cor” foi realizada qualitativamente, com os nimeros de 1 a 5, estando associados a uma cor especifica

(1- amarelo claro; 2—- amarelo dourado; 3- amarelo torrado; 4- castanho; 5- castanho avermelhado).
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Os perfis sensoriais evidenciam a existéncia de diferencas entre os dois destilados aromatizados.
Salvo duas excecdes dentro do parametro “aroma”, foram identificados os mesmos descritores para
ambos os destilados. Contudo, as intensidades atribuidas foram, na maioria dos casos, distintas,
originando as dissemelhancas observadas na Figura 11.

Os atributos sensoriais identificados nas amostras e a correspondente frequéncia relativa (F) e
intensidade (l) obtida apds caracterizacdo sensorial pelo painel de provadores encontram-se
representados na Tabela 13.

Dos 16 atributos sensoriais considerados dentro do parametro “aroma”, trés foram excluidos
devido ao facto de nao terem sido detetados por nenhum provador. Na analise visual, o descritor “brilho”,
apresentou elevada frequéncia (100 % em ambos os destilados) e intensidade (3,2 no destilado 1 e 3,6
no destilado 2). Por outro lado, apenas 60 % dos avaliadores identificou turvacdo no destilado 1 e a
intensidade atribuida foi baixa (0,5), resultados estes que diferem dos obtidos para o destilado 2, onde
se registou uma frequéncia de 100 % e uma intensidade superior (1,25), para este atributo visual. A cor
teve a avaliacdo mais consensual entre o painel, uma vez que todos os provadores classificaram como
“amarelo dourado” ambos os destilados. A maior intensidade para a analise olfativa (aroma), em ambos
os destilados, foi encontrada nos descritores “alcool/solvente”, “adocicado”, “madeira” e “caramelo”,
que constituiram também os atributos com frequéncia mais elevada dentro deste grupo (100 %). Na
analise gustativa, os descritores “corpo”, ‘“intensidade” e “persisténcia” registaram valores de
intensidade superiores a 3, em ambos o0s destilados. Outro aspeto notdrio é que a frequéncia com que
estes atributos foram identificados foi de 100 % para o destilado 1 (exceto na complexidade) e de 80 %
no destilado 2, embora as avaliacdes tenham sido mais consensuais no destilado 2, percetivel pelos
desvios padrao mais baixos.

Além disso, no destilado 1 os descritores “alcodlico” e “complexidade” também foram detetados
e apontados com elevada intensidade (>3). Ja na analise da sensacao nasal/gustativa, o descritor
“macia” e “ardéncia” foram os que registaram maior intensidade em ambas as amostras. Contudo, a
avaliacao do atributo “ardéncia” foi bastante variada, com alguns individuos a atribuir uma intensidade
fraca ou nula enquanto outros classificaram como muito forte. O mesmo foi verificado quanto aos
atributos “frutos secos” e “fumo/cinzas”, na analise olfativa, denotando-se uma grande heterogeneidade

de avaliacao entre os individuos do painel.
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Tabela 13 - Frequéncia relativa (F), Intensidade (/) e respetivo desvio padrdo (S0) determinados para os

descritores detetados nos destilados 1 e 2 na caracterizacao sensorial efetuada pelo painel de provadores

Descritores Destilado 1 Destilado 2
F/% [+ SD F/% [+ SD
Andlise visual
Turvacéo 60 0,5+0,6 100 1,3+£0,5
Brilho 100 3,2+0,6 100 36+1,1
Andlise olfativa
Alcool/Solvente 100 3,0+£0,7 100 2,6 +0,9
Adocicado 100 34+1,1 100 28+1,5
Frutado 80 20+1,6 60 20+2,0
Madeira 100 3,3+£0,5 100 26+18
Especiarias 60 1,2+1,3 40 0,3+0,5
Baunilha 80 1,611 80 1,611
Caramelo 100 2,2+0,8 100 26+0,6
Queimado/Torrado 80 1,4+09 100 1,5+£0,6
Frutos secos 40 0,4+0,5 40 0,4+0,5
Fumo/cinzas 40 0,6+0,9 40 06+0,8
Café 20 0,0£0,0 0,0 0,0£0,0
Cola/Verniz 60 1,0+1,0 40 0,3+0,5
Mel 80 20+14 80 1,3+£0,9
Analise gustativa
Doce 100 2,4+1,1 100 2,4+17
Amargo 80 1,0+0,7 80 1,0+£0,7
Tostado 80 1,4+1,1 80 2,0£2,0
Alcodlico 100 36+1,3 60 20+19
Acido 20 0,0+0,0 80 22+16
Complexidade 80 3,4+0,5 80 20+1,6
Untuosidade (gorduroso) 100 1,8+1,3 80 26+1,7
Corpo 100 3,0+£0,7 80 3,5+0,6
Intensidade 100 3,8+1,3 80 3,0£0,5
Persisténcia 100 3,4+0,9 80 3,0+1,0
Sensacao nasal/gustativa
Irritante 60 0,8+0,8 80 1,2+0,8
Pungente 100 1,5+0,6 80 22+16
Ardéncia 80 22+272 80 28+23
Adstringéncia 60 06+0,5 80 16+11
Macia 100 3,4+09 80 25+06
Qualidade
Qualidade visual global 100 3,8+0,8 100 36+1,1
Qualidade aromatica global 100 40+0,0 100 28+15
Qualidade gustativa global 100 43+0,5 100 3,8+0,5
Qualidade sensorial nasal/gustativa 100 36+1,1 100 32+1,3
Qualidade global 100 40+0,7 100 35+1,3
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Os atributos sensoriais associados aos diferentes compostos estdo substancialmente envolvidos
no aroma da bebida, podendo ser percebidos pelos provadores. Deste modo, diferencas na composicado
de volateis, ainda que reduzidas, podem conduzir a avaliacdes sensoriais diferentes.

A partir da Figura 11 e da Tabela 13 é possivel observar que o destilado 1 apresentou,
comparativamente com o destilado 2, intensidades superiores nos atributos que, em geral, contribuem
positivamente para a qualidade sensorial das bebidas destiladas (aroma “adocicado”, “amadeirado” e
“mel”, complexidade de sabor e uma sensacdo nasal/gustativa “macia”). A maior intensidade do aroma
“madeira” podera ser em grande parte justificada pela presenca lactonas (y-nonalactona e whiskey
lactonas | e ll) e fendis volateis, enquanto o aroma a “mel” podera ser atribuido ao fenilacetaldeido, cujas
concentracdes no destilado 1 foram bastantes superiores as encontradas no destilado 2.

Cabe ainda destacar que a percecdo do odor doce aparece tipicamente associada com o0s
descritores “mel”, “baunilha” e “caramelo”. Os ésteres, em particular os ésteres de etilo, também
aparecem frequentemente associados com o descritor “doce” e, tendo em conta que se verificou
concentracdes superiores desta classe no destilado 1, é plausivel que também contribuam para as
diferencas de docura percecionadas pelos provadores. Ademais, o destilado 1 também se distinguiu do
2 por apresentar maior “intensidade” e “persisténcia” de sabor.

Em contrapartida, o destilado 2 apresentou intensidades superiores ao destilado 1 em atributos
que, quando presentes de forma nao equilibrada, constituem defeitos sensoriais (pungéncia, ardéncia,
irritante, adstringéncia e acidez). A sensacado de ardéncia que surge quando se prova uma bebida
destilada é sobretudo provocada pelos elevados niveis de etanol presente no produto, embora outros
alcoois e compostos do tipo solvente também possam contribuir para essas sensacdes [136]. Apesar do
destilado 2 ter sido classificado com maior intensidade no descritor “ardéncia” em comparacéo com o
destilado 1, as avaliacées foram pouco consensuais em ambas as amostras. E necessario ter em conta
gue o painel de provadores era constituido por individuos nao treinados que poderao ter passado por
diferentes adaptacdes sensoriais. Efetivamente, a repeticdo constante de uma mensagem sensorial no
cérebro (como a ardéncia provocada por uma bebida com elevado teor alcodlico), levara a uma supressao
da sensibilidade a fonte de estimulacdo [201]. Esta adaptacdo sensorial podera estar na base da
heterogeneidade observada na avaliacdo do atributo “ardéncia”. A sensacao “pungente”, designa a
percecao de ardéncia nas mucosas nasais e/ou bucais. A maior intensidade identificada no destilado 2
podera estar associada com o maior nivel de alcoois superiores desta amostra comparativamente com

o destilado 1 (Tabela 12), que conferem um cheiro e sabor forte e pungente [190]. O descritor “irritante”
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aparece intimamente relacionado com a sensacao pungente. Porém, o aroma a “alcool/solvente” e o
sabor “alcodlico” foram identificados com maior intensidade no destilado 1.

Por outro lado, a acidez descrita na analise gustativa é diretamente suportada pelas maiores
concentracdes de acidos carboxilicos no destilado 2. Geralmente, os niveis de acidos sdo demasiado
baixos para ter um impacto sensorial significativo, contudo em niveis elevados podem ser percecionados
pelos provadores [202], tal como verificado nesta analise sensorial. No que concerne a adstringéncia
(percecdo de secura na mucosa oral), a sua correlacdo com um determinado grupo de compostos
volateis ¢ dificil, uma vez que esta percecdo pode ser produzida por uma variedade de compostos,
incluindo compostos fendlicos, acidos organicos e agentes desidratantes como os alcoois [203].

A percecao de uma nota aromatica é influenciada ndo so pela presenca de alguns componentes
cujo aroma formam a nota, mas também pela presenca de outros odorantes que afetam positiva ou
negativamente a percecdo de tal nota aromatica [204]. Deste modo, é possivel que a intensidade dos
defeitos sensoriais identificados no destilado 2 tenha mascarado/diminuido a percecdo de alguns
atributos considerados positivos para as caracteristicas organoléticas da bebida, depreciando a sensacao
nasal/gustativa e concomitantemente a qualidade aromatica e gustativa global do destilado 2.

Outros descritores detetados, embora com uma intensidade fraca, incluem o aroma “frutado”,
“especiarias”, “baunilha”, “caramelo”, “queimado/torrado”, “frutos secos”, “cinzas/fumo” e
“cola/verniz”. Todas estas notas aromaticas, a excecao de “cola/verniz”, sao essencialmente
promovidas por fenois volateis, furanos e pirazinas.

O destilado 1 foi considerado pelo painel de provadores uma amostra de qualidade superior ao
destilado 2, reunindo cotacdes mais elevadas na avaliacdo da qualidade global de cada parametro
(aparéncia, aroma, sabor e sensacao nasal/gustativa) e do destilado em geral. Além disso, é também
notério que a avaliacdo da qualidade do destilado 1 foi mais uniforme e consensual entre o painel
comparativamente com a do destilado 2, no qual as avaliacdes foram mais divergentes.

E necessario salientar, no entanto, que a avaliacdo sensorial efetuada neste estudo nao
representa um teste analitico sensorial controlado, permitindo apenas destacar os problemas gerais do
produto e ter uma nocao geral das suas caracteristicas organoléticas.

Em suma, sabe-se que a qualidade das bebidas destiladas ¢ afetada por diversos fatores
nomeadamente, matéria-prima utilizada, condicdes de fermentacao (inclusive a estirpe de levedura) e de
destilacdo selecionadas, processo de envelhecimento, entre outros [205]. Atendendo aos resultados de
analise sensorial apresentados nesta seccao, € possivel concluir que as condi¢cdes processuais utilizadas

para a elaboracdo da bebida destilada de dréche permitiram a producao de uma bebida com
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caracteristicas organoléticas aceitaveis, demonstrando a sua viabilidade. Porém, o facto de as duas
réplicas de destilado terem apresentado uma caracterizacdo quimica (seccao 4.7) e perfis sensoriais
distintos evidencia que é necessario reduzir a heterogeneidade associada a cada uma das etapas

processuais de modo a aumentar a reprodutibilidade do produto final.
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5. CONCLUSOES E PERSPETIVAS DE TRABALHO

Este trabalho investigou a utilizacdo da dréche como matéria-prima Unica na producéo de uma
bebida destilada. O estudo foi conduzido no sentido de maximizar a concentracdo de acuUcares
fermentesciveis e, consequentemente, de etanol obtido, procurando operar em condicdes processuais
de maxima eficiéncia.

As seis dréches mostraram-se quimicamente heterogéneas, refletindo a influéncia das condicdes
processuais de producao da cerveja, na sua composicao quimica. Entre as dréches estudadas, a dréche
D e a dréche E apresentaram o maior contetdo de glucano, sendo selecionadas pelo seu alto potencial
para a producao de etanol.

Os ensaios de suscetibilidade enzimatica das dréches /n natura demonstraram a presenca de
fracdes imediatamente sacarificaveis, as quais se presumiram ser polissacaridos soluveis de glucose e
uma parte da fracdo hemicelulosica.

Relativamente aos ensaios de pré-tratamento, a autohidrolise a 160 °C durante 5 min e com
uma carga de sdlidos de 25 % (m-v'1) revelou ser, entre as condicdes testadas, a que possibilita ndo sé
uma boa extracdo de glucose e solubilizacao parcial da hemicelulose, como também uma melhoria
significativa na digestdo enzimatica, fator este importante para maximizar o rendimento na producéo de
etanol.

0 aumento da carga de sélidos na sacarificacdo da dréche tratada e néo tratada conduziu a um
incremento da concentracado de glucose, contudo provocou uma diminuicdo no rendimento da
sacarificacdo. De modo geral, a realizacdo de uma etapa prévia de pré-tratamento permitiu uma melhoria
no rendimento global do processo, atingindo-se concentracoes de glucose e rendimentos superiores aos
alcancados na respetiva sacarificacao da dréche sem pré-tratamento. Embora na sacarificacao da dréche
pré-tratada também se tenha observado um decréscimo no rendimento, o aumento da carga de soélidos
de 20 % para 25 %, em massa, possibilitou um incremento consideravel da glucose.

A sacarificacdo e fermentacao hibridas do whole slurry obtido a partir do pré-tratamento da
dréche E a uma carga de solidos de 25 %, em massa, utilizando a S. cerevisiae Wyeast 1762, Abbey I
belga, conduziu a um fermentado com um teor alcodlico volumico de 5,4 %, ultrapassando o ponto critico
dos 4 % que torna o processo de producao de bioetanol economicamente viavel. Esta estratégia conjugou
uma elevada concentracéo e rendimento em etanol, indicando ser a mais adequada para a producao de

etanol a partir de dréche cervejeira.
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Numa segunda fase do trabalho, pretendeu-se avaliar a possibilidade de produzir uma bebida
destilada a partir do caldo fermentativo obtido. Para tal, foi necessario efetuar o processo em reator. Os
ensaios de sacarificacdo e fermentacdo hibridas em biorreator conduziram a concentracdes e
rendimentos de etanol mais baixos comparativamente com os ensaios em Erlenmyer, denotando
dificuldades de mistura reacional.

A analise dos compostos volateis maioritarios e minoritarios presentes nos fermentados,
destilados e aromatizados demonstrou que ocorre uma modificacdo nos componentes e nas suas
quantidades ao longo das diferentes etapas de producao da bebida destilada. Um total de 56 compostos
volateis foram identificados, embora apenas 49 tenham permanecido nos destilados aromatizados.

Os testes sensoriais demonstraram a aceitacdo dos destilados por parte do painel de provadores,
com identificacao de atributos favoraveis a qualidade sensorial das amostras. Foram também detetados
alguns defeitos sensoriais, porém estes nao inviabilizaram a aceitacdo. Ademais, a qualidade organolética
revelou-se aceitavel para o consumo.

O presente estudo mostrou assim que a producdo de um destilado a partir de dréche é viavel,
podendo acrescentar valor a este subproduto cervejeiro e expandir o mercado dos destilados. Ha, no
entanto, necessidade de aprofundar os estudos. Neste sentido, a metodologia desenvolvida é um ponto
de partida revelante. Na continuidade deste projeto destacam-se, entre outras, as seguintes
possibilidades:

e Estudo de estratégias processuais que possibilitem ultrapassar as dificuldades de mistura
reacional associadas a operacao com altas cargas de sodlidos. Tal podera ser alcancado
através da exploracdo de novas configuracdes de reator, que possuam um sistema de
agitacdo mais eficiente ou através do descarte da fracdo solida apds a etapa de sacarificacdo
e uso exclusivo da fracao liquida como meio fermentativo.

e (Otimizacao da etapa de destilacdo visando obter uma separacao mais efetiva dos diversos
compostos.

e Avaliacido de cargas de enzimas inferiores as empregues neste estudo (15 FPU-g-') e de
fontes alternativas de enzimas e/ou cocktails comerciais mais economicos.

e Estabilizacao e modificacao da bebida recém destilada através da inclusao de uma etapa de
maturacéo em barricas de carvalho durante um periodo mais alargado de tempo.

e Scale up do processo de producdo da bebida destilada para escala piloto ou industrial.
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e Exploracao de alternativas para a reutilizacao do residuo rico em lenhina obtido apos o
processo de destilacao, visando o aproveitamento integral da dréche e o aumento do seu

valor economico.
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ANEXO | — CARACTERIZACAO QUIMICA DA FRACAO SOLIDA E LIQUIDA OBTIDA

APOS AUTOHIDROLISE

Nesta seccdo encontram-se os calculos relativos a percentagem de polimero (glucano, xilano,
arabinano e lenhina) que permanece no solido pré-tratado e que é extraida para o licor. A titulo de
exemplo sera apenas apresentado o calculo relativo ao glucano.

O rendimento de glucano, expresso como a percentagem que permanece no residuo soélido
relativamente a respetiva percentagem na matéria-prima, apos hidrélise acida foi calculada de acordo

com a Equacao I.

_anYs

Gng = Equacao |

GTlMp

Onde:

- Gmr =percentagem de glucano que permanece no sélido apos o pré-tratamento, relativamente
ao glucano da matéria-prima, em massa;
- Gnwp = percentagem de glucano na matéria-prima, em massa;

- ¥; = rendimento massico em solidos.

A percentagem de cada um dos glucano solubilizada a oligossacaridos (GOS) e glucose
monomérica foi determinada de acordo com a Equacao I, utilizando o respetivo fator estequiométrico

de conversado de glucano em glucose (162/180).

162 y Gluc X Py
180 GTlMp X M X 0,01 X PH

Glucg = Equacao Il

Onde:
- Glucr =percentagem de glucose recuperada no hidrolisado, em massa;

-Gluc = concentracao de glucose no hidrolisado;

- M= massa de amostra (dréche e agua) utilizada no ensaio;

- pH = massa volumica do hidrolisado.
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ANEXO Il = FICHA DE PROVA SENSORIAL

Ficha de prova sensorial
Nome:

|dade:

Instrucdes: ira receber dois destilados individualmente. Prove cuidadosamente e avalie, assinalando
com um X na posicdo que identifique melhor a caracteristica avaliada, de acordo com a escala

apresentada. Caso detete outro atributo que ndo consta na lista, por favor descreva-o.

0 - Nulo; 1 — Muito fraco; 2 - Fraco; 3 — Médio; 4 — Forte; 5 — Muito forte

Aparéncia 0 1 2 3 4 5

Cor @

Turvacao

Brilho

Qualidade visual global

(@) 1- Amarelo claro; 2-Amarelo Dourado; 3- Amarelo torrado; 4-Castanho

5- Catanho avermelhado

Aroma/odor 0 1 2 3 4 5

Alcool/Solvente

Adocicado

Frutado

Madeira

Especiarias

Baunilha

Caramelo

Queimado/Torrado

Frutos secos
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Aroma/odor

Fumo/cinzas

Café

Cola/Verniz

Chocolate

Mel

Ranco

Herbaceo

Qualidade aromatica global

Sabor

Doce

Amargo

Tostado

Alcodlico

Acido

Complexidade

Untuosidade (gorduroso)

Corpo

Intensidade

Persisténcia

Qualidade gustativa global
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Sensacao nasal/gustativa

[rritante

Pungente

Ardéncia

Adstringéncia

Macia

Qualidade global

Apreciacao global do destilado

Outros atributos detetados:

Comentarios:
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