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RESUMO

ANDRADE, Cristilane Macharete de, D.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Abril de 2022. EFEITO DO CAMPO MAGNETICO
SOBRE A LEVEDURA Saccharomyces cerevisi;e NA FERMENTACAO
ALCOOLICA: ELUCIDACAO DOS MECANISMOS EM NIVEL CELULAR.
Orientador: Prof. Victor Haber Pérez.

Este trabalho teve como objetivo geral estudar o efeito do campo magnético de
baixa frequéncia e intensidade na fermentacdo alcodlica usando S. cerevisiae
X2180 em biorreator assistido por campo magnético, ndo apenas através das
observagbes macroscopicas, mas principalmente monitorando possiveis
alteragdes em nivel celular da enzima H*-ATPase (tipo P) presente na membrana
plasmatica, bem como, na morfologia das leveduras. As fermentagdes foram
realizadas sob linhas de campo na dire¢cdo axial com densidade de fluxo
magnético (B) de 10 mT, usando quatro diferentes arranjos de biorreator em
relacdo a exposicdo da suspensao celular ao campo (biorreator com reciclo
externo em tubo espiral, biorreator com reciclo externo em tubo em U, o biorreator
com reciclo externo em tubo reto e biorreator sem reciclo). A cinética de
fermentacdo foi monitorada pelo consumo de substrato, pH, formacdo de
bioetanol e subprodutos. Além disso, medidas eletrofisiolégicas do fluxo de H*,
bioquimicas e microscoépicas de fluorescéncia foram realizadas nas células da
levedura em diferentes estagios da fermentacdo. Os resultados mostraram que o
campo magnético favoreceu o consumo de substrato, a produtividade de
bioetanol e consequente reducdo dos tempos de fermentacido, o que pode ser
atribuido as alteracdes na performance da enzima H*-ATPase tipo P, presente na

membrana plasmatica, cuja bomba de prétons se tornou mais eficiente sob efeito
X



do campo magnético, tendo menor gasto de energia para um maior transporte de
H* e operando, portanto, em condi¢cdes de hiperacoplamento para a manutencao
do equilibrio eletroquimico da célula. Esta razdo de acoplamento chegou a ser 6
vezes maior em relacdo ao controle. Finalmente, os resultados deste estudo
podem contribuir para o entendimento dos mecanismos biolégicos de interagcao
dos campos magnéticos com micro-organismos de importancia industrial e ao
mesmo tempo, contribuir com a cadeia produtiva de bioetanol em funcdo do

potencial desta tecnologia para a sua implantagdao em escala industrial.

Palavras-chave: S. cerevisiae, bioetanol, biorreator ndo convencional assistido por

campo magnético, H*-ATPase tipo P, razdo de acoplamento.



ABSTRACT

ANDRADE, Cristilane Macharete de, D.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. April, 2022. MAGNETIC FIELD EFFECT ON THE S.
cerevisiae  YEAST DURING ALCOHOLIC FERMENTATION: MECHANISMS
ELUCIDATION AT CELLULAR LEVEL. Advisor: Prof. Victor Haber Pérez.

The aim of this work was to study the effect of low frequency and intensity
magnetic field on alcoholic fermentation using S. cerevisiae X2180 in a bioreactor
assisted by magnetic field, not only through macroscopic observations, but mainly
by monitoring possible changes at the cellular level of the P type H*-ATPase
present in the plasma membrane, as well as in yeast morphology. Fermentations
were carried out under field lines in the axial direction with a magnetic flux density
(B) of 10 mT, using four different bioreactor arrangements in relation to the cell
suspension exposure to the field (bioreactor with spiral tube external recycle, U-
tube external recycle bioreactor, bioreactor with external recycle straight tube and
bioreactor without recycle). Fermentation kinetic was monitored by substrate
consumption, pH, bioethanol formation and formed by-products. In addition,
electrophysiological H* efflux, biochemical and microscopic fluorescence
measurements were performed in yeast cells at different stages of fermentation.
The results showed that the magnetic field favored the consumption of substrate,
the bioethanol productivity and consequent fermentation times reduction. This can
be attributed to the changes in the performance of the P-type H*-ATPase enzyme,
present in the plasma membrane, whose proton pump became more efficient

under magnetic field effect, with lower energy expenditure for greater H+ transport
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and thus operating, under hyper-coupling conditions to maintain the
electrochemical balance of the cell. This coupling ratio was 6 times higher
compared to the control. Finally, the results of this study can contribute to the
understanding of the biological mechanisms of the magnetic fields interaction with
microorganisms of industrial importance and, at the same time, with the bioethanol
production chain due to the potential of this technology for its implementation on

an industrial scale.

Keywords: S. cerevisiae, bioethanol, unconventional bioreactor assisted by
magnetic field, P-type H*-ATPase, coupling ratio.
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1 INTRODUCAO

Novas tecnologias tém sidos estudadas a fim de melhorar a eficacia de
processos biotecnoldgicos (Silva et al., 2020; Veiga et al., 2020). Neste sentido,
ha alguns anos bioprocessos assistidos por campos magnéticos tém despertado a
atencao, tanto do ponto de vista cientifico como do industrial, em virtude das
potencialidades dos efeitos bioldgicos reportados (Silva et al. 2020; Berlot et al.,
2013; Deutmeyer et al., 2011; Dobsinsky et al., 2017; Galonja-Corghill et al.,
2009; Konopacka et al., 2019; Liu et al., 2009; Santos et al., 2010; Hunt et al.,
2009; Perez et al., 2007; Alvarez et al., 2006; Justo et al., 2006; Motta et al.,
2004).

Ao mesmo tempo, muitos estudos que abordam a sua aplicagcdo sob
micro-organismos sao controversos e ndo ha um consenso quanto aos efeitos
provocados na célula (Albuquerque et al., 2016; Hristov e Perez, 2011). De
maneira geral, os mecanismos biofisicos e bioquimicos que constituem a base da
interacdo entre campos magnéticos e leveduras sdo muito complexos e pouco
compreendidos (Dussan et al., 2019; Albuquerque et al., 2016). Entretanto, os
recentes progressos na biologia celular e molecular tém aberto novas
oportunidades para obtencdo de informagdes relevantes sobre processos
ocorridos na célula, tornando possivel a analise ampla de mudangas ocorridas na

célula microbiana, em condigbes e/ou momentos distintos (Saini et al., 2018).



Portanto, entender os efeitos desta tecnologia sobre o comportamento de
micro-organismos representa um passo de grande importancia para a
biotecnologia e mais pesquisas serdo necessarias para esclarecer os efeitos dos
campos nhas células microbianas que justifiquem tais alteragbes e repostas
provocadas em bioprocessos. Assim, um primeiro desafio sera compreender as
bases biofisicas das interagcbes do campo magnético com as células vivas. Uma
vez estabelecido um mecanismo de acéo claro e os principais alvos celulares e
moleculares, uma gama mais ampla de tipos de células poderia ser analisada
para revelar e avaliar o impacto ambiental do campo magnético e os equilibrios
técnico-econbmicos necessarios para discriminar o real potencial dessa
tecnologia (Andrade et al., 2021).

Diante de tal questionamento, ha alguns anos, o grupo de pesquisa
“Biomagnetismo aplicado a Industria de Processos” tem se dedicado a estudar
aplicagbes biotecnologicas de campos magnéticos na industria de alimentos e
neste contexto a elucidagdo dos mecanismos de interacdo destes campos com as
células microbianas tem sido um desafio de grande complexidade. Inicialmente,
as respostas foram apenas em nivel macroscépico e embasadas em hipoteses
sobre alteragdes na permeabilidade das membranas celulares e outros efeitos
reportados na literatura. Porém, desde o ano de 2017, em parceria com o
Laboratdrio de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos (LFBM) do Centro de
Biociéncias e Biotecnologia (CBB-UENF) foram iniciados estudos sobre a
influéncia do campo magnético em nivel celular, isto é, sobre a atividade da H*-
ATPAse da membrana plasmatica de Saccharomyces cerevisiae.

Os resultados mais recentes do grupo (Andrade et al., 2021) foram
animadores porque, além de influenciar positivamente o processo fermentativo,
com a redugdo do tempo de fermentagdo e consequente melhoria na
produtividade de bioetanol, também apontaram como possivel alteragcdo em nivel
celular, respostas significativas no efluxo de prétons através da membrana
plasmatica responsavel pelo equilibrio eletroquimico das células. Neste contexto,
o presente trabalho tem como objetivo avaliar o efeito do campo magnético de
baixa frequéncia e intensidade na fermentacido alcodlica usando S. cerevisiae

através de observacdes macroscopicas e em nivel celular monitorando a



atividade da bomba H*-ATPase tipo P presente na membrana plasmatica da
levedura visando aplicagbes futuras destes sistemas em escala industrial.

Os resultados do estudo experimental foram divididos basicamente em
trés etapas, sendo a primeira delas focada na formulagcdo de uma hipétese de um
possivel efeito bioldgico do campo magnético devido a sua interagdo com a
levedura, com base em observacgdes positivas da cinética das fermentagdes em
biorreatores com diferentes configuragbes sob campos magnéticos de baixa
frequéncia e intensidade e das respostas fisiolégicas da levedura nos efluxos de
H* por ATPases de membrana plasmatica (tipo P) em relagdo aos controles. Mas,
como os efluxos de H* sdo consequéncia de diferentes mecanismos de
transporte, na segunda etapa o trabalho foi direcionado para correlacionar os
resultados observados, na melhor configuragdo sob campo magnético, com a
atividade especifica da H*-ATPase tipo P, além de explorar possiveis alteracoes
morfologicas das leveduras expostas a estes campos magnéticos. Finalmente,
como as H*-ATPases do tipo P sdo complexos de proteinas embebidas em
membranas plasmaticas que funcionam como bombas de prétons acionadas por
hidrélise de ATP, em uma ultima etapa, a validagdo do mecanismo proposto foi

confirmada através de estudos de acoplamento bioquimico desta enzima.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fermentagao alcodlica

A fermentagdo alcodlica, também conhecida como etandlica é um
processo anaerdbico para produgdo de energia, na qual ocorre uma série de
complexas reagdes enzimaticas realizadas por micro-organismos, onde a glicose
€ convertida em etanol (Azhar et al., 2017; Ko et al., 2016). Os principais micro-
organismos responsaveis por esta transformacédo sdo as leveduras do género
Saccharomyces e também por bactérias como a Zymomonas mobilis (Crocomo e
Gutierrez, 2001; Lima et al., 2001).

Dentro do género Saccharomyces, especialmente a S. cerervisiae, é o
micro-organismo mais comumente empregado na producdo de etanol, devido a
sua boa capacidade fermentativa, alta produtividade, alta tolerancia ao etanol e
outros inibidores formados durante a fermentacéao, baixa geragcédo de coprodutos e
capacidade de fermentar uma ampla gama de agucares (Azhar et al., 2017; Ko et
al., 2016; Mussato et al. 2012). Vale ressaltar que, além da producgédo de etanol
biocombustivel, a levedura S. cerevisiae possui ampla utilizacdo industrial,
principalmente na industria alimenticia (panificacdo, produgéo de vinho, produgao
de cerveja), além do uso na industria farmacéutica (Azhar et al., 2017; Hristov e
Perez, 2011).

As células dessa levedura possuem formato redondo a ovoide com

didmetro 5 a 10 um que se reproduzem por brotamento. Dependendo do tipo de



cultivo podem utilizar diferentes agucares (Hristov e Perez, 2011, Lima et al.,
2001). Esta levedura é basicamente um dos organismos eucaridticos mais
intensivamente estudados na biologia celular, cujo metabolismo é o mais
conhecido (Saini et al., 2018; Hristov e Perez, 2011).

E um micro-organismo aerdbio facultativo, ou seja, tem a habilidade de se
ajustar metabolicamente, tanto em condigbes de aerobiose como de anaerobiose
(auséncia de oxigénio molecular). Portanto, os produtos finais do metabolismo do
acgucar dependerao das condigcbes em que a levedura se encontra (Lima et al.,
2001). Em condi¢gdes anaerdbicas, a principal via metabdlica usada pelas
leveduras € a glicdlise, conforme Equagéo 1, para cada molécula de glicose sao
produzidas duas moléculas de piruvato, que entdo é reduzido a etanol com
liberacdo de duas moléculas de gas carbbnico por acdo de duas enzimas, a
piruvato descarboxilase e a desidrogenase alcodlica (Crocomo e Gutierrez, 2001;
Lima et al., 2001). A Figura 1 exemplifica resumidamente como ocorre 0 processo

de fermentacgao alcodlica.

CeH1206 ——» 2CH3CH20H + 2CO2+ 2ATP (1)

CsH 206
2 NAD 2 ADP + 2P
2 NADH, 2 ATP
Acido piravico Acido piravico
(3C) (3C)
Fermentacao
co, Alcoodlica co,

Etanol Etanol

(C.H,OH) (C.H,OH)

Figura 1. Esquema simplificado do metabolismo da glicose da fermentagao
alcodlica.



O rendimento tedrico na producgao de etanol € de 0,511 e 0,489 para CO2
(Vasquez et al., 2009; Bai et al., 2008). Entretanto, juntamente com o etanol e o
CO2, o metabolismo anaerdbico permite a formacédo de varios subprodutos
durante a fermentacéo, como glicerol, acidos organicos, alcoois superiores, entre
outros compostos.  Simultaneamente, ocorre o  crescimento  das
leveduras/formacgao de biomassa (Lima et al., 2001).

Estes produtos secundarios acabam diminuindo o rendimento na
producdo de etanol. De acordo com Lima et al. (2001), estima-se que 5% do
agucar metabolizado pela levedura sejam desviados para formagéo de produtos
secundarios, resultando em um rendimento de 95% em etanol em condi¢cdes
adequadas de fermentagdo. Todavia, em condi¢des industriais, em que fatores
quimicos, fisicos e microbioldgicos podem afetar a levedura, rendimentos de até
90% normalmente sao obtidos, resultando em desvio de 10% do acgucar
processado para a formagao de outros produtos que nao seja o etanol.

O bioetanol é o biocombustivel mais utilizado no mundo com uma
producao global de 114 bilhdes de litros em 2019 (Ren21, 2020) para o qual a
producdo por fermentagdo € uma tecnologia bem estabelecida. Porém, ainda ha
demanda para o desenvolvimento de processos ndo convencionais que resultem
em melhorias na produgdo de etanol de primeira geragdo e que visem também
alavancar a produgao de biocombustiveis de segunda geragdo. Recentemente, a
busca por alternativas tecnolégicas que otimizem o processo fermentativo de
forma eficiente e com alta produtividade de etanol tem despertado interesse tanto
do setor industrial como cientifico (Azhar et al., 2017; Lopes et al., 2016).

Neste sentido, muitas pesquisas e tecnologias tém sido desenvolvidas
nos ultimos anos, a fim de obter melhorias do processo como o uso da
engenharia genética, utilizagdo de matérias-primas alternativas, equipamentos,
novas tecnologias, entre outros. Diversos pesquisadores tém estudado processos
fermentativos para produgao de etanol assistido por campos eletromagnéticos e,
portanto, diversos dispositivos foram desenvolvidos a fim de expor sistemas
biolégicos a estes campos (Dussan et al., 2019; DobSinsky e Jedlicka 2017,
Deutmeyer et al. 2011; Liu et al. 2009; Perez et al., 2007; Noévak et al., 2007,
Alvarez et al., 206; Motta et al., 2004; Ruiz-Gomes et al., 2004).



As fermentagbes assistidas por campos magnéticos para produgcédo de
bioetanol tém atraido cada vez mais a atencdo da comunidade cientifica como
uma técnica ndo convencional promissora, principalmente apds os primeiros
relatos sobre os efeitos positivos dos campos magnéticos na produgdo de
bioetanol (Berlot et al., 2013; Motta et al., 2004; Deutmeyer et al., 2011; Galonja-
Corghill et al., 2009; Perez et al., 2007; Andrade et al., 2021; Konopacka et al.,
2019; Dobsinsky e Jedlicka 2017; Liu et al., 2009). Estes estudos abordam
diferentes condicbes e pardmetros de exposicdo aos campos, bem como
diferentes resultados obtidos que serdo descritos detalhadamente nos proximos
topicos desta revisao.

2.2 Aspectos gerais sobre magnetismo e sistemas de exposi¢cao ao

campo magnético

Independente da sua forma, um iméa tem dois polos, o polo norte (N) e o
polo sul (S), que exercem forcas um sobre o outro de maneira analoga a das
cargas elétricas, sendo assim, polos do mesmo nome se repelem e os polos de
nomes opostos se atraem. Além disso, magnetismo e eletricidade se relacionam,
de forma que um campo elétrico variavel provoca um campo magnético e vice-
versa. O campo magnético € gerado por cargas moveis através de iméas
permanentes ou por correntes elétricas ligadas a um solenoide ou a bobinas
Helmholtz (Nussenzveig, 1997; Serway, 1996).

Segundo o Sistema Internacional de Unidade (Sl), a unidade de campo
magnético (B) € o Tesla (T), mas também pode ser representada em Gauss (G),
que corresponde a 10 T, ja a intensidade do campo magnético (H) a unidade é
Amper por metro (A/m) (Tipler, 2000; Serway, 1996; Reitz, 1967).

O campo magnético exerce forca sobre cargas em movimentos e essa
forgca é proporcional a carga e a magnitude da velocidade da particula. Sendo

“ 0

assim, experimentalmente, quando uma particula com carga elétrica “q”, passa
em uma certa velocidade ¥ por um campo magnético constante e uniforme B em
uma regido do espaco, sofre a agdo de uma forga perpendicular a ¥ e B. A forca

F € dada pela Equacgao 2 e denominada Forga de Lorentz do campo magnético
(Tipler, 2000; Serway, 1996; Reitz, 1967).



F=q(v x B) )

Em que: F € a forga de Lorentz, B € a densidade de fluxo magnético, q é a

carga da particula e + é a velocidade da particula.

No caso dos processos fermentativos em que os meios de cultura e/ou
suspensdes celulares sdo ricos em sais e outros nutrientes, ou seja uma série de

elementos quimicos ionizaveis (com cargas) e estas solugdes circulam a

determinada velocidade ¥ dentro de um fermentador na presenca de um campo

B, as forcas de Lorentz provocam a aceleracdo centripeta sobre as particulas
carregadas no liquido determinando sua trajetoria helicoidal (Figura 2) (Perez et
al., 2009; Reitz, 1967).

Figura 2. Movimento de uma particula carregada em meio de fermentagao
atingindo o equilibrio dindmico sob campo eletromagnético. Fonte: Perez et al.
(2009).

Esta trajetéria helicoidal, cujo raio de curvatura é conhecido com Raio de
Larmor (Figura 3), depende apenas da carga eletrostatica da particula e de sua
massa. Desta forma, em um fermentador onde se aplica um campo ha a
separacao das particulas com carga negativa e positiva, criando uma trajetéria
helicoidal. Assim é criada uma redistribuicdo ibnica na suspensao celular, a qual
acompanha um aumento da diferenca de potencial elétrico no interior do liquido
tratado magneticamente e estabelecendo um campo elétrico ndo uniforme com

circulagao de corrente no meio condutor (Perez et al., 2009; Reitz, 1967).



Figura 3. Raio de curvatura de uma particula carregada em suspensdo sob
influéncia de um campo eletromagnético. Fonte: Perez et al. (2009).

Atualmente, o magnetismo aplicado em processos biotecnoldgicos tem
apresentado resultados inovadores, entretanto, algumas variaveis importantes do
campo magnético que influenciam na resposta e que devem ser consideradas
como: a forga do campo (densidade de fluxo magnético (B) e a intensidade do
campo magnético (H)), tipo do campo (constante ou pulsante), o tempo de
exposicao, o tipo de corrente, a frequéncia e a orientagdo das linhas de campo
(Albuquerque et al., 2016; Perez et al., 2009; Hunt et al., 2009).

Biorreatores assistidos por campos eletromagnéticos estdo sendo
estudados em diferentes configuragdes (Dussan et al., 2019; Perez et al., 2009).
Prova disso, que nas ultimas décadas, uma variedade de dispositivos geradores
de campos magnéticos e eletromagnéticos foi desenvolvida para tratar diversos
materiais biologicos (David et al. 2016; Perez et al., 2007; Perez et al., 2009;
Hristov, 2010; Justo et al., 2006). Estes dispositivos permitem expor as culturas
de células na irradiagdo do campo magnético em pequenos sistemas, tais como
placas de Petri, tubos ou pequenos frascos e recipiente para suspensdes
celulares (Justo et al., 2006).

A variedade de sistemas desenvolvidos muitas vezes aumenta os
resultados contraditérios e a falta de reprodutibilidade de pesquisas com esta
tecnologia, pois ndo existem sistemas e/ou equipamentos comercialmente
disponiveis (Hunt et al, 2009), desta forma, estes equipamentos s&o

desenvolvidos pelos seus respectivos grupos de pesquisa, ndo havendo uma
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padronizagdo dos sistemas geradores. Porém, estudos basicos em escala
laboratorial sdo necessarios para avaliar as vantagens técnico-econémicas para
implantagdo em escala industrial (Dussan et al., 2019).

Para Alvarez et al. (2006), a aplicagdo de campos magnéticos em escala
industrial, infelizmente, ainda é uma técnica economicamente inviavel, uma vez
que, normalmente os dispositivos geradores do campo magnético sao projetados
para cobrir a totalidade ou a maior parte de um fermentador e tratar pequenos
volumes de amostras. Na Figura 4 estdo apresentados alguns exemplos de
sistemas de exposicdo a campos magnéticos de culturas estaticas em escala
laboratorial.

A Figura 4a apresenta um sistema gerador de campo magnético
configurado por um ima supercondutor com uma densidade maxima de fluxo
magneético de 14 T e colocagédo do tubo com a cultura de levedura utilizada por
Iwasaka et al., (2004). No estudo realizado por Ji et al. (2009) (Figura 4b), os
campos magnéticos estaticos foram gerados por imas permanentes Nd-Fe-B com
indugcdo de 450 mT a 3500 mT e gerados por discos magnéticos (8 cm de
didmetro e 4 cm de espessura) com indugédo de 45 mT e 450 mT.

No sistema desenvolvido por Ruiz-Gomes et al. (2004) (Figura 4c), os
campos magnéticos foram gerados por um par de bobinas Helmholtz (40 cm de
diametro e com 154 voltas de fio de cobre) montadas em uma armacado de
madeira. As bobinas foram separadas 20 cm e produzem um campo magnético
homogéneo na diregdo vertical na area central com densidade de fluxo magnético

variando de 0,1 a 3,5 mT.
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Figura 4. Sistemas de exposicdo a campos magnéticos de culturas microbianas
estaticas gerados por: a) Ima supercondutor (lwasaka et al., 2004), b) Imas
permanentes Nd-Fe-B (Ji et al., 2009) e c) Bobinas Helmholtz (Ruiz-Gomez et al.,
2004).

Os sistemas para tratamento magnético de suspensdes celulares foram
desenvolvidos basicamente para processos de fermentagdo. Na Figura 5 estédo
apresentados alguns sistemas de exposicdo a campos magnéticos de
suspensdes celulares. Este tipo de sistema foi idealizado para operar de forma
dinamica o reciclo de suspensdes celulares através de um campo eletromagnético
externo e pode ser usado para controlar tanto para o crescimento celular e/ ou
inibicdo. Desta forma, é possivel sua implementagdo em escala industrial
independente do tipo de processo ou do tamanho da planta ou do equipamento
(Justo et al., 2006).

Alvarez et al. (2006) realizaram o reciclo do meio de fermentagdo em um

tubo de acgo inoxidavel sob campo magnético gerado por trés pares com polos
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opostos (Figura 5a) com distancias reguladas de forma a obter densidade de fluxo
magnético de 20, 12,5 e 5 mT, com linhas de campo perpendiculares ao
movimento do fluido.

De modo semelhante, no estudo realizado por Perez et al. (2007), o
biorreator foi acoplado com dois aparelhos geradores de campo eletromagnético
(Figura 5b): o primeiro constituido por seis imas, dispostos com polos opostos
fornecendo densidade de fluxo magnético de 5-20 mT, com linhas de campo
perpendiculares ao movimento do fluido com extremada baixa frequéncia
(<300Hz). No segundo aparelho, utilizou-se um solenoide de dupla camada de
0,20 m de comprimento, o que permitiu estabilizar a fonte de corrente de 2 A e

densidade de fluxo magnético de aproximadamente 8 mT.

A
g

+

.
Cell suspension

Figura 5. Esquemas experimentais de sistemas de exposicdo a campos
magnéticos de suspensdes celulares gerados por: a) Trés pares de imas com
polos opostos (Alvarez et al., 2006), b) Seis imas, dispostos com polos opostos e
um solenoide de dupla camada de 0,20 (Perez et al., 2007).

Nosso grupo de pesquisa “Biomagnetismo aplicado a Industria de

Processos” esta implementado desde de 2008 no Setor de Engenharia de
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Processos — Planta Piloto do Laboratério de Tecnologia de Alimentos junto ao
Centro de Ciéncia e Tecnologia Agropecuaria presente na Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Para tanto, segundo (Réman, 2015), foram
desenvolvidos 3 sistemas geradores de campo magnético equipado com um
sistema operacional para controle dos parametros do processo, sendo utilizados
tanto para a obtengdo de biocombustiveis como para produtos de interesse da
industria de alimentos.

Alguns estudos mais recentes do grupo descrevem melhor estes sistemas
(Figura 6). Na Figura 6a é apresentado o sistema utilizado por David et al. (2016),
no qual os campos magnéticos homogéneos foram gerados por bobinas
Helmholtz suportadas por um quadro ndo magnético (de madeira) com um
balangco de péndulo com varias orientacbes da direcdo do campo (axial para
transversal). As bobinas foram energizadas por uma corrente continua fornecida
por um retificador Greatz e controlado por um medidor digital.

De forma semelhante, Dussan et al. (2019) também utilizaram os
sistemas variando a direcdo das linhas do campo gerado por dois conjuntos de
bobinas que permitiam duas direcbes das linhas de campo em relagédo ao eixo
vertical do fermentador, ou seja, transversal e axial (Figura 6b). Ja Andrade et al.
(2021) utilizaram apenas o sistema de gerador de campo com linhas na diregao

axial (Figura 6¢) variando os sistemas de reciclo da suspensao celular.
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Figura 6. Esquemas experimentais de sistemas de exposi¢cdao a campos magnéticos de suspensdes celulares gerados por Bobinas
Helmholtz desenvolvidos pelo grupo de pesquisa: a) Biorreator axial-transversal (David et al., 2016); b) Biorreator transversal (Dussan

et al., 2019) e c) Biorreator axial (Andrade et al., 2021).
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2.3 Aplicagdes biotecnoldgicas de campos magnéticos

Nas ultimas décadas, muitos pesquisadores investigaram a influéncia do
campo magnético em sistemas biolégicos e os efeitos provocados na célula.
Diversas aplicagdes biotecnoldgicas sob campos magnéticos tém apresentado
melhorias significativas do ponto de vista industrial e cientifico, entretanto os
mecanismos biologicos dessa interagdo ainda ndo foram claramente elucidados
(Hunt et al., 2009; Perez et al., 2007 e 2009; Li et al., 2007; Justo et al., 2006).

Dessa forma, tanto a estimulacdo quanto a inibicido de processos
celulares representam consideravel interesse na biologia celular e na
biotecnologia, ndo s6 para estabelecer os mecanismos basicos dessa interagao,
mas também devido aos potenciais de aplicacbes praticas. Embora a aplicacao
de campo magnético tenha sucesso em muitas areas, os estudos que abordam a
sua aplicagdo aos micro-organismos sao controversos (Albuquerque et al., 2016;
David et al., 2016; Li et al., 2007).

Os mecanismos envolvidos nessa interacdo ainda se encontram sob
investigacao. Na literatura algumas hipdteses de atuagdo do campo magnético
sobre célula estdo centradas principalmente nos componentes da membrana
celular, acarretando respostas metabdlicas que influenciam no crescimento, na
composicao celular e na sintese de metabdlitos secundarios (Silva et al., 2020;
Dobsinsky e Jedlicka, 2017; Perez et al., 2007).

Segundo Perez et al. (2007), Fojt et al. (2004) e Strasak et al. (2002),
campos magneéticos afetam a permeabilidade dos canais ibnicos na membrana,
afetando assim o transporte de ions para dentro das células. Para Hunt et al.
(2009), além do aumento na permeabilidade da membrana, ha um aumento da
circulagdo do fluxo de ions e na taxa de reagdes bioquimicas bem como,
alteracdo na taxa de ligagdo de ions de calcio para enzimas ou receptores,
mudanca da distribuicao de proteinas e lipidios e nas associagdes proteina-lipidio,
alteragcdo na distribuicdo interna de carga elétrica de moléculas lipidicas da
bicamada da membrana, na expressdo de genes especificos e na atividade da
enzima.

Para Albuquerque et al. (2016), a presenga do campo altera a diregéo da

migracao de certos micro-organismos e o crescimento e a reprodug¢ao, aumenta a
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sintese de DNA, atua na orientagdo de biomoléculas e reduz do numero de
células. Outro possivel efeito € de que campos influenciam de alguma forma as
enzimas (catalisadores bioldgicos), tornando a conformagéao mais favoravel para
reagir com o substrato e com outros compostos do processo (Lopes et al., 2010).

Na literatura sdo encontradas muitas pesquisas com aplicagoes
biotecnolégicas de campos magnéticos com diferentes sistemas, parametros
experimentais e tipos de micro-organismos e fatores como: a intensidade do
campo, tipo de campo, frequéncia, tempo de exposi¢cao, parametros operacionais
dos dispositivos geradores de campo, dire¢cdo das linhas de campo, geometria do
sistema, configuracdo e tipo de campo, tipo de micro-organismo, composi¢gédo do
meio, a concentragdo microbiana, o estado biolégico das células influenciam nos
efeitos encontrados em resposta ao tratamento com campo magnético (Dussan et
al., 2019; David et al., 2016; Albuquerque et al., 2016; Hunt et al., 2009; Tenuzzo
et al., 2009).

A membrana celular € um importante alvo de estudo quando campos
magnéticos sao aplicados em micro-organismos, pois acredita-se que as
respostas obtidas em processos biotecnologicos sob efeito destes campos
estejam relacionadas inicialmente a interagdo do campo com a membrana
plasmatica da célula, e alterando as respostas metabdlicas que influenciam na
permeabilidade da membrana e na passagem de nutrientes para o interior da
célula, no crescimento celular e na sintese de metabdlitos secundarios (Silva et
al., 2020; DobSinsky e Jedli¢ka, 2017; Hunt et al., 2009; Perez et al., 2007).

Portanto, a influéncia real dos campos magnéticos nas células torna-se
mais complexa uma vez que, os experimentos envolvem uma gama de condi¢des
de exposicao. Nao ha um consenso quanto aos efeitos provocados na célula, de
maneira geral, os mecanismos biofisicos e bioquimicos que constituem a base da
interacdo com campos magnéticos encontram-se sob investigagao, (Dussan et al.,
2019, Albuquerque et al., 2016). Entretanto, maiores esforgos serdo necessarios
para avaliar o comportamento complexo dos sistemas biolégicos mediante a

aplicacao desta tecnologia.
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2.3.1 Processos fermentativos e produc¢ao de metabdlicos

Em bioprocessos, a aplicagdo de campos magnéticos tem apresentado
respostas que vao desde alteragdes nas taxas de crescimento (inibicdo ou
estimulacdo) até producdo de metabdlitos dependendo dos parametros
estabelecidos (Hristov e Perez, 2011; Hunt et al., 2009). Tratando da produgao de
bioprodutos, inumeros beneficios foram obtidos nos ultimos anos com a aplicagéo
de campos magnéticos em processos fermentativos (Silva et al., 2020; Dussan et
al., 2019; David et al., 2016; Berlot et al., 2013; Perez et al., 2007; Justo et al.,
2006; Motta et al., 2004), implicando em futuras melhorias no setor industrial de
biocombustiveis, farmacéutico e alimenticio.

Em um estudo realizado por Alvarez et al. (2006), a combinagéo de tempo
de exposicdo, a indugdo do campo magnético e a velocidade de reciclo e a
aplicacao de campo magnético sobre a suspensao celular de Lactococcus lactis
subsp. Lactis intensificaram a producdo de nisina durante o processo de
fermentacdo. Nas melhores condigdes de tratamento com o campo magnético, o
rendimento de nisina, no que diz respeito ao consumo de substrato e da biomassa
formada foi, respectivamente, trés e cinco vezes maior que os valores
encontrados nos experimentos controle.

Santos et al. (2010) avaliaram a influéncia das variaveis tempo de
exposicao (8 - 16 h) e densidade de fluxo magnético (25,0 - 34,3 mT) na
fermentacdo com S. cerevisiae ATCC 7754 para a producédo de glutationa e
verificaram o aumento da produgdo de biomassa e glutationa. Os resultados
indicaram que o maior rendimento foi obtido com maior tempo de exposi¢ao (16 h)
e menor densidade de fluxo magnético (25 mT).

Muitos estudos também relatam o efeito positivo do campo magnético na
producao de etanol por células de S. cerevisiae aumentando a taxa metabdlica
(Konapacka et al., 2019; DobSinsky e Jedlicka 2017; Motta et al., 2004), a
captacédo de glicose (Motta et al., 2004; Ivanova et al., 1996) e influéncia na
reducao do tempo de fermentagao (Andrade et al., 2021; Berlot et al., 2013; Perez
et al., 2007).

Motta et al. (2004) observaram um aumento de 3,4 vezes na

concentragdo de etanol através da aplicagdo de campos magnéticos estaticos
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durante 24 h de exposicdo a 220 mT durante a fermentacado alcodlica por S.
cerevisiae. Ao aplicarem um campo magnético de 40 mT com frequéncia de 50
Hz durante 30 min de exposi¢ao por 10 dias no processo fermentativo do vinho.
Dobsinsky e Jedlicka (2017) verificaram que o campo magnético acelerou o
metabolismo da levedura e favoreceu a reducédo do tempo de fermentagao. Berlot
et al. (2013) verificaram uma redugao no tempo de fermentagdo de mosto de uva
quando células de S. cerevisiae foram previamente expostas ao campo magnético
estatico de 140 mT durante 72 h.

Com o objetivo de avaliar os efeitos de campos magnéticos de baixa
frequéncia (5-20 mT) na producao de etanol pela S. cerevisiae utilizando melago
de cana-de-agucar como substrato, Perez et al. (2007) comprovaram a eficacia do
tratamento com campos magnéticos, uma vez que a fermentagao foi concluida
em menos tempo quando comparada com o experimento controle (fermentagéo
nao exposta ao campo magnético), além disso foi verificado um aumento de 17%
na produgdo de etanol nas melhores condigdes do processo (velocidade de
reciclo de 0.9-1.2 m s e densidade de fluxo magnético de 20 mT).

A produtividade de etanol aumentou 15% na fermentagcdo do melago de
cana-de-agucar por células de S. cerevisiae expostas a campo magnético de 150
mT (Galonja-Coghill et al., 2009). Ja Deutmeyer et al. (2011) observaram um
aumento de 8% no rendimento de etanol na fermentacdo exposta a campos
magnéticos estaticos ndo homogéneos de 200 mT gerados por imas NdFeB.
Dussan et al. (2019) obtiveram um aumento de 12% no rendimento e de 34% na
produtividade de etanol. Para Konapacka et al., (2019), as culturas expostas ao
campo magnético aumentaram até 33% e 50% a producdo de etanol em
comparagao com o processo de controle.

Nas condigbdes estudadas por Lopes et al. (2010) nenhum beneficio foi
verificado pela presenga de campo magnético na produgdo de etanol em
batelada. De modo semelhante, os resultados encontrados por Ruiz-Gomes et al.
(2004) indicaram que a aplicacdo de campo magnético estatico com densidade de
fluxo magnético de 0,35 e 2,45 mT, durante 24 e 72 h nado induziu alteragbes no

crescimento da S. cerevisiae WS8105-1C.



19

Andrade et al. (2021) estudaram a produgédo de bioetanol em biorreator
assistido por campo magnético axial na densidade de fluxo magnético de 10 mT
usando trés diferentes arranjos de reciclagem (tubo em espiral, tubo em U e
biorreator). Em todas as condigdes estudadas, o campo magnético favoreceu a
producao de bioetanol, reduzindo os tempos de fermentagdo em 2 h e atingindo
um aumento na produtividade do etanol em relagdo ao controle. Além do aumento
na produgao de etanol, o campo magnético (B) também proporcionou um
aumento no efluxo de H* associado a atividade da enzima H*-ATPase tipo P.

De fato, pode observar resultados positivos disponiveis na literatura sobre
a aplicagdo desta tecnologia em bioprocessos. Entretanto, entender os efeitos
desta tecnologia sobre micro-organismos representa um passo de grande
importancia para a biotecnologia (Perez et al., 2007; Alvarez et al., 2006). Na
Tabela 1 estdo apresentados resumidamente alguns estudos relacionados aos
efeitos do campo magnético sobre células de leveduras na produgédo de etanol.

Além do bioetanol, outros metabdlitos de interesse industrial e cientifico
podem ser obtidos e estimulados em bioprocessos através da aplicacdo de
campos magnéticos, como carotenoides (Silva et al., 2020) e outros pigmentos
(Zhang et al., 2015), proteinas (Veiga et al., 2020; Justo et al., 2006), acido citrico
(Gao et al., 2011), glutationa (Santos et al., 2012), nisina (Alvarez et al., 2006).
Resumidamente, na Tabela 2 estdo apresentados alguns produtos obtidos em
processos biotecnolégicos assistidos por campos magnéticos de estudos

disponiveis na literatura.



Tabela 1. Leveduras expostas a campos magnéticos para produgao de etanol
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Micro-organismo Parametros de campo magnético Resultados e observacdes Referéncia
S. cerevisiae X2189 Densidade de fluxo magnético de 10 Redugdo de 20% no tempo de fermentacdo e Andrade et al. (2021)
mT (B). aumento de 33% na produtividade de etanol.
Scheffersomyces shehatae Intensidade do campo magnético de 8 Aumento de 12% no rendimento e de 34% na Dussan et al. (2019)
UFMG HM52.2 imobilizadas kA e 12 KA. produtividade de etanol.
S. cerevisiae 40 mT com frequéncia de 50 Hz Reducdo do tempo de fermentagao. DobSinsky e Jedlicka

durante de 30 minutos

S. cerevisiae Campo magnético estatico de 140 mT
durante 24, 48 e 72h de exposic¢éo.

S. cerevisiae ATCC 7754 Densidade de fluxo magnético de 20
mT por 24, 48 e 72h de exposicao.

S. cerevisiae Densidade de fluxo magnético de 5 a
20 mT

Aumento do consumo de glicose e no rendimento
de etanol.

Aumento de 2,63% na producao de biomassa e de
32,1% na producgédo de glutationa.

Aumento de 17% na produgcdo de etanol e
redugdo no tempo de fermentagéo.

(2017)

Berlot et al. (2013)

Santos et al. (2012)

Perez et al. (2007)




Tabela 2. Exemplos de processos biotecnolégicos usando diferentes micro-organismos sob campos magnéticos

Micro-organismo

Parametros de campo magnético

Resultados e observagoes

Referéncia

Phaffia rhodozyma NRRL Y-
17268

Monascus purpureus SKY219

Saccharomyces cerevisiae

ATCC 7754

Yarrowia lipolytica NRRL-1095

Chlorella fusca LEB 111

Densidade de fluxo magnético de
30 mT por 168h de exposigao

Densidade de fluxo magnético de
0,4 mT por 1, 4, 12, 24, 48, 72 e
96h de exposicao.

Densidade de fluxo magnético de
20 mT por 24, 48 e 72h de
exposicao.

Intensidade eletromagnética de 1,5,
4,5 e 9,0 kA/m durante 24h.

Densidade de fluxo magnético de
60 mT por 24h

Aumento de 12,8% na concentracdo celular do
inéculo. A produgdo de carotenoides aumentou
59,4% e a produtividade de carotenoides 99,3%.

Aumento de 65,4% no rendimento dos pigmentos
amarelos e 59,2% nos pigmentos vermelhos.

Aumento de 2,63% na producido de biomassa e
de 32,1% na producéao de glutationa.

Nas melhores condigbes houve Aumento de 6%
na produgéo de biomassa e de 30% na produgéo
de lipase.

Aumento de 20,5% na concentragcdo de
biomassa e de 24,8% no teor de carboidratos.

Silva et al. (2020)

Zhang et al. (2015)

Santos et al. (2012)

David et al. (2016)

Deamici et al.

(2016).
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2.3.2 Crescimento e inativagdo de micro-organismos

Muitas pesquisas também tém se dedicado a estudar os possiveis efeitos
ocasionados pela exposicdo aos campos magnéticos na inativacdo de micro-
organismos (Albuquerque et al., 2016). Uma vez que o campo magnético provoca
alteracdes no crescimento celular, proliferagcao e viabilidade celular por afetar as
funcdes bioldgicas dos organismos, além de alterar caracteristicas morfologicas,
fisiolégicas, bioquimicas e genéticas dos micro-organismos dependendo dos
parametros utilizados (Pichko e Povalyaeva, 1996).

Segundo Tsuchiya et al. (1996), campos magnéticos podem afetar células
bacterianas em diferentes aspectos, pois as células contém muitos componentes
sensiveis a altos campos magnéticos, tais como proteinas, acidos nucleicos e
membranas. Para Novak et al. (2007), bactérias sdo mais sensiveis a exposi¢ao a
campos magnéticos do que as leveduras. Além disso, a diferengca no efeito do
campo entre as estirpes bacterianas pode ser causada pelo tipo de célula
(eucaridtico ou procariotico), morfologia (Fojt et al., 2007; Strasak et al., 2005),
bem como a estirpe (Fojt et al., 2004).

Ma et al. (2009) estudaram campo magnético de até 4,5T em Escherichia
coli 8099 e verificaram que apds o tratamento a taxa de sobrevivéncia do micro-
organismo diminuiu significativamente e que a fase exponencial (Log) de
crescimento de E. coli foi a fase de maior sensibilidade. Além da inibicado no
crescimento de E. coli, Ji et al. (2009) também verificaram danos na superficie da
célula (na parede celular) ao investigar a morfologia da célula com auxilio de
microscopia eletrdnica de varredura apods exposicdo ao campo. A superficie das
células crescidas sob o efeito do campo magnético apresentou deformacdes
principalmente nas extremidades. Novak et al. (2007) verificaram a destruicao de
uma fragdo das células da levedura S.cerevisiae CCY 21-4-59 com um campo
magnético de 10 mT durante 60 min de exposicao.

Segundo (Li et al., 2007) tratamentos com campos magnéticos podem
influenciar na taxa de crescimento, no acumulo de biomassa e na biossintese da
cultura microbiana. Entretanto, em alguns estudos o crescimento celular ndo é
afetado pelo campo. Harte et al. (2001) ndo observaram efeitos inativadores ou

danos a célula de E. coli ATCC 11775 na presenga de campos magnéticos
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pulsados (50 pulsos, 10-15kHz de frequéncia e 18 T intensidade por 30 pys) em
combinagdo com outras tecnologias nao-térmicas (ultrassom, alta presséo
hidrostatica, campo elétrico pulsado e antimicrobianos como nisina e lisozima).

Lin et al. (2019) verificaram que apos tratamento com campos magnéticos
pulsados 0 a 8,0 T a 20 pulsos E. coliO157:H7 foram causados danos na
membrana celular aumentando a permeabilidade da membrana celular, reduzindo
o conteudo de trés macromoléculas intracelulares (proteina, ATP e DNA), além de
exibir inibicdo da atividade ATPase.

Para a industria de alimentos, essa técnica ndo convencional representa
uma alternativa inovadora, uma vez que a aplicagdo de campos magnéticos na
inativacdo de micro-organismos tem apresentado respostas promissoras no
tratamento de contaminagdes microbianas. Resumidamente, na Tabela 3 estéo
apresentados alguns estudos envolvendo bactérias patogénicas sob aplicagao de
campos magnéticos, bem como os efeitos produzidos sobre as células expostas.



Tabela 3. Bactérias sob o efeito de campos magnéticos
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Micro-organismo

Parametros de campo magnético

Resultados e observagoes

Referéncia

Escherichia coli 10032

E. coli, Staphylococcus aureus e
Streptococcus mutans

E. coliB

E. coli, Leclercia adecarboxylatae,
S. aureus

Salmonella entérica subsp.
Enterica serovar Hadar

E. coli e Paracoccus denitrificans

Densidade de fluxo magnético de 45 a
3500 mT por 60 min.

Densidade de fluxo magnético de 30,
60, 80 e 100 mT por 24h.

Campo magnético homogéneo com
densidade de fluxo magnéticode 7 T
e ndo homogéneo de 5.2-6.1TeT
3.2-6.7.

Densidade de fluxo magnético de 10
mT por 30 min e frequéncia de 50 Hz.

Densidade de fluxo magnético de 200
mT por 13 h de exposicao.

Densidade de fluxo magnético de 10
mT e 50 Hz de frequéncia por 1h de
exposicao.

Diminuigdo do numero de UFCs com aumento do
tempo de exposigao e danos na superficie da
célula.

Inibicdo do crescimento de todas as espécies
expostas de acordo com a intensidade do campo
magnético.

Afetou negativamente o crescimento dependendo
da fase de crescimento.

O ndamero de UFCs diminuiu com o tempo de
exposicao em todas as estirpes.

Nao alterou o crescimento celular, mas induziu a
diminuicao de colbnias (UFCs) entre 3 e 6 horas.

Nao foi observada qualquer alteragao na
superficie e na morfologia de nenhuma das
espécies estudadas.

Ji et al. (2009)

Kohno et al. (2000)

Tsuchiya et al. (1996)

Fojt et al. (2004)

El May et al. (2009)

Fojt et al. (2009)
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2.4 Aspectos gerais sobre membrana plasmatica

As membranas celulares servem como barreira seletiva a passagem de
substancias do meio extracelular para o intracelular e vice-versa, transportando
moléculas especificas e ions, nutrientes essenciais, excretar produtos,
metabdlitos e regular concentragdes intracelulares de ions (Alberts et al., 2010).

Na Figura 7 esta apresentado um desenho ilustrativo da membrana celular.

Glicoproteina Carboidrato Glicolipideo

Proteina Colesterol

globular

Proteina
) integral
Proteina Proteina

alfa-hélice Protefna de canal periférica

Figura 7. llustragdo da membrana plasmatica que envolve as células. Fonte:
Junqueira e Carneiro (2012).

As células de leveduras sao unidades circundadas por cargas elétricas
reguladas por correntes geradas a partir do influxo e efluxo de atomos e
moléculas eletricamente carregadas. O fluxo localizado na membrana plasmatica
proporciona a formagao do potencial elétrico da membrana, o qual € modulado
dinamicamente por proteinas transmembranares que funcionam como canais ou
bombas de anions e cations (Alberts et al., 2010).

As proteinas de transporte s&o responsaveis pela transferéncia de solutos
através das membranas celulares. Essas proteinas permitem a passagem de
solutos na membrana de forma passiva, na diregdo do seu gradiente

eletroquimico, e ativa, no qual ocorre o bombeamento contra o gradiente (Figura
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8). No transporte ativo, as proteinas transportadoras, também chamadas de
bombas, estdo acopladas a uma fonte de energia metabdlica, como a hidrélise de
ATP ou gradiente de ions (Alberts et al., 2010).

Molécula transportada
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Figura 8. Esquema de transporte através da membrana plasmatica. Fonte: Alberts
et al. (2010).

Os gradientes de ions desempenham um papel importante nas células,
uma vez que conduzem varios processos essenciais de transporte (Cyert e
Philpott, 2013). As bombas de ions que utilizam a energia de hidrélise de ATP sao
responsaveis, principalmente, pelo estabelecimento e pela manutencdo do
gradiente eletroquimico da célula. As bombas acionadas por ATP, chamadas de
transportadoras ATPases, hidrolisam ATP em ADP e fosfato e usam a energia
para bombear ions ou outros solutos através da membrana (Alberts et al., 2010).

Existem trés principais classes de bombas acionadas por ATP (Figura 9):
bombas do tipo P sdo estruturais e funcionalmente relacionadas a proteinas
transmembranas de multiplas passagens que se autofosforilam durante o ciclo de

bombeamento; bombas do tipo F sdo proteinas semelhantes a turbinas
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classificadas com ATP-sintases, pois atuam de forma reversa utilizando o
gradiente de H* para sintetizar ATP a partir de ADP e fosfato; e transportadores
ABC que bombeiam predominantemente moléculas através das membranas
celulares (Alberts et al., 2010).

lons Molécula pequena

P+ ADP

omba do tipo P Bomba de protons Transportador ABC
do tipo F (e tipo V)

Figura 9. Tipos de bombas dirigidas por ATP. Fonte: (Alberts ef al., 2010).

Em todos os eucariotos, o potencial de membrana plasmatica e os
sistemas de transporte secundario sdo energizados pela atividade de proteinas de
membrana H*-ATPase do tipo P. Essas bombas de H* sdo capazes de transportar
H* através das membranas contra o gradiente eletroquimico de H*, usando a
energia de hidrdlise do ATP. Essas bombas sao consideradas enzimas
eletrogénicas, pois transportam cargas elétricas (positivas), criando uma diferenca
das cargas elétricas através da membrana, chamada potencial de membrana e
simultaneamente, uma diferenga dos potenciais quimicos de H* ou gradiente de

concentragao de H* (ApH) (Pedersen et al., 2007).
2.5 H*-ATPases tipo P: estrutura e funcionamento

As H*-ATPases representam uma grande familia de enzimas
eletrogénicas capazes de transportar carga elétrica (positiva) em forma de H*,
através das membranas, utilizando a energia da hidrolise do ATP. Também s&o

conhecidas como bombas protbnicas translocase (EC 7.1.2.1) que regulam o pH
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citoplasmatico e geram a for¢ga necessaria para transportar prétons através da
membrana plasmatica. Esta enzima mantém um potencial de membrana, o qual é
essencial para todas as células eucaribticas. Esse potencial de membrana é
baseado nas diferentes concentragdes de ions na parte intra e extracelular da
membrana (Cosse e Seidel, 2021; Cyert e Philpott, 2013).

O potencial de membrana e o gradiente de concentracdo de protons
(ApH) sao importantes fatores na manutencao da atividade celular, uma vez que o
gradiente eletroquimico criado por essas bombas estimula processos celulares
centrais, tais como o transporte secundario de nutrientes (aminoacidos, agucares
e ions inorganicos) e produtos metabdlicos para dentro e para fora da célula,
respectivamente (Duby e Boudry, 2009; Pederson et al., 2007).

A Figura 10 mostra a estrutura de uma H*-ATPase tipo P, um peptideo de
100 KDa que contém dez hélices transmembranares (Pederson et al., 2007). E
uma das proteinas mais abundantes da membrana, constituindo de 15-20% de
todas as proteinas encontradas na membrana de leveduras (Eraso et al., 1987),
com capacidade de transportar de 20-100 H* para fora da célula por segundo e
consumo de pelo menos 20% de ATP celular (Cyert e Philpott, 2013; Serrano,
1988). Dessa forma, representa um dos principais elementos de transporte ibnico
e reguladores do potencial elétrico de membrana em células de leveduras (Chang
e Minc, 2014; Volkov, 2015).

Além disso, esta enzima é regulada mais efetivamente pelo aumento do
acoplamento entre o transporte de H* e a hidrolise de ATP, sugerindo que esta
enzima pode responder mais rapido aos desafios impostos pelo ambiente
(Gaxiola et al., 2007).
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Extracellular
space

Figura 10. Estrutura representativa de uma forma ativa da H*-ATPase tipo P. Sdo
indicadas dez hélices transmembranas (laranja, verde e marrom); o dominio
ligado ao nucleotideo (N), vermelho; o dominio de fosforilagdo (P), azul; e o
dominio ativo (A), amarelo. Fonte: Pedersen et al. (2007).

A H*-ATPase da membrana plasmatica desempenha um papel essencial
na fisiologia das células de fungos e leveduras, uma vez que a concentragao de
prétons (H*) na célula influencia drasticamente todos os aspectos da bioquimica
celular, regulado por esta enzima presente na membrana plasmatica (Cyert e
Philpott, 2013). O gradiente eletroquimico é utilizado pelos transportadores de
proteinas para impulsionar a captagcao e o efluxo de ions e nutrientes através da
membrana. Portanto, a absor¢cdo de nutrientes depende da manutencdo do
gradiente de prétons, uma vez que os principais nutrientes possuem afinidade
com H*, como glicose, outros agucares e aminoacidos (Cyert e Philpott, 2013;
Lobao et al., 2007).

Além disso, a regulagdo do pH intra e extracelular por essa bomba
protdnica tem se mostrado importante na modulagdo do crescimento polarizado
(Cogo et al., 2018; Minc e Chang, 2010) e na longevidade celular de leveduras

(Henderson et al., 2014; Deprez et al., 2018). Essas caracteristicas tornam a H*-
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ATPase tipo P um importante alvo de estudo quando leveduras sao expostas a

campos magnéticos externos.
2.6 Interagdo do campo magnético com enzimas ATPases

Para Hunt et al. (2009) e Pazur et al. (2007), os efeitos provocados por
campos magnéticos em micro-organismos estdo associados a alteragbes na
membrana plasmatica, com mudancas na conformacdo de proteinas, na
expressdo génica, e na atividade de diversas enzimas. Essas mudancgas
estruturais na membrana representam uma transferéncia de informacéao
eletroquimica, pois alteram as propriedades de transporte da célula e
desencadeiam uma resposta enzimatica especifica. Dentre as quais, estdo as
alteracdes na atividade de transportadores e canais ibnicos e, consequentemente,
no potencial elétrico da membrana (lkehara et al., 1998; Zablotskii et al., 2016).

Para Blank e Soo (2001), o campo magnético influencia na atividade
enzimatica, pois atua interagindo com cargas moveis e afetando elétrons dentro
das bases do DNA. Moreli et al. (2005) verificaram uma redu¢do maior que 50%
na atividade de enzimas associadas a membrana expostas ao mesmo campo
magnético. Por outro lado, Verma et al. (2017) constataram aumento da atividade
enzimatica da alfa amilase com campo magnético de 100 e 200mT.

O campo magnético pode influenciar na atividade enzimatica, uma vez
que um campo elétrico também é gerado. As H*-ATPases tipo P sdo enzimas
eletrogénicas que transportam cargas elétricas (positivas) e criam um gradiente
de concentragdo de H* (ApH). De acordo com Minc e Chang (2010), o campo
elétrico altera o potencial transmembranar em torno da célula, uma vez que afeta
diretamente o fluxo de protons provenientes de proteinas H*-ATPase da
membrana plasmatica. Oncul et al. (2015) verificaram que a exposi¢do ao campo
eletromagnético 1 e 50 mT durante 2 h em células de S. aureus e E. coli afetou o
potencial transmembranar com alteracdo de fluxos ibnicos, levando a
hiperpolarizagdo da membrana.

Andrade et al. (2021) verificaram que o campo magnético influenciou na
atividade proténica da H*-ATPase tipo P presente na membrana plasmatica de S.
cerevisiae X2180 durante a fermentacdo para producdo de etanol. Houve um

aumento significativo no efluxo de H* associado a atividade da enzima H*-ATPase
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tipo P. Sendo assim, o campo influenciou no efluxo de prétons e possivelmente
favoreceu melhores condi¢cdes durante o processo fermentativo.

Na literatura, poucos estudos abordam a influéncia de campos
magnéticos na atividade de enzimas H*-ATPase tipo P. A atividade da Na, K-
ATPase membrana, em condi¢des basais, apresentou um aumento de 5-10% sob
campos magnéticos de 0 a 70 Hz e 0 a 2 G. Além disso, o aumento na atividade
da enzima teve pouca dependéncia da intensidade do campo, porém observa-se
que o campo provavelmente influencia o fluxo de carga dentro da enzima durante
a reacgao (Blank et al., 1995).

Chen et al. (2009) estudaram a FoFi-ATPase exposta a campos
magnéticos de 60 Hz e densidade de fluxo magnético de 0,1, 0,3 e 0,5 mT. Os
autores verificaram um aumento na atividade de hidrdlise da enzima quando
exposta aos campos de 0,3 e 0,5 mT. Em contrapartida, a densidade de fluxo
magnético de 0,1 mT n&o apresentou nenhum efeito na atividade, sugerindo que
a atividade enzimatica é dependente da densidade de fluxo magnético aplicado.
Além disso, os resultados sugerem que o campo afeta principalmente a F1, uma
vez que o pH nao foi alterado apds a exposic¢ao; portanto a atividade de FO nao foi
afetada pelo campo, ja que sua principal fungéo € a transferéncia de H*.

Alguns estudos abordam os efeitos do campo magnético na ativagao de
outras ATPases do tipo P, como Na*/K*-ATPase (Blank, 2005; Moreli et al., 2005)
e Ca?*-ATPases de membranas celulares de mamiferos (Wei et al., 2015; Moreli
et al., 2005) e mais recentemente a Na*-ATPase do fungo M. purpureus (Xiong et
al., 2020). Resumidamente, alguns estudos sob a aplicagdo de campos
magnéticos na atividade e funcionamento de algumas ATPases estao
apresentados na Tabela 4. Entretanto, um possivel envolvimento de um efeito
sobre os gradientes eletroquimicos transmembranares na modulagao da captagao
de ions ainda nao foi explorado.



Tabela 4. Estudos do efeito de campo magnético em sistemas celulares contendo bombas de ions de diferentes tipos
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Enzima Parametros de campo magnético Resultados e observacdes Referéncia
Na*-ATPase B=1,6 mT. Houve aumento do transporte de Na* do meio Xiong et al. (2020)
extracelular para o intracelular.
FoF1-ATPase Campo magnético pulsado, 60 Hz e B (0,1, 0,3 e A atividade de hidrélise da enzima quando exposta Chen et al. (2009)

Ca*2-ATPase

Na*/K*-ATPase

Na* K*-TPase,
Ca*-ATPase,
Mg*-ATPase

Na*/K*-ATPase

Ca*2-ATPase e
Na*/K*-ATPase

0,5 mT).

Campo magnético pulsado, B =2 mT (frequéncias
de 15, 50, 75 e 100 Hz).

B =10 T e frequéncia de 10 a 2.500 Hz.

Campo magnético pulsado (10, 20, 30, 40, 50,
60 pulsos) e B= 0-8T.

Campo magnético pulsado, frequéncia de 0-70 Hz
e B=0-2G.

Frequéncia 75 Hz e B= 2,5 mT em intervalos de
20 minutos.

aos campos de 0,3 € 0,5 mT.

Aumentou a atividade da enzima e os niveis de Ca 2*.

A atividade da enzima aumentou em fungao da
frequéncia utilizada.

A atividade das enzimas diminuiu em 97,11%, 70,33%
e 34,25%, respectivamente.

Aumento de 5-10% na atividade da enzima.

A atividade das enzimas nao foi afetada pelo campo
magnético.

Wei et al. (2015)

Blank e Soo, (2001)

Lin et al. (2019)

Blank et al. (1995)

Moreli et al. (2005)

B-densidade de fluxo magnético.
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2.7 Consideragdes gerais sobre a pesquisa bibliografica

Apesar da intensa atividade de pesquisa relacionada com aplicacbes de
campos magnéticos em sistemas biolégicos ainda existem lacunas
importantes sobre a interagdo do campo com as células e, portanto, os
mecanismos biolégicos desta interacdo ainda ndo foram completamente
esclarecidos;

Diversos trabalhos demonstram os impactos biolégicos de campos
magnéticos em processos fermentativos indicando, por exemplo, melhorias na
producdo de metabdlitos (Konapacka et al., 2019; Santos et al., 2010;
Perez et al., 2007; Alvarez et al., 2006; Motta et al., 2004), incluindo estudos
anteriores do grupo (Andrade et al., 2021; Dussan et al., 2019, David et al.,
2016, Perez et al. 2007);

Se observa também que muitas vezes os sistemas experimentais explorados
nao sao bem descritos e, havendo caréncia sobre a informacédo de
parametros de campo magnético se impdem restricbes na comparagdo dos
resultados experimentais observados, resultando muitas vezes em
contradigbes aparentes sobre o efeito bioldgico destes campos magnéticos;
Entre os efeitos provocados por campos magnéticos associados a alteragdes
na membrana plasmatica das células microbianas, o estudo do campo em
enzimas transmembranares associadas ao transporte de ions em diferentes
subniveis celulares como Ca?*, Mg?, Na'e Na*/K*-ATPases é muito
importante. Até onde se sabe nao ha relatos sobre o efeito do campo em
bombas de prétons tipo H*-ATPase de membrana plasmatica de micro-

organismos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

A levedura Saccharomyces cerevisiae X-2180 utilizada neste estudo foi
cordialmente fornecida pelo Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de
Microrganismos (LFBM/CBB/UENF). Todos os reagentes usados como padrao,

solventes e meios de cultura foram obtidos da Sigma-Aldrich, Merck e Neogen.

3.2 Procedimentos experimentais
3.2.1 Meio de manutengdo

A levedura foi mantida em meio solido constituido de extrato de levedura
(10,0 g/L), peptona (20,0 g/L), glicose (20,0 g/L), agar (20,0 g/L) e agua destilada
(Kavavi et al., 2012). O meio foi vertido em tubo de ensaio e esterilizado a 121°C
por 20 min. Apds a inoculagao, os tubos foram incubados a 30°C durante 72 h em
agitador shaker modelo MA 832 (Marconi, SP-Brasil), e finalmente estocados a

4°C até a sua utilizagao.
3.2.2Preparo do ino6culo e obtengédo da biomassa

A levedura mantida em meio sélido foi transferida para o meio liquido. O
meio de cultura continha: 10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de peptona e 40
g/L de glicose (Andrade et al., 2021) autoclavado a 121°C por 20 minutos com pH
ajustado antes da esterilizagdo. Previamente foi construida a curva de

crescimento (Apéndice B). O crescimento das culturas de células ocorreu a 30°C
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em agitador shaker modelo MA 832 (Marconi, SP-Brasil) sob agitagdo constante
de 200 rpm, acompanhado pela medida em espectrofotdmetro (Genesys 10S UV-
Vis, Thermo Scientific), realizada com intervalos de 2 h, em comprimento de onda
de 600 nm.

O pré-cultivo foi realizado em frasco Erlenmeyer de 250 mL contendo 1/5
volume de meio (50 mL), por aproximadamente 12 h em incubadora tipo shaker
modelo MA 832 (Marconi, SP-Brasil) com agitacédo a 200 rom a 30°C. Para o
preparo do inéculo, as células da pré-cultura (20%v/v) foram transferidas
assepticamente para Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio de
cultura e em seguida, incubadas em agitador shaker a 30°C e 200 rpm até atingir
1x10° células/mL.

Apos obtencdo do indculo, as células da suspensdo celular foram
recuperadas por centrifugagdo a 2540 x g por 5 min e lavadas em agua destilada
esterilizada. O sobrenadante foi descartado e a biomassa obtida foi armazenada

em tubos Falcon de 15 mL a 4°C até a sua utilizagao.
3.2.3 Fermentagbes assistidas por campo magnético

As fermentagbes para avaliar a producédo de bioetanol foram realizadas
em meio YPD contendo 10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de peptona e 65 ou
100 g/L de glicose, esterilizado a 121°C por 20 min com pH ajustado antes da
esterilizagdo (Duarte et al., 2013). O meio de cultura foi inoculado com biomassa
umida (75% de umidade) com concentracdo inicial de 20 g/L de células da
levedura em relagdo ao volume do meio. A biomassa (item 4.2.2) foi pesada
assepticamente em balanca semianalitica e inoculada no meio de cultivo.

As fermentagdes (em duplicata) foram conduzidas em condi¢des
anaerdbicas a 30°C, em fermentador de coluna de vidro com capacidade de 240
mL acoplado a um condensador vertical de vidro para condensag¢ao dos vapores
de etanol (20°C), em biorreator assistido por campo eletromagnético de
frequéncia extremamente baixa (< 300 Hz) com linhas de campo magnético na
diregdo axial e densidade de fluxo magnético de 10 mT, com 4 diferentes
configuragdes de tratamento (Figura 11), como descrito a seguir: a) biorreator
com reciclo externo em tubo reto (Figura 11a); b) biorreator com reciclo externo

em tubo em U (Figura 11b), biorreator com reciclo externo em espiral (Figura 11c)
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posicionados no centro das bobinas do campo magnético, e biorreator sob campo
magneético sem reciclo da suspensao celular (Figura 11d) com mais detalhes no
Apéndice C. Nos sistemas com reciclo da suspensao celular o fluxo adotado foi
de 102 mL/mim. Os experimentos controle foram realizados sem aplicagao de
campo magneético nas mesmas condigbes dos cultivos conduzidos sob a
exposi¢cao ao campo. Amostras foram retiradas em tempos predeterminados para
realizagcao das analises descritas no item 4.3. Os experimentos foram conduzidos
até consumo total do substrato para fins comparativos e com consumo parcial da
glicose (6h) para isolamento e analise de acoplamento da H*-ATPase.

O efeito do campo na fermentacdo para producdo de bioetanol foi
avaliado sobre as respostas: rendimento de etanol, produtividade volumétrica de
etanol, consumo volumétrico de glicose, densidade média de fluxo de proétons,
conteudo de proteinas, alteragdes morfologicas e atividades da enzima H*-
ATPase tipo P (transporte, hidrolise).

Previamente, o sistema de geracdo de campo magnético foi calibrado
(Andrade, 2018) determinando as faixas de densidade de fluxo magnético e os
parametros de operacao a serem utilizados no sistema, bem como a distribuicdo
do campo no biorreator (Apéndice C). As medi¢cdes de densidade de fluxo
magnético em fungdo da posigdo dentro da cadmera de tratamento magnético
foram realizadas utilizando gaussimetro digital modelo 5180 (F.W. BELL, USA).

As bobinas foram energizadas por corrente continua (DC) e durante a
fermentacao foi adotado como estratégia operacional, um esquema tipo on/off, ou
seja, exposicdo ao campo magnético com intervalos de tempo 1h
ligado/desligado, devido ao aquecimento (60°C) da cémara de tratamento
magnético (Andrade, 2018; David, 2012). O monitoramento do aquecimento das
bobinas geradoras de campo magnético foi realizado utilizando uma camera de
termovisor modelo E40 FLIR (FLIR Systems, Inc., USA).
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Figura 11. Sistema de fermentagdo no Biorreator Assistido por Campos
eletromagnéticos — Sistema Axial do Laboratorio de Engenharia de Processos -
Planta Piloto (LTA/CCTA). Esquema das configuragdes de biorreator assistido por
campo magnético axial: a) Biorreator com reciclo externo em tubo reto; b)
Biorreator com reciclo externo em tubo em U; c¢) Biorreator com reciclo externo em
tubo em espiral; d) Biorreator sem reciclo. Sendo: 1- biorreator de vidro; 2-
Condensador; 3- bobinas geradoras de campo magnético; 4- variador de tensao;
5- banho termostatico para controle de temperatura da fermentacido; 6- Bomba
peristaltica para reciclo do meio de fermentagao; 7- Sistema de reciclo (em U ou
espiral).

As variaveis de processo como temperatura do banho termostatico, fluxos
de substratos, densidade de fluxo magnético (pela variagdo da corrente elétrica

previamente retificada) e aquecimento das bobinas (através do monitoramento da
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temperatura na sua superficie) foram estabelecidas através de um sistema de
automacao e instrumentacdo operado por uma plataforma computacional
desenvolvida pelo Laboratério de Engenharia de Processos - Planta Piloto

(LTA/CCTA-UENF), que interage com o sistema de automacéao do biorreator.
3.3 Métodos analiticos

O experimental foi dividido em trés tdpicos. Na primeira etapa, as
fermentagdes foram conduzidas em biorreatores com diferentes configuragdes de
reciclo da suspensao celular avaliando respostas fisiolégicas da levedura no
efluxo de protons da H*-ATPase tipo P sob campo magnético em relagdo ao
controle (tépico 1- Mecanismo de interacdo do campo magnético com a levedura).

No segundo tépico (confirmagédo da presenga e agdo do campo sobre a
H*-ATPase tipo P), as fermentagbes foram realizadas a partir da melhor
configuragdo sob campo magnético estudada no primeiro topico, biorreator em
tubo reto, porém sem reciclo da suspenséo celular, sendo avaliada a atividade
especifica da H*™-ATPase tipo P (performance fisiolégica e bioquimica), além de
explorar possiveis alteragbes morfolégicas das leveduras expostas ao campo
magnético. E, por fim, no terceiro topico, as fermentagdes foram conduzidas por
6h em biorreator sem reciclo da suspensao celular com a validacdo do
mecanismo proposto através de estudos de acoplamento bioquimico da bomba
de proétons acionada por hidrolise de ATP.

Durante e apds a realizacédo das fermentacdes expostas ou ndo ao campo
magnético de baixa frequéncia e intensidade com linhas na direcdo axial e
densidade de fluxo magnético de 10 mT foram realizadas andlises dos
parametros cinéticos e estudos da fisiologia, morfologia e bioquimica das células

da levedura, resumidamente apresentadas na Figura 12.
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Figura 12. Organizacao das analises experimentais realizadas durante e apds a fermentagcéo em biorreator.
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3.3.1Analise do crescimento celular

A contagem de células do inoculo foi determinada pelo método de
contagem direta utilizando uma camara de Neubauer espelhada em um
microscopio trilocular Nikon Eclipse E200 acoplado com camera digital (Moticam
1000). E, durante a fermentacdo, o crescimento celular foi monitorado pela
turvacdo do meio medindo-se a densidade o6ptica a 600 nm usando um

espectrofotdmetro (Genesys 10S UV-Vis, Thermo Scientific).
3.3.2 Monitoramento da cinética de fermentagéo

A analise do consumo de substrato (glicose) e producdo de metabdlitos
(etanol e glicerol) durante a fermentac&o foi monitorada por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (HPLC), modelo YL9100 HPLC System (Young Lin) equipado
com uma coluna Rezex RCM—-Monosaccharide Ca*? (8%). Agua ultrapura foi
usada como fase movel com um fluxo de 0,7 mL/min. A temperatura da coluna foi
mantida a 60°C. Utilizou-se um detector de indice de refragao (David et al., 2016).
Previamente foi realizada uma curva de calibragdo (Apéndice A) com intervalo de
linearidade dos compostos analisados. O pH do meio foi determinado com auxilio

de pHmetro de bancada modelo W3B (BEL Engineering).
3.3.3Estudo da fisiologia da levedura
3.3.3.1 Determinagdo da densidade do fluxo de H* extracelular

As amostras retiradas durante o processo de fermentagdo foram
conduzidas ao Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos do
Centro de Biociéncias e Biotecnologia (LFBM/CBB-UENF) e o fluxo de H*foi
mensurado por meio de microeletrodos nao-invasivos, usando a técnica
“Scanning lon-selective Electrode Technique” (SIET), descrita por Ramos et al.
(2008). Os micro-eletrodos foram preenchidos até um comprimento de 10-20 mm
da ponta com eletrolito (40 mmol/L KH2PO4 e 40 mmol/L KCI, pH 6,0) e, em
seguida, com uma coluna de 10-15 mm de coquetel ion-seletivo para H* (Sigma,
hydrogen ionophore |, Cocktail B, N°25293). A calibracédo do aparelho foi realizada
em tampéo de pH 5,0, 6,0 e 7,0 antes de iniciar todas as leituras.

Aliquotas de 2 mL de amostra (em duplicata) foram coletadas diretamente
do biorreator em tempos predeterminados durante as fermentacdes e
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imediatamente centrifugadas a 5.000 x g por 5 min. O pellet de células foi
imobilizado em placa de Petri contendo meio solido (10 g/L de extrato de
levedura, 65 ou 100 g/L de glicose e 20 g/L de agar). Ap6s 5 a 10 min, os micro-
eletrodos foram posicionados proximos as superficies das células imobilizadas e
adicionado cuidadosamente o meio liquido (10 g/L de extrato de levedura, 65 e
100 g/L de glicose) a fim de evitar o deslocamento das células.

O fluxo de H* foi imediatamente aferido até atingir a estabilidade quando
foi adicionado 1 mmol/L de ortovanadato de sddio (pH 7,2, Sigma-Aldrich). Toda a
analise do fluxo de H* foi aferida por um periodo médio de 10-15 min em uma
distancia de excursdo de 15 mm, em um ciclo completo de 1-2 s. As medidas
controle (sem vanadato) foram realizadas a 1-2 mm de distancia das células e
subtraidas das medidas proximas as superficies celulares. Os graficos obtidos

estdo apresentados no Apéndice D.
3.3.4 Estudo da morfologia da levedura
3.3.4.1 Microscopia de fluorescéncia

A investigacao das possiveis alteragdes na morfologia do citoesqueleto e
do nucleo das células da levedura foi realizada com auxilio de microscopia de
fluorescéncia e microscopia Optica de contraste de interferéncia diferencial (DIC).
As amostras para as analises foram retiradas com 4 e 8 h de fermentacéo.

As células retiradas da fermentagdo foram imediatamente centrifugadas
1500 x g por 5 mim a temperatura ambiente e fixadas em formaldeido. No
momento da analise as células foram fixadas em 0,5 mol/L de fosfato de potassio
pH 6,5 e 20% formaldeido, seguida de centrifugacdo a 1500xg por 5 mim. As
células foram lavadas e ressuspensas em 1mL de tampao fosfato pH 6,5 por duas
vezes. A amostra foi permeabilizada e ressuspensa em 1 mL Triton ™ X-100
0,2% em tampao SHA (1 mol/L sorbitol, 0,1 mol/L HEPES - 4-(2-hidroxietil)
piperazina-1-acido etanossulfénico e 5 mmol/L azida sdédica), incubada por 15
min, seguida de mais trés lavagens com tampao fosfato pH 6,5. Foram
adicionados 0,3 uymol/L de rodamina faloidina para marcar o citoesqueleto, com
incubacado durante 90 min a temperatura ambiente. Apés 60 mim de reacéo,
foram adicionados 3 mmol/L de 4',6'-diamino-2-fenil-indol (DAPI), marcador do

nucleo durante 30 min. Em seguida, as amostras foram lavadas trés vezes e
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ressupensas em tampao fosfato pH 6,5 (adaptado de Baggett et al., 2013 e
Chowdhury et al., 1992). As micrografias foram obtidas com auxilio de um
microscopio Optico Zeiss Axio Imager A.2, equipado com Axiocam MRc5 e
software AxioVision no aumento de 63x e processadas com auxilio do software

Image J.
3.3.5 Estudos bioquimicos
3.3.5.1 Isolamento de membranas totais

A obtengdo das membranas totais das células da levedura S. cerevisiae
foi realizada apds o periodo de fermentagéo, as células foram centrifugadas a
4.000x g por 5 min e a massa umida determinada. O isolamento dos
esferoplastos e a obtengdo de membranas celulares foram realizados de acordo
com Okorokov e Lehle (1998) com modificagdes (Figura 13).

Fermentacao

Células em suspenséo

Centrifugacéo
(4000 x g por 5min) — Caldo de fermentacéo

Biomassa Umida
(célula)

Enzima Isolamento dos esfereoplastos:
Liticase hidrélise da parede celular (37°C)

Tampéo Rompimento dos
de lise esferoplastos

Obtengao das
membranas totais

Congelamento
(-70°C)

Figura 13. Resumo esquematico do isolamento de membranas (modificado de
Okorokov & Lehle, 1998).



43

ApOs determinagdo da massa umida, para cada 1 g de massa umida de
células, foram adicionados 5 mL de tampao de esferoplastos (1,2 mol/L sorbitol;
50 mmol/L Tris-HCI, pH 7,2), 4 mg de enzima liticase obtida de Arthrobacter luteus
(Sigma-Aldrich, = 200 unidades mg') e 12,5 uL de B-mercaptoetanol
(concentragao final de 30 mmol/L). A suspensao celular foi incubada a 37°C em
banho-maria sob leve agitagdo com o monitoramento cinético da hidrdlise da
parede celular realizado a cada 10 min em espectrofotobmetro (A=600 nm) até o
tempo maximo de 50 min ou até que a absorvancia chegue a 20% do valor inicial,
os dados estao apresentados no Apéndice E.

Posteriormente, os frascos contendo a suspensdo celular foram
transferidos para o gelo e a reagao paralisada pela adigdo do tampao de parada
(1,2 mol/L sorbitol; 200 mmol/L Tris-HCI; 20 mmol/L EDTA, pH 7,4, 0,2 mol/L de
benzamidina e 0,2 mol/L de fluoreto de fenil metil sulfonil (PMSF). Em seguida, a
solugao foi cuidadosamente aplicada sobre a solug&o colchdo (1,4 mol/L sorbitol;
50 mmol/L Tris, pH 7,4) e centrifugada a 3.500 x g por 6 min a 4 °C (Eppendorf -
5430R). Os esferoplastos foram centrifugados a 5.000 x g por 5 min a 4°C. O
sedimento foi ressuspenso em 20 mL de tampéao de lise (12,5% sacarose; 200
mmol/L MOPS-KOH, pH 7,6); 1 mmol/L de DTT (1,4-ditiotreitol), 1 ug mL"' de
coquetel de inibidores de proteases (quimiostatina, pepstatina, antipaina,
leupeptina e aprotinina na concentragdo de 1 mg mL"), 1 mmol/L de benzamidina,
1 mmol/L de PMSF e 0,3% de albumina sérica bovina (BSA).

A ressuspenséo foi homogeneizada em homogeinizador Dounce de vidro
com pistilo de teflon e adicionado o glicerol (1,17 g de glicerol para cada 10 mL de
solugao), com 21 ciclos completos (pulsos). A solugéo foi centrifugada a 5.000 x g
por 5 min a 4 °C e o sobrenadante centrifugado a 100.000 x g por 45 min a 4 °C
(Hitachi - Himac 80wx, rotor P50A2).

O sedimento da centrifugacéo foi ressuspenso em tampao de lise (12,5%
sacarose, 200 de mmol/L MOPS-KOH, pH 7,6) contendo glicerol (1,17 g para 10
mL), coquetel de inibidores (1 ug mL), benzamidina (0,5 mmol/L), fluoreto de
fenil metil sulfonil (0,5 mmol/L) e 1,4-ditiotreitol (0,2 mmol/L). A solugédo foi
adicionada gradativamente ao sedimento de membranas totais e homogeneizada
em pistilo de teflon (homogeinizador Dounce) e com 15 ciclos completos. O

isolado de membranas foi ressuspenso € o volume total foi aliquotado em
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recipientes de 100 uL, congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -70°C

para analises posteriores.
3.3.6.2 Determinacgéo do teor de proteina pelo método de Bradford

A determinacdo do conteudo de proteina total foi realizada pelo método
descrito por Bradford et al. (1976) utilizando albumina sérica bovina (BSA) como
padrdo. O reagente de Bradford continha 67 mg de Comassie Brilliant Blue G
65%, 23,7 mL de etanol absoluto e 50 mL de acido ortofosforico (85%), para um
volume final de 500 mL. O Comassie e o etanol em um béquer, devidamente
envolvido em papel aluminio, a fim de evitar a entrada de luz, deixada sob
agitacéo por 1 h a temperatura ambiente (25-30° C). Em seguida, foi adicionado o
acido ortofosférico e a solugdo homogeneizada por 5 min e o volume ajustado
para 500 mL em baldo volumétrico. A solucéo foi filtrada em papel filtro por trés
vezes e armazenada em vidro ambar.

A curva padrao foi obtida a partir de BSA para concentragdes de 0 - 40
pg/mL  (Apéndice F). Foram utilizados 100 pL das solugbes de BSA nas
concentracdes preparadas e adicionados 1000 puL da solugcdo de Bradford em
intervalos regulares, em triplicata. Apés 10 min de reagcdo a temperatura
ambiente, as medidas foram realizadas em espectrofotdmetro a A= 595 nm.

O conteudo de proteina total foi determinado utilizando 10 pL de
suspensao de membranas diluidas 100x com agua destilada. Foram utilizados
100 uL da suspensdo diluida e adicionados 1000 uL da solugdo de Bradford,
seguido de 10 min de reagao a temperatura ambiente e medida a absorvancia em
espectrofotdbmetro a 595 nm obedecendo ao mesmo intervalo de tempo utilizado
para curva padrao.

3.3.5.3 Imunoblotting

Na analise de Western Blotting, a imunorreatividade da enzima H*-
ATPase tipo P foi detectada utilizando 10 yL de vesiculas de membranas totais
isoladas das fermentacdes com células de S. cerevisiae e incubadas a 65 °C por
20 min, posteriormente separadas em gel SDS-PAGE 10% (w/v) e transferidas
para membrana de nitrocelulose (Hybond ECL, Amesham/GE Healthcare). A P-
H+-ATPase foi detectada usando anticorpo policlonal anti-PMA1/2 (1:1000) de S.

cerevisiae (Santa Cruz Biotechnology, EUA, Y-300). A imunodetecgao foi
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realizada com anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado com a
peroxidase (GE Healthcare Bio-Sciences, EUA) e com kit quimioluminescente de
deteccéo (ECL Western blotting detection system, GE Healthcare) (Cogo, 2018).

Na realizacdo do dot blot, a imunorreatividade da enzima H*-ATPase Tipo
P foi detectada sob condi¢des de baixo conteudo proteico e para marcagdo com o
anticorpo especifico H*-ATPase de membrana plasmatica foi realizado um dot
blott. Em um pedaco de membrana de nitrocelulose foram marcados quadrantes
de 1 cm?. Essa membrana de nitrocelulose foi embebida em tamp&o PBS (10 mM
de Na2HPO4, pH 7,6 contendo 0,9% NaCl) por 5 min até que estivesse
completamente umedecida. A membrana de nitrocelulose ficou reservada sobre
um papel filtro em local limpo e seco por algumas horas, até que a membrana de
nitrocelulose estivesse completamente seca. Em cada quadrante de 1 cm? foram
aplicadas 5 yL da fragdo de membranas totais. A aplicagdo das amostras ocorreu
de forma que fossem gotejadas perpendicularmente sobre um dos quadrantes
marcados na membrana de nitrocelulose e se espalhassem uniformemente.
Aguardou-se o tempo suficiente pra que as amostras ficassem secas
completamente (Venancio, 2014).

A membrana seca foi incubada sob agitagdo em solugdo contendo
solugao bloqueadora contendo PSB e 5% de leite comercial (Molico) por 1 h.
Foram utilizados anticorpos primarios diluidos 1:1000 em solugcao de leite
comercial a 3% e incubados sob agitagdo por 30 min; apos esse periodo a placa
com a membrana foi deixada na geladeira durante a noite a 5°C. Na etapa
seguinte de revelagdo, a membrana foi lavada com leite 5% por mais 1 h em
agitacado trocando a solugdo a cada 15 min. O segundo anticorpo conjugado a
peroxidase foi diluido 1:1000 em solucédo de leite a 5% e incubado por 1 h em
agitacdo. Apos a incubacdo a membrana foi novamente lavada com solugao de
leite 5% em PBS 3 vezes por 10 min sob agitagdo. Posteriormente, a membrana
foi lavada com PBS 3 vezes por 5 min sob agitagdo. Depois a membrana foi
revelada com solugdo contendo H20, Tris HCI 1mol/lL (pH 7,5) e 3,3-
diaminobenzidina (DAB), imidazol e 30% de peroxido de hidrogénio. O sinal da

ligacao especifica do anticorpo foi revelado e a imunorresposta detectada.
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3.3.5.4 Determinagéao do gradiente de H* (ApH - transporte de H*)

A determinagao do gradiente de H* seguiu 0 método descrito por Okorokov e
Lichko (1983). A detecgéo foi realizada em espectrofluorimetro (Shimadzu RF-5301
PC) com abertura de 5/10 nm, excitagdo em 415 nm e emissdo em 485 nm. A
formacao do ApH pela H*-ATPase tipo P foi observada em solugéo contendo: 100 uL
de 50 mmol/L MgS04.7H20 (2,5 mmol/L de concentragéo final); 50 uL de 2 mol/L
KCI (50 mmol/L de concentracado final); 80 yL de vesiculas de membrana (volume
dependente da atividade, de modo que a amplitude maxima (Fmax) ndo ultrapassasse
50% do decaimento da fluorescéncia); tampdo MOPS-KOH (12,5% sacarose, 200
mmol/L MOPS-KOH, pH 7,2) em quantidade necessaria para completar 2 mL de
volume final.

O gradiente de H* foi monitorado pelo decréscimo da fluorescéncia,
acrescentando-se 3 uL de 1 mmol/L ACMA (9-amino-6-cloro-2-metoxiacridina), uma
sonda fluorescente capaz de ligar-se aos H* e atravessar as membranas biologicas
(Figura 14). Apo6s trés minutos de incubacdo (ou tempo necessario para
estabilizacdo da fluorescéncia) iniciou-se a reagdo com a adicdo de 100 mmol/L de
ATP-KOH pH 7,2 (concentragdo final de 1 mmol/L). A cinética de extingdo da
fluorescéncia (“quenching”) foi monitorada até atingir o equilibrio entre o efluxo e o
influxo de prétons “steady-state”, e o gradiente dissipado quando adicionou 2 mol/L
de NH4Cl (concentracao final de 20 mmol/L) a fim de paralizar a reagdo, a fim de
refazer a fluorescéncia inicial e desfazendo o gradiente protonico estabelecido.

Figura 14. Representagao esquematica explicando o decaimento da fluorescéncia.
A protonagcao do ACMA (representado por asteriscos) no interior das vesiculas
impede sua saida. Assim, as concentracbes de ACMA no exterior da célula se
tornam menores, resultando no decaimento da fluorescéncia (Teixeira, 2016).
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A atividade da H*-ATPase Tipo P foi determinada pela adicdo de 200 pmol/L
de ortovanadato de sodio, um inibidor especifico para esta enzima. A atividade de
transporte da H*-ATPase Tipo P foi determinada pela diferenga entre a atividade total
e a atividade vanadato-insensivel. A velocidade inicial da reacdo (Vo) e a amplitude
maxima de fluorescéncia (Fmax) Na suspenséo de vesiculas de membranas totais foi
determinada a partir dos graficos obtidos durante as analises (Figura 15). Foram
utilizadas as equacgdes 3 e 4 para determinar a velocidade inicial e a amplitude
maxima:

[FF—] X 100

max =T

V. =
" vol.de membrana 3)

Em que:

Vo: velocidade inicial de formagao de ApH (U.R.F%/mim)/uL de extrato de
membrana;

Fo: fluorescéncia dependente de Vo em um dado tempo (t), determinado
pela extrapolagdo da maior inclinagao inicial para o eixo do tempo;

Fmax: fluorescéncia maxima (total);

t: tempo em minutos.

Max

o Amplitude maxima: AE,,,, = (=) x 100 (4)

Em que:
Feq: fluorescéncia de equilibrio determinada como fluorescéncia do

an

“platd” que reflete o equilibrio entre o influxo e o efluxo de H+ nas vesiculas.
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Figura 15. Representagao esquematica da determinacdo de velocidade inicial e
amplitude maxima do transporte de H*. Fonte: Teixeira (2016).

3.3.6.5 Determinacé&o da atividade hidrolitica da H*-ATPase tipo P

Previamente, foi preparada uma curva padrao de fosfato inorganico (P;)
disponivel no Apéndice G. A solucdo estoque de 0,5 pmol/mL KH2SO4
(desidratado 40-60°C por 2-3h) foi utilizada como padrédo do conteudo de P; A
partir da solugao estoque foram preparadas duas solug¢des (0,50 e 0,25 umol/mL
KH2S04) que foram utilizadas para construir a curva. A solugao de Pi foi incubada
a 30 °C por 30 min. Apds incubacao, 2 mL da solucdo C foi adicionada. Cada
amostra foi incubada por exatamente 10 min a 30°C, seguida imediatamente da
medida da absorvancia em espectrofotometro a 750 nm. A solugao C consiste em
uma mistura de 100:1 da solugdo A (molibdato de aménio 0,5 %; SDS 0,5 %;
H2S04 2 %) e a solugéo B (acido ascorbico 10 %), respectivamente, preparada no
momento proximo a sua adigdo. A solugdo C foi utilizada em iguais condigbes e
proporcdes para a determinagao de hidrélise do ATP.

A atividade hidrolitica de ATP foi determinada pelo aumento na
quantidade de P; formado resultante da hidrélise de ATP, conforme descrito por
Fiske e Subbarow (1925). Os ensaios foram realizados sob refrigeragao, em tubos
contendo tampéo de hidrélise (100 mmol/L de sorbitol; 30 mmol/L de MOPS-KOH;
9,5 mmol/L de MgS04.5H20; 262 pmol/L de molibdato de ambnio, pH 6,5); 1
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mol/L de KCI; 10 yL de suspensao de vesiculas de membranas e agua destilada
para completar 300 pL. A reacéao foi iniciada pela adicdo de 100 mmol/L de ATP-
KOH, pH 7,2 (concentracdo final de 5 mmol/L). Na detec¢do da atividade
especifica da H*-ATPase tipo P foi utilizado um inibidor especifico (200 umol/L de
ortovanadato de sodio). A reagao transcorreu a 30°C nos tempos de 5, 10, 15, 20
e 30 min para a construcdo da curva cinética da velocidade inicial de hidrdlise
(Apéndice H). A reacao foi interrompida pela adicdo de agua destilada gelada (até
completar 1 mL de volume de reagao) e, logo em seguida, adicionados 2 mL da
solugao de revelacdo (10% de acido ascorbico e 0,5% de molibidato de amdnio,
relacdo 1:10 v/v). A solugao foi incubada por 10 min a 30 °C, seguido pela medida
da absorvancia em espectrofotdmetro a 750 nm. Uma unidade de atividade (U) foi
definida como a quantidade de Pi formado por minuto (umol de Pi /min) e por

microlitro de extrato de isolado de membranas (U/uL).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Mecanismo de interagao do campo com a levedura

4.1.1Cinética de fermentagéo alcoodlica

A fermentagdo sem exposigdo ao campo magnético (controle),
apresentou um perfil tipico de cinética de consumo de acucar, variacdo de pH,
formacgao de subprodutos (glicerol) e produgao de bioetanol (Figura 16).

Assim, a solugdo de glicose com concentragdo inicial de 65 g/L foi
praticamente esgotada ao longo de 10 h de fermentagdo resultando em 30,92 g
de etanol/L de meio de cultura preparado, ou seja, atingindo um rendimento final
de 47,6%, resultado este que pode ser considerado satisfatorio para esta
linhagem de levedura de laboratério. A S. cerevisiae X-2180 € uma cepa
selvagem e nao industrial selecionada para altas performances na produg¢ao de
etanol, o qual é bem caracterizado em nivel bioquimico e molecular e, portanto,

util para estudos enzimaticos e eletrofisioldgicos em escala de bancada.
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Figura 16. Cinética da fermentacgéo de S. cerevisiae X2180 na produgéo de etanol
sem aplicagdo de campo magnético (controle). Biorreator no centro das bobinas
com reciclo externo (102 mL/mim). Simbolos: e Concentragdo de glicose (g/L); A
Concentragao de etanol (g/L); ¢ Densidade 6ptica (DO 600 nm); © Concentracdo de
glicerol (g/L); m pH.

A cinética das fermentagbes sob campos magnéticos com os trés
sistemas de reciclo expostos ao campo magnético: biorreator com reciclo externo
em tubo em espiral, biorreator com reciclo externo em tubo em U e biorreator do
reciclo externo em tubo reto, totalmente inserido no campo magnético esta
apresentada na Figura 17. Em todos os casos, o campo magnético parece ter
induzido ou acelerado o consumo de glicose melhorando a produgdo de
bioetanol. Os melhores resultados foram obtidos com o biorreator exposto ao
campo magnético (Figura 17c), reduzindo o tempo de fermentagcdo em 2h e
alcangando aumento médio de cerca de 30% na produtividade do etanol em
relacdo ao controle.

Na Tabela 5 estdo apresentados os parametros cinéticos (crescimento
celular, pH, consumo de substrato, formagdo de produto e subprodutos) das
fermentagdes expostas ao campo magnético comparado ao controle. Pode

observar que o campo magnético também acelerou o consumo de glicose.
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Tabela 5. Parametros cinéticos da fermentacao para producdo de etanol pela
levedura S. cerevisiae X2180

Experimento Yp/s (g/g) Qp (g/L.h) Qs (g/L.h) € (%)
Controle 0,476 3,09 6,490 92,72
Reciclo em espiral sob campo 0,429 3,756 8,764 83,26
Reciclo em U sob campo 0,451 3,751 8,027 88,27
Biorreator inserido no campo 0,481 4,00 8,245 94,18

Onde: Yp/s= rendimento de etanol (g/g); Qp= produtividade volumétrica global de etanol (g/L.h); Qs=
consumo volumétrico de glicose (g/L.h); €= Eficiéncia da bioconversdo agucar-etanol (%) calculada como a
raz&o entre o valor experimental de Yp/s e o valor tedrico de Yp/s (0,5111g g-').

Esses resultados estdo de acordo com estudos anteriores (Dussan et al.,
2019; Perez et al., 2007) confirmando que campos magnéticos de baixa
frequéncia e intensidade podem exercer efeitos positivos na producédo de etanol
por leveduras em condicbes anaerdbicas, confrontando os resultados
controversos de estudos sobre o efeito de campos magnéticos em processos de
fermentacao (Anton-Leberre et al., 2010; Otabe et al., 2009).

O monitoramento da temperatura das bobinas do reator de campo
magnético e do meio de fermentagao foi realizado com auxilio de camera de
infravermelho. O melhor resultado cinético da fermentacao foi obtido quando todo
reator foi exposto ao campo magnético. Na Figura 18 estdo apresentadas a titulo
ilustrativo as termografias realizadas durante a fermentacdo para o
monitoramento do comportamento temperatura das bobinas e do meio de
fermentacao (Apéndice J) ao longo do experimento. Pode observar que em todas
as condi¢cdes de exposicdo ao campo magnético, mesmo com aquecimento
moderado das bobinas, a temperatura do meio de cultura nas fermentacdes nao
foi alterada, ou seja, ndo houve efeito da radiagao térmica das bobinas sobre o
sistema de fermentacdo. De fato, o monitoramento da temperatura das
fermentacdes descarta e garante que qualquer alteragdo dos parametros
avaliados, ndo esteja associada a transferéncia de calor proveniente do
aquecimento gerado pela passagem da corrente elétrica pelos fios que compdem

as bobinas geradoras do campo magnético.



54

Temp. ext.
Trans. ext.

Temp. ext. 20 . = " i Temp. ext.
Trans. ext.  100% E Trans. ext.

Figura 18. Monitoramento cinético da temperatura das bobinas e do meio de
cultivo utilizando cémera infravermelho de termovisor modelo E40 FLIR nas
fermentagdes em biorreator assistido por campo magnético — axial com densidade
de fluxo magnético de 10 mT na produgao de etanol por S. cerevisiae X2180 a
30°C, nos tempos de fermentagdo de: a) 2 h,b)4 h,c)6 hed)8h.

Os efeitos bioldgicos relacionados aos campos magnéticos também foram
relatados por muitos outros autores (Berlot et al., 2013; Motta et al., 2004,
Deutmeyer et al., 2011), cujos resultados foram essencialmente atribuidos a
mudangas no crescimento celular, variagcbes de pH do meio e aumentos no
consumo de substrato e da produtividade de etanol. Na maioria dos casos, 0s
fendmenos sdo discutidos principalmente com base apenas em alteragbes na
permeabilidade da membrana celular e/ou modulagbes indeterminadas do
metabolismo celular. No entanto, os elementos-chave bioquimicos e moleculares

que integram os fenbmenos no nivel da membrana celular permanecem em
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grande parte elusivos. Com base nas observagdes positivas das cinéticas de
fermentacado, também foram avaliadas as respostas fisioldgicas da levedura.

4.1.2 Estudo fisiolégico: determinagdo do fluxo de protons extracelular

Em estudos anteriores do grupo, Perez et al. (2007) postularam que
campos eletromagnéticos podem gerar uma diferenca de potencial em meios de
cultura em suspenséao celular, induzindo fluxos de carga por efeito capacitivo, ou
seja, pelo estabelecimento de campos elétricos e correntes de indugdo néao
uniformes no meio de fermentagcdo. Como essas correntes parasitas podem
alterar os potenciais de repouso nas células, pode-se acreditar também que em
nosso estudo estas correntes afetem também os fluxos de H* avaliados
eletrofisiologicamente nas células de levedura retiradas da fermentagao durante a
producdo de etanol. Mas, entender a contribuicdo da H*-ATPase dotipo P,
estimada por NasVOs4 (inibidor especifico H*-ATPase do tipo P) é essencial, por
ser esta uma bomba de protons responsavel pelo controle do
gradiente eletroquimico de H* gerado através da membrana celular. Isto pode
também impulsionar o transporte secundario de aminoacidos, acucares e ions
inorganicos (Minc e Chang, 2014; Pedersen et al., 2007).

As medidas da densidade de fluxos de prétons foram realizadas a cada 2
horas, e os graficos obtidos das medidas feitas no SIET estdo apresentados no
Apéndice D (Figuras 1D a 5D). A densidade de fluxo de prétons total e na
presenca do inibidor foi utilizada para calcular a densidade de efluxo de prétons
vanadato-sensivel. Para fins comparativos, considerou-se a média do efluxo de
protons medido a cada 2h. Em todas as condicbes estudadas, a presenga do
inibidor (NasVO4) a densidade de fluxo de prétons diminui, e esta reducgéo foi
atribuida majoritariamente a atividade da enzima H*-ATPase da membrana
plasmatica.

De acordo com os dados de transporte de H* apresentados na Figura 19,
verificam-se evidéncias convincentes de um efluxo de H* aprimorado conduzido
pela H*-ATPase dotipo P, como um componente principal superativado pelo
campo magnético. Pode observar que a densidade média de efluxo de protons
vanadato sensivel relacionada a atividade desta enzima sofreu um estimulo para

todos os arranjos de reator com reciclo testados (Figura 19a); na qual a
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densidade de efluxo de protons vanadato sensivel aumentou consideravelmente
na presenga do campo magnético.

Os efeitos mais significativos foram relacionados ao campo magnético
imposto ao biorreator, exibindo cerca de 2,5 vezes mais efluxos de H* sensiveis
ao vanadato em relagdo ao experimento controle, nas mesmas condi¢gdes que
mais aumentaram a produtividade do bioetanol. De fato, as letras diferentes
(Figura 19a) indicam diferengas estatisticamente significativas de acordo com
ANOVA e teste de Tukey para nivel de confianga de 95% (p < 0,05).

Durante a fermentacdo, as leveduras precisam absorver e metabolizar
quantidades crescentes de aminoacidos e outros nutrientes para produzir etanol
(Barnett, 2008). Além disso, os perfis dos efluxos H* ilustrados na Figura 19b e
19¢ confirmam o efeito do campo magnético sobre a atividade das bombas H*
do tipo P em leveduras, uma vez que os resultados estatisticos mostraram alta
significancia ao nivel de p < 0,001 ao comparar o desempenho das leveduras na
melhor condicdo de exposicdo ao campo magnético de 10 mT em relagdo ao
sistema nao exposto (Figura 19c).

As H*-ATPases do tipo P catalisam a hidrolise de ATP acoplada a
translocagao de ions H * através da membrana celular de levedura, resultando no
estabelecimento de um gradiente eletroquimico transmembranar de H*, que por
sua vez impulsiona o transporte secundario ativo de nutrientes, incluindo
aminoacidos, transportadores simportes/H* e canais dependentes de voltagem
que translocam ions metalicos essenciais para o crescimento ideal e potencial de
rendimento de fermentagao (Barnett, 2008; Serrano, 1988).

Vale ressaltar que a estimulagao do efluxo H* induzido pela exposicao de
células de levedura a um campo magnético de 10 mT é quase completamente
antagonizada pela adigdo de vanadato, um inibidor de ATPases id6nicas do tipo
P. No entanto, o campo magnético ndo induz qualquer alteragdo na acidificacdo
insensivel ao vanadato, correlacionada ao CO 2 e acidos organicos derivados do

processo de fermentagao (Pena et al., 2015).
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Figura 19. Efeitos do campo magnético no gradiente eletroquimico de H* na membrana plasmatica de S. cerevisiae X-2180: a)
Densidade média de efluxode H*vanadato-sensivel nos arranjos operacionais adotados para as fermentagdes com
reciclos. b) Densidade de efluxo de H* (total e vanadato-resistente) medida na fermentagcdo do biorreator com reciclo externo; e c)
Densidade de efluxos H* sensiveis ao vanadato representando a atividade especifica das bombas H*-ATPase tipo P da membrana
plasmatica de leveduras retiradas da fermentagédo no biorreator com reciclo externo. Simbolos: o Experimento controle (n&o exposto
ao campo magnético); e Leveduras expostas ao campo magnético (10 mT). Nota: Os dados da Fig. 5a foram analisados por ANOVA
e teste de Tukey (p < 0,05) onde letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas, enquanto, as Fig. 5b e 5¢ foram
analisadas pelo teste f onde os asteriscos indicam diferengas estatisticamente significativas (x p < 0,05; *xx p <0,01; **x p <0,001).
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Os efeitos do campo magnético também foram associados a ativagao de
outras ATPases do tipo P, como Na*/K*-ATPase (Blank, 2005) e Ca%*-ATPases
de membranas celulares de mamiferos (Wei et al., 2015) e mais recentemente a
Na*-ATPase do fungo M. purpureus (Xiong et al., 2020). Da mesma forma, o
efeito de campos magnéticos no aumento da concentragdo intracelular de ions
Ca?*em bactérias (Wu et al., 2017) e Na*;K*'Zn**e Ca** em S.
cerevisiae geneticamente modificada também foi relatado (Choe et al., 2018).
Entretanto, um possivel envolvimento de um efeito sobre os gradientes
eletroquimicos transmembrana na modulacdo da captacédo de ions ainda nao foi
explorado até agora. Nas plantas, a produtividade e o potencial de rendimento
mostraram-se maiores em plantas expostas a baixo campo magnético, efeito que
foi correlacionado com o aumento do teor de nutrientes, como N, K, Ca, Mg, Cu,
Fe, Mn e Zn (Esitken et al., 2004). .

Vale ressaltar que as células vegetais, como as leveduras, também
possuem seus sistemas secundarios de transporte ativo de nutrientes e
metabdlitos energizados por gradientes eletroquimicos de H* transmembrana,
gerados por H*-ATPases do tipo P, que constituem o sistema primario de
transporte de ions de suas membranas plasmaticas. Portanto, € tentador
especular que o mesmo mecanismo de fluxos de H* induzidos por campos
magnéticos relacionados a ativagcao de H*-ATPases de levedura também poderia
explicar os efeitos nutricionais estimulantes encontrados em plantas (Esitken et
al., 2004) envolvendo também um efeito magnetogénico na bomba H* da planta.

Enquanto isso, os resultados até aqui sugerem que 0s campos
magnéticos podem exercer seus efeitos especificamente na atividade da bomba
de prétons da membrana plasmatica, energizando os sistemas de transporte ativo
secundario acoplados ao gradiente eletroquimico H* impulsionado pela bomba,
influenciando também toda a bioeletroquimica da membrana da célula de
levedura (Figura 20).

A Figura 20 tem como propésito auxiliar a descricdo do possivel
mecanismo de interagdo do campo com as leveduras. Assim, a figura ilustra uma
célula da levedura durante o processo de fermentagdo sob campo magnético. No
citosol ocorre a glicdlise, onde a glicose € convertida em etanol e subprodutos

como glicerol e acetatos s&o excretados para o meio extracelular. Na membrana
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plasmatica estdo presentes algumas proteinas transportadoras Hxt de glicose,
simportadores de dissacarideos, glicose e aminoacidos, bombas de potassio,
canais voltagem dependente e bombas de prétons (Pma1 ou H*-ATPase tipo P).
As bombas de protons sdo as responsaveis pela manutengdo do gradiente
eletroquimico fundamental para energizagao de outros transportadores presentes
na membrana, sendo estes importantes para entrada de nutrientes na célula,
como o transporte secundario de aminoacidos, agucares e ions inorganicos (Minc
e Chang, 2014; Pedersen et al., 2007).

A captagdo de glicose por S. cerevisiae ocorre por difusdo facilitada
mediada por transportadores de agucar Hxt e ndo requer energia metabdlica, uma
vez que a forgca motriz para a translocacdo de soluto é fornecida exclusivamente
pelo alto gradiente de concentragcdo de agucar sobre a membrana (Bisson et al.,
2016). Por outro lado, o acumulo intracelular de outras hexoses e dissacarideos é
realizado acoplando a captacdo de uma molécula de agucar a captagao de um ou
mais ions H* via simportadores também conduzidos pelo gradiente eletroquimico
de protons. Além da absorcdo de acucares, o rendimento da produgdo de
bioetanol depende do equilibrio nutricional da célula de levedura durante o
processo de fermentagdo, que por sua vez depende da manutencdo de altos
niveis de ativacdo dos sistemas de transporte de ions na membrana celular
(Barnett, 2008).

De fato, além de sua relevancia para a nutricao celular, esta bomba de
prétons também desempenha um papel fundamental na manutencdo da
homeostase do pH extracelular e intracelular, permitindo que as células de
levedura lidem com o H* excedente gerado pelo maior fluxo glicolitico e
metabolismo de transbordamento. Isso € especialmente relevante para cepas de
leveduras industriais selecionadas para metabolizar altas concentracbes de
glicose, uma vez que essas células sofrem rapido crescimento fermentativo,
produzindo etanol, gas carbdnico e acidos organicos, acidificando rapidamente o
meio, 0 que requer mecanismos robustos para manter o pH citosélico subjacente
a bomba de prétons fortemente regulada para as atividades (Bisson et al., 2016;
Rosa et al., 1991).
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Figura 20. Mecanismo biofisico de agao do campo magnético de baixa frequéncia
e intensidade sobre S. cerevisiae durante a fermentacido alcodlica e os alvos
celulares. Hxt, transportadores de glicose de difusdo facilitada pela membrana
plasmatica; Pma1, H*-ATPase tipo P representado como o sistema de transporte
primario de H* acoplado quimiosmoticamente a varios transportadores de ions
secundarios da membrana plasmatica da levedura; A via glicolitica é representada
dentro da célula. Fonte: Andrade et al. (2021).

Entretanto, como os efluxos de H* sdo consequéncia de diferentes
mecanismos de transporte, a segunda etapa do trabalho foi direcionada para
correlacionar os resultados observados, na melhor configuracdo sob campo
magneético, com a atividade especifica da H*-ATPase tipo P, além de explorar
possiveis alteragdes morfoldégicas das leveduras expostas a estes campos

magnéticos.
4.2 Confirmacao da presenca e agao do campo sobre H*-ATPase tipo P
4.2.1Cinética de fermentagéo alcodlica

Neste estudo, as fermentagdes foram conduzidas a partir da melhor
condi¢ao estudada por Andrade et al. (2021), biorreator em tubo reto no centro

das bobinas com reciclo externo da suspensdo celular (Figura 11a). Os
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experimentos foram conduzidos com uma concentragao inicial de glicose de 100
g/L, as células em regime estatico (sem reciclo da suspenséo celular, Figura 11d)
e o biorreator de vidro posicionado dentro da camara de tratamento magnético
entre as bobinas do reator com maior densidade de fluxo magnético.

As cinéticas das fermentacgdes estdo apresentadas na Figura 21. Pode
observar que a fermentacdo obteve consumo total da glicose presente no meio
com 12 h (Figura 21a), ja a fermentacdo exposta ao campo magnético (Figura
22b) obteve o consumo total do substrato com 11 h de fermentacdo. Nota-se que
nesta condicdo de fermentagao (células estaticas e posicionamento do reator no
centro das bobinas) a redu¢cdo do tempo de fermentagdo foi de 1 h com a
presengca do campo magnético, diferentemente dos resultados obtidos por
Andrade et al. (2021), que obtiveram uma redugédo de 2 h com a exposi¢ao ao
campo magnético. Pode concluir que esta diferenca esta associada as diferengas

das configuragdes entre as fermentagdes.
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Figura 21. Cinética de fermentacgéo de S. cerevisiae X2180 na produgéo de etanol
em biorreator sem reciclo. a) Fermentagao (controle). b) Fermentagédo assistida
por campo magnético - axial. Simbolos: e Concentracdo de glicose (g/L);
A Concentragao de etanol (g/L); o Concentragao glicerol (g/L); m pH.

Ambas as fermentagdes (controle e fermentagcdo exposta ao campo
magnético) apresentaram alta eficiéncia de conversdo do substrato em produto,

valores acima de 91% (Tabela 6). Quando comparadas, a fermentagcéo controle
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atingiu um rendimento final de 46,6% em relagcdo ao valor tedrico, enquanto
aquela exposta ao campo obteve um rendimento de 47,7%. Entretanto, o campo
magnético proporcionou um aumento de 9% de produtividade volumétrica de

etanol e de 6% no consumo do substrato em relagédo a fermentacao controle.

Tabela 6. Parametros cinéticos da fermentagcdo para producdo de etanol pela
levedura S. cerevisiae X2180

Experimento Yp/s (g/g) Qp (g/L.h) Qs (g/L.h) € (%)

Biorreator controle 0,466 3,921 8,329 91,228

Biorreator com campo 0,477 4.275 8848 93425
magnético

Onde: Yp/s= rendimento de etanol (g/g); Qp= produtividade volumétrica global de etanol (g/L.h); Qs=
consumo volumétrico de glicose (g/L.h); €= Eficiéncia da bioconversao acucar-etanol (%) calculada como a
raz&o entre o valor experimental de Yp/s e o valor tedrico de Yp/s (0,5111g g-').

Durante a fermentacdo também se observou que houve a formacio de
produtos secundarios como glicerol e acido acético tanto na fermentagao controle
quanto a exposta ao campo magnético (Figura 22). De acordo com Lima et al.
(2001), esta € uma caracteristica comum ao metabolismo anaerobico, pois
juntamente com a produgdo de etanol e gas carblOnico, ocorre a formagéo e
excrecao de glicerol e outros produtos secundarios durante a fermentacgéao.
Entretanto, o glicerol € um metabdlito indesejavel na fermentagdo, pois afeta
negativamente o rendimento de etanol: em torno de 5 a 10% do rendimento pode
ser comprometido com a formacao de secundarios.

A aplicacdo de campo magnético reduziu a formagao de glicerol, nota-se
que na fermentagédo controle a concentragdo final média de glicerol foi de 2,22
g/L, enquanto a fermentacédo cujo biorreator foi exposto ao campo magnético a
concentragao final de glicerol chegou a 1,68 g/L (Figura 22a). Nota-se também
que o campo também alterou a formagao de acido acético conforme grafico da
Figura 22b. Observa-se que nas primeiras horas de fermentacdo ndo havia
formacgao do acido em ambas as fermentagdes. A presenga do campo magnético
retardou a producdo do acido acético na fermentacao. Vale ressaltar que a queda

do pH e a acidificagdo do meio ao longo da fermentagéo € um processo natural da
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fermentacao alcodlica, por conta da formagao de acidos organicos durante esse
processo (Lima et al., 2001).
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Figura 22. Cinética de formagédo de subprodutos durante a fermentagdo com S.
cerevisiae X2180 em biorreator em tubo reto sem reciclo da suspenc¢ao celular. a)
glicerol. b) acido acético. Simbolos: m Concentragdo de glicerol (g/L) - controle; o
Concentragao de glicerol (g/L) - campo magnético de 10 mT; ¢ Concentragao de
acido acético (g/L) - controle; ¢ Concentragdo de acido acético (g/L) - campo
magnético de 10 mT.

Além da produgédo de acidos organicos, a queda do pH também pode
estar associada a atividade da H*-ATPase presente na membrana plasmatica da
levedura, uma vez que esta enzima também transporta prétons sendo a
responsavel pela manutengdo do pH intra e extracelular (Lobao et al., 2007). E,
portanto, alvo de investigagéo da interagdo do campo com célula neste estudo.

De acordo com a Figura 23, pode observar que a temperatura da
fermentacao nao foi alterada e consequentemente nao influenciou os resultados
obtidos. De fato, a temperatura € um dos principais fatores que interferem no
metabolismo e na atividade de S. cerevisiae. Variagcbes de temperatura afetam a
viabilidade e o crescimento celular, além de influenciar na tolerancia ao etanol e
na formacgéo de glicerol (Amillastre et al., 2012). Portanto, o controle térmico da

fermentacao faz com que melhores rendimentos sejam alcangados em termos de
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etanol. Além disso, a temperatura também pode influenciar na atividade da H*-

ATPase da membrana plasmatica (Lobao et al., 2007).

Figura 23. Monitoramento cinético da temperatura das bobinas e do meio de
cultivo utilizando camera de infravermelho de termovisor modelo E40 FLIR nas
fermentacgdes assistidas por campo magnético — axial com densidade de fluxo
magnético de 10 mT na produgdo de etanol por S. cerevisiae X2180 a 30°C. Nos
tempos de fermentacdo de: a)2h, b)4 h,c)6 h,d)8 hee) 10h.

4.2.2 Estudo fisiolégico: determinagdo do fluxo de prétons extracelular

Os fluxos de H* foram avaliados durante as fermentagbes e os graficos
obtidos das medidas feitas no SIET estdo apresentados no Apéndice D (Figuras
6D a 9D). Na Tabela 7 encontram-se os resultados cinéticos médios da densidade
de fluxos de protons medida durante as fermentacdes. As medidas foram
realizadas nos tempos de 4 e 8 h, e a média do efluxo de prétons foi considerada
para fins comparativos. A densidade de efluxo de prétons vanadato-sensivel foi
obtida por diferenca entre as medidas densidade de fluxo de prétons total e na

presenca do inibidor.
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Tabela 7. Densidade média de fluxo de prétons durante a fermentacido para
producao de bioetanol pela levedura S. cerevisiae X2180

Densidade média de efluxo de H*
(pmol/mim.cm?)

Experimento

Total Vanadato- resistente
Biorreator controle 59,22 + 1,96 51,64 + 0,29
Biorreator com campo 103,88 + 31,59 80,23 + 28,243

magnético
As fermentagdes foram conduzidas em duplicata (n=2).

De fato, fica comprovado que a presenca do campo magnético aumenta o
efluxo de H* causado pela enzima H*-ATPase presente na membrana plasmatica
da levedura. Na Figura 24 encontra-se a densidade média de efluxo de prétons
vanadato sensivel relacionado a atividade desta enzima. Nota-se um efeito
estimulador do campo magnético na densidade de efluxo de protons vanadato
sensivel.

Portanto, além de aumentar a produtividade volumétrica, o campo
magnético triplicou o efluxo de H* vanadato-sensivel em relagdo ao controle. Na
Figura 24a, as letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas
de acordo com ANOVA e teste de Tukey para nivel de confianga de 95% (p <
0,05). Confirmando assim, o efeito do campo magnético sobre a atividade
das bombas H* do tipo P em leveduras, uma vez que os resultados estatisticos
mostraram alta significancia em nivel de p < 0,001 ao comparar o desempenho

da levedura ao campo em relagdo ao sistema ndo exposto (Figura 24b e c).
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Figura 24. Efeitos do campo magnético no gradiente eletroquimico de H* na membrana plasmatica de S. cerevisiae X-2180: a)
Densidade média de efluxo de H* vanadato-sensivel na fermentagdo sem reciclo da suspensao celular; b) Densidade de efluxos
de H* total e vanadato-resistente medida entre as fermentag¢des (controle e campo magnético sem reciclo); c) Densidade de efluxos
H* sensiveis ao vanadato representando a atividade especifica das bombas H*-ATPase tipo P da membrana plasmatica de leveduras
retiradas da fermentagdo sem reciclo. Simbolos: o Experimento controle (ndo exposto ao campo magnético); e Leveduras expostas
ao campo magneético (10 mT). Obs: Os dados foram analisados por ANOVA e teste t (p < 0,001) onde os asteriscos indicam
diferencas estatisticamente significativas (** p < 0,002;***p < 0,001).
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4.2.3 Estudo morfolégico por microscopia de fluorescéncia

Para estudo de alteragbes morfologicas provocadas pelo campo
magnético, as amostras de células foram coletadas a cada 4 h durante a

fermentacao e as micrografias estdo apresentadas na Figura 25.

Rodamina-
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8 horas

Campo
magnético
4 horas
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Figura 25. Caracteristicas morfologicas das células de S. cerevisiae durante a
fermentacdo. Letras: (A-D) Células controle apés 4 h de fermentacdo. (E-H)
Células controle apés 8 h de fermentagéo. (I-L) Células expostas ao campo
magneético durante 4 h de fermentagdo. (M-P) Células expostas ao campo
magnético durante 8 h de fermentagdo. (A, E, I, M) Contraste de interferéncia
diferencial. (B, F, J, N) Coloragéo da cromatina por DAPI. (C, G, K, O) Coloragéo
do citoesqueleto de F-actina por Rodamina-faloidina. (D, H, L, P) Coloragéao de
actina e cromatina por rodamina-faloidina e DAPI, respectivamente. Barra de
escala: 5 um.
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As células intactas e viaveis de S. cerevisiae obtidas da condigdo controle
apresentaram nucleos definidos e cromatina mais descompactada apos 4 e 8
horas de fermentagdo, conforme demonstrado pela marcagdo com DAPI (Figuras
25 B e F, respectivamente). Além da cromatina nuclear, o DAPI também marca a
cromatina mitocondrial em células de leveduras (Inapurapu et al., 2017), o que
pode explicar a presenca das varias pontuacgdes distribuidas no interior da célula.
Essa marcacao é distinta da observada em células de leveduras apoptéticas, as
quais sao caracterizadas pelo encolhimento celular e condensacao ou
fragmentagcdo nuclear nos estagios iniciais e tardios da morte celular por
apoptose, respectivamente (Madeo et al., 1999).

Células expostas ao campo magnético por um periodo de 4 h também
apresentaram a marcacao da cromatina em estruturas definidas no interior da
célula (Figura 25J), enquanto células expostas a essa condicdo por 8 h
apresentaram uma marcacdo mais difusa, sem haver uma delimitacdo clara do
nucleo (Figura 25N, asteriscos). Uma possivel explicagdo para esse resultado
pode ser alteragdes na estrutura da cromatina que resulta em um acumulo mais
impreciso do marcador. Outra possibilidade seria 0 excesso de DAPI internalizado
como resposta a uma maior permeabilidade de membrana causada pela
exposicado mais longa ao campo magnético, uma vez que foi a condi¢do que
também apresentou superexposi¢ao na fluorescéncia do marcador.

O citoesqueleto de actina € um importante componente celular, capaz de
formar cabos de actina que servem como trilhos para o movimento de organelas,
incluindo mitocdndrias e vacuolos. Os microfilamentos de actina sdo estruturas
altamente dindmicas e sensiveis a varias drogas ou compostos quimicos (Pruyne
et al., 2004). As células obtidas da condig&o controle continham a marcagéo da F-
actina na periferia celular, com as marchas de actina corticais concentradas nas
regides de brotamento (Figura 25C e G, indicada por setas), possivelmente como
resultado do recrutamento para a formagao de estruturas envolvidas no transporte
de organelas da célula-mae para a célula-filha. Assim como na condi¢&o controle,
as células expostas ao campo magnético durante 4 h de fermentagcdo também
apresentaram os pontos de actina na periferia celular (Figura 25K), enquanto
muitas células expostas ao campo magnético durante 8 h apresentaram a
formacdo de grandes aglomerados de actina (Figura 250, seta), sugerindo

alteracdes na formacgao e dinamica do citoesqueleto. Os filamentos de actina em
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ambas as células das fermentagdes, controle e exposta ao campo magnético, ndo
foram observados possivelmente devido a fixacdo prévia com formaldeido, o qual
resulta em um padrao de distribuicdo de F-actina despolarizado quando as células
sdo marcadas com rodamina-faloidina (Uesono et al., 2004; Vasicova et al.,

2016), mas o campo induz claramente aglutinacao e clusterizagao da actina.
4.2.4 Estudos bioquimicos

Foi avaliado aqui o papel do gradiente de H* através da membrana
plasmatica na regulacdo das H*-ATPases tipo P, de forma a contribuir no
entendimento sobre a sinalizagdo envolvida em disfung¢des da regulagdo dessas
bombas na presenga do campo magnético durante a fermentag&o para produgao
de etanol. Para os estudos bioquimicos, as células retiradas no final da
fermentacao foram isoladas para obtencdo das membranas totais e feita a analise

bioquimica (conteudo de proteinas e atividade de hidrélise da enzima).
4.2.4.1 Cinética de hidrdlise da parede celular

Os dados da cinética de hidrdlise da parede celular para isolamento das
membranas totais das células das fermentagdes estao apresentados no Apéndice
E e a cinética no grafico da Figura 26. Normalmente, espera-se um decaimento
da absorvancia de 80% durante a hidrélise da parede celular, entretanto foi obtido
um decaimento meédio de 52,3% de membranas isoladas no fim da fermentacao.
No final da fermentacgao a parede celular encontra-se “mais rigida”, além disso, as
células estao expostas a altas concentragdes de etanol e a escassez de substrato
caracteristico da fermentagdo alcodlica, dificultando assim hidrélise da parede

celular.



70

w r o
1 1 1

Absorvancia (600 nm)
o o = =~ =
o © o - N
1 1 1 1 1

o
q
1

o
)

0 10 20 30 40 50
Tempo (mim)

Figura 26. Grafico cinético da hidrélise da parede celular da levedura S. cerevisiae
X2180 nas fermentagdes para producao de etanol. Simbolos: m Biorreator sem
aplicacdo de campo (controle); o Biorreator assistido por campo magnético de 10
mT. Os experimentos foram conduzidos em duplicata e as barras de erro
representam o desvio padrao respeito a média.

4.2.4.2 Determinagéo do teor de proteina

Apos o isolamento das membranas das células da levedura utilizada nos
experimentos de fermentacdo foi realizada a dosagem de proteina (Tabela 8).
Pode observar que o campo magnético afetou significativamente a quantidade de
proteinas totais. Houve aumento de 47,3% na quantidade de proteinas na

fermentacao exposta ao campo magnético quando comparada ao controle.

Tabela 8. Dosagem de proteina pelo método de Bradford (1976) das membranas
isoladas das fermentagdes em biorreator sem reciclo da suspenséo celular.

Experimento Proteina (ug/uL)

Biorreator controle 1,050 + 0,09

Biorreator sob campo
magnético 1,547 + 0,29
As fermentacdes foram conduzidas em duplicata (n=2).
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4.2.4.3 Immunoblotting

O western blotting € um técnica qualitativa para validagdo da presenca da
bomba de prétons acionada pela hidrolise de ATP. De acordo com os resultados
obtidos a partir do Western blotting (Figura 27) pode confirmar a presenca da
bomba H*-ATPase presente na membrana da levedura S. cerervisiae X2180 em
ambos os tratamentos, bem como associar o efeito provocado pelo campo sobre
as atividades realizadas por ela. Esta enzima presente na membrana plasmatica
de leveduras, fungos e plantas apresenta massa molecular em torno de 100 KDa
(Pederson et al., 2007). Entretanto, foi observado que além da banda relacionada
a H*-ATPase tipo P (3% banda do padrdo, na cor verde), outras bandas foram
formadas indicando a degradagdo da proteina, constituindo fragmentos da
mesma, uma vez que, o anticorpo policlonal utilizado é especifico para esta

enzima.
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150kDa - Red
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Figura 27. Efeito do campo magnético sobre a imunorresposta da H* -ATPase tipo
P de membranas totais obtidas de células da fermentacdo sem reciclo e consumo
total do substrato. Apdés obtencdo do gel SDS-PAGE 10%, imunotransferéncia
com o anticorpo policlonal de H*-ATPase tipo P de levedura (100 KDa) e detecgéo
com anticorpo secundario conjugado com peroxidase. Identificagdo: Fermentagao
exposta ao campo magnético (1 e 2); Fermentagcédo controle (3 e 4); Marcador
padrao de peso molecular com faixa de cores variando de 12 a 225 KDa (Padréo -
GE Healthcare).
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Aparentemente parece haver maior intensidade das bandas dos pogos 1
e 2 que correspondem a fermentagdo com exposigdo ao campo magnético, mas
as bandas subsequentes inferiores que podem representar degradagdo por
proteases sao menos intensas quando comparadas com o0s experimentos
controle. Ja na fermentacao controle (3 e 4) as bandas das enzimas estdo menos

intensas, porém as bandas de degradag&o sao mais intensas.
4.2.4.4 Determinacdo da atividade hidrolitica

A determinacdo da atividade hidrolitica do isolado de membranas de
células de S. cerevisiae X2180 das fermentacdes foi determinada pela quantidade
de Pi formado. A hidrdlise foi quantificada na auséncia (total) e na presenga do
inibidor especifico da H*-ATPase tipo P vanadato (vanadato-resistente) e por
diferenca calculou-se a hidrélise de ATP vanadato-sensivel. Os dados de hidrdlise
de ATP estado apresentados no Apéndice G. Uma unidade de atividade (U) foi
definida como a quantidade de Pi formado por minuto (umol de Pi /min) e por
microlitro de extrato de isolado de membranas (U/uL). A atividade foi determinada
em funcdo da proteina total determinada pelo método de Bradford e expressa
como atividade especifica (U/ug).

A Figura 28 mostra os resultados da atividade hidrolitica dos extratos
isolados de células controle e expostas ao campo magnético de 10 mT. Assim, &
possivel verificar que houve diferenca entre estes sistemas, posto que a atividade
hidrolitica especifica vanadato-sensivel correspondente a H*-ATPase tipo P da
fermentacgao controle foi superior aquela determinada para a fermentagao exposta

ao campo magnético.
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Figura 28. Determinacao da atividade hidrolitica especifica de membranas totais
isoladas de células S. cerevisiae X2180 durante a fermentacao para producéo de
etanol: atividade hidrolitica total, vanadato-resistente e vanadato-sensivel. Os
experimentos foram conduzidos em duplicata e as barras de erro representam o
desvio padrao respeito a média.

Portanto, aparentemente até este ponto da pesquisa houve controvérsias
que precisavam ser resolvidas, pois como entender que havendo maior teor de
proteina total e maior efluxo de H* vanadato-sensivel sob campo magnético,
houvesse menor atividade de hidrédlise de ATP em relagdo ao experimento
controle.

De acordo com a Tabela 4, campo magnético de baixa frequéncia e
intensidade tem sido reportado por afetar de forma diferente, isto €&, alterando
positiva ou negativamente a performance de diferentes bombas de ions, as quais
sdo também ATPase do tipo P. Inclusive, Lin e colaboradores (2019) relataram
reducdo de atividade de transporte em torno de 97%, 70% e 34% para Na*/K*-
TPase, Ca*-ATPase, Mg*-ATPase, respectivamente. Embora, estes resultados
sejam bem interessantes ndo é possivel compara-los facilmente com aqueles
obtidos para H*-ATPase tipo P exposta ao campo magnético por terem
funcionalidades diferentes e por outro lado, até onde sabe ndo ha estudos
reportados na literatura para condigcbes semelhantes em sistemas contendo H*-

ATPase tipo P de leveduras.
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Neste contexto, novos experimentos foram delineados visando avaliar
simultaneamente, ndo apenas as atividades de hidrolise e de transporte, mas
também a razdo de acoplamento, por ser esta enzima H*-ATPases do tipo P uma
proteina embebida na membrana plasmatica que funciona como bomba de
prétons acionada pela hidrolise de ATP (translocase), conforme ja explicado no

inicio do trabalho.

4.3 Validagao da acado do campo sobre H*-ATPase tipo P
4.3.1Cinética de fermentagéo alcodlica

Nesta ultima etapa, o estudo foi direcionado a confirmagado do mecanismo
proposto por Andrade et al. (2021) através de estudos do acoplamento bioquimico
da enzima H*-ATPase presente na membrana da levedura. Portanto, as
fermentagdes foram conduzidas até o consumo parcial do substrato (6 h), nas
mesmas condigdes estudadas no item anterior (5.2) e o monitoramento da
cinética de fermentacédo esta apresentada na Figura 4J (Apéndice J). Como o
controle térmico da fermentagcdo pode influenciar a atividade da H*-ATPase,
também foi realizado o monitoramento da temperatura das bobinas e do meio de
fermentacdo. As termografias estdo apresentadas no Apéndice J (Figura 3J).
Pode-se afirmar que n&o houve alteragdo da temperatura da fermentacéao, pois as
cores indicam que o meio de fermentacdo nao foi afetado pelo aquecimento das

bobinas do reator de campo magnético.
4.3.2 Estudos bioquimicos
4.3.2.1 Cinética de hidrolise da parede celular

Apods 6 h de fermentagéo, as membranas totais das células da levedura S.
cerevisiae X2180 da fermentacdo para producao de etanol foram isoladas e a
cinética de hidrolise da parede celular monitorada. Os dados detalhados estédo
apresentados no Apéndice E e a cinética da hidrdlise da parede celular no grafico
da Figura 29. Observa-se um decaimento médio na absorvancia de 54,7%, sendo

suficientes para realizacdo das analises bioquimicas.
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Figura 29. Grafico cinético da hidrélise da parede celular da levedura S. cerevisiae
X2180 na fermentagao para produgao de etanol conduzida por 6 h. Simbolos: =
Biorreator controle; o Biorreator assistido por campo magnético de 10 mT. Os
experimentos foram conduzidos em duplicata e as barras de erro representam o
desvio padrao respeito a media.

4.3.2.2 Determinag&o do teor de proteina

Apods o isolamento das membranas das células da levedura utilizada nos
experimentos de fermentacdo foi realizada a dosagem de proteina (Tabela 9).
Pode observar que o campo magnético afetou significativamente a quantidade de
proteinas totais. Houve um aumento de 72,3% na quantidade de proteina quando
a fermentagao foi exposta ao campo magnético. Além disso, o isolamento das
membranas totais das fermentagdes com consumo parcial do substrato foi mais
eficiente quando comparado ao isolamento da realizagdo no fim da fermentagéo

em termos de quantidade de proteina (item 4.2.2.2).

Tabela 9. Dosagem de proteina pelo método de Bradford (1976) das membranas
isoladas das fermentagdes em biorreator sem reciclo da suspenséo celular

Experimento Proteina (pg/pL)
Biorreator controle 1,521 £ 0,41
Biorreator sob campo

magneético 2,621 + 0,003

As fermentacdes foram conduzidas em duplicata (n=2).
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4.3.2.3 Imunoblotting

Para imunodetecgdo de enzima H*-ATPase tipo P e validar de forma
qualitativa sua presencga na célula da levedura durante a fermentacgao foi realizado
um dot blot, apresentado na Figura 30. Confirma-se nesta analise que a enzima
esta presente na membrana das leveduras de ambas as fermentagdes (controle e
exposta ao campo magnético). Porém, nota-se uma diferenga na expressao entre
as fermentagdes. Entretanto, apesar da maior quantidade de proteina total
(Tabela 9) presente na fermentagcéo exposta ao campo magnético, ndo ha maior
expressao da enzima H*-ATPase tipo P em relagao a fermentacéo controle. Com
auxilio do Image J, a intensidade da resposta do dot blot foi quantificada, e,
portanto, foi verificado que a expressdao da enzima foi menor na fermentacao
exposta ao campo magnético, pois houve um redugdo média de 16,5% na
expressao da H*-ATPase tipo P na fermentacdo tratada quando comparada ao

controle.

controle campo magnético

1 2 1 2

Figura 30. Imunorresposta (Dot blott) da H*-ATPase tipo P presente na membrana
de células de S. cerevisiae X2180 apds 6 h de fermentacdo sem reciclo. Os
experimentos e as analises foram realizados em duplicata.

4.3.2.4 Determinacgéo da atividade de hidrolitica

A atividade hidrolitica do isolado de membranas de células de S.
cerevisiae X2180 das fermentagdes foi determinada pela quantidade de Pi
formado. Primeiramente, foi realizada a cinética de hidrolise de ATP para

determinar a velocidade inicial de hidrolise (Vo). A quantificagdo do ATP
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hidrolisado foi obtida pela quantidade de Pi formado na auséncia (total) e na
presencga do inibidor especifico da H*-ATPase tipo P (vanadato-resistente) e, por
diferencga, calculada a hidrélise de ATP vanadato-sensivel. Os dados de hidrolise
de ATP estado apresentados no Apéndice H (Figuras 3H e 4H). Uma unidade de
atividade (U) foi definida como a quantidade de Piformado por minuto (umol de Pi
/min) e por microlitro de extrato de isolado de membranas (U/uL). A atividade foi
determinada em fung¢do da proteina total determinada pelo método de Bradford e
expressa como atividade especifica (U/ug).

Na Figura 31 estdo apresentadas as cinéticas de hidrélise de ATP nas
fermentagdes controle e expostas ao campo magnético. Estas cinéticas foram
obtidas a fim de estabelecer a velocidade inicial (Vo) e com 5 min de reagao foi
obtida maxima velocidade de hidrélise de ATP e, portanto, utilizada para
determinacdo da taxa de acoplamento. Os dados obtidos na determinacdo da
atividade hidrolitica revelaram que houve diferenca entre as fermentacoes.
Verifica-se que a taxa de atividade de hidrodlise especifica de ATP da fermentagao
controle foi superior a fermentagdo exposta ao campo magnético, praticamente
dobrou.

Embora presente em ambos os tratamentos, conforme visto na analise de
dot blott, a atividade hidrolitica especifica vanadato-sensivel correspondente a H*-
ATPase tipo P na fermentacdo sob campo magnético foi menor quando
comparada ao controle (Figura 32). Portanto, pode concluir que a enzima tem
menor gasto de energia (ATP) quando as células da levedura sdo expostas ao

campo magnético.
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Figura 31. Cinética de atividade hidrolitica especifica de membranas isoladas de
células S. cerevisiae X2180 durante a fermentagédo para produgdo de etanol. a)
Biorreator controle; b) Biorreator exposto ao campo magnético de 10mT. Os
experimentos foram conduzidos em duplicata e as barras de erro representam o
desvio padrao respeito a média.
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Figura 32. Cinética de atividade hidrolitica especifica (vanadato-sensivel) de
membranas isoladas de células S. cerevisiae X2180 durante a fermentagao para
producao de etanol. Simbolos: m Fermentagao controle; o Fermentagao exposta
ao campo magnético. Os experimentos foram conduzidos em duplicata e as
barras de erro representam o desvio padrao respeito a média.
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4.3.2.5 Determinagéo da atividade de transporte H+

O transporte de H* dependente de ATP foi estimado pelo decréscimo da
fluorescéncia conforme graficos apresentados na Figura 33. Calculou-se a
velocidade inicial de formacdo do ApH (Vo) e a fluorescéncia maxima total
(AFmax) das células durante as fermentagdes. Definiu-se como uma unidade de
atividade de transporte (U) unidade relativa de fluorescéncia (U.R.F%/mim) pelo
volume de amostra. Para calculo da atividade transporte especifica foi

considerada a massa de proteina (ug), os dados estdo disponiveis na Tabela 1l

(Apéndice I).
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Figura 33. Atividade de bombeamento de protons da H*-ATPase tipo P de
membranas isoladas de fermentacdes por S. cerevisiae X2180 para producdo de
etanol. A translocacdo de prétons através de vesiculas de membrana foi
monitorada pela extingdo de fluorescéncia de ACMA na presenca de 80 uL de
isolados de membrana; a reacio foi iniciada pela adigdo de 1 mmol/L de ATP. Os
dados sao representativos de duas fermentacdes controle (a e b) e fermentagdes
expostas ao campo magnético de 10 mT (c e d).
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Na Figura 34 estdo graficamente apresentadas as atividades de
transporte de H* especifica. De acordo com os resultados obtidos, observa-se que
a velocidade inicial do transporte de H* vanadato-sensivel relacionado a atividade
da enzima H*-ATPase tipo P na fermentagdo exposta ao campo magnético teve

um aumento de quase trés vezes em relagao a fermentagao controle.
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Figura 34. Atividade de transporte de H* especifica medida de membranas
isoladas da fermentagao em biorreator para producéo de etanol por S. cerevisiae
X2180. Os experimentos foram conduzidos em duplicata e as barras representam
o desvio padrao a respeito a média.

Portanto o campo magnético aumentou a velocidade de transporte H*
corroborando com o aumento do efluxo de protons. Porém, a atividade de
hidrolise de ATP foi reduzida. Estes resultados sugerem uma diferenga no
acoplamento funcional (acoplamento entre as duas atividades desempenhadas
pela bomba: hidrolise de ATP e transporte de H*) entre os dois estados da
enzima, revelando um estimulo da eficiéncia de transporte da bomba associada a
um acoplamento menor de energia liberada pela hidrolise de ATP na promogéao
das mudangas conformacionais importantes para o transporte ativo de H* pela

enzima.
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Dessa forma, a razdo de acoplamento da bomba de prétons foi calculada
pela razdo entre a velocidade inicial de atividade de transporte de H* e a
velocidade inicial de hidrdlise de ATP conforme descrito na Equacéo (5).

Velocidade de transporte de H* (5)

Razio d ! to =
a0 ae acoptmeTte = Velocidade de hidrolise de ATP

Como pode observar na Tabela 10, o campo magnético alterou a
capacidade de acoplamento da bomba H*-ATPase, uma vez que as atividades de
transporte e hidrolise da bomba também foram alteradas. Enquanto a atividade
especifica de hidrélise diminuiu a atividade de transporte aumentou com a
presenca do campo, fazendo com que a razdo de acoplamento de 1,7282 + 0,8
para a fermentacao controle aumentasse para 11,1065 + 2,59 sob o efeito do
campo magneético, isto €, um aumento de 6,4 vezes maior em relagado ao controle.
Assim, pode concluir que enquanto na condigdo controle a bomba estava
funcionando de forma acoplada, sob o efeito do campo magnético houve uma
evidente alteragdo da bomba para uma condicdo de hiperacoplamento. Desta
forma, estes resultados podem suportar o efeito do campo magnético na

produtividade de producgao de bioetanol pela S. cerevisiae X2180.

Tabela 10. Efeito do campo na capacidade de acoplamento de H*-ATPase entre
atividade de transporte de H* e atividade de hidrolise de ATP de células isoladas
apos a fermentagdao em biorreator sem reciclo da suspensao celular conduzida
até o consumo parcial de substrato

E . Atividade de transporte  Atividade de hidrélise Razao de
xperimento e Ces

especifica (U/pg) especifica (U/pg) acoplamento
Biorreator controle 0,16236 + 0,08 0,09395 + 0,004 1,7282+ 0,8
Biorreator sob campo
magnético 0,47889 + 0,11 0,04312 + 0,001 11,1065 + 2,59

Os valores representam as médias de experimentos conduzidos em duplicata.
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5. CONCLUSOES E RECOMENDAGOES

Baseado nos dados obtidos neste estudo, propomos e validamos o
mecanismo de acado pelo qual campos magnéticos de baixa frequéncia e
intensidade podem interagir com as células da levedura e impactar
positivamente o processo de fermentagdo. De fato, o campo favorece o
consumo de substrato, reduzindo os tempos de fermentagdo, com
consequente aumento da produtividade;

Este efeito positivo sobre a levedura pode ser sustentado do ponto de vista
celular ao verificar que houve um efeito biolégico do campo magnético na
performance da enzima H*-ATPase tipo P, presente na membrana plasmatica,
uma vez que esta bomba de préotons se torna mais eficiente tendo menor
gasto de energia para um maior transporte de H* operando em condigbes de
hiperacoplamento na manutencdo do equilibrio eletroquimico da célula, seis
vezes maior em relagédo ao controle;

Parece haver uma relacdo entre a reducdo da producdo de metabdlitos
intermediarios como acetato e glicerol com a performance da enzima H*-
ATPase tipo P sob campo magnético. Porém, esse tipo de observagao precisa
de mais estudos do ponto de vista bioquimico que permitam validar esta
correlagao;

De forma semelhante, as alteracées morfoldgicas observadas em nivel celular

sob campo magnético em relagdo ao nucleo e citoesqueleto sdo muito
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importantes e precisam também de estudos mais aprofundados que podem
ser complementados com microscopia eletrénica;

Estudos futuros poderdo ser direcionados para explorar se 0s campos
magneéticos induzem mudangas transcricionais e/ou poés-transcricionais em
bombas de ions, canais e outros transportadores de substrato, incluindo os
sistemas voltagem-dependentes, visando complementar os resultados e
ampliar o universo de potenciais aplicagdes em biotecnologia industrial e em
processos quimicos e de alimentos;

Para abordar aplicagdes industriais, estudos futuros devem ser realizados
utilizando substratos da pratica industrial, como caldo de cana e melaco ou
mesmo amido de milho hidrolisado, que fornece essencialmente sacarose e
outros dissacarideos fermentaveis, os quais sao transportados via simporte
de protons nas leveduras e considerando o mecanismo revelado, resultados
ainda melhores podem ser esperados;

Finalmente, os resultados deste estudo podem ser de grande relevancia pois,
além de contribuir para o entendimento do efeito biolégico dos campos
magnéticos, também podem contribuir com a cadeia produtiva de bioetanol,
uma vez que estudos de scale-up, de impacto ambiental e técnico-econdmicos

avaliem os beneficios desta tecnologia ndo convencional.
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APENDICE A — Curvas de calibragdo HPLC

Curva de calibragao para a determinagdo do consumo de substrato e

formacado de produto e subprodutos durante a fermentagdo para producao de

etanol por S. cerevisiae X2180 em reator assistido por campo magnético.

Curva de calibragao - GLICOSE

4000,000

2000,000
1000,000
0,000

y =123,39x
R?=0,9995
10 20 30

Concentragdo (g/L)

Curva de calibragcao - GLICEROL

600
500

w

£ 400

£ 300

y = 104,83x
R?=1
2 3 4 5
Concentragdo (g/L)

40

Curva de calibragdo - ETANOL

350,000
300,000
¥ 250,000
£ 200,000
= 150,000

2 100,000

50,000
0,000

y =54,372x
R2=0,9995

2 4 6 8
Concentragdo (g/L)

Curva de calibragdo - ACIDO

400

5?_ 300

£ 200
[+

£ 100

ACETICO

y = 65,926x
R?=0,9999

2 3 4 5 5]
Concentragao (g/L)

Figura 1A. Curvas de calibragdo usadas para determinar a concentragao (g/L) da
glicose consumida, etanol formado e glicerol produzido durante a fermentacgéo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). a) Glicose, b) Etanol e c) Glicerol
e d) Acido acético.
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APENDICE B - Curva de crescimento da levedura

Curva de crescimento celular da levedura Saccharomyces cerevisiae
X2180.
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Figura 1B. Curva de crescimento celular da levedura S. cereivisiae X2180
incubada em shaker a 30°C e agitagao orbital de 200 rpm utilizando 20%(v/v) do
pré-cultivo. Simbolos: e Concentragdo de glicose (g/L); ¢ Densidade 6ptica (DO
600 nm); m pH .



96

APENDICE C - Calibrago biorreator

Resultado da calibragédo do sistema gerador de campo magnético.
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Figura 1C. Representacao grafica do perfil da densidade de fluxo magnético no
centro das bobinas do biorreator assistido por campos eletromagnéticos — sistema
axial. Simbolos: e 1TA;02A;A 3A; 04 A;¢5A;AGA; »7A.
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APENDICE D — Dados da densidade de fluxo de H*

Graficos das leituras de densidade de fluxo de prétons usando a técnica “Scanning lon-selective Electrode Technique” (SIET).
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Figura 2D. Graficos de densidade de fluxo de prétons durante a fermentagdo no biorreator c/ reciclo externo sem aplicagao de
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APENDICE E - Cinética de hidrolise da parede celular

Isolamento de membranas das células da levedura S. cerevisiae X2180.

Tabela 1E. Tabela de monitoramento da cinética durante a reagéo de hidrdlise da
parede celular de células de S. cerevisiae X2180 durante a fermentagdo para
producdo de etanol. a) Membranas isoladas no fim da fermentagdo. b)
Membranas isoladas na fermentacado conduzida por 6h.

a)
Hidrélise da parece celular
Absorvéancia (600nm)
1;;’:'"‘:;’ Controle Campo magnético 10 mT
Rep 1 Rep2 Média Desvio Rep 1 Rep 2 Média Desvio
0 1,45 1,41 1,43 0,02 1,39 1,43 1,41 0,02
10 1,33 1,21 1,27 0,06 1,23 1,24 1,235 0,005
20 1,18 1,09 1,135 0,045 1,03 1,04 1,035 0,005
30 0,98 0,91 0,945 0,035 0,94 0,94 0,94 0
40 0,86 0,83 0,845 0,015 0,85 0,85 0,85 0
50 0,74 0,68 0,71 0,03 0,76 0,79 0,775 0,015
b)
Hidrélise da parece celular (6h de fermentagéao)
Absorvancia (600nm)
Tempo Controle Campo magnético 10 mT
(mim)

Rep 1 Rep2 Meédia Desvio Rep 1 Rep 2 Média Desvio

0 1,374 1,334 1,354 0,02 1,110 1,292 1,201 0,091
10 1,202 1,165 1,1835 0,0185 1,012 1,092 1,052 0,04
20 1,038 1,031 1,0345 0,0035 0,879 0,912 0,896 0,0165
30 0,987 0,858 0,9225 0,0645 0,754 0,826 0,790 0,036
40 0,854 0,792 0,823 0,031 0,659 0,724 0,692 0,0325

50 0,784 0,74 0,762 0,022 0,599 0,677 0,638 0,039
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APENDICE F — Dados da dosagem de proteinas

Curva de padrdo para dosagem de proteina das membranas isoladas da

levedura S. cerevisiae X2180 na fermentacao para produgao de etanol.

Curva Padrao de Proteina
(Método de Bradford)
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Figura 1F. Curva de albumina sérica (BSA) pelo método de Bradford (1976). a)
Curva utilizada da dosagem de proteina de membranas isoladas no fim da
fermentacado. b) Curva utilizada na dosagem de proteina de membranas isoladas
na fermentacao conduzida por 6h.
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Tabela 1F. Dosagem de proteina das membranas isoladas das fermentagbes por
S. cerevisiae X2180 em biorreator para producao de etanol determinadas pelo
meétodo de Bradford (1976). a) Dosagem das fermentagbes com consumo total do
substrato; b) Dosagem das fermentagdes com consumo parcial do substrato — 6h.

a)
Absorvéncia (595 nm) Proteina
Tratamento
Rep. 1 Rep. 2 Média (ug/mL)
Controle 1 0,085 0,097 0,0910 1137,50
Controle 2 0,075 0,079 0,0770 962,50
Campo 1 0,095 0,106 0,1005 1256,25
Campo 2 0,146 0,148 0,1470 1837,50
b)
Absorvéncia (595 nm) Proteina
Tratamento
Rep. 1 Rep. 2 Rep.3 Média (ug/mL)
Controle 1 0,222 0,217 0,244 0,2277 1929,38
Controle 2 0,109 0,149 0,136 0,1313  1112,99
Campo 1 0,308 0,307 0,312 0,309 2618,64
Campo 2 0,306 0,309 0,314 0,3097 2624,29

Obs: a quantidade de proteina foi determinada através das equagdes da curva
padrdo no Apéndice F (Figura 1F), onde Y é absorvancia média e X a
concentracdo de proteina (ug/mL), vale ressaltar que as amostras foram
diluidas 100x.
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APENDICE G — Curva padréo de fosfato inorganico

Construgdo da curva padréo de fosfato inorganico (Pi) para calculo da

atividade hidrolitica.

a)
Curva Padrao de Pi
1
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Figura 1G. Curva Padrao de fosfato inorganico (Pi) para determinacdo da atividade
hidrolitica: a) Fermentagdes conduzidas até o consumo total do substrato (Topico
2). b) Curva utilizada na dosagem de proteina de membranas isoladas na
fermentacao conduzida por 6h (Tépico 3).



APENDICE H — Dados da atividade hidrolitica

Dados para determinacao da atividade de hidrélise de ATP.
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Tabela 1H. Determinacdo da concentracdo de Pi das membranas isoladas de

leveduras S. cerevisiae X2180 apos fermentac&o para produgao de etanol.

Tratamento Abs Pi Pi
(750nm) (umol/mL) (pumol/L)
0,322 0,188 187,8
Total
0,394 0,230 229,8
Controle 0,294 0,171 171,5
Vanadato 0,269 0,157 156,9
0,248 0,145 144,6
0,318 0,185 185,5
Total 0,303 0,177 176,7
Controle 0,338 0,197 1971
(repeticéo 1) 0,267 0,156 155,7
Vanadato 0,200 0,117 116,6
0,207 0,121 120,7
0,344 0,201 200,6
Fermentagio Total 0,320 0,187 186,6
com campo 0,341 0,199 198,9
magneético 0,196 0,114 114,3
Vanadato
0,238 0,139 138,8
0,285 0,166 166,2
Fermentacgao Total 0,347 0,202 202,4
com campo
magnético 0,336 0,196 196,0
ica 0,254 0,148 148,1
(repeticao 1) Vanadato
0,280 0,163 163,3
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Tabela 2H. Determinacdo da concentracdo de Pi das membranas isoladas de
leveduras S. cerevisiae X2180 apos 6h de fermentacao para producido de etanol
(controle).

(Repeticao 1) (Repeticao 2)
Tempo W o Abs Pi Pi Abs Pi Pi
(mim) (750nm) (umol/mL) (umol/L) (750nm) (pmol/mL) (pmol/L)
0,132 0,083 82,9 0,106 0,067 66,55
Total 0,155 0,097 97,3 0,103 0,065 64,67
_ 0,139 0,087 87,3 0,101 0,063 63,41
5 min
0,100 0,063 62,8 0,082 0,051 51,48
Vanadato 0,096 0,060 60,3 0,075 0,047 47,09
0,095 0,060 59,6 0,081 0,051 50,85
0,216 0,136 1356 0,155 0,097 97,31
Total 0,216 0,136 1356 0,168 0,105 105,47
_ 0,235 0,148 1475 0,175 0,110 109,87
10 min
0,180 0,113 113,0 0,119 0,075 74,71
Vanadato 0,167 0,105 104,8 0,122 0,077 76,59
0,160 0,100 100,5 0,125 0,078 78,48
0,295 0,185 185,2 0,232 0,146 145,66
Total 0,314 0,197 197,1 0,233 0,146 146,28
_ 0,296 0,186 185,8 0,252 0,158 158,21
15 min
0,235 0,148 1475 0,181 0,114 113,64
Vanadato 0,218 0,137 136,9 0,206 0,129 129,33
0,216 0,136 135,6 0,202 0,127 126,82
0,414 0,260 259,9 0,29 0,182 182,07
Total 0,406 0,255 2549 0,283 0,178 177,67
_ 0,430 0,270 270,0 0,291 0,183 182,70
20 min
0,293 0,184 184,0 0,224 0,141 140,63
Vanadato 0,302 0,190 189,6 0,209 0,131 131,22
0,288 0,181 180,8 0,218 0,137 136,87
0,490 0,308 307,6 0,373 0,234 234,18
Total 0,507 0,318 318,3 0,374 0,235 234,81
_ 0,518 0,325 3252 0,39 0,245 244,85
30 min
0,385 0,242 2417 0,262 0,164 164,49
Vanadato 0,364 0,229 228,5 0,297 0,186 186,46

0,369 0,232 231,7 0,278 0,175 174,54
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Tabela 3H. Determinacdo da concentracdo de Pi das membranas isoladas de
leveduras S. cerevisiae X2180 apds 6h de fermentacido em biorreator assistido
por campo magnético de 10 mT para produgao de etanol.

(Repeticao 1) (Repeticao 2)
T(?nr?rg;) Medida (75Aobnsm) (um:IIlmL) (umPoIIIL) G%?)nm) z:mollmL) Pi (umollL)
0,147 0,092 9229 0,154 0,097 96,685
Total 0,138 0,087 8664 0,167 0,105 104,847
, 0,142 0,089 8915 017 0,107 106,730
> min 0,111 0,070 69,69 0138 0,087 86,640
Vanadato 0,109 0,068 6843 0,141 0,089 88,523
0,107 0,067 6718 0,15 0,094 94,174
0,288 0,181 180,81 0,29 0,182 182,069
Total 0,276 0173 17328 0,291 0,183 182,697
_ 0,281 0,176 17642 0,308 0,193 193,370
10 min 0,235 0,148 14754 0,258 0,162 161,979
Vanadato 0,239 0,150 150,05 0,243 0,153 152,562
0,242 0,152 151,93 0,241 0,151 151,306
0,375 0235 23543 0424 0,266 266,198
Total 0,389 0,244 24422 0436 0274 273732
- 0,39 0,245 24485
0,346 0217 217,23 0,374 0235 234,807
Vanadato 0,329 0,207 20655 0,36 0226 226,017
0,354 0222 22225 0386 0,242 242,341
0,447 0281 280,64 0488 0,306 306,379
Total 0,479 0,301 300,73 0,49 0,308 307,634
_ 0,462 0,290 290,06 0,497 0,312 312,029
20 min 0,385 0242 24171 0436 0274 273732
Vanadato 0,349 0219 21911 0423 0,266 265570
0,386 0,242 24234 0434 0272 272,476
0,521 0,327 32710 0,619 0,389 388,624
Total 0,573 0,360 359,74 0,619 0,389 388,624
_ 0,51 0,320 32019 0,607 0,381 381,090
30 min 0,441 0277 27687 0,547 0,343 343,420
Vanadato 0,442 0277 27750 0538 0,338 337,770
0,467 0,293 29319 0549 0,345 344,676
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Figura 1H. Cinética de atividade hidrolitica especifica (total e vanadato-resistente)
de membranas isoladas de células S. cerevisiae X2180 durante a fermentacao
para producdo de etanol: a) sem exposi¢gdo ao campo - controle; b) exposta ao
campo magnético.
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Tabela 4H. Atividade hidrolitica especifica de membranas isoladas de células S.
cerevisiae X2180 apds a fermentacao para producao de etanol.

Atividade hidrolitica especifica
(Mmol Pi/min)/ug Proteina)

Experimento Total desvio vanadato- desvio vanadato-
resistente sensivel
Fermentacgao controle 0,61 0,28 0,46 0,04 0,14983
Fermentagao controle
(repeticdo 1) 0,65 0,02 0,45 0,06 0,19188
Fermentagdao com campo
magnético 0,52 0,00 0,34 0,00 0,18257

Fermentagdo com campo
magneético (repeticéo 2) 0,34 0,03 0,28 0,00 0,05890
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Tabela 5H. Cinética de atividade hidrolitica especifica de membranas isoladas de
células S. cerevisiae X2180 da fermentagao para producédo de etanol conduzida
por 6h. Para o calculo da velocidade inicial de transporte de H* foram utilizados os
dados da cinética de hidrélise no tempo de 5 minutos de reacéao (*).

Atividade hidrolitica especifica
(Mmol Pi/min)/ug ptn)

FERMENTACAO CONTROLE

Tempo Total desvio \r/:;:%a;g desvio V:;?sc:’s;?-
5 0,31 0,08 0,21 0,02 0,09764*
10 0,24 0,04 0,18 0,03 0,05786
15 0,22 0,02 0,16 0,02 0,05690
20 0,23 0,02 0,16 0,01 0,06636
30 0,18 0,02 0,13 0,01 0,04786

FERMENTACAO CONTROLE (repeticao 1)
5 0,39 0,03 0,30 0,04 0,09025*
10 0,31 0,06 0,23 0,02 0,08273
15 0,30 0,04 0,25 0,05 0,05348
20 0,27 0,01 0,20 0,02 0,06675
30 0,24 0,02 0,17 0,03 0,06268
FERMENTACAO SOB COM CAMPO MAGNETICO
5 0,23 0,02 0,17 0,01 0,05327*
10 0,23 0,01 0,19 0,01 0,03436
15 0,20 0,01 0,18 0,02 0,02220
20 0,18 0,02 0,15 0,03 0,03569
30 0,14 0,03 0,12 0,01 0,02255
FERMENTACAO SOB COM CAMPO MAGNETICO (repetigao 1)

5 0,26 0,04 0,23 0,03 0,03297 *
10 0,24 0,02 0,20 0,02 0,03908
15 0,23 0,01 0,20 0,02 0,03013
20 0,20 0,01 0,17 0,01 0,02419

30 0,16 0,01 0,14 0,00 0,01870
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APENDICE | — Dados da atividade de transporte H*

Tabela 11. Determinacgao da atividade de transporte de H+ (total, vanadato-resistente e vanadato-sensivel) de células de S. cerevisiae
X2180 na fermentacéo para producao de etanol em biorreator.

Atividade de Atividade de transporte

Vo f/_uc\)/ri,zae%ilo'ada /t\:;\j;csiag,efge transporte especifica (vanadato-
P especifica sensivel)
U= (U.R.F %/mim) (U)/uL amostra U/ug U/ug

Fermentagéo Total 79,845 0,99806 0,51740

controle VVanadato- 0,081 75
(repetiggo 1) resistente 67,23 0,84038 0,43565
Fermentagéo Total 91,445 1,14306 1,02701

controle Vanadato- 0,24298
(repeticdo 2) resistente 69,81 0,87263 0,78403
Fermentacéo c/ Total 179,54 2,24425 0,85691

campe Vanadato- 0,36722
magnético istent 102,6 1,28250 0,48969

(repeticdo 1) resistente

Fermentagao c/ Total 186,66 2,33325 0,88920

iy Vanadato- 0,59056
magnetico 62,69 0,78363 0,29864

(repetigéo 2) resistente
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APENDICE J - Cinética de monitoramento da temperatura das bobinas

Monitoramento cinético da temperatura das bobinas das fermentagdes

assistidas por campo magnético.

—
Temp. ext. 20 T Al Temp. ext. | 20
Trans. ext.  100% ¢ P -- Trans. ext. SO0

Temp. ext. 2 e Temp. ext. 20
Trans. ext. (100 2 e Trans. ext. 1008k

Figura 1J. Monitoramento cinético da temperatura das bobinas e do meio de
cultivo utilizando cémera infravermelho de termovisor modelo E40 FLIR nas
fermentacgdes assistidas por campo magnético — axial utilizando sistema de reciclo
em espiral (102 mL/mim) e densidade de fluxo magnético de 10 mT na produgao
de etanol por S. cerevisiae X2180 a 30°C, nos tempos de fermentacéo de: a) 2h,
b) 4h, c) 6h e d) 8h.
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Trans. ext: — Trans. ext. 1008

Figura 2J. Monitoramento cinético da temperatura das bobinas e do meio de
cultivo utilizando caémera infravermelho de termovisor modelo E40 FLIR nas
fermentagdes assistidas por campo magnético — axial utilizando sistema de reciclo
em U (102 mL/mim) e densidade de fluxo magnético de 10 mT na produgao de
etanol por S. cerevisiae X2180 a 30°C, nos tempos de fermentagéo de: a) 2h, b)
4h, c) 6h e d) 8h.
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Figura 3J. Monitoramento cinético da temperatura das bobinas e do meio de
cultivo utilizando camera de infravermelho de termovisor modelo E40 FLIR nas
fermentagdes assistidas por campo magnético - axial sem reciclo da suspenséo e
densidade de fluxo magnético de 10 mT na produgao de etanol por S. cerevisiae
X2180 a 30°C conduzidas até o consumo parcial da glicose (6 h). No tempo de
fermentagao de: a) 2 h,b) 4 h, c) 6 h.
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Figura 4J. Cinética de fermentacao de S. cerevisiae X2180 na producgéo de etanol
em biorreator assistido por campo magnético conduzida por 6h comparado ao
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The aim of this work was to evaluate the bioethanol productivity in an unconventional bioreactor
assisted by extremely low frequency (ELF) - electromagnetic field and elucidate the biophysical mech-
anism of action by which ELF magnetic fields improve the bioethanol production by S. cerevisiae. Fer-
mentations were carried out under axial field lines at 10 mT magnetic flux density (B), using three
different recycling arrangements (spiral-shape tube, u-shape tube and whole bioreactor)in a closed loop.
Fermentation kinetics were monitored by cell growth, substrate consumption, ethanol and by-product
formation. In addition, electrophysiological measurements of the H' ion fluxes were carried out in
yeast cells sampled at different fermentation stages. ELF magnetic fields increased the glucose uptake,
bioethanol production and H' efflux, shortening in 2 h the fermentation time. The greatest effects of the
ELF magnetic fields were obtained in the whole bioreactor arrangement, reaching an average increase of
33% in the bioethanol production. The results are consistent with a stimulatory effect of ELF magnetic
fields on the plasma membrane H'-ATPase activity, as indicated by the specific increase of the vanadate-
sensitive component of the yeast cells H' efflux, providing a new biophysical mechanism of action for the

biological effect of magnetic fields.

© 2021 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

In recent years, there has been an intense research activity in the
development of unconventional production processes for biofuels
using magnetic catalyst particles containing immobilized enzymes
and whole cells, or even free cells in bioreactors assisted by mag-
netic fields for biodiesel [1-3], biomethane [4—6] and bioethanol
[7-10].

Bioethanol is the most widely used biofuel in the world with a
global production of 114 billion litres in 2019 [11], for which the

* Corresponding author. State University of Northern of Rio de Janeiro (UENF),
(CCTA/ LTA - Processes Engineering Sector), Av Alberto Lamego 2000, Pg California,
28013-602, Campos dos Goytacazes, R], Brazil.

E-mail address: victorh@uenfbr (V.H. Perez).
! These authors contributed equally to this work.

https://doi.org/10.1016/j.renene.2021.01.074
0960-1481/@ 2021 Elsevier Ltd. All rights reserved.

production by fermentation is a well-established technology,
however there is still demand for the development of unconven-
tional processes that result in innovative improvements in first
generation ethanol production and aiming also to leverage the
production of second-generation biofuels. In the present work a
mechanistic study is carried out, investigating the possible target of
ELF magnetic fields in yeast cells, that may account for the stimu-
latory effects of magnetic-induced fermentation processes.
Fermentations assisted by magnetic fields for bioethanol pro-
duction has increasingly attracted the attention of the scientific
community as a promising unconventional technique, especially
after the first reports on the positive effects of magnetic fields in
bioethanol production [12—19]. More recently, our research group
have developed empirical mathematical models for the magnetic-
induced bioethanol production to better describe the phenome-
nological behavior of this unconventional bioprocess [20].

Increases of bioethanol productivity by S. cerevisiae in unconventional bioreactor under ELF-
magnetic field: New advances in the biophysical mechanism elucidation on yeasts
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Several aspects related to the S. cerevisiae free-cell proliferation
and fermentation under magnetic fields, including some biophys-
ical considerations, have also been reviewed [21,22]. However,
despite these and other advances, the issue remains controversial
in the literature, with some conflicting data probably resulting from
the diversity of strains used, differences among the experimental
systems and due to also the wide range of magnetic field intensity
and/or magnetic flux density values experimentally evaluated.

Thus, to solve this issue as well as towards the adaptation of this
unconventional technology to the industrial scale, a first challenge
will be to understand the biophysical basis of the magnetic field
interactions with living cells. Such a knowledge would also help in
analyzing and comparing the performances of different designs of
bioreactors assisted by magnetic fields and their scale up. Once
established a clear mechanism of action and the main cellular and
molecular targets, a wider array of cell types could be analyzed to
reveal and evaluate the magnetic field environmental impact and
technical-economic balances necessary to discriminate the real
potential of this technology.

Herein, the fermentation kinetics of bioethanol production un-
der extremely low frequency (ELF) magnetic field was studied, in
order to explore the biophysical and molecular basis of the meta-
bolic changes observed in the yeast cell. A role for the P-type H"-
ATPase is proposed, as a primary active transport system magne-
togenic over-activated in the yeast cell membrane, generating the
electrochemical H™ gradient responsible for energizing most of the
nutrients uptake required to supply higher fermentation rates.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Wild-type yeast Saccharomyces cerevisiae strain X2180 (MATa
SUC2 mal mel gal2 CUPT) was routinely maintained at 30 °C on solid
YPD medium (1% yeast extract, 2% bactopeptone, 2% glucose and 2%
agar).

Yeast extract, peptone (for microbiology grade) and glucose
(>99.5%) used in microbial growth medium and Ethanol (>99.9%)
and sodium orthovanadate (99.98%) used as used as standard and
chemical, respectively, were purchased from Merck.

2.2. Fermentation for bioethanol production

The fermentation was performed using a culture medium con-
taining yeast extract (10 g/L), peptone (20 g/L) and glucose (65 g/L)
which was inoculated with 20 wt¥%/v biomass (75% moisture con-
tent, wet basis) aseptically weighed with respect to the volume of
the total medium. Fermentations were carried out in a glass column
fermenter with a working volume of 300 mL under anaerobic
conditions at 30 °C.

2.2.1. Bioreactor assisted by ELF magnetic field

Experiments were performed in a bioreactor prototype assisted
by extremely low frequency (ELF) magnetic field. The bioreactor
was basically formed by glass column with jacket for temperature
control of the culture medium and height/diameter (H/D)
ratio = 250/14 mm [1]. The cellular suspension was subjected un-
der axial magnetic field at 10 mT using three different recycling
arrangements as previously described [23]. Briefly, a) recycling the
cellular suspensions through a spiral-shaped tube, external to the
fermenter with a magnetic field parallel to the coil axis; b) recycling
the cellular suspensions through a U-shaped tube system with a
magnetic field parallel to coil axis; and c) fermentation carried out
in a fermenter entirely encircled by the magnetic field, i.e, the
vessel was placed inside the coils with also external recirculation of
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the cellular suspensions. The coils were energized by DC current
and during magnetic field application an onfoff scheme was
adopted at intervals of 1h during fermentation. The measurements
of magnetic flux density (B) were performed using a digital
gaussmeter (model 5180, EW. BELL, USA). The control experiment
was carried out in the absence of magnetic fields for comparative
purpose.

2.2.2. Monitoring fermentation kinetics

Glucose consumption, ethanol and glycerol production were
monitored by HPLC (YL9100 HPLC System, YL Instruments Co., Ltd.,
Korea) equipped with Refractive Index detector and a Rezex RCM-
Monosaccharide Ca®* column (8%) at 60 °C, using ultra-pure wa-
ter as the mobile phase with a flow of 0.7 mL/min. The cell growth
was determined using a spectrophotometer (Thermo Scientific
Genesys 10S UV—Vis, USA) by optical density at 600 nm, diluting
conveniently the samples as suggested by the Beer-
—Lambert—Bouguer law. The pH of the medium was monitored
using a pH-meter (BEL Engineering, Model W3B, Italy).

2.3. Extracellular proton fluxes determination

Proton fluxes across cellular membrane were measured at cell
surface using the non-invasive Scanning lon Selective Electrode
Technique (SIET) as described previously [24,25]. Briefly, the
microelectrode used for H flux consisted of in a column back-filled
firstly with electrolyte (15 mmol/L of KCl and 40 mmol/L KH,P0Oy,
pH 6.0) and front-loaded with H" selective cocktail (Sigma-Aldrich,
hydrogen ionophore I, Cocktail B, Cat. no. 95293). Aliquots of cells
withdrawn during fermentation at several interval of time were
immediately centrifuged at 5000x g for 5 min and immaobilized on
the agar matrix inside of measuring chamber. Vibrating electrodes
were positioned near the cells surface and the net H™ fluxes were
measured for 10—15 min over an excursion distance of 15 pm as
voltage differences (pV). For P-type H'-ATPase measurements,
1 mmol/L of sodium orthovanadate (NazVOy; a P-type H*-ATPase
inhibitor) at pH 7.2 was added to the medium and pre-incubated for
5 min prior to analysis. Vanadate-sensitive H™ effluxes were
calculated as the difference between the H™ fluxes obtained from
untreated and vanadate pre-treated cells.

3. Results and discussion

Standard fermentation was carried out without exposure to
magnetic fields (control process), exhibiting typical profiles for the
kinetics of sugar consumption, pH variation, formation of by-
products (glycerol) and bioethanol production (Fig. 1).

Thus, glucose with an initial concentration of 65 g/L was prac-
tically depleted over 10 h of fermentation resulting in 30.92 g of
ethanol /L of prepared culture medium, i.e., reaching a final yield of
47.6% in relation to the theoretical value of 51.11% stoichiometrically
estimated, a result that can be considered satisfactory for this
laboratory yeast strain. The 5. cerevisiae X-2180 is a wild-type strain
and not an industrial one selected for high performances in ethanol
production, which is well characterized at the biochemical and
molecular levels, and thus, useful to enzyme and electrophysio-
logical studies on bench scale.

Fermentations were performed under ELF magnetic fields to
evaluate the effects on the bioethanol production, imposing axial
field lines at 10 mT in three versatile experimental systems
(Figs. 2—4), a spiral-shape tube (Fig. 2a), a U-shape tube (Fig. 3a)
and a whole bioreactor arrangement (Fig. 4a). In all cases, the ELF
magnetic field accelerates the glucose consumption improving the
bioethanol production. The best results were obtained with the
whole bioreactor exposure to the magnetic field, reducing the

Increases of bioethanol productivity by S. cerevisiae in unconventional bioreactor under ELF-
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Fig. 1. Experimental setup (a) and fermentation kinetics (b) for control experiment (in
the absence of ELF magnetic field) during alcoholic fermentation by S. cerevisiae X2180.
Ethanol productivity: 3.09 g/Lh. Symbols: @ Glucose uptake (g/L); A Ethanol pro-
duction (g/L); ¢ Optical density (600 nm); W pH; O Formed glycerol (g/L).

fermentation time in 2h and reaching average increase of about 33%
in the ethanol productivity (Fig. 4b).

These results are in agreement with previous studies [8,9],
confirming that low frequency and intensity magnetic fields can
exert positive effects on ethanol production by yeasts under
anaerobic conditions, helping to resolve the controversy that arose
from studies that questioned the existence of this effect [26,27].

Moreover, magnetic fields-related biological effects have also
been reported by many others [12-19], although the results are
essentially restricted to changes in cell growth, media pH varia-
tions, and increases in substrate consumption and ethanol pro-
ductivity. In most cases, the phenomena are discussed mostly based
only on changes in cell membrane permeability and/or undeter-
mined modulations of cellular metabolism. More detailed in-
vestigations have recently been reported on bacteria exposed to
magnetic fields [28], providing evidence for a role of the cell wall
integrating a magnetoporation effect. The proposed increased mass
concentration gradient generated at the cell wall surface could also
contributes to the mass transfer driving force in yeast cell wall
during the fermentation process assisted by magnetic fields.
Nevertheless, the biochemical and molecular key elements that
integrate the phenomena at the cell membrane level, remains
largely elusive.

Glucose uptake by S. cerevisiae occurs by facilitated diffusion
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Fig. 2. Experimental setup (a) and fermentation kinetics (b) by S. cerevisiae X2180 in
bioreactor assisted by ELF magnetic field at 10 mT, using Spiral-shape tube as treat-
ment system. Ethanol productivity: 3.756 g/Lh. Symbols: @ Glucose uptake (g/L); A
Ethanol production (g/L); ¢ Optical density (600 nm); M pH; © Formed glycerol (g/L).

mediated by Hxt sugar transporters and does not require metabolic
energy since the driving force for solute translocation is provided
exclusively by the high concentration gradient of sugar over the cell
membrane [29]. On the other hand, intracellular accumulation of
other hexoses and disaccharides must be accomplished by coupling
the uptake of a sugar molecule to the uptake of one or more H' ions
via symporters also driven by the proton electrochemical gradient
|29]. Furthermore, beyond the sugars uptake and glycolytic rates,
the bioethanol production yield depends on the yeast cell nutri-
tional balance during the fermentation process, which in turn de-
pends on the maintenance of high levels of activation of the ion
transport systems at the cell membrane [30].

In previous studies, we have postulated that electromagnetic
fields can generate a potential difference in cell suspension culture
media, inducing charge fluxes by capacitive effect, ie, by the
establishing non-uniform electric fields and induction currents in
the fermentation medium [9]. As these eddy currents could alter
the resting potentials in cells, the H™ fluxes were evaluated elec-
trophysiologically in yeast cells sampled from the bioreactor (Fig. 5)
and the P-type H'-ATPase contribution was estimated by NazVO4 (a
P-type H™-ATPase specific inhibitor), since this proton pump gen-
erates and controls the electrochemical H' gradient generated

Increases of bioethanol productivity by S. cerevisiae in unconventional bioreactor under ELF-
magnetic field: New advances in the biophysical mechanism elucidation on yeasts
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Fig. 3. Experimental setup and fermentation kinetics by S. cerevisize X2180 in biore-
actor assisted by ELF magnetic field at 10 mT, using U-shape tube as treatment system.
Ethanol productivity: 3.751 g/Lh. Symbols: @ Glucose uptake (g/L); A Ethanol pro-
duction (g/L); ¢ Optical density (600 nm); W pH; O Formed glycerol (g/L).

across the cell membrane. Our data provide compelling evidence
for an enhanced H' efflux driven by the P-type H'-ATPase, as a
main component overactivated by the ELF magnetic field.

Despite a clear tendency of stimulatory effect found for all tested
reactor arrangements (Fig. 5A), the most significant effects were
related to the magnetic field imposed to the whole bioreactor,
exhibiting about 2.5-folds higher vanadate-sensitive H™ effluxes
with respect to control experiment, at the same condition that most
improved the bioethanol productivity. In fact, in Fig. 5A, different
letters indicate statistically significant differences according to
ANOVA and Tukey's test for confidence level of 95% (p < 0.05). Also,
at this condition, fermentative yeasts need to take up and metab-
olize increasing amounts of amino acids and other nutrients to
produce, in less time, more ethanol [30]. In addition, the profiles of
the H™ effluxes illustrated in Figures Fig. 5C and D confirm the effect
of the magnetic field on the activity of the P-type H" pumps in
yeasts since the statistical results showed high significance at the
level of p < 0.001 when comparing the performance of yeasts in
whole reactor exposed to 10 mT in relation to the system not
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exposed (Fig. 5C).

Plasmalemmal P-type H'-ATPases catalyze ATP hydrolysis
coupled to the translocation of H' ions across the yeast cell
membrane, resulting in the establishment of a transmembrane
electrochemical H gradient, which in turn drives the active sec-
ondary transport of nutrients, including amino acid/H*-symports
and voltage-gated channels that translocate metal ions essential to
optimal growth and fermentation yield potential [30,31]. It is worth
noting that the stimulation of the H' efflux induced by the expo-
sure of yeast cells to 10 mT magnetic field is almost completely
antagonized by the addition of vanadate, an inhibitor of P-type ion
ATPases. However, it does not induce any change on the vanadate-
insensitive acidification, correlated to the CO, and organic acids
derived from the fermentation process [32].
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In agreement, magnetic field effects was also associated with
activation of other P-type ATPases such as Na™/K™-ATPase [ 33] and
Ca’*-ATPases of mammalian cell membranes [34] and more
recently the Na™-ATPase of the fungus M. purpureus [35]. Likewise,
the increase in the intracellular concentration of Ca* ions in bac-
teria [36] and Na*; K*; Zn>* and Ca’* in genetically modified
S. cerevisiae | 37] has also been reported under magnetic fields, buta
possible involvement of an effect on the transmembrane electro-
chemical gradients on the modulation of ion uptake has not yet
been explored up to now. In plants, the productivity and yield po-
tential were shown to be higher at plants exposed to low magnetic
field, an effect that was correlated with an increased content of
nutrients, such as N, K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn and Zn [38]. It is note-
worthy to mention that plant cells like yeasts, have also their sec-
ondary active transport systems of nutrients and metabolites
energized by transmembrane electrochemical H™ gradients,
generated by P-type H™-ATPases, which constitute the primary
system of ion transport of their plasma membranes. Therefore, it
tempting to speculate that the same mechanism of magnetic field-
induced H' fluxes related to the yeast H™-ATPases activation, could
also account for the nutritional stimulatory effects found in plants
[38], also involving a magnetogenic effect on the plant H™ pump
counterpart.

Meanwhile, our results suggest that ELF magnetic fields might
exert their effects specifically on the plasma membrane proton
pump activity, energizing the secondary active transport systems
coupled to the pump-driven H* electrochemical gradient, also
influencing the whole bioelectrochemistry of the yeast cell mem-
brane (Fig. 6). In fact, beyond its relevance to the cell nutrition, this
proton pump also plays a key role in maintenance of extracellular
and intracellular pH homeostasis allowing yeast cells to cope with
the H" surplus generated by the higher glycolytic flux and overflow
metabolism. This is especially relevant to industrial yeast strains
selected to metabolize high glucose concentrations, since these
cells undergo rapid fermentative growth, producing ethanol, CO,
and organic acids, rapidly acidifying the medium, which requires
robust mechanisms to maintain cytosolic pH underling tightly
regulated proton pump activities [29,39].

To address industrial applications, future studies should be
performed using subtracts from industrial practice, such as sugar-
cane juice and molasses or even hydrolysed corn starch, which
provides essentially sucrose and other fermentable disaccharides.
Since these can be hydrolysed by extracellular invertases producing
other hexoses besides glucose, for which the transport must occur
via proton symport in the yeasts [ 29], and considering the revealed
mechanism, even better results can be expected.

In addition, these results can also be interesting to the second-
generation bioethanol production in which glucose and other
monosaccharides from biomass are available for fermentation. In
this regard, the use of bioreactors assisted by magnetic fields may
represent one of the promising alternatives due to the reduction in
the fermentation times and increases in ethanol productivity,
which might have profound technological and economic impacts
on global production volumes.

4. Conclusions

Based on these data, we are proposing a new mechanism of
action by which ELF magnetic fields interact with the yeast cells
and improve the fermentation process, by increasing the H*
pumping activity of the plasma membrane H™-ATPase, inducing a

test where asterisks indicate statistically significant differences (*p < 0.05; **p < 0.01;
weep < 0,001),

Increases of bioethanol productivity by S. cerevisiae in unconventional bioreactor under ELF-
magnetic field: New advances in the biophysical mechanism elucidation on yeasts



CM. de Andrade, AJ.D. Cogo, V.H. Perez et al

ey e Fo e e
FeMp s A N Diacrde K e
A i W e CO o (]
\ |/ How

flm b

1/,
O ] Greaabbre 1

Fig. 6. Biophysical mechanism of action of extremely low frequency (ELF) magnetic
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resented as the primary H™ transport system chemiosmotically coupled to several
secondary ion transporters of the yeast plasma membrane; Glycolytic pathway is
represented inside the cell.

surplus in the chemiosmotic driving force to the higher uptake
rates of ions and other substrates required to the process (Fig. 6). In
addition to contributing to the understanding of the biological ef-
fect of magnetic fields, these findings can be used to increase the
productivity of bioethanol under magnetic field on an industrial
scale since fermentation times can be reduced by 2 h compared to
conventional processes.

Future studies should be directed towards determining whether
magnetic fields induce transcriptional and/or post transcriptional
changes in ion pumps, channels, and other substrate transporters.
Deciphering the magnetic-related modulation of these trans-
membrane transport systems may open new avenues to under-
stand the triggering mechanisms of the positive interactions of
magnetic fields with microorganisms of industrial interest as well
as to avoid possible negative interactions not only of economic
relevance, but also that related to the systemic health.
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