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Resumo

Introdugao: O bioetanol € um composto produzido tradicionalmente a
partir da fermentacao de acucares fermentesciveis. Diferentes substratos podem
ser utilizados para este fim. Na producdo de bioetanol produzido a partir de
substratos lignoceluldsicos sdo gerados etanol de segunda e terceira geragoes.
Na producgéo de deste bioproduto podem ser utilizados microrganismos como
Zymomonas mobilis, Clostridium thermocellum e Saccharomyces cerevisiae.
Este ultimo, por sua vez, é o organismo mais utilizado para este fim. A producéo
de etanol pode ter diferentes aplicagdes, tais como produgao de bebidas, sejam
fermentadas e/ou destiladas, ou mesmo na producao de biocombustiveis. Neste
sentido, métodos que otimizam a producéo de bioetanol tornam-se relevantes.
Ensaios distintos de estimulos vem sendo testados a fim de alcancgar este
objetivo, tal como a aplicagdo de luz. Objetivos: Deste modo, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar o efeito da aplicacdo de correntes elétricas em
microamperagens sobre Saccharomyces cerevisiae durante a fermentacéo
alcodlica. Material e Métodos: Para tanto, foram construidos biorreatores
adaptados a correntes elétricas no meio de cultura e submetidos a fermentagao
alcoodlica com Saccharomyces cerevisiae. As correntes utilizadas foram de 1Hz
e 50Hz, com intensidades de 250uA, 500uA, 750uA e 990uA, sobre 8 grupos
experimentais e um grupo controle onde nao havia aplicagédo de correntes
elétricas. Resultados: As correntes elétricas com a modulagcdo de 50Hz
apresentaram aumento na producdo de etanol, em 10% aproximadamente,
enquanto em corrente de 1Hz houve uma redugao na producgado de etanol. Na
frequéncia de 50Hz a intensidade de 990uA ocorreu a maior diferengca em
relacdo ao grupo controle. Esta diferenga foi estatisticamente significante em
relagdo ao controle, razdo pela qual a corrente de 50Hz e 990uA foi selecionada
e testada em biorreatores de 20L e mesmo neste caso a significancia foi mantida.
Analises cromatograficas confirmaram que os testes de determinagéo de etanol
e de glicose além de apresentar uma zona com picos que podem alteragdes
organolépticas nas bebidas entre o controle e o eletroestimulado. Portanto,
conferindo ao grupo eletrofermentado, as caracteristicas de uma bebida mais



equilibrada. Conclusao: Concluiu-se com este trabalho que o uso de correntes

elétricas pode aumentar a produgao de bioetanol.

Palavras-chave: Elefromodulagdo; Bioetanol; Leveduras



Abstract

Introduction: Bioethanol is a compound traditionally produced from the
fermentation of fermentable sugars. Different substrates can be used for this
purpose. In the production of bioethanol produced from lignocellulosic substrates,
second and third generation ethanol are generated. In the production of this
bioproduct, microorganisms such as Zymomonas mobilis, Clostridium
thermocellum and Saccharomyces cerevisiae can be used. The latter, in turn, is
the organism most used for this purpose. The production of ethanol can have
different applications, such as the production of beverages, whether fermented
and/or distilled, or even in the production of biofuels. In this sense, methods that
optimize the production of bioethanol become relevant. Different stimulus tests
have been tested in order to achieve this objective, such as the application of
light. Objectives: Thus, the objective of the present work was to evaluate the
effect of the application of electric currents in microamperages on
Saccharomyces cerevisiae during alcoholic fermentation. Material and
Methods: For this purpose, bioreactors adapted to electric currents in the culture
medium and patented for alcoholic fermentation with Saccharomyces cerevisiae
were built. The currents used were 1Hz and 50Hz, with intensities of 250uA,
500pA, 750uA and 990pA, on 8 experimental groups and a control group where
there was no application of electrical currents. Results: Electric currents with
50Hz modulation showed an increase in ethanol production by approximately
10%, while with 1Hz current there was a reduction in ethanol production. At the
frequency of 50Hz at the intensity of 990uA, the greatest difference occurred in
relation to the control group. This difference was statistically significant in relation
to the control, which is why the current of 50Hz and 990uA was selected and
tested in 20L bioreactors and even in this case the significance was maintained.
Chromatographic analyzes confirm that the tests of ethanol and glucose
competences, in addition to presenting a zone with peaks that can alter
organoleptic in the drinks between the control and the electrostimulant.
Therefore, giving the electrofermented group the characteristics of a more
balanced drink. Conclusion: It was concluded with this work that the use of

electric currents can increase the production of bioethanol.

Key-words: Eletromodulation; Bioethanol; Yeast
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1. REFERENCIAL TEORICO
1.1 Produtores de Bioetanol

Os processos de producdo de bioetanol podem utilizar diferentes
microrganismos, dentre eles fungos e bactérias. Além deles ainda podem ser
utilizadas apenas suas respectivas enzimas. Vale ressaltar que o bioetanol n&o
€ 0 unico bioativo produzido por estes microrganismos que pode ser usado como

combustivel (Tse, Wiens & Reaney, 2021).

Dentre as bactérias produtoras de bioetanol podem ser citadas
Zymomonas mobilis e Clostridium thermocellum, enquanto dentre os fungos
pode mencionada a levedura Saccharomyces cerevisiae. Este ultimo é o
organismo mais utilizado no mundo para a produg¢ao de bioetanol (Joshi et al.,
2019).

Muitos dos estudos conduzidos sobre este tema derivam da necessidade
de producédo de combustiveis renovaveis. Entretanto, o uso destes organismos
para a producao de etanol pode ser encontrado em varios setores industriais
além da industria petrolifera (Muktham et al., 2016).

Bactérias do género Zymomonas sao mesofilas, portanto, a produgéo de
etanol ocorre em temperatura ambiente. Sua producdo € reduzida quando é
utilizado substrato lignoceluldsico. Clostridium thermocellum, por sua vez,
apresenta um conjunto de enzimas que podem atuar nestes compostos e,
portanto, formar bioetanol. Contudo estes organismos como o seu home sugere
sao termofilicos, consequentemente precisam de temperaturas acima de 50°C

para atuarem de modo satisfatorio (Todhanakasem et al., 2019).

Saccharomyces cerevisiae € um fungo considerado nao-patogénico
amplamente utilizado e que é capaz de fermentar em temperaturas que podem
variar de 10 a 35°C. Este é um dos organismos mais estudados do mundo e ja
existem cepas engenheiradas capazes de fermentar substratos lignoceluldsicos.
Na industria de alimentos e bebidas, diferentes cepas deste fungo sao utilizadas
para a produgéo de paes e bebidas fermentadas (Joshi et al., 2019). Entretanto

em individuos imunossuprimidos este fungo pode causar infecgdes oportunistas
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quando utilizados como probioticos (Silva, Felipe Henriques Alves da et al.,
2011).

1.2 Fermentagao

A fermentagcdo é um processo bioquimico em que um acucar €&
metabolizado parcialmente. Existem dois tipos basicos de fermentagao, eles se
diferenciam a partir dos compostos produzidos, o etanol é um deles. Este
processo € a base para a produgéo de bioetanol e bebidas alcodlicas (Huang et
al., 2015).

A fermentagao depende de dois eventos para ocorrer: o primeiro deles é
a glicolise e o segundo deriva da acao de duas enzimas, uma descarboxilase e
uma desidrogenase. Assim o carboidrato € metabolizado em piruvato e apds a

acao destas duas enzimas é formado o etanol (Malakar, Paul & Pou, 2020).

Durante a ativagao destas vias, a producao de ATP é restrita a primeira
etapa, a glicdlise. Nesta etapa o NAD* é convertido em NADH+H. Assim a
regeneracao de NAD* é importante para que o processo continue. Os processos
fermentativos sdo efetuados na auséncia do oxigénio (Krantz et al., 2004) (Figura

1),

Glicdlise
O > ADP Acwdo

3 piruvico
Q v2(P) RATP G 2co, etanol
O \—/
Q Q o 8
O 2 NAD' 2 NADH 2 NADH 2 NAD®

+2H*

| CgH, 506 | 2 2C0,+ 2 CH;CH,OH + energla

Glicose Dioxido Etanol
De
Carbono . .
FERMENTACAO ALCOOLICA
Figura 1: Resumo da glicdlise e fermentagéo.

Fonte: Venturini Filho & Cereda, 2001.
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Este processo é considerado como uma via metabdlica anaerdbica, mas
vale a pena ressaltar que a fermentagao nao € o unico processo sem a presenca
de oxigénio. Alguns organismos podem usar moléculas inorganicas como ultimo
aceptor de elétrons, tal como o sulfato. Nestes casos, tem-se a respiragao celular
anaerobica, podendo ser realizada por algumas bactérias e arqueias (Li et al.,
2021).

Durante a sintese de etanol outros metabdlitos e subprodutos podem ser
liberados, tais como o dioxido de carbono e diacetil. A produgéo de alguns destes
metabolitos pode ser controlada através da determinacao de diferentes fatores,

tais como a temperatura e a concentragcao do inéculo.

1.3 Substratos

Os substratos usados na produgcao de etanol podem ser de diferentes
origens, entretanto estes substratos possuem carboidratos fermentesciveis. Vale
ressaltar que o tipo de substrato pode definir a ‘geragao’ do bioativo. Assim, no
caso da glicose extraida da cana-de-agucar, por exemplo, tem-se o bioetanol de
primeira geragao. Logo, quando subproduto de uma cadeia produtiva primaria €
utilizado como substrato em uma cadeia secundaria tem-se bioetanol de maior

geracao (Tse et al., 2021; Tse, Wiens & Reaney, 2021).

A sintese de bioetanol de segunda geragao é utilizada para a produgao
de combustivel, sdo utilizados substratos lignocelulésicos. Vale ressaltar que a
presenga de lignina nestes substratos dificulta o processo de sintese de etanol
e necessita de etapas de acidificagdo, alcalinizacdo ou exposi¢cao a altas

temperaturas e pressao (Canada, 2020; Tse, Wiens & Reaney, 2021).

Os processos de primeira geragéo, tais como ocorrem nas industrias de
bebidas fermentadas, ndo requerem as etapas descritas acima. Neste caso
especifico, os produtos gerados ainda serao diferenciados a partir dos tipos de
acgucares fermentesciveis presentes nos substratos. Assim o uso de frutas dara
origem aos vinhos e espumantes, o uso de graos dara origem a cervejas e saqué
(Lopes et al., 2016).

Existem ainda os produtos que podem ser obtidos utilizando solugdes

fermentadas como ingredientes, tal como a cachaga, o uisque, a tequila, dentre
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outros. Nestes processos os ingredientes sado destilados e depois maturados

para a aquisi¢ao de sabores e odores caracteristicos (Oliveira et al., 2022).

1.4 Eletromodulagao

A otimizagao de processos visa reduzir ou eliminar desperdicio de tempo
e recursos ou aumentar a eficiéncia de um procedimento. Deste modo, quando
se tem processos bioldgicos definidos e com pouco/nenhum redutor de
desempenho, sua respectiva otimizagao relaciona-se com a biomodulagado dos
componentes bidticos. Assim, a eletromodulagcdo poderia ser alternativa para
otimizar as fermentagdes industriais. Esse mecanismo é controlado e otimizado
através de eletrodos resultando em produtos mais puros, tendo um aumento na
densidade de células microbianas (Zeyoudi et al., 2015; Rago; Pant; Schievano,
2019; Czerwinska-Gtéwka; Krukiewicz, 2020).

O controle de processos bioldégicos tradicionalmente ocorre através da
regulagcédo de pH, temperatura, componentes do meio de cultura, dentre outros.
Contudo, o controle do Potencial de oxidagc&o-redugdo (ORP) extracelular
também pode ser utilizado. Este tipo de modulagdo pode controlar
secundariamente a expressdao génica através da alteracdo da relagéo
NAD+/NADH+H (Moscoviz et al., 2016; Arunasri et al., 2020).

Na eletrofermentacdo, a acdo de correntes elétricas e campos
eletromagnéticos podem influenciar a velocidade das reagbdes de redugao ou
oxidacdo das vias metabdlicas. Neste sentido € possivel alcangar aumentos de
biomassa microbiana ou produc¢ao de ativos através do aumento de eficiéncia de
uma determinada via metabdlica. Além disso, reduz o uso de aditivos quimicos
no processo. Outra aplicacido do controle de ORP seria na recuperacao de ativos

das diversas linhas produtivas (Rago; Pant; Schievano, 2019).

Durante o processo fermentativo, os eletrodos, o anodo e o catodo, tém a
funcao exclusiva de transportar elétrons. A interagao de elétrons do eletrodo e o
sistema receptor pode ocorrer de diversas formas: contato direto entre suas
superficies, nanoparticulas e eletrodos, substancias poliméricas extracelulares
produzidas por biofilmes microbianos, através de oxirreducdo de componentes

do meio (Moscoviz et al., 2016).
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A eletromodulagdo pode disponibilizar elétrons diretamente aos
microrganismos, como fonte de poder redutor, como integragdo ou mesmo
substituicdo de carboidratos fermentesciveis. Além disso, as vias metabdlicas
estimuladas eletricamente induzem o crescimento celular, a biossintese e um
balanco redox. Consequentemente, o emprego de correntes elétricas pode ser
um meétodo alternativo e sustentavel de biomodulador de processos metabdlicos
(Rago; Pant; Schievano, 2019).

As inovagbes obtidas através eletromodulagdo visam minimizar os
limitadores nos processos em escala industrial e custo dos produtos. Os
processos eletroquimicos agem junto com o metabolismo microbiano
controlando o balango redox, controle de pH, a pureza do substrato e
seletividade do produto (Rago; Pant; Schievano, 2019).

Assim hipotetizamos que a eletromodulagdo, em funcédo das alteracdes
supracitadas, pode produzir produtos diferenciados devido a composigao
quimica do produto final. Este evento, portanto, impactaria, por exemplo, nas

caracteristicas organolépticas deste produto.

1.5 Cromatografia

A cromatografia € uma técnica aplicada na analise, identificacdo e/ou
separagao de compostos organicos de uma solugéo. Portanto, sendo capaz de
identificar a presenca e determinar as concentragcdes de compostos, tais como

aldeidos, ésteres, alcoois, carboidratos dentre outros (Bruce 2002).

Esta técnica, de modo geral, baseia-se na interagdo entre uma fase
estacionaria/fixa e uma fase mével. Deste modo, existem diferentes tipos de
cromatografia, tais como cromatografia gasosa, cromatografia liquida e
cromatografia de troca ibnica (Cserhati & Szogyi, 2013).

Bortoleto e Gomes, em 2020, demonstraram que a cromatografia pode
ser uma ferramenta util na identificagdo de compostos presentes na cerveja,
além de servir como parte de um processo capaz de identificar diferencas entre
cervejas artesanais. Contudo, a grande variedade de receitas € um fator

complicador na avaliagédo de similaridade de cervejas diferentes. Mesmo assim,
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€ possivel diferenciar receitas com grandes alteragées nos ingredientes, tal

como a alteragao do grao maltado.

Portanto, a cromatografia, devido a sua alta sensibilidade e
especificidade, € um teste capaz de identificar e determinar alteragdes, ainda

que sutis, nos perfis dos componentes quimicos dos produtos sintetizados.
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2. OBJETIVO
2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da eletroestimulacio de leveduras na eficiéncia de
obtencao do bioetanol durante processo fermentativo.

2.2 Objetivos especificos

Confeccionar de biorreatores para analisar o efeito de correntes elétricas
alternadas na producéao de etanol,

Determinar quantidade de etanol produzida e testar frequéncias distintas
em correntes;

Quantificar oxigénio dissolvido;

Avaliar diferentes frequéncias na eletroestimulacao de leveduras para
estimular a producao de etanol por leveduras;

Provar um método inovador de eletromicrobiologia para estimular
leveduras a produzir etanol em escala industrial;

Caracterizar o produto cervejeiro obtido para identificar a viabilidade do
processo de eletrofermentacio;

Estimar niveis acucar na solucido antes e depois a estimulacao;
Calcular numero de células;

Quialificar por cromatografia o produto fermentado.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente estudo realizado no Laboratério de Biotecnologia e Ecologia
de Microrganismos junto ao Laboratério Moura Costa e foi dividido em duas
etapas. Na primeira fase foram desenhados e confeccionados os biorreatores
que foram utilizados no estudo. Além disso, foram realizados os testes nos
reatores de 90mL. Nesta etapa foram avaliadas correntes com 1 Hz e 50 Hz em
diferentes amperagens, totalizando 9 grupos experimentais. Em seguida a
obtencao de dados dos experimentos, a melhor corrente foi selecionada para a

Etapa Il (Figura 2).

Na segunda etapa foi utilizado o modelo cervejeiro para avaliar a
aplicagao das correntes elétricas na producédo de bioetanol. Nesta etapa foram
realizados testes pareados em biorreatores (fermentadores cervejeiros de
polipropileno) de 20L (Figura 2), bem como analises fisico-quimicas e

cromatograficas de amostras das cervejas tradicionais e eletrofermentadas.
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PASS0 1. DETERMINAGAO DE
FREQUENCIA

Foram testadas inicialmente 1 e 50 HZ
em reatores de 90mL

PASSO 3. SELEGRODE | /'
CORRENTES .

Selegao das correntes que aumentaram i —
& concentragdlo de etanol

Figura 2: Fluxograma com etapas do estudo. Etapas |) Passo |: testes de correntes em
biorreatores de 90mL; Passos Il: avaliagdo de tendéncia das curvas; Passo lll: Sele¢ao
da corrente; Etapa Il) Passo IV: testes usando a melhor corrente em 20L.

Fonte: Préprio autor, 2022.

3.1 Etapa |

3.1.1 Etapa Laboratorial

3.1.1.1 Confeccéao dos biorreatores

Para execugéao do projeto foi criado um planejamento estratégico para que

fossem alcancgados os objetivos especificos. Dessa forma, a pesquisa foi iniciada

explorando as possibilidades de aplicagdo da eletromodulagdo. Os desenhos
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tedricos dos reatores foram realizados com o auxilio do ‘software’
SOLIDWORKS® (Dassault Systéemes S.A, Franca).

Tabela 1: Produtos obtidos no estudo.

BIORREATOR

PROTOTIPOS CARACTERISTICA ADAPTAGAO REALIZADA

A tampa foi perfurada para que fossem
Reutilizagado de um pote de vidro inseridos: eletrodos e permitissem a
de 200ml com tampas de aluminio. entrada e saida de ar, com volumes de
200ml.

Biorreator conico, material de

polipropileno, com capacidade de . .
A Alterag&o de anel vedante para a conex&o
2 20L, com 3 (trés) entradas e
] ) para eletrodos.
saidas: de ar, retirada de amostra

e retirada de residuo.

Protétipo desenvolvido com
caracteristicas industriais.
Material ago inox 316, entrada e
saida de ar, engate rapido para Nao houve adaptagao. Modelo elaborado
entrada e saida de gas com alta pelo préprio autor.
pressao, retirada de amostra e
residuo, implantagao de eletrodos e
capacidade de 100L.

Fonte: Préprio autor, 2022.

3.1.1.2 Sdlidos Totais Dissolvidos (Brix)

A avaliacdo de Sdlidos Totais Dissolvidos (Brix) foi determinada com o
auxilio de um refratdbmetro (SIMONE et al, 2016). Para tanto, foram utilizados
700 pL das amostras dos meios fermentado e ndo fermentado, que foram
aplicadas cuidadosamente sobre o prisma para evitar formacao de bolhas. A

agua destilada foi utilizada como branco.
3.1.1.3 Determinacéao de etanol

A determinacdo de etanol foi realizada pelo método colorimétrico do

dicromato de potassio (Oliveira, 2015). Na realizagdo deste teste foi utilizado
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espectrofotbmetro, em um comprimento de onda de 600nm. Para a calibracao

foi elaborada uma curva padrao com concentragoes.

3.1.1.4 Triagem e selecdo das correntes elétricas

Para a triagem das correntes, grupos experimentais foram criados.
Primeiro fixou-se a frequéncia variando as amperagens, descrito no passo 1.
Ao todo foram testados um controle, grupo sem estimulagao, e oito grupos
experimentais, eletroestimulados, sendo um subgrupo de quatro com 1 Hz e
outro subgrupo de quatro com 50 Hz. No passo 2, a tendéncia da produgao de
etanol de cada curva foi avaliada. No passo 3, a corrente que apresentou
melhor desempenho foi selecionada para os testes em 20L no passo 4 (Figura

2). A primeira frequéncia testada foi de 1Hz.

3.2 Etapa Il - modelo cervejeiro
3.2.1 Esterilizacao e Sanitizacdo dos Equipamentos

Na etapa | todos os reatores antes do uso eram lavados com detergente
neutro (Extran MAO2 Merck®) a 1% e enxaguados com agua destilada, em
seguida os biorreatores foram autoclavados. Apos 0 uso os reatores eram
lavados e enxaguados com o detergente supracitado.

Na etapa Il os reatores de polipropileno antes do uso eram lavados com
solugado detergente, enxaguados com agua mineral e sanitizados com solugéo
iodada Biofor®. Em seguida os biorreatores foram enxaguados com agua 95°C.
Apds 0 uso, os reatores eram lavados e enxaguados utilizando os mesmos

métodos.

3.2.2 Brassagem

Primeira etapa para da fabricagdo de uma cerveja é a mostura ou
brasagem, que consiste em misturar graos triturados maltados em agua.
Inicialmente foram utilizados 20 litros de agua aquecidos até atingir 70°C. Apds
atingir essa temperatura foram acrescidos 7kg de malte e diminuida a
temperatura até atingir 65°C, mantendo-a por 1 hora para a obtengéo do extrato
de malte (CARVALHO, 2007).

Apds esse periodo, separou-se o extrato de malte em outro recipiente e

os graos foram lavados através do acréscimo de 25 litros de agua e a 65°C. Esta
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etapa € conhecida como lavagem dos graos e tem uma duragdo de 12 a 15
minutos. As enzimas do malte ativadas durante a sacarificagao foram inativadas
por aquecimento a 78°C.

Em seguida esse processo, adicionou-se ao extrato de malte o extrato de
graos lavados. Esta nova solugdo denomina-se mosto cervejeiro néo
fermentado. Deste modo, para manter o padréo previamente definido, em casos
de densidade inicial inferior a 1,050 sacarose foi adicionada para a correcéo
deste parametro.

Em seguida, o mosto foi aquecido até atingir a fervura, mantendo-se
nessa condig¢ao por 1 hora. Nesse intervalo de tempo foi adicionado 14 gramas
de lupulo, 7g no tempo 0 e mais 7g no tempo 30 minutos de fervura dando inicio
a lupulagem, além disso foram usadas 2 pastilhas de clarificante (Whirlfloc T
Clarificante Cerveja Artesanal) apés 20 minutos de fervura. (Perozzi e Beaune
2019).

O resfriamento do mosto ndo fermentado foi realizado com o auxilio de
um chiller de ago inox, com uma duragao aproximadamente 1 hora. Apds esse

periodo, o mosto reduziu a temperatura de 100°C para 30°C.

3.2.3 Indéculo inicial e fermentacao

Para o inoculo inicial foram utilizadas leveduras comerciais,
Saccharomyces cerevisiae (Notthingham, LalBrew® Premium series,
Lallemand®, Austria), na concentragdo de 0,55g/L. Apds o resfriamento do mosto
até a temperatura ambiente, as leveduras liofilizadas foram inoculadas na
concentracao supracitada.

Apos a inoculagdo das leveduras o mosto permaneceu a temperatura
ambiente por todo o processo. A fermentacgao foi considerada concluida quando
a concentragao de alcool se manter constante durante 48h, medindo através de
um Densimetro de Massa Especifica de 1,000 a 1,100 (precisao de 0,001).

Nesta etapa procedeu-se a aplicagao da corrente elétrica a cada 24 horas
durante toda a fermentagdo comegando apds o inoculo das leveduras. Assim no

tempo 0 foi adicionado o inoculo e fez a primeira aplicagao da corrente elétrica.
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3.2.4 Contagem de células

As contagens de células de leveduras foram realizadas através de
microscopia 6tica com o auxilio de camara de Neubauer (Lucarini, Adriana C.;
Silva, La Da; Bianchi, Reinaldo Ac., 2004)

3.2.5 Sdlidos Totais Dissolvidos (Brix)

A avaliacao de Sdlidos Totais Dissolvidos, Brix, foi determinada com o
auxilio de um refratdmetro. Para tanto, foram utilizados 700uL das amostras, que
foram aplicadas cuidadosamente sobre o prisma para evitar formacao de bolhas.
Foi utilizado como branco, a agua destilada.

3.2.6 Dosagem de glicose

Para a avaliagao de glicose foi utilizado um glicdbmetro eletrénico (G-tech
free). As tiras de teste foram utilizadas uma vez por ciclo e foram aplicados 50uL

de amostra sobre cada tira com o auxilio de um micropipetador.

3.2.7 Afericado de bioetanol

Para calcular a quantidade de alcool no final da fermentagdo do mosto
usasse a Formula de Hall, onde o percentual alcoolico € obtido pela diferenca
inicial e final das densidades multiplicado por uma constante. A densidade foi

aferida com o auxilio de um densimetro analégico, calculada pela formula abaixo:

bioetanol = (densidade inicial — densidade final) * 131,25

3.2.8 Avaliagao de oxigénio dissolvido

Medidas de oxigénio dissolvido foram realizadas utilizando um aparelho
multiparamétrico (sympHony, VWR Internatinal Radnor, PA 19087) com um
eletrodo de referéncia (89231-624).

3.2.9 Avaliagao do mosto fermentado por HPAEC-PAD (High
Performance Anion Exchange Cromatography with Pulsed Amperometric
Detector)

A cromatografia foi realizada no equipamento Dionex [CS-3000
(Thermofisher, USA), equipado com colunas CarboPAC PA1 analitica e guarda
e o sistema pds-coluna Dionex PC10 (todas as colunas sdo da marca
Thermofisher, USA). As amostras foram diluidas 100x e injetadas e o protocolo
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de corrida seguiu com eluigao isocratica 5mM NaOH a 1mL/min pré-coluna, pos
coluna foi adicionado solugdo de NaOH a 50mM a 1mL/min totalizando 27,5mM

de NaOH a 2mL/min no detector amperométrico.

3.2.10 Avaliagao estatistica

Para determinagao de eventual significancia estatistica foi utilizado o teste
ANOVA com pos-teste de Tukey na fase de triagem e selegéo das correntes. Na
fase de testes foi utilizado o teste T-studant pareado. Todos os testes foram
realizados com o auxilio do ‘software’ ‘GraphPad Prism’, além disso todos testes
que apresentaram valor de ‘p° menor que 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.
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4. RESULTADOS

4.1 Etapa | - Produtos obtidos no estudo
4.1.1 Produtos obtidos no estudo
4.1.1.1 Produto | - Confecgéo de Biorreatores

Foi necessario idealizar e elaborar protétipos de biorreatores capazes de
eletromodular sistemas microbioldgicos. Estes biorreatores, diferentemente dos
convencionais, possuem eletrodos de aco inox, instalados na mesma camara.
Além disso, os protétipos construidos contam com entrada e saida de ar e pontos
de coletas de amostras. Vale ressaltar que os reatores iniciais, de escala
laboratorial com maximo de 200mL de volume apresentavam um carater de

limpeza facil e esterilizagdo em autoclaves (Figura 3).

Figura 3: A) Projeto tridimensional do biorreator. B) Eletromodulagdo nos

biorreatores de 90mL.
Fonte: Préprio autor, 2022.

A segunda versdo dos protétipos, foram utilizados biorreatores
encontrados no mercado cervejeiro, posteriormente adaptados para
eletromodulagdo, com volumes maximos de 20L e prépria para a produgéao de
bebidas fermentadas, tal como a cerveja. Esta versdo é capaz de produzir
pequenas quantidades de bebidas, cerca de 80L/més. O material foi o
polipropileno, tornando assim os biorreatores compativeis com producéo de

bebidas (Figura 4). Este biorreator, diferente do primeiro, ndo pode ser
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autoclavado, por ser de polipropileno. Portanto, para sua sanitizacdo sao

utilizados compostos iodados, como o lodofor Biofor®.

Figura 4: Biorreator de polipropileno modificado.

Fonte: Préprio autor, 2022.

Ja na terceira versdo, além do aumento de volume foi feita a outra
mudanga de material do biorreator, a fim de torna-lo mais préximo de um
biorreator industrial. Deste modo, foi reformulando as dimensdes para atender a

capacidade de 100L e foi utilizado acgo inox na estrutura (Figura 5).
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Figura 5: A) projeto tridimensional do biorreator. B) biorreator confeccionado em ago

inox 316L com capacidade maxima de 100L.
Fonte: Préprio autor, 2022.
4.1.1.2 Produto Il — Protocolo de eletroestimulagéo

4.1.1.2.1 Triagem das correntes

Ap0bs a aplicagao da corrente com 1Hz foi possivel observar uma redugao
na producado de etanol pelas leveduras no tempo de 1 hora. O grupo
experimental que apresentou a maior redugédo foi o grupo de 1Hz e 150pA
(Figura 6). Por outro lado, as amperagens acima de 200pA nao apresentaram

diferengas em relagédo ao controle, o que nao teve estimulo (Figura 6).
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Figura 6: Produgédo de etanol nos diferentes grupos experimentais. A) produgédo de
etanol utilizado correntes apresentavam 1Hz e amperagens que variaram de S50uA a
200uA e o grupo controle. B) produgéo de etanol utilizado correntes apresentavam 1Hz

e amperagens que variaram de 250uA a 990uA e o grupo controle.

Ap0ds a aplicacao da corrente com 1Hz, mesmo apds 3 horas, foi possivel
observar uma reducéo na producgao de etanol pelas leveduras. A diminui¢gao na
producao de etanol foi significante, com p < 0,0005. O grupo experimental que

apresentou a maior queda foi o grupo de 1Hz e 150uA (Figura 7).
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Figura 7: Determinagéo de etanol nos grupos experimentais, utilizando frequéncia de
1Hz e diferentes amperagens, e grupo controle. Revelando uma redugao na produgéo
de etanol. O grupo controle apresentou diferenga estatisticamente significante em

relagdo a todos os grupos experimentais com p<0,0005.
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Por outro lado, quando utilizada a frequéncia de 50Hz foi observado um
aumento na produgao de etanol. Os grupos experimentais que apresentaram os
maiores aumentos foram 750pA e 990uA. Sendo que o grupo de 990pA também
foi maior que 750pA e estas diferengas foram significantes com p<00058 e
p=0,007, respectivamente (Figura 8).

Assim esta corrente foi selecionada para a realizacdo dos testes em
biorreatores de 20L. E importante salientar que com este volume é possivel
produzir pequenas quantidades de bebidas fermentadas.
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Figura 8: Determinagédo de etanol nos grupos experimentais, com 50Hz e diferentes
amperagens, e grupo controle. O grupo 990 pA apresentou diferenga estatisticamente
significante em relagéo ao controle, 250uA e 500 pA com p=<0,0058 e em relagéo ao

grupo 750 pA com p=0,007.

4.2 Etapa Il - Modelo cervejeiro

4.2 .1 Cinética de producao de etanol

Para a avaliagao dos parametros durantes os experimentos, inicialmente,
foram realizados cinéticas de producao de etanol até o fim da fermentacdo. Com
estas cinéticas foi possivel demonstrar que a maior diferenga na producao de

etanol e o menor tempo ocorre em 48 horas. Portanto, as coletas de pontos para
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a avaliacao de todos os parametros analisados foram realizadas neste periodo
(Figura 9).

-~ controle
- Eletrofermentado

percentual de alcool

0 24 48 72 96 120 144
horas

Figura 9: Cinética de producgao de etanol do grupo controle e grupo eletrofermentado.
4.2.2 Contagem de células

Apos 48 horas de fermentacdo as células em suspensdo foram
determinadas por microscopia ética e o controle apresentou uma contagem 36%
menor que o grupo eletrofermentado. Esta redugédo foi estatisticamente
significante e apresentou p=0,0009 (Figura 10).
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Figura 10: Concentracao de células suspensas nos grupos controle e

eletrofermentado.
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4.2.3 Producéo de etanol

A producao de etanol permaneceu dentro da faixa esperada para o estilo
de cerveja produzido em ambos os grupos experimentais. Contudo o percentual
alcodlico quantificado no grupo eletrofermentado foi cerca de 10% maior que no
grupo controle. Esta diferenca apresentou significancia estatistica com p=0,0253
(Figura 11).
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Figura 11: Percentual de etanol produzido nos grupos controle e eletrofermentado.

4.2.4 Brix

Os carboidratos totais presentes em cada grupo experimentais em 48
horas revelaram menor consumo no grupo eletrofermentado, entretanto esta
diferenca ndo apresentou relevancia estatistica. Além disso, este dado
demonstra que aproximadamente metade de todos os carboidratos sao

consumidos nas primeiras 48 horas (Figura 12).
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Figura 12: Carboidratos residuais presentes nos grupos controle e eletrofermentado.
4.2.5 Concentragdes de glicose

A concentracgao de glicose diferente do perfil de carboidratos estava mais
concentrada no grupo controle que no grupo eletroestimulado. Contudo, assim
como no teste anterior ndo houve diferenga estatisticamente significante

(Figura13). Vale ressaltar que os valores apresentados estdo proximos ao cut off
do aparelho usados nesta analise.
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Figura 13: Concentragao de glicose nos grupos controle e eletrofermentado.
4.2.6 Oxigénio dissolvido

A presenca de oxigénio dissolvido € importante no tempo 0, contudo
durante a fermentacdo esta concentracdo deve ser reduzida. Em 48 horas,
demonstrou-se que a concentragdo de oxigénio reduziu em ambos 0s grupos.

Contudo a concentragdo de O2 no grupo eletrofermentado foi cerca de 30%
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menor que no controle melhorando o meio suscetivel para a fermentacao
(Figuras 14 e 15). Esta diferenca apresentou significAncia estatistica com
p=0,0007.
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Figura 14: Cinética de oxigénio consumido durante fermentagao na presencga ou

auséncia de eletromodulagao nos mostos cervejeiros
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Figura 15: Concentracéo do oxigénio dissolvido nos grupos controle e eletrofermentado.

4.2.7 Cromatografia HPAEC-PAD

Para as avaliagbes cromatograficas foram usados quatro padrdes: etanol
(Figura 16), glicose e frutose (Figura 17), sacarose (Figura 18), cerveja produzida
tradicionalmente (Figura 19) e cerveja produzida por eletroestimulacao (Figura
20). No cromatograma € possivel observar um pico mais intenso de etanol no
grupo eletrofermentado que no grupo controle. Os picos de glicose mantiveram
o padrdo. Entretanto, na regido entre o etanol e a glicose foram observados picos

apenas no grupo controle.
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Figura 16: Perfil cromatografico do padréo de etanol.
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Figura 17: Perfil cromatografico do padrao de glicose (pico da esquerda, 16 min.) e
frutose (pico da direita, 22 min.).
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Figura 18: Perfil cromatografico do padrao de sacarose.
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Figura 19: Perfil cromatografico da cerveja produzida tradicionalmente.
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Figura 20: Perfil cromatografico da cerveja produzida eletrofermentado.

Observa-se um comportamento cromatografico similar nos dois tipos de
cervejas, embora na Figura 19 do grupo controle notasse picos a mais do que
na Figura 20 do grupo eletrofermentado.

4.2.8 Produto Il - Patente

A patente foi elaborada com base nos resultados do estudo com
colaboragéo do Laboratorio Moura Costa (ICS/UFBA) e com o apoio financeiro
da Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado da Bahia (FAPESB). O numero
do processo gerado foi pelo INPI. BR 20 2021 013864 0 - Método de
eletroestimulagcao por corrente alternada aplicado a bioprocessos para o
aumento e melhoria das caracteristicas funcionais da producao de

bioativos, etanol e/ou bebidas.
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METODO DE ELFTROESTIMULACAO POR CORRENTE ALTERNADA
APLICADO A BIOPROCESSOS PARA O AUMENTO E MFLHORIA DAS
CARACTERISTICAS FUNCIONAIS DA PRODUCAO DE BIOATIVOS, ETANOL
E'OU BEBIDAS

A presents Invenc3o Tala 08 UM metodo o8 producdo de etanol elou odtencdo de
Produto Cenveleiro estMUI300 por comente eletnca Atemada, ou saf3, fonmas de ondas
INAMOUSIS COM Caraciensicas sinusolcals com retficacdo de mea onda & apresenta
Daha Intensidade, que Invertem periodcaments 3 polandade posithva @ nagaliva,
nvers30 3 cada 3 segundos, na famentagdo alkodica por leveduras o2
Saccharomyces ceevisias, 08 N3 3 JuMentar carga Microblana, 3 producao de
etanol @ Tomecer CArACtarisicas Propras 30 Produto Cervaleirn.
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METODO DE ELETROESTIMULACAO POR CORRENTE ALTERNADA APLICADO
A BIOPROCESSOS PARA O AUMENTO E MELHORIA DAS CARACTERISTICAS
FUNCIONAIS DA PRODUCAO DE BIOATIVOS, ETANOL E/OU BEBIDAS

Campo da invencio

[001] A presente invencdo trata de um processo de eletroestimulacio do metabolismo
microbiano, pela passagem de cormrente alternada de baixa amperagem em meio liquido, durante a

fermentacao por levedura Saccharomyces cerevisiae.

[002] Mais particularmente a invencao refere-se ao processo de estimulacio da Saccharomyces
cerevisiae, podendo ser utilizada qualquer cepa. no processo biofermentativo utilizando corrente
elétrica alternada na faixa dos microamperes, de forma a otimizar a producdo de etanol e produto

cervejeiro.

[003] Mais especificamente o processo trata da utilizacdo de formas de ondas individuais com
caracteristicas sinusoidais com retificacdo de meia onda e apresenta baixa intensidade, que
invertem periodicamente a polanidade positiva e negativa, inversdo a cada 3 segundos, na
fermentacdo alcoolica por leveduras de Saccharomyces cerevisiae, de forma a aumentar carga

microbiana, a produgdo de etanol e formecer caracteristicas proprias ao produto cervejeiro.

Fundamentos da invencio

[004] As células vivas desempenham uma ampla gama de processos de natureza eletroquimica,
como na geracdo de ATP, a energia elétrica é armazenada sob a forma de energia quimica com os
elétrons fluindo para o maior potencial. Naturalmente ja existe uma relacio intima entre o
comportamento eletronico e as células.

[005] O estudo da interagdo de células microbianas com a corrente elétrica. eletromicrobiologia.
abrange a otimizagdo de bioprocessos catabolicos e fermentativos. Os fermentativos, no geral, sdo
mantidos para a produgdo de bioativos de interesse para a industria farmacéutica, petroquimica,
de alimentos, entre outras (XIAO, Y., ZHAO, F.. CHENG, H., eds. Electrochemically Active
Microorgamisms. Lausanne: Frontiers Media. 2018).

[006] A estimulacdo por corrente elétrica exdgena provoca o aparecimento de um potencial
elétrico através da membrana que depende da for¢a do campo extemo, forma e raio das células e
propriedades especificas das membranas celulares. A modulagdo do potencial de membrana
endogena por um campo extemno influencia a estrutura e funcdo das proteinas/bicamada lipidica e
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vias metabolicas utilizadas (FOLOGEA, D.; VASSU-DIMOV, T.; STICA. I; CSUTAK. O.;
RADU, M. Increase of Sacchamoryces cerevisiae plating efficiency after treatment with bipolar
eletric pulses. Bioelectrochem. Bioenerg., 46: 285- 287, 1998). Estudos realizados por Binninger
et al. (1997) demonstraram que o numero de RNAs mensageiros especificos (mRNAs) se alterou
em células da levedura de Saccharomyces cerevisiae, apos exposi¢do a um campo magnético
(BINNINGER. D M.; UNGVICHIAN, V. Effects of 60 Hz AC magnetic fields on gene expression
following exposure over multiple cell generations using Saccharomyces cerevisiae.
Bioelectrochem. Bioenerg., 43: 83-89, 1997).

[007] Culturas de S. cerevisae respondem a alteragdes das condigdes ambientais que estabelecem
condicdes de estresse, como por exemplo: o limite nutricional, temperatura, pH, oxigénio
dissolvido, aeracdo, entre outras. A resposta normalmente se da de forma sincronizada, em
periodos simultaneos com as mudancas no meio, influenciando o tempo de divisdo e a transigdo
celular (SATROUTDINOV, A D.: KURIYAMA, H.; KOBAYASHL H. Oscillatory metabolism
of Saccharomyces cerevisiae In continuous culture. FEMS Microbiol. Lett., 98: 261-268, 1992;
HJORTSO. M.A A ; NIELSEN, J. A conceptual model of autonomous oscillations in microbial
cultures. Chem. Engng. Sci., 49(8): 1083- 1095, 1994).

[008] O estresse promovido por um campo elétrico, também definido como estresse
eletroquimico, apresenta vantagens industriais de ndo se adicionar produtos quimicos e
consequentemente eliminagdo das etapas de separacdo do produto e tratamento de residuos.
Apresenta a vantagem de uma dinamica favoravel visto nio se estabelecerem fendmenos inerciais
significativos (SRAVAN, J. S; BUTTLS. K.; SARKAR. O_; MOHANS. V. Electrofermentation:
Chemicals and Fuels Jn Microbial electrochemical technology: Sustainable platform for fuels,
chemicals and remediation. 2019. ed. MOHAN. S. V.; VARJANL S.: PANDEY. A_ Elsevier.
United Kingdom ).

[009] Entre os processos que podem ser otimizados pela troca de elétrons, encontram-se os
processos eletrofermentativos. Além destes podem ser citados processos de sintese tals como as
sinteses de metano e acidos graxos de cadeias curtas e médias, enftre outras moléculas de carater
anfipatico (KUMAR. R_; DAS, A  J. Rhamnolipid Biosurfactant: Recent Trends In Production
And Application. Springer Nature Singapore Pte Ltd. Singapore, 2018).

[0010] Os microrganismos representam 85% das referéncias sobre producio de bioetanol. entre
estes, destacam-se os fungos, principalmente quando refere-se a substratos lignocelulésicos. O
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aumento do rendimento deste processo fermentativo é de suma importincia, uma vez que a
utilizagio deste combustivel reduz os impactos ambientais, como a geracdo de residuos e a
diminuicdo da emissdo de dioxido de carbono (MASSON. I S.: COSTA. G.H. G: ROVIERO. L.
P; FREITA, L. A; MUTTON, M. A; MUTTON, M. J. R. Bioethanol production from sweet
sorghum broth and sugar cane fermentation. Ciéncia Rural, Santa Mania, Online, 2015).

[0011] A aplicagdo de campos elétricos afeta diretamente a membrana plasmatica promovendo
pressdo e acumulo diferencial de cargas com consequente diminuigdo do potencial transmembrana,
afetando a permeacdo através de canais 16nicos, e interferindo nos momentos dipolares, podendo
alterar a eletroestatica e conformacio através da indugdo de torque (MATTAR, J.; TURK M ;
NONUS M.: LEBOVKA NI:; EL ZAKHEM H.; VOROBIEVE. Electro-stimulation of S.
cerevisiae wine yeasts by pulsed electric field and its effects on fermentation capacity.
Bioelectrochemistry.103:92-7. 2013).

[0012] Um dos principais mecanismos de acdo da eletrossintese. esta relacionada ao balanco de
NAD, que impacta diretamente sobre as concentragdes de acetil-CoA. Deste modo, seguindo as
vias metabolicas € possivel aumentar a producdo de acetato ou mesmo etanol, uma vez que as
concentragdes intracelulares de acetil-CoA aumentam. Portanto, € possivel otimizar a produgdo de
biocompostos utilizando processos de eletroestimulacdio microbiana (PANDIT AV
MAHADEVAN R. In silico characterization of microbial electrosynthesis for metabolic
engineering of biochemicals. Microbial Cell Factones. 10:76, 2011).

[0013] A presente invengdo desenvolve um método de eletroestimulacdo por cormente elétrica
alternada capaz de estimular o bioprocesso fermentativo, interagindo na membrana plasmatica,
proliferacdo celular e desenvolvendo vias metabdlicas da levedura, Sacchamoryces cerevisiae,
obtendo-se um aumento da producdo de etanol e concomitantemente fornecendo caracteristicas

organolépticas ao produto cervejeiro obtido.
Técnica relacionada

[0014] A partir da realizagdo de buscas de antenioridade verificou-se que a patente de nimero BR
102016007240-9 A8 de 31/03/2016 refere-se a um processo empregado na recuperagdo do
desempenho muscular de pacientes em geral. mais especificamente, de praticantes de atividades
fisicas e atletas. o processo prevendo a aplicagdo seriada de pulsos elétricos, de forma transcutinea,
cujo protocolo prevé as seguintes fases de eletroestimulagdo: fase de vasodilatagdo, fase de
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recuperacdo e fase de descontratura. No entanto, o processo supracitado refere-se a estimulacdo
muscular envolvendo um sistema multicelular, ndo se tratando da estimulacdo microbiana.

levedura Saccharomyces cerevisiae, e consequente aumento de producio de alcool.

[0015] A patente de nimero FR2579627A1 de 29/03/1985 descreve o processo de eletrossintese
de alcoois por redugdo eletroquimica de halogénios organicos na presenca de derivados de carbonil
um meio organico contendo um eletrolito indiferente. Apesar da invencdo se basear na
utiliza¢do da corrente elétrica para a sintese de alcoois, ndo abrange a utilizagdo do método de

eletroestimulacdo microbiana em um processo fermentativo.

[0016] A patente de numero CN102491516A de 25/11/2011, método de invengdo empregando
microrganismos elefrocatalisados e intensificados para reducdo e oxidacdo de aguas residuais
dificeis de serem biodegradadas e acoplando uma tecnologia de filtragdo por membrana. O método
descrito utiliza corrente continua e nio comrente altemnada, e um reator composto por uma area
anaerdbica com placa negativa e uma outra aercbia com TiO2 / filme de carbono com eletrodo
posifivo, trata-se de um processo de elefrocatalise e ndo de um método de eletroestimulacdo
microbiana em uma unica camera, por outro lado, o objetivo € tratar aguas residuais e ndo a

otimizacdo do método fermentativo.

[0017] A patente de numero PI 1005279-8 A2 de 29/12/2010, reivindica a utilizagio de fontes de
luz ou Lampadas Fluorescentes. como forma de acelerar o processo de fermentacio do mosto
cervejeiro, que posteriormente ira se transformar em cerveja ou chope, ficando apto para o
consumo, diminuindo assim o tempo de produgdo, diminuindo também o custo de producio e
aumentando a capacidade produtiva. O processo descrito utiliza a emissdo de luz para acelerar a
via fermentativa, enquanto este pedido de invencdo utiliza-se a comrente elétrica altemada para
ativar intermediarios metabolicos microbianos que irdo otimizar a produgdo de alcool e fomecer

caracteristicas proprias ao produto final cervejeiro.

Sumario da invengao

[0018] A requerente descobniu que ao aplicar uma corrente alternada na faixa de microamperes
durante a fermentacdo alcodlica pela levedura, Saccharomyces cerevisiae, é possivel aumentar a
producdo de etanol, bem como alterar propriedades organolépticas do produto cervejeiro.
diminuindo os custos do bioprocesso.
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Breve descrigdo dos desenhos

A Figura 1 mostra concentracdo de etanol produzido em 48 horas de fermentac3o nos
mostos controle e eletrofermentado (50Hz, 990uA, por 30minutos). *p< 0.05

A Figura 2 mostra a concentracdo de oxigénio dissolvido em 48 horas nos mostos
controle e eletrofermentado (50Hz, 990uA, por 30minutos). *p< 0.05

A Figura 3 mostra o rendimento de etanol obtido, em 48 horas, nos mostos controle e
eletrofermentado (50Hz, 990uA, por 30minutos). *p< 0.01

A Figura 4 mostra a produtividade de etanol, em 48 horas, nos mostos controle e
eletrofermentado (50Hz, 990uA, por 30minutos). *p< 0.05

A Figura 5 mostra a concentracdo de células em suspensdo, em 48 horas nos mostos
controle e eletrofermentado (50Hz, 990uA, por 30minutos). ****p< 0.0001

A Figura 6 mostra os Cromatogramas obtidos com a coluna CarboPac PA1. A)
Cromatograma padrdo de etanol. B) Cromatograma padrdao de glicose e Frutose. C)
Cromatograma padrdo de sacarose. D) Cromatograma de cerveja produzida através de
fermentacdo convencional. E) Cromatograma de cerveja produzida através de
eletrofermentac3o.

Descricao detalhada da invengao

[0019] O processo de producdo de etanol e a producdo de bebidas alcodlicas
fermentadas possui um nimero 6 etapas. Assim na etapa 1, conhecida como brassagem
ou mosturacdo, onde € preparada a solucdo de carboidratos fermentaveis. Podem ser
utilizados diferentes graos para a producdo de bebidas, tais como graos maltados e ndo
maltados (cevada, trigo, arroz, sorgo, milho, entre outros), porém também podem ser
utilizadas oufras fontes de carboidratos como extrato de cana-de-aclcar, beterraba,
batata ou mesmo sacarose industrializada. Nesta etapa podem ser realizadas diferentes
rampas de mosturacdo, com temperatura entre 47°C-78°C por tempos de aquecimento
que podem variar de 1-3 horas. A etapa 2, fervura e lupulagem (para a cerveja), onde a
solucdo de carboidratos (mosto) € mantida entre 85°C a115°C por 1 hora e o lupulo
adicionado, a lupulagem pode variar de acordo com o estilo de cerveja a ser elaborado.
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A etapa 3 Whirlpool, onde o sedimento de lipulo € decantado e o mosto resfriado, a
temperaturas abaixo de 37°C. Na etapa 4 ocome a fermentacdo efetuando-se a
eletromudulacdo a cada 24 horas, as leveduras sdo inoculadas no mosto sdo
eletromoduladas por um emissor de microcorrentes alternadas, por frequéncias que
variam entre 1Hz e 600Hz, e amperagem entre 10-1000uA. A corrente pode ainda estar
nas modulacdes polarizadas ou ndo polarizadas. Durante esta etapa o etanol é
produzido, quantificado por densidade (alcoolimetro) e 0 mesmo pode ser extraido por
destilacdo. Na producdo cervejeira podera ocorrer a etapa 5, constituida pela maturacao
e clarificacdo, onde o mosto fermentado é resfriado entre 0-4° C por 4-10 dias para a
reducdo de sedimentos (opcional). Etapa 6 envase e carbonatacdo (passiva ou ativa),
na carbonatacdo passiva a cerveja é gaseificada com a infrodugdo de CO2, enquanto na
carbonatacdo ativa adiciona-se uma solucdo de 0,4-4 g/L de sacarose no processo de
envase para a producao de CO2 pela Saccharomyces cerevisiae, durante 4 e 7 dias.

Exemplos de concretizacdo da invencdo (descrigdo especifica da metodologia e
resultados obtidos)

[0020] Para execucdo da eletroestimulacdo das leveduras foram preparados mostos
cervejeiros. Estes mostos foram preparados utilizando graos maltados de cevada, que
foram inseridos em agua filtrada a 71°C. Apds a insercdo do malte na agua a
temperatura foi reduzida para 65°C, esta temperatura foi mantida por 1 hora. Apos este
periodo, a temperatura foi elevada a 78°C por 10 minutos e em seguida, na etapa de
lupulagem a temperatura foi elevada a 100°C por uma hora. Vale ressaltar que existem
outras formas de brassagem, que envolvem diferentes rampas de temperaturas que
podem ser utilizadas para a producdo de mosto, estes tipos de rampas de brassagem
podem alterar o perfil de carboidratos fermentaveis do mosto, portanto devem ser
considerados antes da producdo da cerveja.

[0021] Apos a etapa de lupulagem existe a etapa de “wirpool” que consiste na formacdo
de um vortice, por um periodo de 3 minutos, no mosto para a reducdo de sedimentos de
lGpulo na cerveja. Em seguida o mosto livre de sedimentos de lGpulo é aerado, com 0
auxilio de um sistema de recirculacdo, e tem sua temperatura reduzida a pelo menos
37°C.
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[0022] Nesta temperatura (37°C) foram inoculadas as leveduras. Para as producdes dos
fermentados foram utilizadas leveduras, Saccharomyces cerevisiae, comerciais
liofilizadas, cada saché continha 11g. Para cada 10L de mosto foram utilizados 11g de
leveduras liofilizadas.

[0023] Apos homogeneizar o mosto contendo a cultura microbiana foi realizada a
primeira aplicacdo da comente elétrica em microamperagem. Nos ensaios de
eletromodulacdo utilizaram-se aparelhos emissores de microcorrente (corrente
alterada, de baixa intensidade) com frequéncia de 50 Hz e intensidade de corrente de
990uA, durante 30 minutos. Este estimulo foi realizado uma vez a cada 24 horas durante
um periodo de 96 horas, sendo que o tempo padrao para fermentacdo no processo
convencional € de 120 horas. O primeiro estimulo ocorreu no tempo 0 horas, sendo
realizados 5 estimulos.

[0024] A avaliac3o destes estimulos se deu através da afericdo da densidade do meio,
por auxilio de um densimetro analdgico. A densidade foi aferida a cada 24 horas, nestas
analises foram retirados 100mL de amostra e os mesmos foram reservados em proveta.
Em seguida o densimetro, sanitizado com alcool 70%, foi inserido na solucdo e
gentilmente o mesmo foi rotacionado para que a densidade fosse anotada. Deste modo
a concentracdo de etanol foi determinada pela seguinte formula matematica:
Concentragdo de etanol = (densidade inicial — densidade final) = 131,25

[0025] Outras medidas como oxigénio dissolvido (OD), condutividade, pH, pEh, foram
realizadas usando um aparelho multiparamétrico (sympHony, VWR Internatinal Radnor,
PA 19087) com os eletrodo de referéncia (89231-586, 89231-624 e 89231-618), Grau
Brix foi obtido através da observacdo de 700uL em refratomentro analogico. Para a
determinacdo da concentracdo de glicose utilizou-se um glicometro eletronico (G-tech
free). Para tanto, tiras teste serdo utilizadas uma vez por teste e serdo aplicados 50 pL
de amostra sobre cada tira com o auxilio de um micropipetador.

[0026] O produto final foi analisado por cromatografia no equipamento Dionex ICS-3000
(Thermofisher, USA), equipado com detector PAD140 e sistema pds-coluna Dionex
PC10 (Thermofisher, USA). Com eluicdo isocratica 5mM NaOH a 1ml/min pré-coluna,
pos-coluna solugdo de NaOH a 50mM a 1ml/min totalizando 27,5mM de NaOH a 2ml/min
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no detector amperométrico. A analise cromatografica permitiu observar a composicdo
dos acucares presentes e perfil de etanol produzido e os impactos da estimulacdo
elétrica na composicao do produto.

[0027] Demonstrou-se experimentalmente que as diferencas enconfradas entre os
grupos controle e tratados eram obtidas nas primeiras 48 horas. Apos este tempo as
diferencas entre os grupos tratados e controle basicamente se mantinham.

[0028] Com estes estimulos foi possivel aumentar a concentragdo de etanol no meio,
quando comparamos os grupos controle e tratados com a corrente elétrica. Vale ressaltar
que a qualidade e quantidade dos acucares disponiveis para fermentacdo, bem como a
temperatura da fermentacdo também podem influenciar no processo.

[0029] Um ponto importante neste processo foi que os grupos estimulados reduzem a
concentracdo de oxigénio dissolvido mais rapidamente que os grupos controle, além de
apresentar concentracdes de oxigénio dissolvidos menores que os grupos controle
durante todo o processo. Este fato pode se associar 3 maior eficiéncia fermentativa
descrita anteriormente, uma vez que a fermentacao ocorre em anaerobiose.

[0030] E importante salientar que no caso da producdo de cervejas altas temperaturas
na fermentacdo, geralmente, s3o acompanhadas pela esterificacdo acentuada de
componentes do meio, gerando portanto “off flavors™ (sabores relacionados ao esfresse
das leveduras e/ou desagradaveis ao paladar). A presenca de esterificacdo acentuada,
no entanto, como caracteristica negativa, so foi percebida nos grupos controle. Assim foi
possivel, através da eletrofermentacdo com microcorrentes, produzir uma bebida
alcodlica com maior teor de etanol e menores quantidades de “off flavors™.
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REIVINDICACOES

1. METODO DE ELETROESTIMULAQAO DO PROCESSO FERMENTATIVO
PARA PRODUCAQ DE ETANOL caracterizado por compreender as seguintes
etapas:

Etapa A — Preparacdo de meio de producdo a partir de diferentes fontes de
carboidratos, tais como grdos maltados e ndo maltados, sacarose, dentre outros;
Etapa B — Preparo de indculo microbiano e inoculagdo de microrganismos em meio
de producdo utilizando a cepa Saccharomyces cerevisiae;

Etapa C — Aplicacdo de corrente elétrica alternada no meio de producdo contendo a
levedura;

Etapa D - Extracdo de etanol por destilacdo do meio fermentado e posterior
resfriamento do material evaporado para do etanol condensacéo.

ETAPA E — Maturacdo e clarificacdo do mosto fermentado;

ETAPA F — Adicdo de CO2 no mosto fermentado.

2. METODO DE ELETROESTIMULAGAO DO PROCESSO FERMENTATIVO
PARA PRODUQAO DE ETANOL, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
por a Etapa C de eletroestimulacdo ocorrer por corrente alternada de frequéncia 1-
600Hz e microamperagem 10-1000uA no meio de producdo contendo a levedura.

3. METODO DE ELETROESTIMULA(;AO DO PROCESSO FERMENTATIVO
PARA PRODUGCAO DE ETANOL, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
por a Etapa C do processo de producdo ocomrer em biorreator, frascos Erlenmeyer ou
matrizes microbianas imobilizadas.

4. METODO DE ELETROESTIMULAQAO DO PROCESSO FERMENTATIVO
PARA PRODUQAO DE ETANOL, de acordo com a reivindicacdo 1 caracterizado por
a Etapa D, ser opcional, do processo de producdo para obtencdo de produto ndo
cervejeiro, tal como etanol ou bebida destilada.

5. METODO DE ELETROESTIMULA(;AO DO PROCESSO FERMENTATIVO
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PARA PRODUGCAO DE ETANOL, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
por a Etapa D do processo de destilacdo ocorrer em temperatura de 60°C a 90 °C,
sendo a temperatura 6tima de 78,4 °C.

6. METODO DE ELETROESTIMULACAO DO PROCESSO FERMENTATIVO
PARA PRODUCAO DE ETANOL, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
por a Etapa E ser opcional para obtenc3o de produto cervejeiro.

7. METODO DE ELETROESTIMULAGCAO DO PROCESSO FERMENTATIVO
PARA PRODUCAO DE ETANOL, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
por a Etapa E do processo de maturacdo e clarificacdo do mosto fermentado por
resfriamento, 0-6°C, até por 120 horas.

8. METODO DE ELETROESTIMULAGAO DO PROCESSO FERMENTATIVO
PARA PRODUGAO DE ETANOL, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
por a Etapa F podendo ser passiva, carbonatacdo forcada, pela adicdo de CO2
comprimido a uma pressdo 0.5-1,5 Kg/cm?, enquanto a carbonatacdo ativa adiciona-
se uma solucdo Primer, com concentracdo de 0,44 g/L de sacarose, ao mosto para
apos 96-144 horas haver formagdo de CO2 na cerveja.

9. METODO DE ELETROESTIMULAGAO DO PROCESSO FERMENTATIVO
PARA PRODUGCAO DE ETANOL, de acordo com reinvidicagdo 2 caracterizado por
maior producdo de etanol e levedura em suspensao.

10. METODO DE ELETROESTIMULAGCAO DO PROCESSO FERMENTATIVO
PARA PRODUGCAO DE ETANOL, de acordo com reinvidicag3o 2 caracterizado por
eletroestimulacdo pode ser utilizado em processo de fermentacdo em batelada quanto
em processo de fermentacdo continua.

11. FORMULACAO CERVEJEIRA PARA ALIMENTACAO caracterizada por
consistir uma solugdo etandlica contendo maior teor alcoolico.
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4.2.9 Avaligao preliminar do prototipo Il

Nessa etapa, o protétipo lll, de inox 316L com capacidade total de 100L,
foi testado. Esses testes revelaram similaridade entre as fermentacbes

eletroestimuladas usando o protétipo || modificado (dados ndo mostrados).
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5. DISCUSSAO

A Saccharomyces cerevisiae € um organismo eucarioto unicelular com
rapida divisdo sendo considerado um organismo modelo para estudos genéticos,
fisiolégicos e bioquimicos (Hartwell, 1974). Essa levedura também é o
microrganismo preferido na produgéo de bioetanol a partir de biomassa devido
sua melhor capacidade produtiva (Bovo et al., 2014). Por isso, esta levedura foi

utilizada como modelo de produg¢ao neste estudo.

Tendo em vista a capacidade produtiva de bioetanol de S. cerevisiae e as
diferentes aplicacbes nas industrias de alimentos e bebidas associados a
escassez e aumento do preco do petrdleo bruto que reforca a necessidade de
busca de fontes alternativas de energia, de modo que a otimizagao do processo
produtivo se torna importante (El Sayed e Ibrahim, 2016).

A modulagdo metabdlica destes fungos pode ser alcangada através de
indutores fisicos, como correntes elétricas e campos eletromagnéticos. Estes
indutores tém como objetivo inibir ou estimular sistemas bioldgicos (Bodewein et
al.,, 2019). Deste modo, demonstrou-se neste estudo que correntes com
intensidades e frequéncias diferentes podem produzir resultados diferentes

sobre o metabolismo de Saccharomyces cerevisiae (Figuras 7 e 8).

Dentre os principais efeitos da aplicacdo de microcorrentes em células
eucariodticas estdao o aumento de ATP e o aumento do aporte nutricional, tal como
o aporte de aminoacidos. Estes fatores induzem um aumento na sintese
proteica, mesmo isoladamente (Cheng et al., 1982). Estes efeitos podem explicar

o0 aumento no metabolismo demonstrado neste estudo.

Vale ressaltar que a amperagem nao € o unico fator impactante no
processo de estimulacdo. Assim outros fatores, como o tempo, foram citados por
Cheng e colaboradores (1982), e a frequéncia da corrente, como demonstrado
no presente estudo, podem impactar também no resultado. Portanto, assim
como correntes elétricas com amperagens maiores que 1000pA podem gerar
eletrdlise no meio e inibir a proliferacdo celular, correntes elétricas com
frequéncias diferentes também podem gerar efeitos distintos, tais como os

supracitados (Cheng et al., 1982).
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Corroborando com Nakanishi (1998), a aplicagdo de correntes elétricas
pode estimular a multiplicagcdo celular de Saccharomyces, bem como da
producao de etanol (Figuras 8 - 11). No caso do referido autor foram utilizadas
correntes continuas e alternadas com intensidades em miliamperagem,
enquanto o presente estudo apresenta protocolos onde foram aplicadas apenas

correntes alternadas em microamperagem.

As correntes elétricas com 1Hz podem ser usados em processos de
biomodulagédo por aumentarem o ATP celular. Enquanto correntes elétricas com
50Hz é usada na biomodulagéo por alterar o potencial de membrana (Arantes et
al., 2018). Desde modo hipotetizamos que por agir na producgao direta de ATP a
corrente elétrica com 1Hz depende de O2 para atuar, visto que a principal via de
producao de ATP é a fosforilacdo oxidativa. Enquanto, as correntes com 50 Hz
podem atuar de modo mais efetivo no aumento do aporte nutricional. Por isso,
com taxas baixa de Oz a fermentagcdo pode ser estimulada pelas correntes

elétricas de 50Hz.

Vale salientar que nas producgdes utilizando correntes continuas
comumente sao usados biorratores com duas camaras. Enquanto que nas
produgdes com correntes alternadas € possivel trabalhar com biorreatores de
camara simples. Esta possibilidade se da devido a incapacidade da corrente

alternada em formar cloro ativo por exemplo (Naderi e Nasseri, 2020).

Segundo Habschied e colaboradores, em 2021, compostos clorados ou
mesmo a agua clorada podem promover a formacgado de clorofenois. Estes
compostos podem gerar sabores desagradaveis (off-flavours) nas bebidas, tais
como sabores semelhantes a solvente, plasticos ou adstringente. Portanto, para
evitar a ocorréncia destes sabores na cerveja foram usadas apenas correntes

alternadas.

Em funcdo do maior aporte de nutrientes promovido pela corrente usada
na etapa Il (modelo cervejeiro) as leveduras, de modo indireto, aumentaram a
taxa de proliferacdo. Apesar da eletroestimulagédo nao agir diretamente no
metabolismo de DNA, o aumento da producao de proteinas pode alterar as taxas
de multiplicagao celular por modificar a maquinaria e estruturas celulares (Cheng
et al., 1982; Haneke et al., 2020).
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Com o aumento da taxa de proliferagdo observou-se um aumento no
numero de células no grupo eletrofermentado (aproximadamente 12,1 log1o
cel/mL), quando comparado ao controle (aproximadamente 11,6 log1o cel/mL).
Este aumento, por sua vez, induziu um maior consumo de O2 e
consequentemente produzindo um ambiente favoravel a fermentagéo, devido as
baixas taxas de Oz (Figura 15). As baixas taxam de O2 s&o importantes para a
fermentacao, contudo a auséncia total pode bloquear o metabolismo microbiano
(Dashko et al, 2014).

Diferentemente da taxa de proliferacédo celular e do consumo de O2 que
foram maiores no grupo eletrofermentado que no grupo controle o consumo de
glicose (9,93 e 10,5 mg/dL respectivamente) e carboidratos ndo apresentou
diferencas significativas (5,13 e 5,05 °Brix respectivamente) (figuras 12 e 13).
Este evento associa-se, possivelmente, a otimizacdo dos processos

metabolicos, bem como ao aumento de proteinas totais.

Quando comparados os grupos controle e eletrofermentado, como
esperado em fungao da eletroestimulagdo, do aumento do numero de células e
reducao da concentragdo de O2 dissolvido, o grupo eletrofermentado apresentou
maior producdo de etanol (Figura 11). Com uma maior concentragdo de
proteinas € possivel que o aumento da regeneracéo do NAD* ser mais efetivo e
consequentemente favorecendo a produgéo de energia na glicolise (Dashko et
al., 2014).

Todas estas diferengas durante a fermentagdo geram um produto
diferente do produzido tradicionalmente. Esta afirmagao foi demonstrada através
da cromatografia que confirmou a maior concentracdo de etanol no grupo
eletrofermentado que no grupo controle e que os niveis de glicose s&o
semelhantes. Além disso, a cromatografia revelou a existéncia de picos entre o
etanol e a glicose que podem ser relacionados a presenga de ésteres no grupo
controle. Estes compostos sdo sintetizados quando a levedura cresce em altas
temperaturas (Titica et al., 2000). Neste sentido, podemos hipotetizar que a
aplicagao da corrente elétrica além de otimizar o metabolismo reduziu o estresse

causado durante a fermentagao em temperatura ambiente.
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Demonstrou-se, portanto, que o protocolo desenvolvido pode ser usado
para a produgao de cerveja com menor estresse celular e consequentemente
uma bebida mais equilibrada mesmo com a fermentacdo ocorrendo a

temperatura ambiente.
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6. CONCLUSAO

Por fim, demonstrou-se que os biorreatores desenvolvidos possibilitaram

implementacao da eletromodulacéo;

A modulagdo da producédo de etanol por Saccharomyces cerevisiae

através da aplicagao de correntes elétricas é possivel,;

Correntes elétricas com 1Hz de frequéncia tendem a reduzir a produgao
de etanol;

Correntes elétricas com 50Hz de frequéncia tendem a aumentar a

producgao de etanol,

Existem diferengas no perfil cromatografico dos produtos com e sem a

eletroestimulagao.

Vale ressaltar que mais estudos envolvendo o tema devem ser realizados

para elucidar os mecanismos de acao desencadeados pelas correntes elétricas.
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