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RESUMO

O bagacgo de malte (BSG) € um coproduto que representa a maior parte dos
residuos gerados pela industria cervejeira, totalizando cerca de 85%. A fim de
maximizar o aproveitamento dessa biomassa e promover a economia circular, €
fundamental abordar os desafios que permeiam desde sua estabilizagdo inicial
até o uso final desse recurso. Entre esses desafios, destaca-se a necessidade
de aprimorar as etapas de pré-tratamento para viabilizar a conversdo do BSG
em produtos de valor agregado. Nesse contexto, a presente tese de doutorado
tem como objetivo geral avaliar os diversos processos envolvidos desde a
estabilizacao até os pré-tratamentos utilizando perdxido de hidrogénio alcalino
(AHP) e/ou ultrassom de alta intensidade (US), visando melhorar a extracao de
proteinas e aumentar a acessibilidade do BSG pré-tratado para facilitar sua
sacarificagao subsequente. Inicialmente, foram investigadas as propriedades de
sorcao de agua do BSG, com o intuito de preparar e estabilizar a biomassa para
as etapas seguintes. Em seguida, analisou-se o efeito do processamento com
diferentes concentracbes de AHP (1-8%) e BSG (2-8%), submetidos a
diferentes tempos de processamento (0-12 h), na composicdo quimica,
morfologia, cristalinidade, modificagdes de grupos funcionais e comportamento
reoldgico das suspensdes de BSG ao longo do processamento. Posteriormente,
avaliou-se a extracdo de proteinas do BSG utilizando ultrassom (1200 W) e
peréxido de hidrogénio alcalino (3%), bem como seu impacto no rendimento da
extracao, propriedades estruturais (morfologia por SEM; estruturas secundarias
por FTIR e tamanho dos cristais por DRX do concentrado proteico) e tecno-
funcionais (capacidade de retencdo de agua e de d6leo, capacidade de formagéao
e estabilidade da emulsdo e de espuma e cor instrumental). Em relagdo as
propriedades de adsorgcao de agua do BSG obtido do processo cervejeiro a base
de malte de cevada (“Lager” — BSGL) e de trigo (“Weiss” — BSGW), o aumento
da umidade relativa e a reducao da temperatura levaram a um aumento na
umidade de equilibrio dos BSGs. As propriedades de ligagdo a agua foram
ligeiramente prejudicadas pelos maiores teores de proteina observados em
BSGW. O modelo GAB foi eficaz na descricdo das isotermas de adsorgao,
fornecendo informagdes sobre a umidade da monocamada em uma ampla faixa

de temperatura. As analises termodinamicas evidenciaram que os processos de



adsorcao foram impulsionados pela entalpia e ndo ocorreram espontaneamente.
Uma umidade relativa de 40% foi identificada como ideal para o armazenamento
dos BSGs. No que diz respeito ao processamento com AHP, observou-se que o
aumento da concentracdo de AHP e o tempo de processamento melhoraram a
remogao de proteinas, lignina e extrativos do BSG, resultando em mudancgas
morfolégicas que indicam um aumento da acessibilidade do material. Além disso,
as suspensdes de BSG apresentaram comportamento ndo newtoniano, com
aumento da resisténcia ao fluxo devido ao incremento da concentragao de AHP,
BSG e, principalmente, tempo de processamento, o que estéo relacionadas com
as mudancgas estruturais das particulas. Por sua vez, as diferentes estratégias
envolvendo ultrassom e AHP demonstraram melhorias no rendimento de
extracdo e impactaram positivamente as propriedades estruturais e tecno-
funcionais dos concentrados proteicos. A utilizacdo dessas abordagens
promissoras mostra-se como uma maneira eficaz de intensificar a extracao de
proteinas e aumentar a acessibilidade do BSG pré-tratado, podendo facilitar sua
subsequente sacarificacdo. Em conclusdo, o uso de AHP e/ou US apresenta-se
como uma abordagem promissora para melhorar a extragdo de proteinas e
aumentar a acessibilidade do BSG pré-tratado, contribuindo para sua utilizagao

eficiente e agregando valor a esse coproduto da industria cervejeira.

Palavras-chave: Conservacdo, Armazenamento, Proteinas, Acucares,

Biorrefinaria, Biomassa lignoceluldsica, Pré-tratamento.



ABSTRACT

Brewer's spent grain (BSG) is a co-product that represents the majority of waste
generated by the brewing industry, totaling around 85%. In order to maximize the
use of this biomass and promote the circular economy, it is essential to address
the challenges that permeate from its initial stabilization to the final use of this
resource. Among these challenges, the need to improve the pre-treatment steps
to enable the conversion of BSG into value-added products stands out. In this
context, the general aim of this doctoral thesis is to evaluate the various
processes involved, from stabilization to pre-treatments using alkaline hydrogen
peroxide (AHP) and/or high-intensity ultrasound (US), aiming to improve protein
extraction and increase the accessibility of pretreated BSG to facilitate its
subsequent saccharification. Initially, the water sorption properties of BSG were
investigated, with the aim of preparing and stabilizing the biomass for the
following steps. Next, the effect of processing with different concentrations of
AHP (1-8%) and BSG (2—-8%), subjected to different processing times (0-12 h),
on the chemical composition, morphology, crystallinity, functional group
modifications, and rheological behavior of BSG suspensions throughout the
processing was analyzed. Subsequently, the extraction of proteins from BSG was
evaluated using ultrasound (1200 W) and alkaline hydrogen peroxide (3%), as
well as their impact on extraction yield, structural properties (morphology by SEM;
secondary structures by FTIR and size of crystals by XRD of the protein
concentrate) and techno-functional (water and oil holding capacity, emulsion
capacity and stability, foam capacity and stability, instrumental color). Regarding
the water adsorption properties of BSG obtained from the brewing process based
on barley malt (“Lager” — BSGL) and wheat (“Weiss” — BSGW), the increase in
relative humidity and the reduction in temperature led to an increase in the
equilibrium moisture of BSGs. The water-binding properties were slightly
impaired by the higher protein contents observed in BSGW. The GAB model was
effective in describing the adsorption isotherms, providing information about the
monolayer moisture over a wide temperature range. Thermodynamic analyses
showed that the adsorption processes were driven by enthalpy and did not occur
spontaneously. An environment with relative humidity of 40% was identified as

ideal for the storage of BSGs. With regard to alkaline processing with hydrogen



peroxide (AHP), it was observed that increasing AHP concentration and
processing time improved the removal of proteins, lignin, and extractives from
BSG, resulting in morphological changes that indicate increased accessibility of
the material. Furthermore, the BSG suspensions showed non-Newtonian
behavior, with increased resistance to flow due to the increase in the
concentration of AHP, BSG, and, mainly, processing time, which are related to
the structural changes of the particles. In turn, the different strategies involving
ultrasound and AHP demonstrated improvements in extraction yield and
positively impacted the structural and techno-functional properties of protein
concentrates. The use of these promising approaches proves to be an effective
way to intensify protein extraction and increase the accessibility of pretreated
BSG, which can facilitate its subsequent saccharification. In conclusion, the use
of alkaline hydrogen peroxide (AHP) and/or high intensity ultrasound (US)
presents itself as a promising approach to improve protein extraction and
increase the accessibility of pretreated BSG, contributing to its utilization efficient

and adding value to this co-product of the brewing industry.

Keywords: Conservation, Storage, Proteins, Sugars, Biorefinery, Lignocellulosic

biomass, Pre-treatment.
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1. INTRODUCAO GERAL

O bagaco de malte (BSG) € um residuo agroindustrial de grande potencial
e necessidade de tratamento, uma vez que representa 85% do total de residuos
gerado na industria cervejeira (Borel et al., 2018). Ele € constituido pela parte
sélida de casca e do endosperma amilaceo residual dos grédos de malte obtidos
apos a filtracdo do mosto (Mello and Mali, 2014). O BSG é um coproduto rico,
principalmente em celulose (15-25%; base seca - bs), hemicelulose (20-40; bs),
proteinas (15-25%; bs), lignina (10-20; bs) e compostos bioativos com atividade
antioxidante (Agrawal et al., 2023) — fato que o caracteriza como fonte de
compostos de interesse comercial. Enquanto a fragdo proteica vem
apresentando grande interesse como ingrediente de fonte vegetal de inimeras
funcionalidades e aplicabilidades, o residuo fibroso representa um matéria-prima
viavel para producéo de etanol de segunda geracao.

Embora o BSG seja um material rico em fragdes de interesse industrial,
sdo necessarias abordagens adequadas para estabiliza-lo antes do seu
tratamento e uso. Revisdes sobre o0 assunto relataram que os principais desafios
para o correto aproveitamento do BSG sdo a composicdo e a alta umidade.
Esses fatores o tornam suscetivel ao crescimento e deterioracdo microbiana,
além de elevam os custos de transporte do BSG Uumido e/ou os custos de
secagem (Pabbathi et al., 2022). Dessa forma, os estudos devem ser
inicialmente direcionados para otimizar essas etapas.

Para tanto, algumas informacdes sdo necessarias para 0 correto
dimensionamento dos equipamentos e processos de secagem, bem como para
escolher a melhores condi¢cdes de armazenamento e prever a estabilidade do
coproduto. As isotermas de sor¢do de 4gua relacionam a umidade de equilibrio
do produto (Xeq) € sua correspondente atividade de agua (aw), em cada
temperatura, fornecendo informacgdes sobre a disponibilidade e interacdes entre
as moléculas de agua e os componentes da matriz sélida (Freitas et al., 2016).
Além das isotermas, as propriedades termodinamicas resultantes também se
mostram relevantes para projetar os secadores, determinar a energia necessaria

no processo de secagem, avaliar a microestrutura do alimento, estudar a agua
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adsorvida e fendmenos fisicos que ocorrem na superficie do alimento (Corréa et
al., 2017).

Apoés a estabilizacdo do BSG, o proximo desafio é superar o carater
recalcitrante da biomassa lignocelulésica do BSG que impede a extragdo de
compostos ou sua propria despolimerizacdo. Devido a complexa matriz de
lignocelulose, formada principalmente por uma estrutura espessa de
hemicelulose e lignina que envolve as moléculas de celulose (Saravanan et al.,
2022), o acesso dos reagentes e/ou enzimas é dificultado. Nesse sentido, etapas
adequadas e eficientes de pré-tratamento séo exigidas para possibilitar o melhor
aproveitamento do residuo com menor impacto ambiental.

Na literatura, os métodos de pré-tratamento para melhorar a
acessibilidade do material lignocelulésico podem ser categorizados em quatro
grupos: métodos fisicos, quimicos, fisico-quimicos e bioldgicos (Kumar et al.,
2020). Atualmente, estes métodos sdo combinados de forma a melhorar e
intensificar o rendimento e produtividade (Hassan et al., 2018).

O peréxido de hidrogénio alcalino (AHP) é um método quimico que tem
despertado interesse como pré-tratamento de diversas biomassas
lignoceluldsica. Além de ser capaz de sacarificar diferentes biomassas (Ho et al.,
2019), o pré-tratamento com AHP pode promover o aumento da solubilidade de
proteinas (Yoshida and Prudencio, 2020). No entanto, antes de explorar a
conversdo do BSG em produtos de valor agregado, é essencial realizar estudos
para avaliar o impacto do tempo de processamento alcalino com peréxido de
hidrogénio (AHP) na composicdo quimica, estrutura do BSG e propriedades
reolégicas das suspensdes resultantes. Essa analise prévia é fundamental para
entender o efeito do AHP no aproveitamento do BSG.

A atuacdo do AHP pode ser ainda mais intensificada pela utilizacdo de
tecnologias combinadas. O ultrassom de poténcia (US), por exemplo, € um pré-
tratamento fisico emergente que vem sendo usado para reduzir o tamanho de
particula da biomassa e aumentar area de superficie de contato do material
(Kumari and Singh, 2018). Por consistirem em ondas sonoras em uma frequéncia
acima de 20 kHz e intensidades acima de 1 W/cm? (Bhargava et al., 2021), sua
energia é suficiente para romper ligacdes intermoleculares. Esse efeito é capaz
de alterar propriedades estruturais e favorecer reacdes quimicas (Villamielet al.

2017), intensificando a quebra das ligacdes éteres entre a hemicelulose e a



20

lignina e atuando como intensificador de reacfes secundarias ocorrendo
simultaneamente.

Dessa forma, o pré-tratamento combinado com AHP e US pode facilitar a
penetragcdo de reagentes e/ou enzimas na estrutura do BSG e, assim, melhorar
a extracao de proteinas e/ou a hidrélise enzimética do BSG para liberagédo de
acucares fermentesciveis. No entanto, € importante salientar que, no que diz
respeito as proteinas, embora essas técnicas combinadas possam aumentar o
rendimento da extracéo, ainda existem incertezas sobre os efeitos delas nas
propriedades estruturais e tecnoldgico-funcionais das proteinas extraidas.
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4. CONCLUSAO GERAL

O bagaco de malte (BSG) apresenta um vasto potencial devido a sua
composi¢cdo rica principalmente em proteinas, celulose, hemicelulose e
compostos bioativos. Embora tenha sido explorado em varias aplicacdes
promissoras, como na obtencdo de proteinas vegetais e producéo de bioetanol,
ainda ha desafios a serem superados, especialmente em relacdo ao
gerenciamento pds-geracao e etapas de pré-tratamento eficientes. A otimizagado
das etapas de secagem, armazenamento e pré-tratamento € essencial para o
seu aproveitamento, garantindo a viabilidade desses processos e a maximizacao
dos rendimentos dos produtos.

Em relacdo as propriedades de adsor¢cdo de agua do BSG obtido do
processo cervejeiro a base de malte de cevada (“‘Lager” — BSGL) e de trigo
(“Weiss” — BSGW), os resultados mostraram comportamentos distintos em
temperaturas especificas, com mudancas significativas em temperaturas de
secagem. O aumento da umidade relativa e a reducéo da temperatura levaram
a um aumento na umidade de equilibrio. As propriedades de ligacdo a agua
foram ligeiramente prejudicadas pelos maiores teores de proteina observados
em BSGW. O modelo GAB foi eficaz na descricdo das isotermas de adsorcao,
fornecendo informacgdes sobre a umidade da monocamada em uma ampla faixa
de temperatura. As andlises termodinamicas evidenciaram que 0s processos de
adsorcao foram impulsionados pela entalpia e ndo ocorreram espontaneamente.
Uma umidade relativa de 40% foi identificada como ideal para o armazenamento
dos BSGs.

Por sua vez, o processamento alcalino com peroxido de hidrogénio (AHP)
afetou a composicao quimica, estrutura e propriedades reolégicas do BSG. A
concentracédo de AHP e o tempo de processamento melhorou a remocéo de
proteinas, lignina e extrativos do BSG, aumentando a celulose e hemicelulose
no material pré-tratado. Mudancas morfologicas foram observadas, incluindo
afinamento das paredes celulares e redugdo do tamanho das particulas. As
suspensfes de BSG apresentaram comportamento ndo newtoniano, com
aumento da resisténcia ao fluxo devido ao incremento da concentracao de AHP,
BSG e, principalmente, tempo de processamento.
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As diferentes estratégias com ultrassom (US) e/ou peroxido de hidrogénio
alcalino (AHP) melhoraram o rendimento de extracdo e afetaram as
propriedades estruturais e tecno-funcionais dos concentrados proteicos. A
utilizacdo de AHP (EAHP) ou US (EUS), e sua combinacéo (EAHPUS), resultou
em uma matriz BSG mais acessivel e em um melhor rendimento de extracdo
proteica em comparacdo com o método convencional (EC). As mudancas
observadas em EAHP, EUS e EAHPUS indicaram alteragbes nas estruturas
secundarias das proteinas, com um aumento perceptivel em estruturas
parcialmente desordenadas e desordenadas. Além disso, houve um
aprimoramento das propriedades tecno-funcionais, destacando-se a capacidade
e estabilidade de emulsdo e espuma, sendo atribuidas ao aumento da
flexibilidade e desdobramento das proteinas.

Portanto, o peréxido de hidrogénio alcalino (AHP) e/ou ultrassom de alta
intensidade (US) sdo abordagens promissoras para melhorar a extracdo de
proteinas e aumentar a acessibilidade do BSG pré-tratado para facilitar sua
sacarificacdo subsequente. Esses avangos ndo apenas contribuem para a
estabilizacdo e aproveitamento sustentavel do BSG, mas também viabilizam
futuras aplicacbes alimenticias e/ou em biorrefinarias, impulsionando a

conversdo do BSG em produtos de valor agregado.
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