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RESUMO 

 

 

ANDRADE, Cristilane Macharete de, D.Sc., Universidade Estadual do Norte 
Fluminense Darcy Ribeiro. Abril de 2022. EFEITO DO CAMPO MAGNÉTICO 
SOBRE A LEVEDURA Saccharomyces cerevisiae NA FERMENTAÇÃO 
ALCOÓLICA: ELUCIDAÇÃO DOS MECANISMOS EM NÍVEL CELULAR. 
Orientador: Prof. Victor Haber Pérez. 

 

Este trabalho teve como objetivo geral estudar o efeito do campo magnético de 

baixa frequência e intensidade na fermentação alcoólica usando S. cerevisiae 

X2180 em biorreator assistido por campo magnético, não apenas através das 

observações macroscópicas, mas principalmente monitorando possíveis 

alterações em nível celular da enzima H+-ATPase (tipo P) presente na membrana 

plasmática, bem como, na morfologia das leveduras. As fermentações foram 

realizadas sob linhas de campo na direção axial com densidade de fluxo 

magnético (B) de 10 mT, usando quatro diferentes arranjos de biorreator em 

relação à exposição da suspensão 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 

fermentação foi monitorada pelo consumo de substrato, pH, formação de 

bioetanol e subprodutos. Além disso, medidas eletrofisiológicas do fluxo de H+, 

bioquímicas e microscópicas de fluorescência foram realizadas nas células da 

levedura em diferentes estágios da fermentação. Os resultados mostraram que o 

campo magnético favoreceu o consumo de substrato, a produtividade de 

bioetanol e consequente redução dos tempos de fermentação, o que pode ser 

atribuído às alterações na performance da enzima H+-ATPase tipo P, presente na 

membrana plasmática, cuja bomba de prótons 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 condições de hiperacoplamento para a manutenção 

do equilíbrio eletroquímico da célula. Esta razão de acoplamento chegou a ser 6 

vezes maior em relação ao controle. Finalmente, os resultados deste estudo 

podem contribuir para o entendimento dos mecanismos biológicos de interação 

dos campos magnéticos com micro-organismos de importância industrial e ao 

mesmo tempo, contribuir com a cadeia produtiva de bioetanol em função do 

potencial desta tecnologia para a sua implantação em escala industrial. 

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

campo magnético, H+-ATPase tipo P, razão de acoplamento. 
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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 



 

 

xii 

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 INTRODUÇÃO  

 

 

 

Novas tecnologias têm sidos estudadas a fim de melhorar a eficácia de 

processos biotecnológicos (Silva et al., 2020; Veiga et al., 2020). Neste sentido, 

há alguns anos bioprocessos assistidos por campos magnéticos têm despertado a 

atenção, tanto do ponto de vista científico como do industrial, em virtude das 

potencialidades dos efeitos biológicos reportados (Silva et al. 2020; Berlot et al., 

2013;  Deutmeyer et al., 2011; Dobsinský 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 aplicação sob 

micro-organismos são controversos e não há um consenso quanto aos efeitos 

provocados na célula (Albuquerque et al., 2016; Hristov e Perez, 2011). De 

maneira geral, os mecanismos biofísicos e bioquímicos que constituem a base da 

interação entre campos magnéticos e leveduras são muito complexos e pouco 

compreendidos (Dussán et al., 2019; Albuquerque et al., 2016). Entretanto, os 

recentes progressos na biologia celular e molecular têm aberto novas 

oportunidades para obtenção de informações relevantes sobre processos 

ocorridos na célula, tornando possível a análise ampla de mudanças ocorridas na 

célula microbiana, em condições e/ou momentos distintos (Saini et al., 2018).  
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Portanto, entender os efeitos desta tecnologia sobre o comportamento de 

micro-organismos representa um passo de grande importância para a 

biotecnologia e mais pesquisas serão necessárias para esclarecer os efeitos dos 

campos nas células microbianas que justifiquem tais alterações e repostas 

provocadas em bioprocessos. Assim, um primeiro desafio será compreender as 

bases biofísicas das interações do campo magnético com as células vivas. Uma 

vez estabelecido um mecanismo de ação 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 equilíbrios 

técnico-econômicos necessários para discriminar o real potencial dessa 

tecnologia (Andrade et al., 2021). 

Diante de tal questionamento, há alguns anos, o grupo de pesquisa 

“Biomagnetismo aplicado à Industria de Processos” tem se dedicado a estudar 

aplicações biotecnológicas de campos magnéticos na indústria de alimentos e 

neste contexto a elucidação dos mecanismos de interação destes campos com as 

células microbianas tem sido um desafio de grande complexidade. Inicialmente, 

as respostas foram apenas em nível macroscópico e embasadas em hipóteses 

sobre alterações na permeabilidade das membranas celulares e outros efeitos 

reportados na literatura. Porém, desde o ano de 2017, em parceria com o 

Laboratório de Fisiologia e Bioquímica de Micro-organismos (LFBM) do Centro de 

Biociências e Biotecnologia (CBB-UENF) foram iniciados estudos sobre a 

influência do campo magnético em nível celular, isto é, sobre a atividade da H+-

ATPAse da membrana plasmática 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 redução do tempo de fermentação e consequente melhoria na 

produtividade de bioetanol, também apontaram como possível alteração em nível 

celular, respostas significativas no efluxo de prótons através da membrana 

plasmática responsável pelo equilíbrio eletroquímico das células. Neste contexto, 

o presente trabalho tem como objetivo avaliar o efeito do campo magnético de 

baixa frequência e intensidade na fermentação alcoólica usando S. cerevisiae 

através de observações macroscópicas e em nível celular monitorando a 
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atividade da bomba H+-ATPase tipo P presente na membrana plasmática da 

levedura visando aplicações futuras destes sistemas em escala industrial.  

Os resultados do estudo experimental foram divididos basicamente em 

três etapas, sendo a primeira delas focada na formulação de uma hipótese de um 

possível efeito biológico do campo magnético devido à sua interação com a 

levedura, com base em observações positivas da cinética das fermentações em 

biorreatores com diferentes configurações sob campos magnéticos de baixa 

frequência e intensidade e das respostas fisiológicas da levedura nos efluxos de 

H+ por ATPases de membrana plasmática (tipo P) em relação aos controles. Mas, 

como os efluxos de H+ são consequência de diferentes mecanismos de 

transporte, na segunda etapa o trabalho foi direcionado para correlacionar os 

resultados observados, na melhor configuração sob campo magnético, com a 

atividade específica da H+-ATPase tipo P, além de explorar possíveis alterações 

morfológicas das leveduras expostas a estes campos magnéticos. Finalmente, 

como as H+-ATPases do tipo P são complexos de proteínas embebidas em 

membranas plasmáticas que funcionam como bombas de prótons acionadas por 

hidrólise de ATP, em uma última etapa, a validação do mecanismo proposto foi 

confirmada através de estudos de acoplamento bioquímico desta enzima. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Fermentação alcoólica 

A fermentação alcoólica, também conhecida como etanólica é um 

processo anaeróbico para produção de energia, na qual ocorre uma série de 

complexas reações enzimáticas realizadas por micro-organismos, onde a glicose 

é convertida em etanol (Azhar et al., 2017; Ko et al., 2016). Os principais micro-

organismos responsáveis por esta transformação são as leveduras do gênero 

Saccharomyces e também por bactérias como a Zymomonas mobilis (Crocomo e 

Gutierrez, 2001; Lima et al., 2001). 

Dentro do gênero Saccharomyces, especialmente a S. cerervisiae, é o 

micro-organismo mais comumente empregado na produção de etanol, devido à 

sua boa capacidade fermentativa, alta produtividade, alta tolerância ao etanol e 

outros inibidores formados durante a fermentação, baixa geração de coprodutos e 

capacidade de fermentar uma ampla gama de açúcares (Azhar et al., 2017; Ko et 

al., 2016; Mussato et al. 2012). Vale ressaltar que, além da produção de etanol 

biocombustível, a levedura S. cerevisiae possui ampla utilização industrial, 

principalmente na indústria alimentícia (panificação, produção de vinho, produção 

de cerveja), além do uso na indústria farmacêutica (Azhar et al., 2017; Hristov e 

Perez, 2011). 

As células dessa levedura possuem formato redondo a ovoide com 

diâmetro 5 a 10 µm que se reproduzem por brotamento. Dependendo do tipo de 
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cultivo podem utilizar diferentes açúcares (Hristov e Perez, 2011, Lima et al., 

2001). Esta levedura é basicamente um dos organismos eucarióticos mais 

intensivamente estudados na biologia celular, cujo metabolismo é o mais 

conhecido (Saini et al., 2018; Hristov e Perez, 2011). 

É um micro-organismo aeróbio facultativo, ou seja, tem a habilidade de se 

ajustar metabolicamente, tanto em condições de aerobiose como de anaerobiose 

(ausência de oxigênio molecular). Portanto, os produtos finais do metabolismo do 

açúcar dependerão das condições em que a levedura se encontra (Lima et al., 

2001). Em condições anaeróbicas, a principal via metabólica usada pelas 

leveduras é a glicólise, conforme Equação 1, para cada molécula de glicose são 

produzidas duas moléculas de piruvato, que então é reduzido a etanol com 

liberação de duas moléculas de gás carbônico por ação de duas enzimas, a 

piruvato descarboxilase e a desidrogenase alcoólica (Crocomo e Gutierrez, 2001; 

Lima et al., 2001). A Figura 1 exemplifica resumidamente como ocorre o processo 

de fermentação alcoólica. 

 

C6H12O6  2CH3CH2OH + 2CO2+ 2ATP (1) 

 

 

 

Figura 1. Esquema simplificado do metabolismo da glicose da fermentação 
alcoólica. 
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O rendimento teórico na produção de etanol é de 0,511 e 0,489 para CO2 

(Vásquez et al., 2009; Bai et al., 2008). Entretanto, juntamente com o etanol e o 

CO2, o metabolismo anaeróbico permite a formação de vários subprodutos 

durante a fermentação, como glicerol, ácidos orgânicos, álcoois superiores, entre 

outros compostos. Simultaneamente, ocorre o crescimento das 

leveduras/formação de biomassa (Lima et al., 2001). 

Estes produtos secundários acabam diminuindo o rendimento na 

produção de etanol. De acordo com Lima et al. (2001), estima-se que 5% do 

açúcar metabolizado pela levedura sejam desviados para formação de produtos 

secundários, resultando em um rendimento de 95% em etanol em condições 

adequadas de fermentação. Todavia, em condições industriais, em que fatores 

químicos, físicos e microbiológicos podem afetar a levedura, rendimentos de até 

90% normalmente são obtidos, resultando em desvio de 10% do açúcar 

processado para a formação de outros produtos que não seja o etanol. 

O bioetanol é o biocombustível mais utilizado no mundo com uma 

produção global de 114 bilhões de litros em 2019 (Ren21, 2020) para o qual a 

produção por fermentação é uma tecnologia bem estabelecida. Porém, ainda há 

demanda para o desenvolvimento de processos não convencionais que resultem 

em melhorias na produção de etanol de primeira geração e que visem também 

alavancar a produção de biocombustíveis de segunda geração.  Recentemente, a 

busca por alternativas tecnológicas que otimizem o processo fermentativo de 

forma eficiente e com alta produtividade de etanol tem despertado interesse tanto 

do setor industrial como científico (Azhar et al., 2017; Lopes et al., 2016).  

Neste sentido, muitas pesquisas e tecnologias têm sido desenvolvidas 

nos últimos anos, a fim de obter melhorias do processo como o uso da 

engenharia genética, utilização de matérias-primas alternativas, equipamentos, 

novas tecnologias, entre outros. Diversos pesquisadores têm estudado processos 

fermentativos para produção de etanol assistido por campos eletromagnéticos e, 

portanto, diversos dispositivos foram desenvolvidos a fim de expor sistemas 

biológicos a estes campos (Dussán et al., 2019; Dobšinský e Jedlička 2017; 

Deutmeyer et al. 2011; Liu et al. 2009; Perez et al., 2007; Nóvak et al., 2007; 

Alvarez et al., 206; Motta et al., 2004; Ruíz-Gomes et al., 2004). 
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As fermentações assistidas por campos magnéticos para produção de 

bioetanol têm atraído cada vez mais a atenção da comunidade científica como 

uma técnica não convencional promissora, principalmente após os primeiros 

relatos sobre os efeitos positivos dos campos magnéticos na produção 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; Dobšinský e Jedlička 2017; Liu et al., 2009). Estes estudos abordam 

diferentes condições e parâmetros de exposição aos campos, bem como 

diferentes resultados obtidos que serão descritos detalhadamente nos próximos 

tópicos desta revisão. 

2.2 Aspectos gerais sobre magnetismo e sistemas de exposição ao 

campo magnético 

Independente da sua forma, um ímã tem dois polos, o polo norte (N) e o 

polo sul (S), que exercem forças um sobre o outro de maneira análoga à 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 variável provoca um campo magnético e vice-

versa. O campo magnético é gerado por cargas móveis através de imãs 

permanentes ou por correntes elétricas ligadas a um solenoide ou a bobinas 

Helmholtz (Nussenzveig, 1997; Serway, 1996).  

Segundo o Sistema Internacional de Unidade (SI), a unidade de campo 

magnético (B) é o Tesla (T), mas também pode ser representada em Gauss (G), 

que corresponde a 10-4 T, já a intensidade do campo magnético (H) a unidade é 

Amper por metro (A/m) (Tipler, 2000; Serway, 1996; Reitz, 1967). 

O campo magnético exerce força sobre cargas em movimentos e essa 

força é proporcional à carga e à magnitude da velocidade da partícula. Sendo 

assim, experimentalmente, quando uma partícula com carga elétrica “q”, passa 

em uma certa velocidade  por um campo magnético constante e uniforme B em 

uma região do espaço, sofre a ação de uma força perpendicular a  e . A força 

 é dada pela Equação 2 e denominada Força de Lorentz do campo magnético 

(Tipler, 2000; Serway, 1996; Reitz, 1967).  
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=                     (2) 

Em que:  é a força de Lorentz,  é a densidade de fluxo magnético, q é a 

carga da partícula e  é a velocidade da partícula. 

No caso dos processos fermentativos em que os meios de cultura e/ou 

suspensões celulares são ricos em sais e outros nutrientes, ou seja uma série de 

elementos químicos ionizáveis (com cargas) e estas soluções circulam a 

determinada velocidade  dentro de um fermentador na presença de um campo 

, as forças de Lorentz provocam a aceleração centrípeta sobre as partículas 

carregadas no líquido determinando sua trajetória helicoidal (Figura 2) (Perez et 

al., 2009; Reitz, 1967). 

 
 
 

 

 

Figura 2. Movimento de uma partícula carregada em meio de fermentação 
atingindo o equilíbrio dinâmico sob campo eletromagnético. Fonte: Perez et al. 
(2009). 

 
 
 
Esta trajetória helicoidal, cujo raio de curvatura é conhecido com Raio de 

Larmor (Figura 3), depende apenas da carga eletrostática da partícula e de sua 

massa. Desta forma, em um fermentador onde se aplica um campo há a 

separação das partículas com carga negativa e positiva, criando uma trajetória 

helicoidal. Assim é criada uma redistribuição iônica na suspensão celular, a qual 

acompanha um aumento da diferença de potencial elétrico no interior do líquido 

tratado magneticamente e estabelecendo um campo elétrico não uniforme com 

circulação de corrente no meio condutor (Perez et al., 2009; Reitz, 1967). 
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Figura 3. Raio de curvatura de uma partícula carregada em suspensão sob 
influência de um campo eletromagnético. Fonte: Perez et al. (2009). 

 
 
 
Atualmente, o magnetismo aplicado em processos biotecnológicos tem 

apresentado resultados inovadores, entretanto, algumas variáveis importantes do 

campo magnético que influenciam na resposta e que devem ser consideradas 

como: a força do campo (densidade de fluxo magnético (B) e a intensidade do 

campo magnético (H)), tipo do campo (constante ou pulsante), o tempo de 

exposição, o tipo de corrente, a frequência e a orientação das linhas de campo 

(Albuquerque et al., 2016; Perez et al., 2009; Hunt et al., 2009). 

Biorreatores assistidos por campos eletromagnéticos estão sendo 

estudados em diferentes configurações (Dussán et al., 2019; Perez et al., 2009). 

Prova disso, que nas últimas décadas, uma variedade de dispositivos geradores 

de campos magnéticos e eletromagnéticos foi desenvolvida para tratar diversos 

materiais biológicos (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 irradiação do campo magnético em pequenos sistemas, tais como 

placas de Petri, tubos ou pequenos frascos e recipiente para suspensões 

celulares (Justo et al., 2006). 

A variedade de sistemas desenvolvidos muitas vezes aumenta os 

resultados contraditórios e a falta de reprodutibilidade de pesquisas com esta 

tecnologia, pois não existem sistemas e/ou equipamentos comercialmente 

disponíveis (Hunt et al., 2009), desta forma, estes equipamentos são 

desenvolvidos pelos seus respectivos grupos de pesquisa, não havendo uma 



10 

 

 

 

 

padronização dos sistemas geradores. Porém, estudos básicos em escala 

laboratorial são necessários para avaliar as vantagens técnico-econômicas para 

implantação em escala industrial (Dussán et al., 2019).  

Para Alvarez et al. (2006), a aplicação de campos magnéticos em escala 

industrial, infelizmente, ainda é uma técnica economicamente inviável, uma vez 

que, normalmente os dispositivos geradores do campo magnético são projetados 

para cobrir a totalidade ou a maior parte de um fermentador e tratar pequenos 

volumes de amostras. Na Figura 4 estão apresentados alguns exemplos de 

sistemas de exposição a campos magnéticos de culturas estáticas em escala 

laboratorial. 

A Figura 4a apresenta um sistema gerador de campo magnético 

configurado por um ímã supercondutor com uma densidade máxima de fluxo 

magnético de 14 T e colocação 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 estáticos foram gerados por ímãs permanentes Nd-Fe-B com 

indução de 450 mT a 3500 mT e gerados por discos magnéticos (8 cm de 

diâmetro e 4 cm de espessura) com indução 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 

diâmetro e com 154 voltas de fio de cobre) montadas em uma armação de 

madeira. As bobinas foram separadas 20 cm e produzem um campo magnético 

homogêneo na direção vertical na área central com densidade de fluxo magnético 

variando de 0,1 a 3,5 mT. 
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a) 

 

b) 

 

c) 

 

 

Figura 4. Sistemas de exposição a campos magnéticos de culturas microbianas 
estáticas gerados por: a) Ímã supercondutor (Iwasaka et al., 2004), b) Imãs 
permanentes Nd-Fe-B (Ji et al., 2009) e c) Bobinas Helmholtz (Ruiz-Gómez et al., 
2004). 

 
 
 
Os sistemas para tratamento magnético de suspensões celulares foram 

desenvolvidos basicamente para processos de fermentação. Na Figura 5 estão 

apresentados alguns sistemas de exposição a campos magnéticos de 

suspensões celulares. Este tipo de sistema foi idealizado para operar de forma 

dinâmica o reciclo de suspensões celulares através de um campo eletromagnético 

externo e pode ser usado para controlar tanto para o crescimento celular e/ ou 

inibição. Desta forma, é possível sua implementação 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 fermentação em um 

tubo de aço inoxidável sob campo magnético gerado por três pares com polos 
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opostos (Figura 5a) com distâncias 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 constituído por seis ímãs, 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 frequência 

(<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) b) 

 

 

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

 
 
 

Nosso grupo de pesquisa “Biomagnetismo aplicado à Industria de 

Processos” está implementado desde de 2008 no Setor de Engenharia de 
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Processos – Planta Piloto do Laboratório de Tecnologia de Alimentos junto ao 

Centro de Ciência e Tecnologia Agropecuária presente na Universidade Estadual 

do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Para tanto, segundo (Róman, 2015), foram 

desenvolvidos 3 sistemas geradores de campo magnético equipado com um 

sistema operacional para controle dos parâmetros do processo, sendo utilizados 

tanto para a obtenção de biocombustíveis como para produtos de interesse da 

indústria 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 homogêneos foram gerados por bobinas 

Helmholtz suportadas por um quadro não magnético (de madeira) com um 

balanço de pêndulo com várias orientações da direção do campo (axial para 

transversal). As bobinas foram energizadas por uma corrente contínua fornecida 

por um retificador Greatz e controlado por um medidor digital.  

De forma semelhante, Dussán et al. (2019) também utilizaram os 

sistemas variando a direção das linhas do campo gerado por dois conjuntos de 

bobinas que permitiam duas direções das linhas de campo em relação ao eixo 

vertical do fermentador, ou seja, transversal e axial (Figura 6b). Já Andrade et al. 

(2021) utilizaram apenas o sistema de gerador de campo com linhas na direção 

axial (Figura 6c) variando os sistemas de reciclo da suspensão celular. 
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a) 

  

b) 

 

 

c) 

 

 

Figura 6. Esquemas experimentais de sistemas de exposição a campos magnéticos de suspensões celulares gerados por Bobinas 
Helmholtz desenvolvidos pelo grupo de pesquisa: a) Biorreator axial-transversal (David et al., 2016); b) Biorreator transversal (Dussán 
et al., 2019) e c) Biorreator axial (Andrade et al., 2021). 
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2.3 Aplicações biotecnológicas de campos magnéticos 

Nas últimas décadas, muitos pesquisadores investigaram a influência do 

campo magnético em sistemas biológicos e os efeitos provocados na célula. 

Diversas aplicações biotecnológicas sob campos magnéticos têm apresentado 

melhorias significativas do ponto de vista industrial e científico, entretanto os 

mecanismos biológicos dessa interação ainda não 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 estimulação quanto a inibição de processos 

celulares representam considerável interesse na biologia celular e na 

biotecnologia, não só para estabelecer os mecanismos básicos dessa interação, 

mas também devido aos potenciais de aplicações práticas. Embora a aplicação 

de campo magnético tenha sucesso em muitas áreas, os estudos que abordam a 

sua aplicação aos micro-organismos são controversos (Albuquerque et al., 2016; 

David et al., 2016; Li et al., 2007).  

Os mecanismos envolvidos nessa interação ainda se encontram sob 

investigação. Na literatura algumas hipóteses de atuação do campo magnético 

sobre célula estão centradas principalmente nos componentes da membrana 

celular, acarretando respostas metabólicas que influenciam no crescimento, na 

composição celular e na síntese de metabólitos secundários (Silva et al., 2020; 

Dobšinský e Jedlička, 2017; Perez et al., 2007). 

Segundo Perez et al. (2007), Fojt et al. (2004) e Strašák et al. (2002), 

campos magnéticos afetam a permeabilidade dos canais iônicos na membrana, 

afetando assim o transporte de íons para dentro das células. Para Hunt et al. 

(2009), além do aumento na permeabilidade da membrana, há um aumento da 

circulação do fluxo de íons e na taxa de reações bioquímicas bem como, 

alteração na taxa de ligação de íons de cálcio para enzimas ou receptores, 

mudança da distribuição de proteínas e lipídios e nas associações proteína-lipídio, 

alteração na distribuição interna de carga elétrica de moléculas lipídicas da 

bicamada da membrana, na expressão de genes específicos e na atividade da 

enzima.  

Para Albuquerque et al. (2016), a presença do campo altera a direção da 

migração de certos micro-organismos e o crescimento e a reprodução, aumenta a 
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síntese de DNA, atua na orientação de biomoléculas e reduz do número de 

células. Outro possível efeito é de que campos influenciam de alguma forma as 

enzimas (catalisadores biológicos), tornando a conformação mais favorável para 

reagir com o substrato e com outros compostos do processo (Lopes et al., 2010). 

Na literatura são encontradas muitas pesquisas com aplicações 

biotecnológicas de campos magnéticos com diferentes sistemas, parâmetros 

experimentais e tipos de micro-organismos e fatores como: a intensidade do 

campo, tipo de campo, frequência, tempo de exposição, parâmetros operacionais 

dos dispositivos geradores de campo, direção das linhas de campo, geometria do 

sistema, configuração e tipo de campo, tipo de micro-organismo, composição do 

meio, a concentração microbiana, o estado biológico das células influenciam nos 

efeitos encontrados em resposta ao tratamento com campo magnético (Dussán et 

al., 2019; David et al., 2016; Albuquerque et al., 2016; Hunt et al., 2009; Tenuzzo 

et al., 2009).  

A membrana celular é um importante alvo de estudo quando campos 

magnéticos são aplicados em micro-organismos, pois acredita-se que as 

respostas obtidas em processos biotecnológicos sob efeito destes campos 

estejam relacionadas inicialmente à interação do campo com a membrana 

plasmática da célula, e alterando as respostas metabólicas que influenciam na 

permeabilidade da membrana e na passagem de nutrientes para o interior da 

célula, no crescimento celular e na síntese de metabólitos secundários (Silva et 

al., 2020; Dobšinský e Jedlička, 2017; Hunt et al., 2009; Perez et al., 2007). 

Portanto, a influência real dos campos magnéticos nas células torna-se 

mais complexa uma vez que, os experimentos envolvem uma gama de condições 

de exposição. Não há um consenso quanto aos efeitos provocados na célula, de 

maneira geral, os mecanismos biofísicos e bioquímicos que constituem a base da 

interação com campos magnéticos encontram-se sob investigação, (Dussán et al., 

2019, Albuquerque et al., 2016). Entretanto, maiores esforços serão necessários 

para avaliar o comportamento complexo dos sistemas biológicos mediante a 

aplicação desta tecnologia. 
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2.3.1  Processos fermentativos e produção de metabólicos 

Em bioprocessos, a aplicação de campos magnéticos tem apresentado 

respostas que vão desde alterações nas taxas de crescimento (inibição ou 

estimulação) até produção de metabólitos dependendo dos parâmetros 

estabelecidos (Hristov e Perez, 2011; Hunt et al., 2009). Tratando da produção de 

bioprodutos, inúmeros benefícios foram obtidos nos últimos anos com a aplicação 

de campos magnéticos em processos fermentativos (Silva et al., 2020; Dussán 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 

biocombustíveis, farmacêutico e alimentício. 

Em um estudo realizado por Alvarez et al. (2006), a combinação de tempo 

de exposição, a indução do campo magnético e a velocidade de reciclo e a 

aplicação de campo magnético sobre a suspensão celular de Lactococcus lactis 

subsp. Lactis intensificaram a produção de nisina durante o processo de 

fermentação. Nas melhores condições de tratamento com o campo magnético, o 

rendimento de nisina, no que diz respeito ao consumo de substrato e da biomassa 

formada foi, respectivamente, três e cinco vezes maior que os valores 

encontrados nos experimentos controle. 

Santos et al. (2010) avaliaram a influência das variáveis tempo de 

exposição (8 - 16 h) e densidade de fluxo magnético (25,0 - 34,3 mT) na 

fermentação com S. cerevisiae ATCC 7754 para a produção de glutationa e 

verificaram o aumento da produção de biomassa e glutationa. Os resultados 

indicaram que o maior rendimento foi obtido com maior tempo de exposição (16 h) 

e menor densidade de fluxo magnético (25 mT).  

Muitos estudos também relatam o efeito positivo do campo magnético na 

produção de etanol por células de S. cerevisiae aumentando a taxa metabólica 

(Konapacka et al., 2019; Dobšinský e Jedlička 2017; Motta et al., 2004), a 

captação de glicose (Motta et al., 2004; Ivanova et al., 1996) e influência na 

redução do tempo de fermentação (Andrade et al., 2021; Berlot et al., 2013; Perez 

et al., 2007).  

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

concentração de etanol através da aplicação de campos magnéticos estáticos 
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durante 24 h de exposição a 220 mT durante a fermentação alcoólica por S. 

cerevisiae. Ao aplicarem um campo magnético de 40 mT com frequência de 50 

Hz durante 30 min de exposição por 10 dias no processo fermentativo do vinho. 

Dobšinský e Jedlička (2017) verificaram que o campo magnético acelerou o 

metabolismo da levedura e favoreceu a redução do tempo de fermentação. Berlot 

et al. (2013) verificaram uma redução no tempo de fermentação de mosto de uva 

quando células de S. cerevisiae foram previamente expostas ao campo magnético 

estático de 140 mT durante 72 h. 

Com o objetivo de avaliar os efeitos de campos magnéticos de baixa 

frequência (5-20 mT) na produção de etanol pela S. cerevisiae utilizando melaço 

de cana-de-açúcar como substrato, Perez et al. (2007) comprovaram a eficácia do 

tratamento com campos magnéticos, uma vez que a fermentação foi concluída 

em menos tempo quando comparada com o experimento controle (fermentação 

não exposta ao campo magnético), além disso foi verificado um aumento de 17% 

na produção de etanol nas melhores condições do processo (velocidade de 

reciclo  de 0.9-1.2 m s-1  e densidade de fluxo magnético de 20 mT).  

A produtividade de etanol aumentou 15% na fermentação do melaço de 

cana-de-açúcar por células de S. cerevisiae expostas a campo magnético de 150 

mT (Galonja-Coghill et al., 2009).  Já Deutmeyer et al. (2011) observaram um 

aumento de 8% no rendimento de etanol na fermentação exposta a campos 

magnéticos estáticos não homogêneos de 200 mT gerados por ímãs NdFeB. 

Dussán 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 produção de etanol em 

comparação com o processo de controle. 

Nas condições estudadas por Lopes et al. (2010) nenhum benefício foi 

verificado pela presença de campo magnético na produção de etanol em 

batelada. De modo semelhante, os resultados encontrados por Ruiz-Gomes et al. 

(2004) indicaram que a aplicação de campo magnético estático com densidade de 

fluxo magnético de 0,35 e 2,45 mT, durante 24 e 72 h não induziu alterações no 

crescimento da S. cerevisiae WS8105-1C.  
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Andrade et al. (2021) estudaram a produção de bioetanol em biorreator 

assistido por campo magnético axial na densidade de fluxo magnético de 10 mT 

usando três diferentes arranjos de reciclagem (tubo em espiral, tubo em U e 

biorreator). Em todas as condições estudadas, o campo magnético favoreceu a 

produção de bioetanol, reduzindo os tempos de fermentação em 2 h e atingindo 

um aumento na produtividade do etanol em relação ao controle. Além do aumento 

na produção de etanol, o campo magnético (B) também proporcionou um 

aumento no efluxo de H+ associado à atividade da enzima H+-ATPase tipo P.  

De fato, pode observar resultados positivos disponíveis na literatura sobre 

a aplicação desta tecnologia em bioprocessos. Entretanto, entender os efeitos 

desta tecnologia sobre micro-organismos representa um passo de grande 

importância para a biotecnologia (Perez et al., 2007; Alvarez et al., 2006). Na 

Tabela 1 estão apresentados resumidamente alguns estudos relacionados aos 

efeitos do campo magnético sobre células de leveduras na produção de etanol. 

 Além do bioetanol, outros metabólitos de interesse industrial e científico 

podem ser obtidos e estimulados em bioprocessos através da aplicação de 

campos magnéticos, como carotenoides (Silva et al., 2020) e outros pigmentos 

(Zhang et al., 2015), proteínas (Veiga et al., 2020; Justo et al., 2006), ácido cítrico 

(Gao et al., 2011), glutationa (Santos et al., 2012), nisina (Alvarez et al., 2006). 

Resumidamente, na Tabela 2 estão apresentados alguns produtos obtidos em 

processos biotecnológicos assistidos por campos magnéticos de estudos 

disponíveis na literatura. 



20 

 

 

 

 

Tabela 1. Leveduras expostas a campos magnéticos para produção de etanol 
 

Micro-organismo Parâmetros de campo magnético Resultados e observações Referência 

S. cerevisiae X2189 Densidade de fluxo magnético de 10 
mT (B). 

Redução de 20% no tempo de fermentação e 
aumento de 33% na produtividade de etanol. 

 

Andrade et al. (2021) 

Scheffersomyces shehatae 
UFMG HM52.2 imobilizadas 

Intensidade do campo magnético de 8 
kA e 12 kA. 

Aumento de 12% no rendimento e de 34% na 
produtividade de etanol. 

Dussán et al. (2019) 
 

S. cerevisiae 40 mT com frequência de 50 Hz 
durante de 30 minutos 

 

Redução do tempo de fermentação. Dobšinský e Jedlička 
(2017) 

S. cerevisiae Campo magnético estático de 140 mT 
durante 24, 48 e 72h de exposição. 

Aumento do consumo de glicose e no rendimento 
de etanol. 

Berlot et al. (2013) 

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

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

 

Santos et al. (2012) 

S. cerevisiae 
 

Densidade de fluxo magnético de 5 a 
20 mT 

Aumento de 17% na produção de etanol e 
redução no tempo de fermentação. 

 

Perez et al. (2007) 
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Tabela 2. Exemplos de processos biotecnológicos usando diferentes micro-organismos sob campos magnéticos 
 

Micro-organismo Parâmetros de campo magnético Resultados e observações Referência 

Phaffia rhodozyma NRRL Y-
17268 

 

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

Aumento de 12,8% na concentração celular do 
inóculo. A produção de carotenoides aumentou 
59,4% e a produtividade de carotenoides 99,3%. 
 

Silva et al. (2020) 

Monascus purpureus SKY219 

 

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

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

Zhang et al. (2015) 

Saccharomyces cerevisiae 
ATCC 7754 

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

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

Santos et al. (2012) 

Yarrowia lipolytica NRRL-1095 
 

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

Nas melhores condições houve Aumento de 6% 
na produção de biomassa e de 30% na produção 
de lipase. 
 

David et al. (2016) 

Chlorella fusca LEB 111 Densidade de fluxo magnético de 
60 mT por 24h 

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

Deamici et al. 
(2016). 
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2.3.2  Crescimento e inativação de micro-organismos 

Muitas pesquisas também têm se dedicado a estudar os possíveis efeitos 

ocasionados pela exposição aos campos magnéticos na inativação de micro-

organismos (Albuquerque et al., 2016). Uma vez que o campo magnético provoca 

alterações no crescimento celular, proliferação e viabilidade celular por afetar as 

funções biológicas dos organismos, além de alterar características morfológicas, 

fisiológicas, bioquímicas e genéticas dos micro-organismos dependendo dos 

parâmetros utilizados (Pichko e Povalyaeva, 1996).  

Segundo Tsuchiya et al. (1996), campos magnéticos podem afetar células 

bacterianas em diferentes aspectos, pois as células contêm muitos componentes 

sensíveis a altos campos magnéticos, tais como proteínas, ácidos nucleicos e 

membranas. Para Novák et al. (2007), bactérias são mais sensíveis à exposição a 

campos magnéticos do que as leveduras. Além disso, a diferença no efeito do 

campo entre as estirpes bacterianas pode ser causada pelo tipo de célula 

(eucariótico ou procariótico), morfologia (Fojt et al., 2007; Strašák 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 após o tratamento a taxa de sobrevivência do micro-

organismo diminuiu significativamente e que a fase exponencial (Log) de 

crescimento de E. coli foi a fase de maior sensibilidade. Além da inibição no 

crescimento de E. coli, Ji et al. (2009) também verificaram danos na superfície da 

célula (na parede celular) ao investigar a morfologia da célula com auxílio de 

microscopia eletrônica de varredura após exposição ao campo. A superfície das 

células crescidas sob o efeito do campo magnético apresentou deformações 

principalmente nas extremidades. Novák et al. (2007) verificaram a destruição de 

uma fração das células da levedura S.cerevisiae CCY 21-4-59 com um campo 

magnético de 10 mT durante 60 min de exposição.  

Segundo (Li et al., 2007) tratamentos com campos magnéticos podem 

influenciar na taxa de crescimento, no acúmulo de biomassa e na biossíntese da 

cultura microbiana. Entretanto, em alguns estudos o crescimento celular não é 

afetado pelo campo. Harte et al. (2001) não observaram efeitos inativadores ou 

danos à célula de E. coli ATCC 11775 na presença de campos magnéticos 
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pulsados (50 pulsos, 10-15kHz de frequência e 18 T intensidade por 30 μs) em 

combinação com outras tecnologias não-térmicas (ultrassom, alta pressão 

hidrostática, campo elétrico pulsado e antimicrobianos como nisina e lisozima). 

Lin et al. (2019) verificaram que após tratamento com campos magnéticos 

pulsados 0 a 8,0 T a 20 pulsos E. coli O157:H7 foram causados danos na 

membrana celular aumentando a permeabilidade da membrana celular, reduzindo 

o conteúdo de três macromoléculas intracelulares (proteína, ATP e DNA), além de 

exibir inibição da atividade ATPase.  

Para a indústria de alimentos, essa técnica não convencional representa 

uma alternativa inovadora, uma vez que a aplicação de campos magnéticos na 

inativação de micro-organismos tem apresentado respostas promissoras no 

tratamento de contaminações microbianas. Resumidamente, na Tabela 3 estão 

apresentados alguns estudos envolvendo bactérias patogênicas sob aplicação de 

campos magnéticos, bem como os efeitos produzidos sobre as células expostas. 
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Tabela 3. Bactérias sob o efeito de campos magnéticos 
 

 
Micro-organismo 

 
Parâmetros de campo magnético Resultados e observações Referência 

Escherichia coli 10032 Densidade de fluxo magnético de 45 a 
3500 mT por 60 min. 

Diminuição do número de UFCs com aumento do 
tempo de exposição e danos na superfície da 
célula. 
 

Ji et al. (2009) 

E. coli, Staphylococcus aureus e 
Streptococcus mutans 

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

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

Kohno et al. (2000) 

E. coli B Campo magnético homogêneo com 
densidade de fluxo magnético de 7 T 
e não homogêneo de 5.2-6.1 T e T 
3.2-6.7. 
 

Afetou negativamente o crescimento dependendo 
da fase de crescimento.  

Tsuchiya et al. (1996) 

E. coli, Leclercia adecarboxylatae, 
S. aureus 
 

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

O número de UFCs diminuiu com o tempo de 
exposição em todas as estirpes. 
 

Fojt et al. (2004) 
 

Salmonella entérica subsp. 
Enterica serovar Hadar 
 

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

Não alterou o crescimento celular, mas induziu a 
diminuição de colônias (UFCs) entre 3 e 6 horas. 
 

El May et al. (2009) 

E. coli e Paracoccus denitrificans Densidade de fluxo magnético de 10 
mT e 50 Hz de frequência por 1h de 
exposição. 

Não foi observada qualquer alteração na 
superfície e na morfologia de nenhuma das 
espécies estudadas. 
 

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

As membranas celulares servem como barreira seletiva à passagem de 

substâncias do meio extracelular para o intracelular e vice-versa, transportando 

moléculas específicas e íons, nutrientes essenciais, excretar produtos, 

metabólitos e regular concentrações intracelulares de íons (Alberts et al., 2010). 

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

 
 
 

 

 

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

 
 
 

As células de leveduras são unidades circundadas por cargas elétricas 

reguladas por correntes geradas a partir do influxo e efluxo de átomos e 

moléculas eletricamente carregadas. O fluxo localizado na membrana plasmática 

proporciona a formação do potencial elétrico da membrana, o qual é modulado 

dinamicamente por proteínas transmembranares que funcionam como canais ou 

bombas de ânions e cátions (Alberts et al., 2010). 

As proteínas de transporte são responsáveis pela transferência de solutos 

através das membranas celulares. Essas proteínas permitem a passagem de 

solutos na membrana de forma passiva, na direção do seu gradiente 

eletroquímico, e ativa, no qual ocorre o bombeamento contra o gradiente (Figura 
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8). No transporte ativo, as proteínas transportadoras, também chamadas de 

bombas, estão acopladas a uma fonte de energia metabólica, como a hidrólise de 

ATP ou gradiente de íons (Alberts et al., 2010).  

 
 
 

 

 

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

Os gradientes de íons desempenham um papel importante nas células, 

uma vez que conduzem vários processos essenciais de transporte (Cyert e 

Philpott, 2013). As bombas de íons que utilizam a energia de hidrólise de ATP são 

responsáveis, principalmente, pelo estabelecimento e pela manutenção do 

gradiente eletroquímico da célula. As bombas acionadas por ATP, chamadas de 

transportadoras ATPases, hidrolisam ATP em ADP e fosfato e usam a energia 

para bombear íons ou outros solutos através da membrana (Alberts et al., 2010).  

Existem três principais classes de bombas acionadas por ATP (Figura 9): 

bombas do tipo P são estruturais e funcionalmente relacionadas a proteínas  

transmembranas de múltiplas passagens que se autofosforilam durante o ciclo de 

bombeamento; bombas do tipo  F são proteínas 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). 

 
 
 

 

 

Figura 9. Tipos de bombas dirigidas por ATP. Fonte: (Alberts et al., 2010). 
  
 
 
Em todos os eucariotos, o potencial de membrana plasmática e os 

sistemas de transporte secundário são energizados pela atividade de proteínas de 

membrana H+-ATPase do tipo P. Essas bombas de H+ são capazes de transportar 

H+ através das membranas contra o gradiente eletroquímico de H+, usando a 

energia de hidrólise do ATP. Essas bombas são consideradas enzimas 

eletrogênicas, pois transportam cargas elétricas (positivas), criando uma diferença 

das cargas elétricas através da membrana, chamada potencial de membrana e 

simultaneamente, uma diferença dos potenciais químicos de H+ ou gradiente de 

concentração de H+ (∆pH) (Pedersen et al., 2007). 

2.5 H+-ATPases tipo P: estrutura e funcionamento 

As H+-ATPases representam uma grande família de enzimas 

eletrogênicas capazes de transportar carga elétrica (positiva) em forma de H+, 

através das membranas, utilizando a energia da hidrólise do ATP. Também são 

conhecidas como bombas protônicas translocase (EC 7.1.2.1) que regulam o pH 
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citoplasmático e geram a força necessária para transportar prótons através da 

membrana plasmática. Esta enzima mantém um potencial de membrana, o qual é 

essencial para todas as células eucarióticas. Esse potencial de membrana é 

baseado nas diferentes concentrações de íons na parte intra e extracelular da 

membrana (Cosse e Seidel, 2021; Cyert e Philpott, 2013).  

O potencial de membrana e o gradiente de concentração de prótons 

(∆pH) são importantes fatores na manutenção da atividade celular, uma vez que o 

gradiente eletroquímico criado por essas bombas estimula processos celulares 

centrais, tais como o transporte secundário de nutrientes (aminoácidos, açúcares 

e íons inorgânicos) e produtos metabólicos 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 peptídeo de 

100 KDa que contém dez hélices transmembranares (Pederson et al., 2007). É 

uma das proteínas mais abundantes da membrana, constituindo de 15-20% de 

todas as proteínas 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 iônico 

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 hidrólise de ATP, sugerindo que esta 

enzima pode responder mais rápido aos desafios impostos pelo ambiente 

(Gaxiola et al., 2007). 
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Figura 10. Estrutura representativa de uma forma ativa da H+-ATPase tipo P. São 
indicadas dez hélices transmembranas (laranja, verde e marrom); o domínio 
ligado ao nucleotídeo (N), vermelho; o domínio de fosforilação (P), azul; e o 
domínio ativo (A), amarelo. Fonte: Pedersen et al. (2007). 
 

 
 
A H+-ATPase da membrana plasmática desempenha um papel essencial 

na fisiologia das células de fungos e leveduras, uma vez que a concentração de 

prótons (H+) na célula influencia drasticamente todos os aspectos da bioquímica 

celular, regulado por esta enzima presente na membrana plasmática (Cyert e 

Philpott, 2013). O gradiente eletroquímico é utilizado pelos transportadores de 

proteínas para impulsionar a captação e o efluxo de íons e nutrientes através da 

membrana. Portanto, a absorção de nutrientes depende da manutenção do 

gradiente de prótons, uma vez que os principais nutrientes possuem afinidade 

com H+, como glicose, outros açúcares e aminoácidos (Cyert e Philpott, 2013; 

Lobão et al., 2007).  

Além disso, a regulação do pH intra e extracelular por essa bomba 

protônica tem se mostrado importante na modulação 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 características tornam a H+-
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ATPase tipo P um importante alvo de estudo quando leveduras são expostas a 

campos magnéticos externos. 

2.6 Interação 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 estão associados a alterações na 

membrana plasmática, com mudanças na conformação de proteínas, na 

expressão gênica, e na atividade de diversas enzimas. Essas mudanças 

estruturais na membrana representam uma transferência de informação 

eletroquímica, pois alteram as propriedades de transporte da célula e 

desencadeiam uma resposta enzimática específica. Dentre as quais, estão as 

alterações na atividade de transportadores e canais iônicos e, consequentemente, 

no potencial elétrico da membrana (Ikehara et al., 1998; Zablotskii et al., 2016). 

Para Blank e Soo (2001), o campo magnético influencia na atividade 

enzimática, pois atua interagindo com cargas móveis e afetando elétrons dentro 

das bases do DNA.  Moreli et al. (2005) verificaram uma redução maior que 50% 

na atividade de enzimas associadas à membrana expostas ao mesmo campo 

magnético. Por outro lado, Verma et al. (2017) constataram aumento da atividade 

enzimática da alfa amilase com campo magnético de 100 e 200mT. 

O campo magnético pode influenciar na atividade enzimática, uma vez 

que um campo elétrico também é gerado. As H+-ATPases tipo P são enzimas 

eletrogênicas que transportam cargas elétricas (positivas) e criam um gradiente 

de concentração de H+ (∆pH). 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 prótons provenientes de proteínas H+-ATPase da 

membrana plasmática. Oncul et al. (2015) verificaram que a exposição ao campo 

eletromagnético 1 e 50 mT durante 2 h em células de S. aureus e E. coli afetou o 

potencial transmembranar com alteração de fluxos iônicos, levando à 

hiperpolarização da membrana. 

Andrade et al. (2021) verificaram que o campo magnético influenciou na 

atividade protônica da H+-ATPase tipo P presente na membrana plasmática de S. 

cerevisiae X2180 durante a fermentação para produção de etanol. Houve um 

aumento significativo no efluxo de H+ associado à atividade da enzima H+-ATPase 
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tipo P. Sendo assim, o campo influenciou no efluxo de prótons e possivelmente 

favoreceu melhores condições durante o processo fermentativo. 

Na literatura, poucos estudos abordam a influência de campos 

magnéticos na atividade de enzimas H+-ATPase tipo P. A atividade da Na, K-

ATPase membrana, em condições 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 dependência da intensidade do campo, porém observa-se 

que o campo provavelmente influencia o fluxo de carga dentro da enzima durante 

a reação (Blank et al., 1995). 

Chen et al. (2009) estudaram a F0F1-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 hidrólise da enzima quando 

exposta aos campos de 0,3 e 0,5 mT. Em contrapartida, a densidade de fluxo 

magnético de 0,1 mT não apresentou nenhum efeito na atividade, sugerindo que 

a atividade enzimática 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 não foi alterado após a exposição; portanto a atividade de F0 não foi 

afetada pelo campo, já que sua principal função é a transferência de H+. 

Alguns estudos abordam os efeitos do campo magnético na ativação de 

outras ATPases do tipo P, como Na+/K+-ATPase (Blank, 2005; Moreli et al., 2005) 

e Ca2+-ATPases de membranas celulares de mamíferos (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 aplicação de campos 

magnéticos na atividade e funcionamento de algumas ATPases estão 

apresentados na Tabela 4. Entretanto, um possível envolvimento de um efeito 

sobre os gradientes eletroquímicos transmembranares na modulação da captação 

de íons ainda não foi explorado.  
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Tabela 4. Estudos do efeito de campo magnético em sistemas celulares contendo bombas de íons de diferentes tipos 
 

Enzima Parâmetros de campo magnético Resultados e observações Referência 

Na+-ATPase  B=1,6 mT. Houve aumento do transporte de Na+ do meio 
extracelular para o intracelular. 
 

Xiong et al. (2020) 

F0F1-ATPase Campo magnético pulsado, 60 Hz e B (0,1, 0,3 e 
0,5 mT). 

A atividade de hidrólise da enzima quando exposta 
aos campos de 0,3 e 0,5 mT. 
 

Chen et al. (2009) 

Ca+2-ATPase  Campo magnético pulsado, B = 2 mT (frequências 
de 15, 50, 75 e 100 Hz). 
 

Aumentou a atividade da enzima e os níveis de Ca 2+. Wei et al. (2015) 

Na+/K+-ATPase B = 10 μT e frequência de 10 a 2.500 Hz. A atividade da enzima aumentou em função da 
frequência utilizada. 
 

Blank e Soo, (2001) 

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

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

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

Lin et al. (2019) 
 

Na+/K+-ATPase Campo magnético pulsado, frequência de 0-70 Hz 
e B= 0-2G. 
 

Aumento de 5-10% na atividade da enzima. Blank et al. (1995) 

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

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

A atividade das enzimas não foi afetada pelo campo 
magnético. 

Moreli et al. (2005) 

B-densidade de fluxo magnético. 
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2.7 Considerações gerais sobre a pesquisa bibliográfica 

 Apesar da intensa atividade de pesquisa relacionada com aplicações de 

campos magnéticos em sistemas biológicos ainda existem lacunas 

importantes sobre a interação do campo com as células e, portanto, os 

mecanismos biológicos desta interação ainda não foram completamente 

esclarecidos; 

 Diversos trabalhos demonstram os impactos biológicos de campos 

magnéticos em processos fermentativos indicando, por exemplo, melhorias na 

produção de metabólitos (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; Dussán et al., 2019, David et al., 

2016, Perez et al. 2007); 

 Se observa também que muitas vezes os sistemas experimentais explorados 

não são bem descritos e, havendo carência sobre a informação de 

parâmetros de campo magnético se impõem restrições na comparação dos 

resultados experimentais observados, resultando muitas vezes em 

contradições aparentes sobre o efeito biológico destes campos magnéticos; 

 Entre os efeitos provocados por campos magnéticos associados a alterações 

na membrana plasmática das células microbianas, o estudo do campo em 

enzimas transmembranares associadas ao transporte de íons em diferentes 

subníveis celulares como Ca2+, Mg2+, Na+ e Na+/K+-ATPases é muito 

importante. Até onde se sabe não há relatos sobre o efeito do campo em 

bombas de prótons tipo H+-ATPase de membrana plasmática de micro-

organismos. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1  Materiais 

A levedura Saccharomyces cerevisiae X-2180 utilizada neste estudo foi 

cordialmente fornecida pelo Laboratório de Fisiologia e Bioquímica de 

Microrganismos (LFBM/CBB/UENF). Todos os reagentes usados como padrão, 

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

3.2  Procedimentos experimentais 

3.2.1 Meio de manutenção 

A levedura foi mantida em meio sólido constituído de extrato de levedura 

(10,0 g/L), peptona (20,0 g/L), glicose (20,0 g/L), ágar (20,0 g/L) e água destilada 

(Kavavi et al., 2012). O meio foi vertido em tubo de ensaio e esterilizado a 121ºC 

por 20 min. Após a inoculação, os tubos foram incubados a 30ºC durante 72 h em 

agitador shaker modelo MA 832 (Marconi, SP-Brasil), e finalmente estocados a 

4°C até a sua utilização. 

3.2.2 Preparo do inóculo e obtenção da biomassa 

A levedura mantida em meio sólido foi transferida para o meio líquido. 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 121ºC por 20 minutos com pH 

ajustado antes da esterilização. Previamente foi construída a curva de 

crescimento (Apêndice B). O crescimento das culturas de células ocorreu a 30ºC 
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em agitador shaker modelo MA 832 (Marconi, SP-Brasil) sob agitação constante 

de 200 rpm, acompanhado pela medida em espectrofotômetro (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 agitação a 200 rpm a 30°C. Para o 

preparo do inóculo, 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 30ºC e 200 rpm até atingir 

1x106 células/mL.  

Após obtenção do inóculo, as células da suspensão celular foram 

recuperadas por centrifugação a 2540 x g por 5 min e lavadas em água destilada 

esterilizada. O sobrenadante foi descartado e a biomassa obtida foi armazenada 

em tubos Falcon de 15 mL a 4ºC até a sua utilização. 

3.2.3  Fermentações assistidas por campo magnético  

As fermentações para avaliar a produção 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 121ºC por 20 min com pH ajustado antes da 

esterilização (Duarte et al., 2013). O meio de cultura foi inoculado com biomassa 

úmida (75% de umidade) com concentração inicial de 20 g/L de células da 

levedura em relação ao volume do meio. A biomassa (item 4.2.2) foi pesada 

assepticamente em balança semianalítica e inoculada no meio de cultivo.  

As fermentações (em duplicata) foram conduzidas em condições 

anaeróbicas a 30°C, em fermentador de coluna de vidro com capacidade de 240 

mL acoplado a um condensador vertical de vidro para condensação dos vapores 

de etanol (20ºC), em biorreator assistido por campo eletromagnético de 

frequência extremamente baixa (< 300 Hz) com linhas de campo magnético na 

direção axial e densidade de fluxo magnético de 10 mT, com 4 diferentes 

configurações 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 

magnético sem reciclo da suspensão celular (Figura 11d) com mais detalhes no 

Apêndice C. Nos sistemas com reciclo da suspensão celular o fluxo adotado foi 

de 102 mL/mim. Os experimentos controle foram realizados sem aplicação de 

campo magnético nas mesmas condições dos cultivos conduzidos sob a 

exposição ao campo. Amostras foram retiradas em tempos predeterminados para 

realização das análises 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 análise de acoplamento da H+-ATPase. 

O efeito do campo na fermentação para produção de bioetanol foi 

avaliado sobre as respostas:  rendimento de etanol, produtividade volumétrica de 

etanol, consumo volumétrico de glicose, densidade média de fluxo de prótons, 

conteúdo de proteínas, alterações morfológicas e atividades da enzima H+-

ATPase tipo P (transporte, hidrólise).  

Previamente, o sistema de geração de campo magnético foi calibrado 

(Andrade, 2018) determinando as faixas de densidade de fluxo magnético e os 

parâmetros de operação a serem utilizados no sistema, bem como a distribuição 

do campo no biorreator (Apêndice C). As medições de densidade de fluxo 

magnético em função da posição dentro da câmera de tratamento magnético 

foram realizadas utilizando gaussímetro digital modelo 5180 (F.W. BELL, USA). 

As bobinas foram energizadas por corrente contínua (DC) e durante a 

fermentação foi adotado como estratégia operacional, um esquema tipo on/off, ou 

seja, exposição ao campo magnético com intervalos de tempo 1h 

ligado/desligado, devido ao aquecimento (60°C) da câmara de tratamento 

magnético (Andrade, 2018; David, 2012). O monitoramento do aquecimento das 

bobinas geradoras de campo magnético foi realizado utilizando uma câmera de 

termovisor modelo E40 FLIR (FLIR Systems, Inc., USA).  
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a) 

 

b) 

 

c) 

 

d) 

 

 

Figura 11. Sistema de fermentação no Biorreator Assistido por Campos 
eletromagnéticos – Sistema Axial do Laboratório de Engenharia de Processos - 
Planta Piloto (LTA/CCTA). Esquema das configurações 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 tensão; 
5- banho termostático para controle de temperatura da fermentação; 6- Bomba 
peristáltica para reciclo do meio de fermentação; 7- Sistema de reciclo (em U ou 
espiral). 

 
 
 
As variáveis de processo como temperatura do banho termostático, fluxos 

de substratos, densidade de fluxo magnético (pela variação da corrente elétrica 

previamente retificada) e aquecimento das bobinas (através do monitoramento da 
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temperatura na sua superfície) foram estabelecidas através de um sistema de 

automação e instrumentação operado por uma plataforma computacional 

desenvolvida pelo Laboratório de Engenharia de Processos - Planta Piloto 

(LTA/CCTA-UENF), que interage com o sistema de automação do biorreator. 

3.3  Métodos analíticos 

O experimental foi dividido em três tópicos. Na primeira etapa, as 

fermentações foram conduzidas em biorreatores com diferentes configurações de 

reciclo da suspensão celular avaliando respostas fisiológicas da levedura no 

efluxo de prótons da H+-ATPase tipo P sob campo magnético em relação ao 

controle (tópico 1- Mecanismo de interação do campo magnético com a levedura). 

No segundo tópico (confirmação da presença e ação do campo sobre a 

H+-ATPase tipo P), as fermentações foram realizadas a partir da melhor 

configuração sob campo magnético estudada no primeiro tópico, biorreator em 

tubo reto, porém sem reciclo da suspensão celular, sendo avaliada a atividade 

específica da H+-ATPase tipo P (performance fisiológica e bioquímica), além de 

explorar possíveis alterações morfológicas das leveduras expostas ao campo 

magnético. E, por fim, no terceiro tópico, as fermentações foram conduzidas por 

6h em biorreator sem reciclo da suspensão celular com a validação do 

mecanismo proposto através de estudos de acoplamento bioquímico da bomba 

de prótons acionada por hidrólise de ATP. 

Durante e após a realização das fermentações expostas ou não ao campo 

magnético de baixa frequência e intensidade com linhas na direção axial e 

densidade de fluxo magnético de 10 mT foram realizadas análises dos 

parâmetros cinéticos e estudos da fisiologia, morfologia e bioquímica das células 

da levedura, resumidamente apresentadas na Figura 12. 
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Figura 12. Organização das análises experimentais realizadas durante e após a fermentação em biorreator. 
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3.3.1 Análise do crescimento celular 

A contagem de células do inóculo foi determinada pelo método de 

contagem direta utilizando uma câmara de Neubauer espelhada em um 

microscópio trilocular Nikon Eclipse E200 acoplado com câmera digital (Moticam 

1000). E, durante a fermentação, o crescimento celular foi monitorado pela 

turvação do meio medindo-se a densidade óptica a 600 nm usando um 

espectrofotômetro (Genesys 10S UV-Vis, Thermo Scientific). 

3.3.2 Monitoramento da cinética de fermentação 

A análise do consumo de substrato (glicose) e produção de metabólitos 

(etanol e glicerol) durante a fermentação foi monitorada por Cromatografia Líquida 

de Alta Eficiência (HPLC), modelo YL9100 HPLC System (Young Lin) equipado 

com uma coluna Rezex RCM–Monosaccharide Ca+2 (8%). Água ultrapura foi 

usada como fase móvel com um fluxo de 0,7 mL/min. A temperatura da coluna foi 

mantida a 60°C. Utilizou-se um detector de índice de refração (David et al., 2016). 

Previamente foi realizada uma curva de calibração (Apêndice A) com intervalo de 

linearidade dos compostos analisados. O pH do meio foi determinado com auxílio 

de  pHmetro de bancada modelo W3B (BEL Engineering). 

3.3.3 Estudo da fisiologia da levedura 

3.3.3.1 Determinação da densidade do fluxo de H+ extracelular 

As amostras retiradas durante o processo de fermentação foram 

conduzidas ao Laboratório de Fisiologia e Bioquímica de Micro-organismos do 

Centro de Biociências e Biotecnologia (LFBM/CBB-UENF) e o fluxo de H+ foi 

mensurado por meio de microeletrodos não-invasivos, usando a técnica 

“Scanning Ion-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 eletrólito (40 mmol/L KH2PO4 e 40 mmol/L KCl, pH 6,0) e, em 

seguida, com uma coluna de 10-15 mm de coquetel íon-seletivo para H+ (Sigma, 

hydrogen ionophore I, Cocktail B, No25293). A calibração do aparelho foi realizada 

em tampão de pH 5,0, 6,0 e 7,0 antes de iniciar todas as leituras. 

Alíquotas de 2 mL de amostra (em duplicata) foram coletadas diretamente 

do biorreator em tempos predeterminados durante as fermentações 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 sólido (10 g/L de extrato de 

levedura, 65 ou 100 g/L de glicose e 20 g/L de ágar). Após 5 a 10 min, os micro-

eletrodos foram posicionados próximos às superfícies das células imobilizadas e 

adicionado cuidadosamente o meio líquido (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 sódio (pH 7,2, Sigma-Aldrich). Toda a 

análise do fluxo de H+ foi aferida por um período médio de 10-15 min em uma 

distância de excursão de 15 mm, em um ciclo completo de 1-2 s. As medidas 

controle (sem vanadato) foram realizadas a 1-2 mm de distância das células e 

subtraídas das medidas próximas às superfícies celulares. Os gráficos obtidos 

estão apresentados no Apêndice D. 

3.3.4 Estudo da morfologia da levedura 

3.3.4.1 Microscopia de fluorescência  

A investigação das possíveis alterações na morfologia do citoesqueleto e 

do núcleo das células da levedura foi realizada com auxílio de microscopia de 

fluorescência e microscopia óptica de contraste de interferência diferencial (DIC). 

As amostras para as análises foram retiradas com 4 e 8 h de fermentação. 

As células retiradas da fermentação foram imediatamente centrifugadas 

1500 x g por 5 mim à temperatura ambiente e fixadas em formaldeído. No 

momento da análise as células foram fixadas em 0,5 mol/L de fosfato de potássio 

pH 6,5 e 20% formaldeído, seguida de centrifugação a 1500xg por 5 mim. As 

células foram lavadas e ressuspensas em 1mL de tampão fosfato pH 6,5 por duas 

vezes. A amostra foi permeabilizada e ressuspensa em 1 mL Triton ™ X-100 

0,2% em tampão SHA (1 mol/L sorbitol, 0,1 mol/L HEPES - 4-(2-hidroxietil) 

piperazina-1-ácido etanossulfônico e 5 mmol/L azida sódica), incubada por 15 

min, seguida de mais três lavagens com tampão fosfato pH 6,5. Foram 

adicionados 0,3 μmol/L de rodamina faloidina para marcar o citoesqueleto, com 

incubação durante 90 min à temperatura ambiente. Após 60 mim de reação, 

foram adicionados 3 mmol/L de 4',6'-diamino-2-fenil-indol (DAPI), marcador do 

núcleo durante 30 min. Em seguida, as amostras foram lavadas três vezes e 
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ressupensas em tampão fosfato pH 6,5 (adaptado de Baggett et al., 2013 e 

Chowdhury et al., 1992). As micrografias foram obtidas com auxílio de um 

microscópio óptico Zeiss Axio Imager A.2, equipado com Axiocam MRc5 e 

software AxioVision no aumento de 63x e processadas com auxílio do software 

Image J. 

3.3.5 Estudos bioquímicos 

3.3.5.1 Isolamento de membranas totais 

A obtenção das membranas totais das células da levedura S. cerevisiae 

foi realizada após o período de fermentação, as células foram centrifugadas a 

4.000 g por 5 min e a massa úmida determinada. O isolamento dos 

esferoplastos e a obtenção de membranas celulares foram realizados de acordo 

com Okorokov e Lehle (1998) com modificações (Figura 13).  

 
 
 

 

 

Figura 13. Resumo esquemático do isolamento de membranas (modificado de 
Okorokov & Lehle, 1998). 
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Após determinação da massa úmida, para cada 1 g de massa úmida de 

células, foram adicionados 5 mL de tampão de esferoplastos (1,2 mol/L sorbitol; 

50 mmol/L Tris-HCl, pH 7,2), 4 mg de enzima liticase obtida de Arthrobacter luteus 

(Sigma-Aldrich, ≥ 200 unidades mg-1) e 12,5 μL de β-mercaptoetanol 

(concentração final de 30 mmol/L). A suspensão celular foi incubada a 37ºC em 

banho-maria sob leve agitação com o monitoramento cinético da hidrólise da 

parede celular realizado a cada 10 min em espectrofotômetro (λ=600 nm) até o 

tempo máximo de 50 min ou até que a absorvância chegue a 20% do valor inicial, 

os dados estão apresentados no Apêndice E.  

Posteriormente, os frascos contendo a suspensão celular foram 

transferidos para o gelo e a reação paralisada pela adição do tampão de parada 

(1,2 mol/L sorbitol; 200 mmol/L Tris-HCl; 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 

solução foi cuidadosamente aplicada sobre a solução colchão (1,4 mol/L sorbitol; 

50 mmol/L Tris, pH 7,4) e centrifugada a 3.500 x g por 6 min a 4 ºC (Eppendorf - 

5430R). Os esferoplastos foram centrifugados a 5.000 x g por 5 min a 4ºC. O 

sedimento foi ressuspenso em 20 mL de tampão de lise (12,5% sacarose; 200 

mmol/L MOPS-KOH, pH 7,6); 1 mmol/L de DTT (1,4-ditiotreitol), 1 μg mL-1 de 

coquetel de inibidores de proteases (quimiostatina, pepstatina, antipaína, 

leupeptina e aprotinina na concentração de 1 mg mL-1), 1 mmol/L de benzamidina, 

1 mmol/L de PMSF e 0,3% de albumina sérica bovina (BSA). 

A ressuspensão 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 

solução), com 21 ciclos completos (pulsos). A solução foi centrifugada a 5.000 x g 

por 5 min a 4 ºC e o sobrenadante centrifugado a 100.000 x g por 45 min a 4 ºC 

(Hitachi - Himac 80wx, rotor P50A2).  

O sedimento da centrifugação foi ressuspenso em tampão 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 μg mL-1), benzamidina (0,5 mmol/L), fluoreto de 

fenil metil sulfonil (0,5 mmol/L) e 1,4-ditiotreitol (0,2 mmol/L). A solução 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 e o volume total foi aliquotado em 
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recipientes de 100 L, congelados em nitrogênio líquido e armazenados a -70ºC 

para análises posteriores. 

3.3.5.2 Determinação do teor de proteína pelo método de Bradford 

A determinação do conteúdo de proteína total foi realizada pelo método 

descrito por Bradford et al. (1976) utilizando albumina sérica bovina (BSA) como 

padrão. O reagente de Bradford continha 67 mg de Comassie Brilliant Blue G 

65%, 23,7 mL de etanol absoluto e 50 mL de ácido ortofosfórico (85%), para um 

volume final de 500 mL. O Comassie e o etanol em um béquer, devidamente 

envolvido em papel alumínio, a fim de evitar a entrada de luz, deixada sob 

agitação por 1 h à temperatura ambiente (25-30º C). Em seguida, foi adicionado o 

ácido ortofosfórico e a solução homogeneizada por 5 min e o volume ajustado 

para 500 mL em balão volumétrico. A solução foi filtrada em papel filtro por três 

vezes e armazenada em vidro âmbar.  

A curva padrão foi obtida a partir de BSA para concentrações de 0 - 40 

µg/mL (Apêndice F). Foram utilizados 100 µL das soluções de BSA nas 

concentrações preparadas e adicionados 1000 µL da solução de Bradford em 

intervalos regulares, em triplicata. Após 10 min de reação à temperatura 

ambiente, as medidas foram realizadas em espectrofotômetro a λ= 595 nm.  

O conteúdo de proteína total foi determinado utilizando 10 µL de 

suspensão de membranas diluídas 100x com água destilada. Foram utilizados 

100 µL da suspensão diluída e adicionados 1000 µL da solução de Bradford, 

seguido de 10 min de reação à temperatura ambiente e medida a absorvância em 

espectrofotômetro a 595 nm obedecendo ao mesmo intervalo de tempo utilizado 

para curva padrão. 

3.3.5.3 Imunoblotting 

Na análise de Western Blotting, a imunorreatividade da enzima H+-

ATPase tipo P foi detectada utilizando 10 μL de vesículas de membranas totais 

isoladas das fermentações com células de S. cerevisiae e incubadas a 65 ºC 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 imunodetecção foi 
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realizada com anticorpo secundário anti-IgG de coelho conjugado com a 

peroxidase (GE Healthcare Bio-Sciences, EUA) e com kit quimioluminescente de 

detecção (ECL Western blotting detection system, GE Healthcare) (Cogo, 2018).  

Na realização do dot blot, a imunorreatividade da enzima H+-ATPase Tipo 

P foi detectada sob condições de baixo conteúdo proteico e para marcação com o 

anticorpo específico H+-ATPase de membrana plasmática foi realizado um dot 

blott. Em um pedaço de membrana de nitrocelulose foram marcados quadrantes 

de 1 cm2. Essa membrana de nitrocelulose foi embebida em tampão 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 cm2 foram 

aplicadas 5 µL da fração de membranas totais. A aplicação 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 agitação em solução contendo 

solução bloqueadora contendo PSB e 5% de leite comercial (Molico) por 1 h. 

Foram utilizados anticorpos primários diluídos 1:1000 em solução de leite 

comercial a 3% e incubados sob agitação por 30 min; após esse período a placa 

com a membrana foi deixada na geladeira durante a noite a 5°C. Na etapa 

seguinte de revelação, a membrana foi lavada com leite 5% por mais 1 h em 

agitação trocando a solução a cada 15 min. O segundo anticorpo conjugado à 

peroxidase foi diluído 1:1000 em solução de leite a 5% e incubado por 1 h em 

agitação. Após a incubação a membrana foi novamente lavada com solução de 

leite 5% em PBS 3 vezes por 10 min sob agitação. Posteriormente, a membrana 

foi lavada com PBS 3 vezes por 5 min sob agitação. Depois a membrana foi 

revelada com solução contendo H2O, Tris HCl 1mol/L (pH 7,5) e 3,3’-

diaminobenzidina (DAB), imidazol e 30% de peróxido de hidrogênio. O sinal da 

ligação específica do anticorpo foi revelado e a imunorresposta detectada. 
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3.3.5.4 Determinação do gradiente de H+ (ΔpH - transporte de H+) 

A determinação do gradiente de H+ seguiu o método descrito por Okorokov e 

Lichko (1983). A detecção foi realizada em espectrofluorímetro (Shimadzu RF-5301 

PC) com abertura de 5/10 nm, excitação em 415 nm e emissão em 485 nm. A 

formação do pH pela H+-ATPase tipo P foi observada em solução contendo: 100 μL 

de 50 mmol/L MgSO4.7H2O (2,5 mmol/L de concentração final); 50 μL de 2 mol/L 

KCl (50 mmol/L de concentração final); 80 μL de vesículas de membrana (volume 

dependente da atividade, de modo que a amplitude máxima (Fmax) não ultrapassasse 

50% do decaimento da fluorescência); tampão MOPS-KOH (12,5% sacarose, 200 

mmol/L MOPS-KOH, pH 7,2) em quantidade necessária para completar 2 mL de 

volume final.  

O gradiente de H+ foi monitorado pelo decréscimo da fluorescência, 

acrescentando-se 3 L de 1 mmol/L ACMA (9-amino-6-cloro-2-metoxiacridina), uma 

sonda fluorescente capaz de ligar-se aos H+ e atravessar as membranas biológicas 

(Figura 14). Após três minutos de incubação (ou tempo necessário para 

estabilização da fluorescência) iniciou-se a reação com a adição de 100 mmol/L de 

ATP-KOH pH 7,2 (concentração final de 1 mmol/L). A cinética de extinção da 

fluorescência (“quenching”) foi monitorada até atingir o equilíbrio entre o efluxo e o 

influxo de prótons “steady-state”, e o gradiente dissipado quando adicionou 2 mol/L 

de NH4Cl (concentração final de 20 mmol/L) a fim de paralizar a reação, a fim de 

refazer a fluorescência inicial e desfazendo o gradiente protônico estabelecido.  

 

 

 

Figura 14. Representação esquemática explicando o decaimento da fluorescência. 
A protonação do ACMA (representado por asteriscos) no interior das vesículas 
impede sua saída. Assim, as concentrações de ACMA no exterior da célula se 
tornam menores, resultando no decaimento da fluorescência (Teixeira, 2016). 
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A atividade da H+-ATPase Tipo P foi determinada pela adição de 200 μmol/L 

de ortovanadato de sódio, um inibidor específico para esta enzima. A atividade de 

transporte da H+-ATPase Tipo P foi determinada pela diferença entre a atividade total 

e a atividade vanadato-insensível.  A velocidade inicial da reação (V0) e a amplitude 

máxima de fluorescência (Fmax) na suspensão de vesículas de membranas totais foi 

determinada a partir dos gráficos obtidos durante as análises (Figura 15). Foram 

utilizadas as equações 3 e 4 para determinar a velocidade inicial e a amplitude 

máxima: 

                  (3) 

Em que:  

V0: velocidade inicial de formação de pH (U.R.F%/mim)/uL de extrato de 

membrana;  

F0: fluorescência dependente de V0 em um dado tempo (t), determinado 

pela extrapolação da maior inclinação inicial para o eixo do tempo;  

Fmax: fluorescência máxima (total);  

t: tempo em minutos.  

 

 Amplitude máxima:                       (4) 

Em que:  

Feq: fluorescência de equilíbrio determinada como fluorescência do 

“platô” que reflete o equilíbrio entre o influxo e o efluxo de H+ nas vesículas. 
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Figura 15. Representação esquemática da determinação de velocidade inicial e 
amplitude máxima do transporte de H+. Fonte: Teixeira (2016). 
 
 

3.3.5.5 Determinação da atividade hidrolítica da H+-ATPase tipo P 

Previamente, foi preparada uma curva padrão de fosfato inorgânico (Pi) 

disponível no Apêndice G. A solução estoque de 0,5 µmol/mL KH2SO4 

(desidratado 40-60ºC por 2-3h) foi utilizada como padrão do conteúdo de Pi. A 

partir da solução estoque foram preparadas duas soluções (0,50 e 0,25 mol/mL 

KH2SO4) que foram utilizadas para construir a curva. A solução de Pi foi incubada 

a 30 ºC por 30 min. Após incubação, 2 mL da solução C foi adicionada. Cada 

amostra foi incubada por exatamente 10 min a 30ºC, seguida imediatamente da 

medida da absorvância em espectrofotômetro a 750 nm. A solução C consiste em 

uma mistura de 100:1 da solução A (molibdato de amônio 0,5 %; SDS 0,5 %; 

H2SO4 2 %) e a solução B (ácido ascórbico 10 %), respectivamente, preparada no 

momento próximo à sua adição. A solução C foi utilizada em iguais condições e 

proporções para a determinação de hidrólise do ATP. 

A atividade hidrolítica de ATP foi determinada pelo aumento na 

quantidade de Pi formado resultante da hidrólise de ATP, conforme descrito por 

Fiske e Subbarow (1925). Os ensaios foram realizados sob refrigeração, em tubos 

contendo tampão de hidrólise (100 mmol/L de sorbitol; 30 mmol/L de MOPS-KOH; 

9,5 mmol/L de MgSO4.5H2O; 262 μmol/L de molibdato de amônio, pH 6,5); 1 
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mol/L de KCl; 10 μL de suspensão de vesículas de membranas e água destilada 

para completar 300 μL. A reação foi iniciada pela adição de 100 mmol/L de ATP-

KOH, pH 7,2 (concentração final de 5 mmol/L). Na detecção da atividade 

específica da H+-ATPase tipo P foi utilizado um inibidor específico (200 μmol/L de 

ortovanadato de sódio). A reação transcorreu a 30ºC nos tempos de 5, 10, 15, 20 

e 30 min para a construção da curva cinética da velocidade inicial de hidrólise 

(Apêndice H). A reação foi interrompida pela adição de água destilada gelada (até 

completar 1 mL de volume de reação) e, logo em seguida, adicionados 2 mL da 

solução de revelação (10% de ácido ascórbico e 0,5% de molibidato de amônio, 

relação 1:10 v/v). A solução foi incubada por 10 min a 30 oC, seguido pela medida 

da absorvância em espectrofotômetro a 750 nm. Uma unidade de atividade (U) foi 

definida como a quantidade de Pi formado por minuto (μmol de Pi /min) e por 

microlitro de extrato de isolado de membranas (U/µL).  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

4.1 Mecanismo de interação do campo com a levedura 

4.1.1 Cinética de fermentação alcoólica 

A fermentação sem exposição ao campo magnético (controle), 

apresentou um perfil típico de cinética de consumo de açúcar, variação de pH, 

formação de subprodutos (glicerol) e produção de bioetanol (Figura 16). 

Assim, a solução de glicose com concentração inicial de 65 g/L foi 

praticamente esgotada ao longo de 10 h de fermentação 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 satisfatório para esta 

linhagem de levedura de laboratório. A S. cerevisiae X-2180 é uma cepa 

selvagem e não industrial selecionada para altas performances na produção de 

etanol, o qual é bem caracterizado em nível bioquímico e molecular e, portanto, 

útil para estudos enzimáticos e eletrofisiológicos em escala de bancada. 

 
 



51 

 

 

 

0 2 4 6 8 10

0

10

20

30

40

50

60

70

C
on

ce
nt

ra
çã

o 
de

 g
lic

os
e 

(g
/L

)

Tempo de fermentação (h)

0

5

10

15

20

25

30

C
on

ce
nt

ra
çã

o 
de

 e
ta

no
l (

g/
L)

5

6

7

8

9

D
en

si
d

ad
e 

ót
ic

a
 (

D
O

 6
00

 n
m
)

0

2

4

6

8

10

12

14

pH

0

1

2

3

C
on

ce
nt

ra
çã

o 
de

 g
lic

er
ol

 (
g/

L)

 

Figura 16. Cinética da fermentação de S. cerevisiae X2180 na produção de etanol 
sem aplicação de campo magnético (controle). Biorreator no centro das bobinas 
com reciclo externo (102 mL/mim). Símbolos: ● Concentração de glicose (g/L); ▲ 
Concentração de etanol (g/L); ◊ Densidade óptica (DO 600 nm); ○ Concentração de 
glicerol (g/L); ■ pH. 

 
 
 

A cinética das fermentações sob campos magnéticos com os três 

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 está 

apresentada na Figura 17. Em todos os casos, o campo magnético parece ter 

induzido ou acelerado o consumo de glicose melhorando a produção de 

bioetanol. Os melhores resultados foram obtidos com o biorreator exposto ao 

campo magnético (Figura 17c), reduzindo o tempo de fermentação em 2h e 

alcançando aumento médio de cerca de 30% na produtividade do etanol em 

relação ao controle. 

Na Tabela 5 estão apresentados os parâmetros cinéticos (crescimento 

celular, pH, consumo de substrato, formação de produto e subprodutos) das 

fermentações expostas ao campo magnético comparado ao controle. Pode 

observar que o campo magnético também acelerou o consumo de glicose.
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Figura 17. Cinética da fermentação de S. cerevisiae X2180 para produção de etanol em biorreator assistido por campo magnético 
com reciclo externo (102 mL/mim): a) em tubo espiral, b) em tubo em U, c) em tubo reto inserido totalmente dentro do sistema de 
exposição ao campo magnético com reciclo externo. Símbolos: ● Concentração de glicose (g/L); ▲ Concentração de etanol (g/L); ◊ 
Densidade óptica (DO 600 nm); ○ Concentração de glicerol (g/L); ■ pH. 
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Tabela 5. Parâmetros cinéticos da fermentação para produção 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); €= Eficiência da bioconversão açúcar-etanol (%) calculada como a 
razão entre o valor experimental de Yp/s e o valor teórico de Yp/s (0,5111g g-1). 

 
 
 
Esses resultados estão de acordo com estudos anteriores (Dussan et al., 

2019; Perez et al., 2007) confirmando que campos magnéticos de baixa 

frequência e intensidade podem exercer efeitos positivos na produção de etanol 

por leveduras em condições anaeróbicas, confrontando os resultados 

controversos de estudos sobre o efeito de campos magnéticos em processos de 

fermentação (Anton-Leberre et al., 2010; Otabe et al., 2009).  

O monitoramento da temperatura das bobinas do reator de campo 

magnético e do meio de fermentação foi realizado com auxílio de câmera de 

infravermelho. O melhor resultado cinético da fermentação foi obtido quando todo 

reator foi exposto ao campo magnético. Na Figura 18 estão apresentadas a título 

ilustrativo as termografias realizadas durante a fermentação para o 

monitoramento do comportamento temperatura das bobinas e do meio de 

fermentação (Apêndice J) ao longo do experimento. Pode observar que em todas 

as condições de exposição ao campo magnético, mesmo com aquecimento 

moderado das bobinas, a temperatura do meio de cultura nas fermentações não 

foi alterada, ou seja, não houve efeito da radiação térmica das bobinas sobre o 

sistema de fermentação. De fato, o monitoramento da temperatura das 

fermentações descarta e garante que qualquer alteração dos parâmetros 

avaliados, não esteja associada à transferência de calor proveniente do 

aquecimento gerado pela passagem da corrente elétrica pelos fios que compõem 

as bobinas geradoras do campo magnético.   
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b)

 

d)

 

 

Figura 18. Monitoramento cinético da temperatura das bobinas e do meio de 
cultivo utilizando câmera infravermelho de termovisor modelo E40 FLIR nas 
fermentações em biorreator assistido por campo magnético – axial com densidade 
de fluxo magnético de 10 mT na produção de etanol por S. cerevisiae X2180 a 
30ºC, nos tempos de fermentação de: a) 2 h, b) 4 h, c) 6 h e d) 8 h. 

 
 
 

Os efeitos biológicos 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 atribuídos a 

mudanças no crescimento celular, variações de pH do meio e aumentos no 

consumo de substrato e da produtividade de etanol. Na maioria dos casos, os 

fenômenos são discutidos principalmente com base apenas em alterações na 

permeabilidade da membrana celular e/ou modulações indeterminadas do 

metabolismo celular.  No entanto, os elementos-chave bioquímicos e moleculares 

que integram os fenômenos no nível da membrana celular permanecem em 
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grande parte elusivos. Com base nas observações positivas das cinéticas de 

fermentação, também foram avaliadas as respostas fisiológicas da levedura. 

4.1.2 Estudo fisiológico: determinação do fluxo de prótons extracelular  

Em estudos anteriores do grupo, Perez et al. (2007) postularam que 

campos eletromagnéticos podem gerar uma diferença de potencial em meios de 

cultura em suspensão celular, induzindo fluxos de carga por efeito capacitivo, ou 

seja, pelo estabelecimento de campos elétricos e correntes de indução não 

uniformes no meio de fermentação. 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 fermentação durante a 

produção de etanol. Mas, entender a contribuição da H+-ATPase do tipo P, 

estimada por Na3VO4 (inibidor específico H+-ATPase do tipo P) é essencial, por 

ser esta uma bomba de prótons responsável pelo controle do 

gradiente eletroquímico de H+ gerado através da membrana celular. Isto pode 

também impulsionar o transporte secundário de aminoácidos, açúcares e íons 

inorgânicos (Minc e Chang, 2014; Pedersen et al., 2007). 

As medidas da densidade de fluxos de prótons foram realizadas a cada 2 

horas, e os gráficos obtidos das medidas feitas no SIET estão apresentados no 

Apêndice D (Figuras 1D a 5D). A densidade de fluxo de prótons total e na 

presença do inibidor foi utilizada para calcular a densidade de efluxo de prótons 

vanadato-sensível. Para fins comparativos, considerou-se a média do efluxo de 

prótons medido a cada 2h. Em todas as condições estudadas, a presença do 

inibidor (Na3VO4) a densidade de fluxo de prótons diminui, e esta redução foi 

atribuída majoritariamente à atividade da enzima H+-ATPase da membrana 

plasmática.  

De acordo com os dados de transporte de H+ apresentados na Figura 19, 

verificam-se evidências convincentes de um efluxo de H+ aprimorado conduzido 

pela H+-ATPase do tipo P, como um componente principal superativado pelo 

campo magnético. Pode observar que a densidade média de efluxo de prótons 

vanadato sensível relacionada à atividade desta enzima sofreu um estímulo para 

todos os arranjos de reator com reciclo testados (Figura 19a); na qual a 
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densidade de efluxo de prótons vanadato sensível aumentou consideravelmente 

na presença 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+ sensíveis 

ao vanadato em relação ao experimento controle, nas mesmas condições que 

mais aumentaram a produtividade do bioetanol.  De fato, as letras diferentes 

(Figura 19a) indicam diferenças estatisticamente significativas de acordo com 

ANOVA e teste de Tukey para nível de confiança de 95% (p ≤ 0,05).  

Durante a fermentação, as leveduras precisam absorver e metabolizar 

quantidades crescentes de aminoácidos e outros nutrientes para produzir etanol 

(Barnett, 2008). Além disso, os perfis dos efluxos H+ ilustrados na Figura  19b e 

19c confirmam o efeito do campo magnético sobre a atividade das bombas H+ 

do tipo P em leveduras, uma vez que os resultados estatísticos mostraram alta 

significância ao nível de p  ≤ 0,001 ao comparar o desempenho das leveduras na 

melhor condição de exposição ao campo magnético de 10 mT em relação ao 

sistema não exposto (Figura 19c). 

As H+-ATPases do tipo P catalisam a hidrólise de ATP acoplada à 

translocação de íons H + através da membrana celular de levedura, resultando no 

estabelecimento de um gradiente eletroquímico transmembranar de H+, que por 

sua vez impulsiona o transporte secundário ativo de nutrientes, incluindo 

aminoácidos, transportadores simportes/H+ e canais dependentes de voltagem 

que translocam íons metálicos essenciais para o crescimento ideal e potencial de 

rendimento de fermentação (Barnett, 2008; Serrano, 1988).  

Vale ressaltar que a estimulação do efluxo H+ induzido pela exposição de 

células de levedura a um campo magnético de 10 mT é quase completamente 

antagonizada pela adição de vanadato, um inibidor de ATPases iônicas do tipo 

P. No entanto, o campo magnético não induz qualquer alteração na acidificação 

insensível ao vanadato, correlacionada ao CO 2 e ácidos orgânicos derivados do 

processo de fermentação (Pena et al., 2015). 



57 

 

 

 

a) b) 

 

c) 

 

Figura 19. Efeitos do campo magnético no gradiente eletroquímico de H+ na membrana plasmática de S. cerevisiae X-2180: a) 
Densidade média de efluxo de H+ vanadato-sensível nos arranjos operacionais adotados para as fermentações com 
reciclos. b) Densidade de efluxo de H+ (total e vanadato-resistente) medida na fermentação do biorreator com reciclo externo; e c) 
Densidade de efluxos H+ sensíveis ao vanadato representando a atividade específica das bombas H+-ATPase tipo P da membrana 
plasmática de leveduras retiradas da fermentação no biorreator com reciclo externo. Símbolos: ○ Experimento controle (não exposto 
ao campo magnético); ● 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 diferenças estatisticamente significativas, enquanto, as Fig. 5b e 5c foram 
analisadas pelo teste t onde os asteriscos indicam diferenças estatisticamente significativas (∗ p  ≤ 0,05; ∗∗ p  ≤ 0,01; ∗∗∗ p  ≤ 0,001). 
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Os efeitos do campo magnético também foram associados à ativação de 

outras ATPases do tipo P, como Na+/K+-ATPase (Blank, 2005) e Ca2+-ATPases 

de membranas celulares de mamíferos (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 concentração intracelular de íons 

Ca 2+ em bactérias (Wu et al., 2017) e Na+; K+; Zn2+ e Ca2+ em S. 

cerevisiae geneticamente modificada também foi relatado (Choe et al., 2018). 

Entretanto, um possível envolvimento de um efeito sobre os gradientes 

eletroquímicos transmembrana na modulação da captação de íons ainda não 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 secundários de transporte ativo de nutrientes e 

metabólitos energizados por gradientes eletroquímicos de H+ transmembrana, 

gerados por H+-ATPases do tipo P, que constituem o sistema primário de 

transporte de íons de suas membranas plasmáticas. Portanto, é tentador 

especular que o mesmo mecanismo de fluxos de H+ induzidos por campos 

magnéticos relacionados à ativação de H+-ATPases de levedura também poderia 

explicar os efeitos nutricionais estimulantes encontrados em plantas (Esitken et 

al., 2004) envolvendo também um efeito magnetogênico na bomba H+ da planta. 

Enquanto isso, os resultados até aqui sugerem que os campos 

magnéticos podem exercer seus efeitos especificamente na atividade da bomba 

de prótons da membrana plasmática, energizando os sistemas de transporte ativo 

secundário acoplados ao gradiente eletroquímico H+ impulsionado pela bomba, 

influenciando também toda a bioeletroquímica da membrana da célula de 

levedura (Figura 20).   

A Figura 20 tem como propósito auxiliar a descrição do possível 

mecanismo de interação do campo com as leveduras. Assim, a figura ilustra uma 

célula da levedura durante o processo de fermentação sob campo magnético. No 

citosol ocorre a glicólise, onde a glicose é convertida em etanol e subprodutos 

como glicerol e acetatos são excretados para o meio extracelular. Na membrana 



59 

 

 

 

plasmática estão presentes algumas proteínas transportadoras Hxt de glicose, 

simportadores de dissacarídeos, glicose e aminoácidos, bombas de potássio, 

canais voltagem dependente e bombas de prótons (Pma1 ou H+-ATPase tipo P). 

As bombas de prótons são as responsáveis pela manutenção do gradiente 

eletroquímico fundamental para energização de outros transportadores presentes 

na membrana, sendo estes importantes para entrada de nutrientes na célula, 

como o transporte secundário de aminoácidos, açúcares e íons inorgânicos (Minc 

e Chang, 2014; Pedersen et al., 2007). 

 A captação de glicose por S. cerevisiae ocorre por difusão facilitada 

mediada por transportadores de açúcar Hxt e não requer energia metabólica, uma 

vez que a força motriz para a translocação de soluto é fornecida exclusivamente 

pelo alto gradiente de concentração de açúcar sobre a membrana (Bisson et al., 

2016). Por outro lado, o acúmulo intracelular de outras hexoses e dissacarídeos é 

realizado acoplando a captação de uma molécula de açúcar à captação de um ou 

mais íons H+ via simportadores também conduzidos pelo gradiente eletroquímico 

de prótons. Além da absorção de açúcares, o rendimento da produção de 

bioetanol depende do equilíbrio nutricional da célula de levedura durante o 

processo de fermentação, que por sua vez depende da manutenção de altos 

níveis de ativação dos sistemas de transporte de íons na membrana celular 

(Barnett, 2008). 

De fato, além de sua relevância para a nutrição celular, esta bomba de 

prótons também desempenha um papel fundamental na manutenção da 

homeostase do pH extracelular e intracelular, permitindo que as células de 

levedura lidem com o H+ excedente gerado pelo maior fluxo glicolítico e 

metabolismo de transbordamento. Isso é especialmente relevante para cepas de 

leveduras industriais selecionadas para metabolizar altas concentrações de 

glicose, uma vez que essas células sofrem rápido crescimento fermentativo, 

produzindo etanol, gás carbônico e ácidos orgânicos, acidificando rapidamente o 

meio, o que requer mecanismos robustos para manter o pH citosólico subjacente 

à bomba de prótons fortemente regulada para as atividades (Bisson et al., 2016; 

Rosa et al., 1991). 
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Figura 20. Mecanismo biofísico de ação do campo magnético de baixa frequência 
e intensidade sobre S. cerevisiae durante a fermentação alcoólica e os alvos 
celulares. Hxt, transportadores de glicose de difusão facilitada pela membrana 
plasmática; Pma1, H+-ATPase tipo P representado como o sistema de transporte 
primário de H+ acoplado quimiosmoticamente a vários transportadores de íons 
secundários da membrana plasmática da levedura; A via glicolítica é representada 
dentro da célula. Fonte: Andrade et al. (2021). 

 
 
 
Entretanto, como os efluxos de H+ são consequência de diferentes 

mecanismos de transporte, a segunda etapa do trabalho foi direcionada para 

correlacionar os resultados observados, na melhor configuração sob campo 

magnético, com a atividade especifica da H+-ATPase tipo P, além de explorar 

possíveis alterações morfológicas das leveduras expostas a estes campos 

magnéticos. 

4.2  Confirmação da presença e ação do campo sobre H+-ATPase tipo P 

4.2.1 Cinética de fermentação alcoólica 

Neste estudo, as fermentações foram conduzidas a partir da melhor 

condição estudada por Andrade et al. (2021), biorreator em tubo reto no centro 

das bobinas com reciclo externo da suspensão celular (Figura 11a). Os 
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experimentos foram conduzidos com uma concentração inicial de glicose de 100 

g/L, as células em regime estático (sem reciclo da suspensão celular, Figura 11d) 

e o biorreator de vidro posicionado dentro da câmara de tratamento magnético 

entre as bobinas do reator com maior densidade de fluxo magnético. 

As cinéticas das fermentações estão apresentadas na Figura 21. Pode 

observar que a fermentação obteve consumo total da glicose presente no meio 

com 12 h (Figura 21a), já a fermentação exposta ao campo magnético (Figura 

22b) obteve o consumo total do substrato com 11 h de fermentação. Nota-se que 

nesta condição de fermentação (células estáticas e posicionamento do reator no 

centro das bobinas) a redução do tempo de fermentação foi de 1 h com a 

presença do campo magnético, diferentemente dos resultados obtidos por 

Andrade et al. (2021), que obtiveram uma redução de 2 h com a exposição ao 

campo magnético. Pode concluir que esta diferença está associada às diferenças 

das configurações entre as fermentações.  
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Figura 21. Cinética de fermentação de S. cerevisiae X2180 na produção de etanol 
em biorreator sem reciclo. a) Fermentação (controle). b) Fermentação assistida 
por campo magnético - axial. Símbolos: ● Concentração de glicose (g/L); 
▲Concentração de etanol (g/L); ○ Concentração glicerol (g/L); ■ pH. 

 

 

Ambas as fermentações (controle e fermentação exposta ao campo 

magnético) apresentaram alta eficiência de conversão do substrato em produto, 

valores acima de 91% (Tabela 6). Quando comparadas, a fermentação controle 
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atingiu um rendimento final de 46,6% em relação ao valor teórico, 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 relação à fermentação controle. 

 

Tabela 6. Parâmetros cinéticos da fermentação para produção 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 
magnético 

0,477 4,275 8,848 93,425 

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); €= Eficiência da bioconversão açúcar-etanol (%) calculada como a 
razão entre o valor experimental de Yp/s e o valor teórico de Yp/s (0,5111g g-1). 

 
 
 
Durante a fermentação também se observou que houve a formação de 

produtos secundários como glicerol e ácido acético tanto na fermentação controle 

quanto a exposta ao campo magnético (Figura 22). De acordo com Lima et al. 

(2001), esta é uma característica comum ao metabolismo anaeróbico, pois 

juntamente com a produção de etanol e gás carbônico, ocorre a formação e 

excreção de glicerol e outros produtos secundários durante a fermentação. 

Entretanto, o glicerol é um metabólito indesejável na fermentação, pois afeta 

negativamente o rendimento de etanol: em torno de 5 a 10% do rendimento pode 

ser comprometido com a formação de secundários. 

A aplicação de campo magnético reduziu a formação de glicerol, nota-se 

que na fermentação controle a concentração final média de glicerol foi de 2,22 

g/L, enquanto a fermentação cujo biorreator foi exposto ao campo magnético a 

concentração final de glicerol chegou a 1,68 g/L (Figura 22a). Nota-se também 

que o campo também alterou a formação de ácido acético conforme gráfico da 

Figura 22b. Observa-se que nas primeiras horas de fermentação não havia 

formação do ácido em ambas as fermentações. A presença do campo magnético 

retardou a produção do ácido acético na fermentação. Vale ressaltar que a queda 

do pH e a acidificação do meio ao longo da fermentação é um processo natural da 
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fermentação alcoólica, por conta da formação de ácidos orgânicos durante esse 

processo (Lima et al., 2001).  
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Figura 22. Cinética de formação de subprodutos durante a fermentação com S. 
cerevisiae X2180 em biorreator em tubo reto sem reciclo da suspenção celular. a) 
glicerol. b) ácido acético. Símbolos: ■ Concentração de glicerol (g/L) - controle; □ 
Concentração de glicerol (g/L) - campo magnético de 10 mT; ♦ Concentração de 
ácido acético (g/L) - controle; ◊ Concentração de ácido acético (g/L) - campo 
magnético de 10 mT. 

 
 
 

Além da produção de ácidos orgânicos, a queda do pH também pode 

estar associada à atividade da H+-ATPase presente na membrana plasmática da 

levedura, uma vez que esta enzima também transporta prótons sendo a 

responsável pela manutenção do pH intra e extracelular (Lobão et al., 2007). E, 

portanto, alvo de investigação da interação do campo com célula neste estudo. 

De acordo com a Figura 23, pode observar que a temperatura da 

fermentação não foi alterada e consequentemente não influenciou os resultados 

obtidos. De fato, a temperatura é um dos principais fatores que interferem no 

metabolismo e na atividade de S. cerevisiae. Variações de temperatura afetam a 

viabilidade e o crescimento celular, além de influenciar na tolerância ao etanol e 

na formação de glicerol (Amillastre et al., 2012). Portanto, o controle térmico da 

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

ATPase da membrana plasmática (Lobão et al., 2007).   

 
 
 

a) b) 

 

c) 

d) 

 

e) 

 

 

 

Figura 23. Monitoramento cinético da temperatura das bobinas e do meio de 
cultivo utilizando câmera de infravermelho de termovisor modelo E40 FLIR nas 
fermentações assistidas por campo magnético – axial com densidade de fluxo 
magnético de 10 mT na produção de etanol por S. cerevisiae X2180 à 30ºC. Nos 
tempos de fermentação de: a) 2 h, b) 4 h, c) 6 h, d) 8 h e e) 10h. 

 
 
 

4.2.2 Estudo fisiológico: determinação do fluxo de prótons extracelular  

Os fluxos de H+ foram avaliados durante as fermentações e os gráficos 

obtidos das medidas feitas no SIET estão apresentados no Apêndice D (Figuras 

6D a 9D). Na Tabela 7 encontram-se os resultados cinéticos médios da densidade 

de fluxos de prótons medida durante as fermentações. As medidas foram 

realizadas nos tempos de 4 e 8 h, e a média do efluxo de prótons foi considerada 

para fins comparativos. A densidade de efluxo de prótons vanadato-sensível foi 

obtida por diferença entre as medidas densidade de fluxo de prótons total e na 

presença do inibidor.  
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Tabela 7. Densidade média de fluxo de prótons durante a fermentação para 
produção de bioetanol pela levedura S. cerevisiae X2180 
 

Experimento 

Densidade média de efluxo de H+ 
(pmol/mim.cm2) 

Total Vanadato- resistente 

Biorreator controle 59,22 ± 1,96 51,64 ± 0,29 
Biorreator com campo 
magnético 

103,88 ± 31,59 80,23 ± 28,243 

As fermentações foram conduzidas em duplicata (n=2). 

 
 
 
De fato, fica comprovado que a presença do campo magnético aumenta o 

efluxo de H+ causado pela enzima H+-ATPase presente na membrana plasmática 

da levedura. Na Figura 24 encontra-se a densidade média de efluxo de prótons 

vanadato sensível relacionado à atividade desta enzima. Nota-se um efeito 

estimulador do campo magnético na densidade de efluxo de prótons vanadato 

sensível. 

Portanto, além de aumentar a produtividade volumétrica, o campo 

magnético triplicou o efluxo de H+ vanadato-sensível em relação ao controle. Na 

Figura 24a, as letras diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas 

de acordo com ANOVA e teste de Tukey para nível de confiança 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 estatísticos 

mostraram alta significância em nível de p  ≤ 0,001 ao comparar o desempenho 

da levedura ao campo em relação ao sistema não exposto (Figura 24b e c).
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a) 
 
 

 

b) 

 

c) 

 

 

Figura 24.  Efeitos do campo magnético no gradiente eletroquímico de H+ na membrana plasmática de S. cerevisiae X-2180: a) 
Densidade média de efluxo de H+ vanadato-sensível na fermentação sem reciclo da suspensão celular; b) Densidade de efluxos 
de H+ total e vanadato-resistente medida entre as fermentações (controle e campo magnético sem reciclo); c) Densidade de efluxos 
H+ sensíveis ao vanadato representando a atividade específica das bombas H+-ATPase tipo P da membrana plasmática de leveduras 
retiradas da fermentação sem reciclo. Símbolos: ○ Experimento controle (não exposto ao campo magnético); ● Leveduras expostas 
ao campo magnético (10 mT).  Obs: Os dados foram analisados por ANOVA e teste t (p ≤ 0,001) onde os asteriscos indicam 
diferenças estatisticamente significativas (** p  ≤ 0,002;***p  ≤ 0,001). 
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4.2.3 Estudo morfológico por microscopia de fluorescência 

Para estudo de alterações morfológicas provocadas pelo campo 

magnético, as amostras de células foram coletadas a cada 4 h durante a 

fermentação e as micrografias estão apresentadas na Figura 25.  

 

 

 

 

Figura 25. Características morfológicas das células de S. cerevisiae durante a 
fermentação. Letras: (A-D) Células controle após 4 h de fermentação. (E-H) 
Células controle após 8 h de fermentação. (I-L) Células expostas ao campo 
magnético durante 4 h de fermentação. (M-P) Células expostas ao campo 
magnético durante 8 h de fermentação. (A, E, I, M) Contraste de interferência 
diferencial. (B, F, J, N) Coloração da cromatina por DAPI. (C, G, K, O) Coloração 
do citoesqueleto de F-actina por Rodamina-faloidina. (D, H, L, P) Coloração de 
actina e cromatina por rodamina-faloidina e DAPI, respectivamente. Barra de 
escala: 5 m. 
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As células intactas e viáveis de S. cerevisiae obtidas da condição controle 

apresentaram núcleos definidos e cromatina mais descompactada após 4 e 8 

horas de fermentação, conforme demonstrado pela marcação 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 presença das várias pontuações distribuídas no interior da célula. 

Essa marcação é distinta da observada em células de leveduras apoptóticas, as 

quais são caracterizadas pelo encolhimento celular e condensação ou 

fragmentação nuclear nos estágios iniciais e tardios da morte celular por 

apoptose, respectivamente (Madeo et al., 1999).  

Células expostas ao campo magnético por um período de 4 h também 

apresentaram a marcação da cromatina em estruturas definidas no interior da 

célula (Figura 25J), enquanto células expostas a essa condição por 8 h 

apresentaram uma marcação mais difusa, sem haver uma delimitação clara do 

núcleo (Figura 25N, asteriscos). Uma possível explicação para esse resultado 

pode ser alterações na estrutura da cromatina que resulta em um acúmulo mais 

impreciso do marcador. Outra possibilidade seria o excesso de DAPI internalizado 

como resposta a uma maior permeabilidade de membrana causada pela 

exposição mais longa ao campo magnético, uma vez que foi a condição que 

também apresentou superexposição na fluorescência do marcador.   

O citoesqueleto de actina é um importante componente celular, capaz de 

formar cabos de actina que servem como trilhos para o movimento de organelas, 

incluindo mitocôndrias e vacúolos. Os microfilamentos de actina são estruturas 

altamente dinâmicas e sensíveis a várias drogas ou compostos químicos (Pruyne 

et al., 2004). As células obtidas da condição controle continham a marcação da F-

actina na periferia celular, com as marchas de actina corticais concentradas nas 

regiões de brotamento (Figura 25C e G, indicada por setas), possivelmente como 

resultado do recrutamento para a formação de estruturas envolvidas no transporte 

de organelas da célula-mãe para a célula-filha. Assim como na condição controle, 

as células expostas ao campo magnético durante 4 h de fermentação também 

apresentaram os pontos de actina na periferia celular (Figura 25K), enquanto 

muitas células expostas ao campo magnético durante 8 h apresentaram a 

formação de grandes aglomerados de actina (Figura 25O, seta), sugerindo 

alterações na formação e dinâmica do citoesqueleto. Os filamentos de actina em 
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ambas as células das fermentações, controle e exposta ao campo magnético, não 

foram observados possivelmente devido à fixação prévia com formaldeído, o qual 

resulta em um padrão de distribuição de F-actina despolarizado quando as células 

são marcadas com rodamina-faloidina (Uesono et al., 2004; Vasicova et al., 

2016), mas o campo induz claramente aglutinação e clusterização da actina. 

4.2.4 Estudos bioquímicos 

Foi avaliado aqui o papel do gradiente de H+ através da membrana 

plasmática na regulação das H+-ATPases tipo P, de forma a contribuir no 

entendimento sobre a sinalização envolvida em disfunções da regulação dessas 

bombas na presença do campo magnético durante a fermentação para produção 

de etanol. Para os estudos bioquímicos, as células retiradas no final da 

fermentação foram isoladas para obtenção das membranas totais e feita a análise 

bioquímica (conteúdo de proteínas e atividade de hidrólise da enzima). 

4.2.4.1 Cinética de hidrólise da parede celular 

Os dados da cinética de hidrólise da parede celular para isolamento das 

membranas totais das células das fermentações estão apresentados no Apêndice 

E e a cinética no gráfico da Figura 26. Normalmente, espera-se um decaimento 

da absorvância de 80% durante a hidrólise da parede celular, entretanto foi obtido 

um decaimento médio de 52,3% de membranas isoladas no fim da fermentação. 

No final da fermentação a parede celular encontra-se “mais rígida”, além disso, as 

células estão expostas a altas concentrações de etanol e a escassez de substrato 

característico da fermentação alcoólica, dificultando assim hidrólise da parede 

celular. 
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Figura 26. Gráfico cinético da hidrólise da parede celular da levedura S. cerevisiae 
X2180 nas fermentações para produção de etanol. Símbolos: ■ Biorreator sem 
aplicação de campo (controle); □ Biorreator assistido por campo magnético de 10 
mT. Os experimentos foram conduzidos em duplicata e as barras de erro 
representam o desvio padrão respeito à média.  

 
 
 

4.2.4.2 Determinação do teor de proteína  

Após o isolamento das membranas das células da levedura utilizada nos 

experimentos de fermentação foi realizada a dosagem de proteína (Tabela 8). 

Pode observar que o campo magnético afetou significativamente a quantidade de 

proteínas totais. Houve aumento de 47,3% na quantidade de proteínas na 

fermentação exposta ao campo magnético quando comparada ao controle.  

 

Tabela 8. Dosagem de proteína pelo método de Bradford (1976) das membranas 
isoladas das fermentações em biorreator sem reciclo da suspensão celular. 
 

Experimento Proteína (µg/µL) 

Biorreator controle  1,050 ± 0,09 

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

O western blotting é um técnica qualitativa para validação da presença da 

bomba de prótons acionada pela hidrólise de ATP. De acordo com os resultados 

obtidos a partir do Western blotting (Figura 27) pode confirmar a presença 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 plasmática 

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 (3ª banda do padrão, na cor verde), outras bandas foram 

formadas indicando a degradação da proteína, constituindo fragmentos da 

mesma, uma vez que, o anticorpo policlonal utilizado é específico para esta 

enzima.  

 
 

 

 

Figura 27. Efeito do campo magnético sobre a imunorresposta da H+ -ATPase tipo 
P de membranas totais obtidas de células da fermentação sem reciclo e consumo 
total do substrato. Após obtenção do gel SDS-PAGE 10%, imunotransferência 
com o anticorpo policlonal de H+-ATPase tipo P de levedura (100 KDa) e detecção 
com anticorpo secundário conjugado com peroxidase. Identificação: Fermentação 
exposta ao campo magnético (1 e 2); Fermentação controle (3 e 4); Marcador 
padrão de peso molecular com faixa de cores variando de 12 a 225 KDa (Padrão - 
GE Healthcare).  
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Aparentemente parece haver maior intensidade das bandas dos poços 1 

e 2 que correspondem à fermentação com exposição ao campo magnético, mas 

as bandas subsequentes inferiores que podem representar degradação por 

proteases são menos intensas quando comparadas com os experimentos 

controle. Já na fermentação controle (3 e 4) as bandas das enzimas estão menos 

intensas, porém as bandas de degradação são mais intensas. 

4.2.4.4 Determinação da atividade hidrolítica 

A determinação da atividade hidrolítica do isolado de membranas de 

células de S. cerevisiae X2180 das fermentações foi determinada pela quantidade 

de Pi formado. A hidrólise foi quantificada na ausência (total) e na presença do 

inibidor específico da H+-ATPase tipo P vanadato (vanadato-resistente) e por 

diferença calculou-se a hidrólise de ATP vanadato-sensível. Os dados de hidrólise 

de ATP estão apresentados no Apêndice G. Uma unidade de atividade (U) foi 

definida como a quantidade de Pi formado por minuto (μmol de Pi /min) e por 

microlitro de extrato de isolado de membranas (U/µL). A atividade foi determinada 

em função da proteína total determinada pelo método de Bradford e expressa 

como atividade específica (U/μg). 

A Figura 28 mostra os resultados da atividade hidrolítica dos extratos 

isolados de células controle e expostas ao campo magnético de 10 mT. Assim, é 

possível verificar que houve diferença entre estes sistemas, posto que a atividade 

hidrolítica específica vanadato-sensível correspondente a H+-ATPase tipo P da 

fermentação controle foi superior àquela determinada para a fermentação exposta 

ao campo magnético.  
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Figura 28. Determinação da atividade hidrolítica específica de membranas totais 
isoladas de células S. cerevisiae X2180 durante a fermentação para produção de 
etanol: atividade hidrolítica total, vanadato-resistente e vanadato-sensível. Os 
experimentos foram conduzidos em duplicata e as barras de erro representam o 
desvio padrão respeito à média.  
 
 
 

Portanto, aparentemente até este ponto da pesquisa houve controvérsias 

que precisavam ser resolvidas, pois como entender que havendo maior teor de 

proteína total e maior efluxo de H+ vanadato-sensível sob campo magnético, 

houvesse menor atividade de hidrólise de ATP em relação ao experimento 

controle.  

De acordo com a Tabela 4, campo magnético de baixa frequência e 

intensidade tem sido reportado por afetar de forma diferente, isto é, alterando 

positiva ou negativamente a performance de diferentes bombas de íons, as quais 

são também ATPase do tipo P. Inclusive, Lin e colaboradores (2019) relataram 

redução 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 não é possível compará-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 não há estudos 

reportados na literatura para condições semelhantes em sistemas contendo H+-

ATPase tipo P de leveduras.  
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Neste contexto, novos experimentos foram delineados visando avaliar 

simultaneamente, não apenas as atividades de hidrólise e de transporte, mas 

também a razão de acoplamento, por ser esta enzima H+-ATPases do tipo P uma 

proteína embebida na membrana plasmática que funciona como bomba de 

prótons acionada pela hidrólise de ATP (translocase), conforme já explicado no 

início do trabalho. 

4.3 Validação da ação do campo sobre H+-ATPase tipo P 

4.3.1 Cinética de fermentação alcoólica 

Nesta última etapa, o estudo foi direcionado à confirmação do mecanismo 

proposto por Andrade et al. (2021) através de estudos do acoplamento bioquímico 

da enzima H+-ATPase presente na membrana da levedura. Portanto, as 

fermentações foram conduzidas até o consumo parcial do substrato (6 h), nas 

mesmas condições estudadas no item anterior (5.2) e o monitoramento da 

cinética de fermentação está apresentada na Figura 4J (Apêndice J). Como o 

controle térmico da fermentação pode influenciar a atividade da H+-ATPase, 

também foi realizado o monitoramento da temperatura das bobinas e do meio de 

fermentação. As termografias estão apresentadas no Apêndice J (Figura 3J). 

Pode-se afirmar que não houve alteração da temperatura da fermentação, pois as 

cores indicam que o meio de fermentação não foi afetado pelo aquecimento das 

bobinas do reator de campo magnético.  

4.3.2 Estudos bioquímicos 

4.3.2.1 Cinética de hidrólise da parede celular 

Após 6 h de fermentação, as membranas totais das células da levedura S. 

cerevisiae X2180 da fermentação para produção de etanol foram isoladas e a 

cinética de hidrólise da parede celular monitorada. Os dados detalhados estão 

apresentados no Apêndice E e a cinética da hidrólise da parede celular no gráfico 

da Figura 29.  Observa-se um decaimento médio na absorvância de 54,7%, sendo 

suficientes para realização das análises bioquímicas.  
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Figura 29. Gráfico cinético da hidrólise da parede celular da levedura S. cerevisiae 
X2180 na fermentação para produção de etanol conduzida por 6 h. Símbolos: ■ 
Biorreator controle; □ Biorreator assistido por campo magnético de 10 mT. Os 
experimentos foram conduzidos em duplicata e as barras de erro representam o 
desvio padrão respeito à média. 

 

4.3.2.2 Determinação do teor de proteína 

Após o isolamento das membranas das células da levedura utilizada nos 

experimentos de fermentação foi realizada a dosagem de proteína (Tabela 9). 

Pode observar que o campo magnético afetou significativamente a quantidade de 

proteínas totais. Houve um aumento de 72,3% na quantidade de proteína quando 

a fermentação foi exposta ao campo magnético. Além disso, o isolamento das 

membranas totais das fermentações com consumo parcial do substrato foi mais 

eficiente quando comparado ao isolamento da realização no fim da fermentação 

em termos de quantidade de proteína (item 4.2.2.2). 

 

Tabela 9. Dosagem de proteína pelo método de Bradford (1976) das membranas 
isoladas das fermentações em biorreator sem reciclo da suspensão celular 
 

Experimento Proteína (µg/µL) 

Biorreator controle 1,521 ± 0,41 
Biorreator sob campo 
magnético 2,621 ± 0,003 

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

Para imunodetecção de enzima H+-ATPase tipo P e validar de forma 

qualitativa sua presença na célula da levedura durante a fermentação foi realizado 

um dot blot, apresentado na Figura 30. Confirma-se nesta análise que a enzima 

está presente na membrana das leveduras de ambas as fermentações (controle e 

exposta ao campo magnético). Porém, nota-se uma diferença na expressão entre 

as fermentações. Entretanto, apesar da maior quantidade de proteína total 

(Tabela 9) presente na fermentação exposta ao campo magnético, não há maior 

expressão da enzima H+-ATPase tipo P em relação à fermentação controle. Com 

auxílio do Image J, a intensidade da resposta do dot blot foi quantificada, e, 

portanto, foi verificado que a expressão da enzima foi menor na fermentação 

exposta ao campo magnético, pois houve um redução média de 16,5% na 

expressão da H+-ATPase tipo P na fermentação tratada quando comparada ao 

controle. 

 

 

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

4.3.2.4 Determinação da atividade de hidrolítica 

A atividade hidrolítica do isolado de membranas de células de S. 

cerevisiae X2180 das fermentações foi determinada pela quantidade de Pi 

formado. Primeiramente, foi realizada a cinética de hidrólise de ATP para 

determinar a velocidade inicial de hidrólise (V0). A quantificação do ATP 
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hidrolisado foi obtida pela quantidade de Pi formado na ausência (total) e na 

presença do inibidor específico da H+-ATPase tipo P (vanadato-resistente) e, por 

diferença, calculada a hidrólise de ATP vanadato-sensível. Os dados de hidrólise 

de ATP estão apresentados no Apêndice H (Figuras 3H e 4H). Uma unidade de 

atividade (U) foi definida como a quantidade de Pi formado por minuto (μmol de Pi 

/min) e por microlitro de extrato de isolado de membranas (U/µL). A atividade foi 

determinada em função da proteína total determinada pelo método de Bradford e 

expressa como atividade específica (U/μg). 

Na Figura 31 estão apresentadas as cinéticas de hidrólise de ATP nas 

fermentações controle e expostas ao campo magnético. Estas cinéticas foram 

obtidas a fim de estabelecer a velocidade inicial (V0) e com 5 min de reação foi 

obtida máxima velocidade de hidrólise de ATP e, portanto, utilizada para 

determinação da taxa de acoplamento. Os dados obtidos na determinação da 

atividade hidrolítica revelaram que houve diferença entre as fermentações. 

Verifica-se que a taxa de atividade de hidrólise específica de ATP da fermentação 

controle foi superior à fermentação exposta ao campo magnético, praticamente 

dobrou.  

Embora presente em ambos os tratamentos, conforme visto na análise de 

dot blott, a atividade hidrolítica específica vanadato-sensível correspondente a H+-

ATPase tipo P na fermentação 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 são expostas ao 

campo magnético.  
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Figura 31. Cinética de atividade hidrolítica específica de membranas isoladas de 
células S. cerevisiae X2180 durante a fermentação para produção 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 padrão respeito à média. 
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Figura 32. Cinética de atividade hidrolítica específica (vanadato-sensível) de 
membranas isoladas de células S. cerevisiae X2180 durante a fermentação para 
produção de etanol. Símbolos: ■ Fermentação controle; □ Fermentação exposta 
ao campo magnético. Os experimentos foram conduzidos em duplicata e as 
barras de erro representam o desvio padrão respeito à média. 
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4.3.2.5 Determinação da atividade de transporte H+ 

O transporte de H+ dependente de ATP foi estimado pelo decréscimo da 

fluorescência conforme gráficos apresentados na Figura 33. Calculou-se a 

velocidade inicial de formação do ∆pH (V0) e a fluorescência máxima total 

(∆Fmáx) das células durante as fermentações. Definiu-se como uma unidade de 

atividade de transporte (U) unidade relativa de fluorescência (U.R.F%/mim) pelo 

volume de amostra. Para cálculo da atividade transporte específica foi 

considerada a massa de proteína (µg), os dados estão disponíveis na Tabela 1I 

(Apêndice I). 

 

a) 

 

b) 

 

c) 

 

d) 

 

Figura 33. Atividade de bombeamento de prótons da H+-ATPase tipo P de 
membranas isoladas de fermentações por S. cerevisiae X2180 para produção de 
etanol.  A translocação de prótons através de vesículas de membrana foi 
monitorada pela extinção de fluorescência de ACMA na presença de 80 μL de 
isolados de membrana; a reação foi iniciada pela adição de 1 mmol/L de ATP. Os 
dados são representativos de duas fermentações controle (a e b) e fermentações 
expostas ao campo magnético de 10 mT (c e d). 
 
 
 



80 

 

 

Na Figura 34 estão graficamente apresentadas as atividades de 

transporte de H+ específica. De acordo com os resultados obtidos, observa-se que 

a velocidade inicial do transporte de H+ vanadato-sensível relacionado à atividade 

da enzima H+-ATPase tipo P na fermentação exposta ao campo magnético teve 

um aumento de quase três vezes em relação à fermentação controle.  
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Figura 34. Atividade de transporte de H+ específica medida de membranas 
isoladas da fermentação em biorreator para produção de etanol por S. cerevisiae 
X2180. Os experimentos foram conduzidos em duplicata e as barras representam 
o desvio padrão a respeito à média. 

 
 
 

Portanto o campo magnético aumentou a velocidade de transporte H+ 

corroborando com o aumento do efluxo de prótons. Porém, a atividade de 

hidrólise de ATP foi reduzida. Estes resultados sugerem uma diferença no 

acoplamento funcional (acoplamento entre as duas atividades desempenhadas 

pela bomba: hidrólise de ATP e transporte de H+) entre os dois estados da 

enzima, revelando um estímulo da eficiência de transporte da bomba associada a 

um acoplamento menor de energia liberada pela hidrólise de ATP na promoção 

das mudanças conformacionais importantes para o transporte ativo de H+ pela 

enzima. 
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Dessa forma, a razão de acoplamento da bomba de prótons foi calculada 

pela razão entre a velocidade inicial de atividade de transporte de H+ e a 

velocidade inicial de hidrólise de ATP conforme descrito na Equação (5). 

 

 

       (5) 

 

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 hidrólise da bomba também foram alteradas. Enquanto a atividade 

específica de hidrólise diminuiu a atividade de transporte aumentou com a 

presença do campo, fazendo com que a razão de acoplamento de 1,7282 ± 0,8 

para a fermentação controle aumentasse para 11,1065 ± 2,59 sob o efeito do 

campo magnético, isto é, um aumento de 6,4 vezes maior em relação ao controle. 

Assim, pode concluir que enquanto na condição controle a bomba estava 

funcionando de forma acoplada, sob o efeito do campo magnético houve uma 

evidente alteração da bomba para uma condição de hiperacoplamento. Desta 

forma, estes resultados podem suportar o efeito do campo magnético na 

produtividade de produção 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 hidrólise de ATP de células isoladas 
após a fermentação em biorreator sem reciclo da suspensão celular conduzida 
até o consumo parcial de substrato 
 

Experimento 
Atividade de transporte 

específica (U/µg) 
Atividade de hidrólise 

específica (U/µg) 
Razão de 

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. CONCLUSÕES E RECOMENDAÇÕES 

 

 

 

 Baseado nos dados obtidos neste estudo, propomos e validamos o 

mecanismo de ação pelo qual campos magnéticos de baixa frequência e 

intensidade podem interagir com as células da levedura e impactar 

positivamente o processo de fermentação. De fato, o campo favorece o 

consumo de substrato, reduzindo os tempos de fermentação, 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 biológico do campo magnético na 

performance da enzima H+-ATPase tipo P, presente na membrana plasmática, 

uma vez que esta bomba de prótons se torna mais eficiente tendo menor 

gasto de energia para um maior transporte de H+ operando em condições de 

hiperacoplamento na manutenção do equilíbrio eletroquímico da célula, seis 

vezes maior em relação ao controle;  

 Parece haver uma relação entre a redução da produção de metabólitos 

intermediários como acetato e glicerol com a performance da enzima H+-

ATPase tipo P sob campo magnético. Porém, esse tipo de observação precisa 

de mais estudos do ponto de vista bioquímico que permitam validar esta 

correlação; 

 De forma semelhante, as alterações morfológicas observadas em nível celular 

sob campo magnético em relação ao núcleo e citoesqueleto são muito 
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importantes e precisam também de estudos mais aprofundados que podem 

ser complementados com microscopia eletrônica; 

 Estudos futuros poderão ser direcionados para explorar se os campos 

magnéticos induzem mudanças transcricionais e/ou pós-transcricionais em 

bombas de íons, canais e outros transportadores de substrato, incluindo os 

sistemas voltagem-dependentes, visando complementar os resultados e 

ampliar o universo de potenciais aplicações em biotecnologia industrial e em 

processos químicos e de alimentos; 

 Para abordar aplicações industriais, estudos futuros devem ser realizados 

utilizando substratos da prática industrial, como caldo de cana e melaço ou 

mesmo amido de milho hidrolisado, que fornece essencialmente sacarose e 

outros dissacarídeos fermentáveis, os quais são transportados via simporte 

de prótons nas leveduras e considerando o mecanismo revelado, resultados 

ainda melhores podem ser esperados; 

 Finalmente, os resultados deste estudo podem ser de grande relevância pois, 

além de contribuir para o entendimento do efeito biológico dos campos 

magnéticos, também podem contribuir com a cadeia produtiva de bioetanol, 

uma vez que estudos de scale-up, de impacto ambiental e técnico-econômicos 

avaliem os benefícios desta tecnologia não convencional. 
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APÊNDICE A – Curvas de calibração HPLC 

 
Curva de calibração para a determinação do consumo de substrato e 

formação de produto e subprodutos durante a fermentação para produção de 

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

 
 
  

 

Figura 1A. Curvas de calibração usadas para determinar a concentração (g/L) da 
glicose consumida, etanol formado e glicerol produzido durante a fermentação por 
cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC).  a) Glicose, b) Etanol e c) Glicerol 
e d) Ácido acético. 

a) 

 

b) 

 
c) 

 

b) 
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APÊNDICE 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 30ºC e agitação orbital de 200 rpm utilizando 20%(v/v) do 
pré-cultivo. Símbolos: ● Concentração de glicose (g/L); ♦ Densidade óptica (DO 
600 nm); ■ pH . 
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APÊNDICE C – Calibração biorreator 

 
Resultado da calibração do sistema gerador de campo magnético. 

 

 
 
 

Figura 1C. Representação gráfica do perfil da densidade de fluxo magnético no 
centro das bobinas do biorreator assistido por campos eletromagnéticos – sistema 
axial. Símbolos: ● 1 A; □ 2 A;▲ 3 A; ○ 4 A; ♦ 5 A; Δ 6 A; ► 7 A. 
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APÊNDICE D – Dados da densidade de fluxo de H+ 

 
Gráficos das leituras de densidade de fluxo de prótons usando a técnica “Scanning Ion-selective Electrode Technique” (SIET). 
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Figura 1D. Gráficos de densidade de fluxo de prótons durante a fermentação em biorreator com reciclo externo sem campo 
(CONTROLE – rep. 1) nos tempos de fermentação de: 0h (a e a’); 2 (b e b’); 4 h (c e c’); 6 h (d e d’); 8 h (e e e’); 10 h (f e f’). 
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Figura 2D. Gráficos de densidade de fluxo de prótons durante a fermentação no biorreator c/ reciclo externo sem aplicação de 
campo (CONTROLE –rep. 2) nos tempos de fermentação de: 0h (a e a’); 2h (b e b’); 4 h (c e c’); 6 h (d e d’); 8 h (e e e’); 10 h (f e 
f’). 
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Figura 3D. Gráficos de densidade de fluxo de prótons durante a fermentação no biorreator assistido por campo magnético - 
axial com densidade de fluxo magnético de 10 mT e reciclo em espiral (102 mL/mim) nos tempos de fermentação de: 0h (a e 
a’); 2 (b e b’); 4 h (c e c’); 6 h (d e d’); 8 h (e e e’). 
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Figura 4D. Gráficos de densidade de fluxo de prótons durante a fermentação no biorreator assistido por campo magnético - 
axial com densidade de fluxo magnético de 10 mT e reciclo em U (102 mL/mim) nos tempos de fermentação de: 0h (a e a’); 2 
(b e b’); 4 h (c e c’); 6 h (d e d’); 8 h (e e e’). 
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c) 

 

c’) 

 

d) 

 

d’) 
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e) 

 

e’) 

 

  

Figura 5D. Gráficos de densidade de fluxo de prótons durante a fermentação no biorreator assistido por campo magnético - 
axial com densidade de fluxo magnético de 10 mT e reciclo externo (102 mL/mim) nos tempos de fermentação de: 0h (a e a’); 
2 (b e b’); 4 h (c e c’); 6 h (d e d’); 8 h (e e e’). 
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Figura 6D. Gráficos da densidade de fluxo de prótons durante a fermentação no biorreator sem aplicação de campo magnético – 
Controle e sem reciclo da suspensão, nos tempos de fermentação de:  4h (a e a’) e 8h (b e b’). 

 

a) 

 

a’) 

 
b) 

 
 

b’) 
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Figura 7D. Gráficos da densidade de fluxo de prótons durante a fermentação no biorreator sem aplicação de campo magnético – 
Controle (repetição 1) e sem reciclo da suspensão, nos tempos de fermentação de:  4h (a e a’) e 8h (b e b’). 

a) 

 

a’) 

 
b) 

 
 

b’) 
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Figura 8D. Gráficos da densidade de fluxo de prótons durante a fermentação no biorreator assistido por campo magnético – axial com 
densidade de fluxo magnético de 10 mT e sem reciclo da suspensão nos tempos de fermentação de:  4h (a e a’) e 8h (b e b’). 

 
 

 

 

a) 

 
 

a’) 

 

b)  

 
 

b’) 
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Figura 9D. Gráficos da densidade de fluxo de prótons durante a fermentação no biorreator assistido por campo magnético – axial com 
densidade de fluxo magnético de 10 mT (repetição 1) e sem reciclo da suspensão nos tempos de fermentação de:  4h (a e a’) e 8h (b 
e b’). 

a) 

 

a’) 

 
b) 

 

b’) 
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APÊNDICE E – Cinética de hidrólise da parede celular 

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

 
Tabela 1E. Tabela de monitoramento da cinética durante a reação de hidrólise da 
parede celular de células de S. cerevisiae X2180 durante a fermentação para 
produção de etanol. a) Membranas isoladas no fim da fermentação. b) 
Membranas isoladas na fermentação conduzida por 6h. 

 

 

 

a) 

Hidrólise da parece celular  

Tempo 
(mim) 

Absorvância (600nm) 

Controle Campo magnético 10 mT 

Rep 1 Rep 2 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) 

 

Hidrólise da parece celular (6h de fermentação) 

Tempo 
(mim) 

Absorvância (600nm) 

Controle Campo magnético 10 mT 

Rep 1 Rep 2 Média 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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APÊNDICE F – Dados da dosagem de proteínas 

 
Curva de padrão para dosagem de proteína das membranas isoladas da 

levedura S. cerevisiae X2180 na fermentação para produção de etanol. 

 

 

 

 

Figura 1F. Curva de albumina sérica (BSA) pelo método de Bradford (1976). a) 
Curva utilizada da dosagem de proteína de membranas isoladas no fim da 
fermentação. b) Curva utilizada na dosagem de proteína de membranas isoladas 
na fermentação conduzida por 6h. 

a) 

 
b) 
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Tabela 1F. Dosagem de proteína das membranas isoladas das fermentações por 
S. cerevisiae X2180 em biorreator para produção de etanol determinadas pelo 
método de Bradford (1976). a) Dosagem das fermentações com consumo total do 
substrato; b) Dosagem das fermentações com consumo parcial do substrato – 6h. 
 

a) 

 Tratamento 
Absorvância (595 nm) Proteína 

(µg/mL)  Rep. 1 Rep. 2 Média 

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) 

 Tratamento 
Absorvância (595 nm) Proteína 

(µg/mL)  Rep. 1 Rep. 2 Rep.3 Média 

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 proteína foi determinada através das equações da curva 
padrão no Apêndice F (Figura 1F), onde Y é absorvância média e X a 
concentração de proteína (µg/mL), vale ressaltar que as amostras foram 
diluídas 100x.  
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APÊNDICE G – Curva padrão de fosfato inorgânico 

 
Construção da curva padrão de fosfato inorgânico (Pi) para cálculo da 

atividade hidrolítica. 

 
 
a) 

 

b) 

 

 

Figura 1G. Curva Padrão de fosfato inorgânico (Pi) para determinação da atividade 
hidrolítica: a) Fermentações conduzidas até o consumo total do substrato (Tópico 
2). b) Curva utilizada na dosagem de proteína de membranas isoladas na 
fermentação conduzida por 6h (Tópico 3). 
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APÊNDICE H – Dados da atividade hidrolítica 

 

Dados para determinação da atividade de hidrólise de ATP. 

 

Tabela 1H. Determinação da concentração de Pi das membranas isoladas de 
leveduras S. cerevisiae X2180 após fermentação para produção de etanol.  

 

Tratamento 
Abs 

(750nm) 
Pi 

(µmol/mL) 
Pi 

(µmol/L) 

Controle 

Total 
0,322 0,188 187,8 

0,394 0,230 229,8 

Vanadato 

0,294 0,171 171,5 

0,269 0,157 156,9 

0,248 0,145 144,6 

Controle 
(repetição 1) 

Total 

0,318 0,185 185,5 

0,303 0,177 176,7 

0,338 0,197 197,1 

Vanadato 

0,267 0,156 155,7 

0,200 0,117 116,6 

0,207 0,121 120,7 

Fermentação 
com campo 
magnético 

Total 

0,344 0,201 200,6 

0,320 0,187 186,6 

0,341 0,199 198,9 

Vanadato 
0,196 0,114 114,3 

0,238 0,139 138,8 

Fermentação 
com campo 
magnético 

(repetição 1) 

Total 

0,285 0,166 166,2 

0,347 0,202 202,4 

0,336 0,196 196,0 

Vanadato 
0,254 0,148 148,1 

0,280 0,163 163,3 
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Tabela 2H. Determinação da concentração de Pi das membranas isoladas de 
leveduras S. cerevisiae X2180 após 6h de fermentação para produção de etanol 
(controle). 

 

 
  (Repetição 1) (Repetição 2) 

Tempo 
(mim) 

Medida 
Abs 

(750nm) 
Pi 

(µmol/mL) 
Pi 

(µmol/L) 
Abs 

(750nm) 
Pi 

(µmol/mL) 
Pi 

(µmol/L) 

5 min 

Total 

0,132 0,083 82,9 0,106 0,067 66,55 

0,155 0,097 97,3 0,103 0,065 64,67 

0,139 0,087 87,3 0,101 0,063 63,41 

Vanadato 

0,100 0,063 62,8 0,082 0,051 51,48 

0,096 0,060 60,3 0,075 0,047 47,09 

0,095 0,060 59,6 0,081 0,051 50,85 

10 min 

Total 

0,216 0,136 135,6 0,155 0,097 97,31 

0,216 0,136 135,6 0,168 0,105 105,47 

0,235 0,148 147,5 0,175 0,110 109,87 

Vanadato 

0,180 0,113 113,0 0,119 0,075 74,71 

0,167 0,105 104,8 0,122 0,077 76,59 

0,160 0,100 100,5 0,125 0,078 78,48 

15 min 

Total 

0,295 0,185 185,2 0,232 0,146 145,66 

0,314 0,197 197,1 0,233 0,146 146,28 

0,296 0,186 185,8 0,252 0,158 158,21 

Vanadato 

0,235 0,148 147,5 0,181 0,114 113,64 

0,218 0,137 136,9 0,206 0,129 129,33 

0,216 0,136 135,6 0,202 0,127 126,82 

20 min 

Total 

0,414 0,260 259,9 0,29 0,182 182,07 

0,406 0,255 254,9 0,283 0,178 177,67 

0,430 0,270 270,0 0,291 0,183 182,70 

Vanadato 

0,293 0,184 184,0 0,224 0,141 140,63 

0,302 0,190 189,6 0,209 0,131 131,22 

0,288 0,181 180,8 0,218 0,137 136,87 

30 min 

Total 

0,490 0,308 307,6 0,373 0,234 234,18 

0,507 0,318 318,3 0,374 0,235 234,81 

0,518 0,325 325,2 0,39 0,245 244,85 

Vanadato 

0,385 0,242 241,7 0,262 0,164 164,49 

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. Determinação da concentração de Pi das membranas isoladas de 
leveduras S. cerevisiae X2180 após 6h de fermentação em biorreator assistido 
por campo magnético de 10 mT para produção de etanol. 

 

  (Repetição 1)  (Repetição 2) 

Tempo 
(mim) 

Medida 
Abs 

(750nm) 
Pi 

(umol/mL) 
Pi 

(umol/L) 
Abs 
(750nm) 

Pi 
(umol/mL) 

Pi (umol/L) 

5 min 

Total 

0,147 0,092 92,29 0,154 0,097 96,685 

0,138 0,087 86,64 0,167 0,105 104,847 

0,142 0,089 89,15 0,17 0,107 106,730 

Vanadato 

0,111 0,070 69,69 0,138 0,087 86,640 

0,109 0,068 68,43 0,141 0,089 88,523 

0,107 0,067 67,18 0,15 0,094 94,174 

10 min 

Total 

0,288 0,181 180,81 0,29 0,182 182,069 

0,276 0,173 173,28 0,291 0,183 182,697 

0,281 0,176 176,42 0,308 0,193 193,370 

Vanadato 

0,235 0,148 147,54 0,258 0,162 161,979 

0,239 0,150 150,05 0,243 0,153 152,562 

0,242 0,152 151,93 0,241 0,151 151,306 

15 min 

Total 

0,375 0,235 235,43 0,424 0,266 266,198 

0,389 0,244 244,22 0,436 0,274 273,732 

0,39 0,245 244,85       

Vanadato 

0,346 0,217 217,23 0,374 0,235 234,807 

0,329 0,207 206,55 0,36 0,226 226,017 

0,354 0,222 222,25 0,386 0,242 242,341 

20 min 

Total 

0,447 0,281 280,64 0,488 0,306 306,379 

0,479 0,301 300,73 0,49 0,308 307,634 

0,462 0,290 290,06 0,497 0,312 312,029 

Vanadato 

0,385 0,242 241,71 0,436 0,274 273,732 

0,349 0,219 219,11 0,423 0,266 265,570 

0,386 0,242 242,34 0,434 0,272 272,476 

30 min 

Total 

0,521 0,327 327,10 0,619 0,389 388,624 

0,573 0,360 359,74 0,619 0,389 388,624 

0,51 0,320 320,19 0,607 0,381 381,090 

Vanadato 

0,441 0,277 276,87 0,547 0,343 343,420 

0,442 0,277 277,50      0,538 0,338 337,770 

0,467 0,293 293,19      0,549 0,345 344,676 
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Figura 1H. Cinética de atividade hidrolítica específica (total e vanadato-resistente) 
de membranas isoladas de células S. cerevisiae X2180 durante a fermentação 
para produção de etanol: a) sem exposição ao campo - controle; b) exposta ao 
campo magnético. 
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Tabela 4H. Atividade hidrolítica específica de membranas isoladas de células S. 
cerevisiae X2180 após a fermentação para produção de etanol. 
 

Atividade hidrolítica específica  
(µmol Pi/min)/µg Proteína) 

Experimento Total desvio 
vanadato-
resistente 

desvio 
vanadato-
sensível 

Fermentação controle 0,61 0,28 0,46 0,04 0,14983 

Fermentação controle 
(repetição 1) 0,65 0,02 0,45 0,06 0,19188 
Fermentação com campo 
magnético 0,52 0,00 0,34 0,00 0,18257 

Fermentação com campo 
magnético (repetição 2) 0,34 0,03 0,28 0,00 0,05890 
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Tabela 5H. Cinética de atividade hidrolítica específica de membranas isoladas de 
células S. cerevisiae X2180 da fermentação para produção de etanol conduzida 
por 6h. Para o cálculo da velocidade inicial de transporte de H+ foram utilizados os 
dados da cinética de hidrólise no tempo de 5 minutos de reação (*). 
 

Atividade hidrolítica específica  
(µmol Pi/min)/µg ptn) 

FERMENTAÇÃO CONTROLE  

Tempo Total desvio 
vanadato-
resistente 

desvio 
vanadato-
sensível 

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 

FERMENTAÇÃO CONTROLE (repetição 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 

FERMENTAÇÃO SOB COM CAMPO MAGNÉTICO 

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 

 FERMENTAÇÃO SOB COM CAMPO MAGNÉTICO (repetição 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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APÊNDICE I – Dados da atividade de transporte H+ 

 
Tabela 1I. Determinação da atividade de transporte de H+ (total, vanadato-resistente e vanadato-sensível) de células de S. cerevisiae 
X2180 na fermentação para produção de etanol em biorreator. 

 

V0 – Variação da 
fluorecencia 

Atividade de 
transporte 

Atividade de 
transporte 
específica 

Atividade de transporte 
específica (vanadato-

sensível) 

 
U= (U.R.F %/mim) (U)/uL amostra U/µg U/µg 

Fermentação 
controle 

(repetição 1) 

Total 79,845 0,99806 0,51740 

0,08175 Vanadato-
resistente 

67,23 0,84038 0,43565 

Fermentação 
controle 

(repetição 2) 

Total 91,445 1,14306 1,02701 

0,24298 Vanadato-
resistente 

69,81 0,87263 0,78403 

Fermentação c/ 
campo 

magnético 
(repetição 1) 

Total 179,54 2,24425 0,85691 

0,36722 Vanadato-
resistente 

102,6 1,28250 0,48969 

Fermentação c/ 
campo 

magnético 
(repetição 2) 

Total 186,66 2,33325 0,88920 

0,59056 Vanadato-
resistente 

62,69 0,78363 0,29864 
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APÊNDICE J - Cinética de monitoramento da temperatura das bobinas 

Monitoramento cinético da temperatura das bobinas das fermentações 

assistidas por campo magnético. 

 

a) 

 

b) 

 

c) 

 

d) 

 

 

Figura 1J. Monitoramento cinético da temperatura das bobinas e do meio de 
cultivo utilizando câmera infravermelho de termovisor modelo E40 FLIR nas 
fermentações assistidas por campo magnético – axial utilizando sistema de reciclo 
em espiral (102 mL/mim) e densidade de fluxo magnético de 10 mT na produção 
de etanol por S. cerevisiae X2180 a 30ºC, nos tempos de fermentação de: a) 2h, 
b) 4h, c) 6h e d) 8h. 
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a)

 

c)

 

b)

 

d)

 

 

Figura 2J. Monitoramento cinético da temperatura das bobinas e do meio de 
cultivo utilizando câmera infravermelho de termovisor modelo E40 FLIR nas 
fermentações assistidas por campo magnético – axial utilizando sistema de reciclo 
em U (102 mL/mim) e densidade de fluxo magnético de 10 mT na produção de 
etanol por S. cerevisiae X2180 a 30ºC, nos tempos de fermentação de: a) 2h, b) 
4h, c) 6h e d) 8h. 
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a) 

 

b) 

 

c) 

 

 

Figura 3J. Monitoramento cinético da temperatura das bobinas e do meio de 
cultivo utilizando câmera de infravermelho de termovisor modelo E40 FLIR nas 
fermentações assistidas por campo magnético - axial sem reciclo da suspensão e 
densidade de fluxo magnético de 10 mT na produção de etanol por S. cerevisiae 
X2180 a 30ºC conduzidas até o consumo parcial da glicose (6 h). No tempo de 
fermentação de: a) 2 h, b) 4 h, c) 6 h. 
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Figura 4J. Cinética de fermentação de S. cerevisiae X2180 na produção de etanol 
em biorreator assistido por campo magnético conduzida por 6h comparado ao 
controle. Símbolos: ● Concentração de glicose (controle); ▲Concentração de 
etanol (controle); ■ pH (controle); ○ Concentração de glicose (campo magnético); 
∆ Concentração de etanol (campo magnético); □ pH (campo magnético). 
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magnetic field: New advances in the biophysical mechanism elucidation on yeasts 

APÊNDICE K – Artigo publicado 
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