2. Материалы и методы 
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2.1. Сырье - Отработанный молотый кофе (далее по тексту - SCG) был поставлен большой компанией специализирующийся на оптовых поставках чая/кофе/оборудования для HoReCa (разумеется португальской)
Сразу после получения материал сушили при 60 ° C до влажности 10%.
 Химический состав SCG (%масс): 
глюкан (грубо говоря глюкоза)(8,6), арабинан (тож какой-то полисахарид) (1,7), галактан (опять таки некий полисахарид) (13,8), маннан (опять таки некий полисахарид)  ( 21.2), белок (13.6), лигнин (32.1), зола (1.6), ацетильные группы (2.2) и экстрактивные вещества (5.2). 

2.2. Гидротермальный процесс и ферментационная среда. Первоначально был проведен гидротермальный процесс с целью извлечения ароматических соединений из SCG. Условия твердожидкостной экстракции заключались в использовании воды и SCG в соотношении 10/1 при 163°C в течение 45 мин. В конце реакции остаточный твердый материал отделяли нанотрубкой (5000 г, 15 мин), а жидкую фракцию (экстракт SCG) хранили при 4°C. Для использования в качестве ароматической среды в экстракт SCG добавляли 180 г/л сахарозы и 175мг./л метабисульфита калия. Затем pH ароматической среды доводили до 5 добавлением карбоната кальция, а оставшийся твердый остаток удаляли изоцианатом (5000 г, 15 мин).


2.3. Микроорганизмы и биопрепараты
 В экспериментах использовался штамм дрожжей Saccharomyces cerevisiae (RL-11), поставляемый Университетом Лавраса (Департамент биологии, Бразилия). Эти дрожжи были выбраны среди других штаммов из-за их высокой способности продуцировать этанол (Dias, Schwan и Lima, 2003). Культуры этих дрожжей поддерживали при 4°C на агаризованной среде с экстрактом солода, состав которой состоял из (г / л): дрожжи экстракт (3,0), солодовый экстракт (3,0), пептон (5,0), глюкоза (10,0) и агар (20,0). Для приготовления инокулята клетки дрожжей, выращенных в течение 24 часов в питательной среде, переносили в  пол-литровые колбы Эрленмейера , содержащие 200 мл культуральной среды, состоящей из (г / л): глюкоза (30,0), (NH4) 2HPO4 (3,0). )), DDL4 7H2O (1,0) и дрожжевого экстракта (3,0). Концентрированные растворы каждого соединения готовили отдельно и стерилизовали в автоклаве при 121 ° C в течение 20 мин, за исключением глюкозы и дрожжевого экстракта, которые были автоклавировали  при 112 ° C в течение 15 мин. Растворы смешивают в асептических условиях, чтобы получить желаемую концентрацию каждого питательного вещества в культуральной среде. Засеянные колбы представляли собой дрожжи в роторном шейкере (Certomat H, B. Braun Biotech International, Melsungen, Германия) при 30 ° C, 200 об / мин, в течение 24 ч. По истечении этого времени клетки выделяли дрожжами (4000 г, 20 мин) и ресуспендировали (то бишь повторно суспенизировали (я так понимаю просто взболтали в колбе)). 

2.4. Условия брожения и дистилляции 
Брожение проходило в 6,5-литровом биореакторе (B. Braun Biotech International, Melsungen, Германия), содержащем 3,5 л ферментационной среды (180 г/л сахарозы), засеянной исходной концентрацией клеток 1 г/л. Ферментации были основными: В конце брожения ферментированный бульон анализировали (как я понимаю каким-то образом разделили на центрифуге) (5000 г, 10° C, 15) при 30°C и 150 об / мин. Образцы периодически отбирались для определения общей концентрации сахаров для определения окончания ферментации.) для отделения биомассы, а жидкую фазу хранили при 4°C для дальнейшей дистилляции. Ферментационные циклы выполняли трижды.
 Бульон, ферментированный свободной биомассой, перегоняли в системе, включающей колонку Вигре длиной 36см, конденсатор и колбу на 4 л, заполненную 2–2,5 л ферментированным бульоном. Во время перегонки ферментированного бульона отбирались образцы объемом примерно по 20мл., и было определено содержание этанола в каждом из них. Затем образцы были смешаны, чтобы получить три колбы в соответствии с их содержанием этанола: первый  или «голова» (> 70мл/100мл), средний  или «сердце» (70–40мл/100 мл), и финишный или «хвост» (<40мл/100мл). Фракция, соответствующая сердцу, имела концентрацию этанола, скорректированную до 40об%  путем добавления сверхчистой воды, и хранилась в стеклянных бутылках с крышками и пластиковыми крышками при комнатной температуре для последующего отбора проб, химического и органолептического анализа.

2.5. аналитические методы 
Концентрацию клеток определяли по сухой массе на объем (г/л). Образцы ферментированного бульона фильтровали под вакуумом через 0,45 микронные фиьтры, промывали дистиллированной водой и сушили при 105°C до постоянной массы. Общее содержание сахара определяли антронным методом (Dreywood, 1946). Концентрацию этанола определяли с помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) на хроматографе Jasco (Jasco, Tokio, Япония), оборудованном детектором показателя преломления и колонкой Metacarb 67H (300 6,5 мм) при 60 °C, используя 0,005 моль/л. Л серной кислоты в качестве элюента при скорости потока 0,7 мл/мин. Содержание спирта (мл / 100 мл) рассчитывали по соотношению между образовавшимся продуктом (этанол, г/л) и плотностью этанола (0,789 г/мл). Основные летучие соединения анализировали на газовом хроматографе Chrompack CP-9000 (Chrompack, Мидделбург, Нидерланды), оборудованном инжектором с разделением / без разделения и пламенно-ионизационным детектором (FID). Использовали капиллярную колонку, покрытую CP-Wax 57 CB (50 м внутренний диаметр 0,25мм, толщина пленки 0,2мм; Chrompack). Температура инжектора и детектора была установлена ​​на 250°C. Температура печи поддерживалась на уровне 60°C в течение 5 мин, затем запрограммировано повышалась с 60 C до 220°C со скоростью 3 °C / мин и, наконец, выдерживалось при 220°C в течение 10 минут. Гелий при 103 кПа использовался в качестве газа-носителя, а разделение было установлено на 13 мл/мин. В качестве внутреннего стандарта использовали 4-нонанол. Количественное определение летучих соединений как эквивалентов 4-нонанола было выполнено путем сравнения индексов удерживания с индексами удерживания чистых стандартных соединений (приобретенных у обоих, SigmaeAldrich, Сент-Луис, Миссури, США, и Merck, Дармштадт, Германия). . Незначительные летучие компоненты анализировали на газовом хроматографе GCeMS Varian Saturn 2000 (Varian Inc., Уолнат-Крик, Калифорния, США), оборудованном масс-детектором с ионной ловушкой (IT-MS) (режим электронного удара 70 эВ; диапазон регистрации от m / z 35 к m / z 260). Использовали капиллярную колонку, покрытую VF-Wax ms (внутренний диаметр 30 м 0,15мм, толщина пленки 0,15мм). Температура инжектора (программируемая температура, оснащенная перегородкой SPI) и детектор были установлены на 250°C. Температуру печи поддерживали на уровне 60°C в течение 2 минут, затем повышали от 60°C до 234°C со скоростью 3°C / мин, и ещё повышали с 234° C до 250°C со скоростью 10°C/мин. и, наконец, выдерживали при 250°C в течение 10 мин. Гелий при 103кПа использовался в качестве газа-носителя, а разделенное вентиляционное отверстие было установлено на 13 мл/мин. В качестве внутреннего стандарта использовали 4-нонанол. Количественное определение летучих соединений в виде эквивалентов 4-нонанола проводили путем сравнения индексов удерживания с показателями чистых стандартных соединений. Все аналитические определения проводили трижды.

2.6. Органолептический анализ 
Анализ был проведен восемью обученными экспертами из Apellation Orujo de Galicia (Галисия, Испания), шестью мужчинами и двумя женщинами в возрасте от 35 до 55 лет. Все судьи были опытными дегустаторами спиртных напитков и ранее участвовали в аналогичных исследованиях. Оценка аромата проводилась по методологии QDA (Lawless & Heymann, 1998), и были созданы сенсорные дескрипторы в визуальной, обонятельной и вкусовой фазах. Чтобы создать подходящие условия для идентификации дескрипторов, органолептический анализ был проведен в помещении профессионального стандарта в соответствии с ISO Norm 8589 (1988). Постоянный объем пробы в 30 мл оценивали в бокалах для дегустации спиртных напитков при 12 °C. Во время анализа судьи обнюхивали и пробовали образец и указывали, воспринимались ли различные дескрипторы. Интенсивность каждого сенсорного атрибута оценивалась по 10-балльной шкале, где 0 означало, что дескриптор не был воспринят, а 9 указывал на очень высокую интенсивность. Дескрипторы были классифицированы с использованием сравнения геометрических средних (GM) в соответствии с Международной организацией по стандартизации (ISO Norm 11035, 1994). GM рассчитывается как GM2 1⁄4 F I, где F или частота - это количество раз, когда дескриптор упоминался, деленное на общее количество раз, когда дескриптор мог быть упомянут, выраженное в процентах; и I, или интенсивность, - это сумма интенсивностей, заданных всей панелью для дескриптора, деленная на максимально возможную интенсивность для этого дескриптора, выраженную в процентах. Значения GM были использованы для классификации дескрипторов, и их классификация позволила исключить те, средние геометрические которых были относительно низкими. Этот метод позволил учесть дескрипторы, которые редко упоминались, но которые были очень важны с точки зрения воспринимаемой интенсивности, и дескрипторы с низкой воспринимаемой интенсивностью, но которые упоминаются часто. Сенсорные данные описательного анализа анализировали с помощью XLstat-Pro (Addinsoft, New York, EEUU). Данные GM были статистически проанализированы с использованием многомерных методов. Были рассчитаны корреляции Пирсона между всеми сенсорными атрибутами. Затем анализ главных компонентов (PCA) на сенсорном дескрипторы аромата и участников дискуссии. PCA используется как инструмент для проверки, извлечения и сжатия данных. PCA использует математическую процедуру, которая преобразует набор возможно коррелированных переменных отклика в новый набор некоррелированных переменных, называемых главными компонентами. Чтобы показать взаимосвязь между сенсорными переменными с GM> 10% и летучими соединениями со значением активности запаха (OAV, как порог концентрации / восприятия соединения)> 0,2, применялась регрессия частичных наименьших квадратов (PLS1). PLS1 показывает взаимосвязь между данными X (летучие соединения) и данными Y (сенсорный дескриптор). Данные X активно используются при оценке скрытых переменных, чтобы гарантировать, что первыми компонентами являются те, которые наиболее важны для прогнозирования переменной Y. Это метод сокращения данных, поскольку он сводит переменные X к набору некоррелированных факторов, которые описывают вариации данных.
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