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RESUMO

ANDRADE, Cristilane Macharete de, M.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, fevereiro de 2018. Efeitos bioldgicos do campo
magneético sobre Saccharomyces cerevisiae: produgao de bioetanol em biorreator
assistido por campo magnético. Orientador: Prof. Victor Haber Perez.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho de S. cerevisiae X2180 sob
campos magnéticos durante a fermentagcdo anaerdbica para produgao de
bioetanol. A cultura da levedura foi realizada em um biorreator auxiliado por
campo eletromagnético com linhas de campo magnético na diregcdo axial, em
relacdo a altura do reator. A cinética de fermentacao foi realizada em intervalos
regulares monitorando o crescimento celular, o pH, o consumo de substratos, a
producao de etanol e a formagado de subprodutos como o glicerol. Além disso,
medicdes simultaneas da densidade do fluxo de prétons foram feitas para verificar
possiveis efeitos do campo magnético na atividade da H*-ATPase nas células
durante a exposicdo. Os experimentos foram realizados de acordo com um
planejamento experimental fatorial completo de face centrada com dois niveis e
trés pontos centrais. Assim, as variaveis independentes codificadas foram
definidas como: X; - sistema de reciclo para exposicdo externa as suspensoes
celulares ao campo magnético (espiral, biorreator e sistema U) e X, - densidade
de fluxo magnético - B (5, 10 e 15 mT) enquanto, as variaveis dependentes foram:
R1 - rendimento de etanol para o substrato (Ys) € Rz - densidade média de fluxo
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de prétons sensivel ao vanadato (pmol/min cm?). Os resultados mostraram uma
reducdo no tempo de fermentagcdo em 2h nos experimentos com a aplicagdo de
campo. Os melhores resultados foram observados quando o biorreator foi
operado usando um reciclo externo a 10 mT. Comparativamente, nessa condigéo,
o tempo final de fermentagao foi reduzido em 2 h e o rendimento de etanol foi em
torno de 20% superior em relagdo ao controle. Além disso, verificou-se que o
campo magnético afetou significativamente a densidade de fluxo de protons (p
<0,1). Os resultados obtidos corroboram nossos estudos anteriores sobre o
potencial dessa tecnologia nao convencional. No entanto, mais estudos devem
ser realizados para entender os mecanismos biologicos desses efeitos e avaliar
os desafios e desvantagens de ampliar essa tecnologia para a producdo de

bioetanol e outros processos para a industria de alimentos.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae, campo magnético, fermentacao,

bioetanol.
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ABSTRACT

ANDRADE, Cristilane Macharete de, M.Sc., State University of North Fluminense
Darcy Ribeiro, February of 2018. Biological effects of magnetic field on
Saccharomyces cerevisiae: production of bioethanol in magnetic field assisted
bioreactor. Adivisor: Prof. Victor Haber Perez.

The aim of this work was to evaluate the performance of S. cerevisiae X2180
under magnetic fields during anaerobic fermentation for bioethanol production.
The yeast culture was carried out in a bioreactor assisted by electromagnetic field
with magnetic field lines in the axial direction, in relation to the reactor height. The
fermentation kinetic was carried out at regular intervals monitoring the cell growth,
pH, substrate consumption, ethanol production and by-products formation like
glycerol. In addition, simultaneusly proton flux density measurements were made
to verify possible effects of magnetic field on the H*-ATPase activity in the cells
during exposition. The experiments were performed according to a complete
factorial experimental design of face centered with two levels and three central
points. Thus, the coded independent variables were defined as: Xi- recycle
system for external exposure the celular suspensions to the magnetic field (spiral,
bioreactor and U-system) and X; - magnetic flux density - B (5, 10 and 15 mT),
whereas the dependent variables were: R¢- ethanol yield for the substrate (Yp/s)

and R; - mean density of proton fluxes sensitive to vanadate (pmol/min cm?). The



best results were observed when bioreactor was operated using an external
recycle at 10 mT. Comparatively, at this condition the final fermentation time was
reduced in 2 h and ethanol yield was around 20% hihger than to the control. Also,
was verified that the magnetic field significantly affected the proton flux density (p
<0,1). The attained results corroborate the our previous studies about the potential
of this unconventional technology. However, further studies must be carried out to
understand the biological mechanisms of these effects and evaluated the
challenges and drawbacks to scale up this technology for bioethanol production

and other processes for the food industry.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, magnetic field, fermentation, bioetanol.



1. INTRODUGAO

O estudo de processos assistidos por campos magnéticos tém despertado
a atencdao da comunidade cientifica desde o século passado em virtude das
potencialidades de seus efeitos biolégicos reportados (Albuquerque et al., 2016;
Santos et al., 2010; Perez et al., 2007; Névak et al., 2007; Alvarez et al., 2006;
Justo et al., 2006; Motta et al., 2004). Estudos relatam que estes campos podem
induzir diversos efeitos sobre os micro-organismos, dessa forma tem despertado
interesse consideravel tanto na biologia celular quanto na biotecnologia (Hunt et
al., 2009, Lei e Berg, 1998).

Em bioprocessos a aplicagdo desta tecnologia tem apresentado respostas
que vao desde alteragdes nas taxas de crescimento (inibigdo ou estimulagao) até
producdo de metabdlitos (Hunt et al.,, 2009; Perez et al., 2007; Li et al., 2007,
Alvarez et al., 2006).

Embora campos magnéticos tenham sido explorados em diversas
aplicagbes biotecnoldgicas, ainda nao foram totalmente estabelecidos os
parametros que expliquem como os campos magnéticos interagem com sistemas
bioldgicos. Ao mesmo tempo, muitos estudos que abordam a sua aplicagdo sob
micro-organismos sédo controversos (Albuquerque et al., 2016, Perez et al., 2007,
Li et al, 2007).Dessa forma, entender os efeitos desta tecnologia sobre o

comportamento de micro-organismos representa um passo de grande importancia



para a biotecnologia e mais pesquisas serao necessarias para esclarecer os
efeitos dos campos nas células microbianas que justifiquem estas alteragdes.
Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo entender o
comportamento de Saccharomyces cerevisiae sob a aplicagdo de campos
magnéticos de baixa frequéncia e intensidade tomando como modelo de estudo a
producao de bioetanol visando contribuir para a melhoria deste processo com o
entendimento dos fendmenos que explicam a interacdo destes campos com a

matéria viva através de estudos da atividade de enzimas ATPase em nivel celular.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fermentagao alcodlica

A fermentagao alcodlica € um processo anaerébico para producido de
energia que ocorre com degradagado de carboidratos e formacdo de etanol e
diéxido de carbono como compostos principais e, como subprodutos glicerol,
acido piravico e succinico e alcodis superiores. Este processo € realizado por
leveduras, principalmente do género Saccharomyces e bactérias como a
Zymomonas mobilis (Crocomo e Gutierrez, 2001; Lima et al., 2001; Borzani et al.,
2001).

A levedura Saccharomyces cerevisiae é basicamente um dos organismos
eucarioticos mais intensivamente estudados na biologia celular, cujo metabolismo
€ 0 mais conhecido. As células dessa levedura (Figura 1) sdo redondas a ovoide
e possuem de 5 a 10 um de didmetro e se reproduzem por brotamento. Podem
utilizar diferentes agucares para seu crescimento dependendo do tipo de cultivo.
Utilizada ha muito tempo pelo ser humano, esta levedura possui ampla utilizagao
industrial como na panificacdo, producdo de etanol e vinhos, além do uso na
industria farmacéutica (Hristov e Perez, 2011, Lima et al., 2001).

Esta levedura € um micro-organismo aerobio facultativo, ou seja, tem a
habilidade de se ajustar metabolicamente, tanto em condigdes de aerobiose como
de anaerobiose (auséncia de oxigénio molecular). Portanto, os produtos finais do

metabolismo do acgucar dependerdo das condicdes em que a levedura se



encontra. Em aerobiose, o agucar é transformado em biomassa, CO; e H,0, ja em
anaerobiose a maior parte é convertida em etanol e CO,. A conversao de agucar
em etanol ocorre através de reacdes enzimaticas complexas no citoplasma celular
(Lima et al., 2001).

Figura 1. Microscopia éptica de células de S. cerevisiae em microscépio Zeis Axio

Imager A.2 com aumento de 630x. Fonte: Arquivo pessoal

S. cerevisiae é a levedura mais utilizada na fermentagéo para a produgao
de etanol, devido sua capacidade de crescimento em altas concentragdes de
agucar e etanol, taxa de crescimento especifico, baixa geragdo de co-produtos,
operagcao em anaerobiose parcial e principalmente pelo seu alto rendimento de
etanol (Ko et al., 2016).

Em condigcdes anaerdbicas, a principal via metabdlica usada pelas
leveduras é a glicdlise, para cada molécula de glicose sao produzidas duas
moléculas de piruvato (Equagao 1), que entédo é reduzido a etanol com liberagao
de duas moléculas de CO, (Crocomo e Gutierrez, 2001).A Figura 2 exemplifica
como ocorre o processo de fermentagao alcodlica.

CgH120g ——» 2CH3CH,0OH + 2CO», (1)



CeH 1206
2 NAD 2 ADP + 2P
2 NADH, 2ATP
Acido piravico Acido piravico
(3C) (3C)
Fermentacao
Co; Alcodlica Cco,

Etanol Etanol

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

Figura 2. Esquema simplificado do metabolismo da glicose da fermentagdo
alcodlica.

O rendimento tedrico na produgcao de etanol é de 0,511 e 0,489 para CO,
(Vasquez et al., 2009; Bai et al., 2008). Entretanto, juntamente com o etanol e o
CO,, o metabolismo anaerdbico permite a formacdo de varios subprodutos
durante a fermentagdo, bem como a excregao de glicerol, acidos organicos,
alcodis superiores, entre outros compostos. Simultaneamente, ocorre o
crescimento das leveduras/formacéo de biomassa (Lima et al., 2001).

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

A produgédo de etanol por processos fermentativos é uma tecnologia bem
estabelecida, entretanto o desenvolvimento de novas tecnologias e processos por

rotas ndo convencionais que resultem solucbes atrativas do ponto de vista



tecnolégico deve ser melhor explorado. Neste sentido, diversos pesquisadores
tém estudado processos fermentativos para produgdo de etanol assistido por
campos eletromagnéticos e, portanto, diversos dispositivos foram desenvolvidos a
fim de expor sistemas bioldgicos a estes campos (Perez et al., 2009; Perez et al.,
2007; Novak et al., 2007; Alvarez et al., 206; Motta et al., 2004; Ruiz-Gomes et al.,
2004).

Na literatura verifica-se uma intensa atividade investigativa sobre os efeitos
biolégicos de campos magnéticos sobre a levedura S. cerevisae na fermentagao
para producao de etanol (Lopes et al., 2010; Perez et al., 2007; Perez et al., 2007,
Motta et al., 2004). Estes estudos abordam diferentes condigdes e parametros de
exposicado aos campos, bem como diferentes resultados obtidos que seréo

descritos detalhadamente nos préximos tépicos desta reviséao.
2.2 Aspectos gerais sobre magnetismo

Independente da sua forma, um ima tem dois polos, o pélo norte (N) e o
polo sul (S) que exercem forcas um sobre o outro de maneira analoga a das
cargas elétricas, sendo assim, pélos do mesmo nome se repelem e os pdlos de
nomes opostos se atraem. Além disso, magnetismo e eletricidade se relacionam,
de forma que um campo elétrico variavel provoca um campo magnético e vice-
versa (Nussenzveig, 1997; Serway, 1996).

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

(el

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

numa certa velocidade ¥ por um campo magnético constante e uniforme B em
uma regido do espaco, sofre a acdo de uma forca perpendicular & ¥ e B. A forga

F € dada pela Equagao 2. A unidade S| de campo magnético é o Tesla (T), mas
também pode ser representada em Gauss (G), que corresponde a 10T (Tipler,
2000; Serway, 1996).

F=q (¥ x B) 2)

Em que: £ é a forca de Lorentz, B é a densidade de fluxo magnético, q é a

carga da particula e ¥ é a velocidade da particula.



Se tratando de solugbes aquosas contendo elementos quimicos ionizaveis,
como no caso dos meios de cultura e solugdes de processos fermentativos, que

geralmente s&o ricos em sais e outros nutrientes, os quais circulam a determinada
velocidade v por um tubo reto, cujas paredes n&o sdo condutoras na presenga de

um campo B, provocam a aceleragdo centripeta sobre as particulas carregadas

no liquido descrevendo sua trajetéria helicoidal (Figura 3) (Reitz, 1967).

Figura 3. Movimento de particula carregada em meio de fermentagao atingindo o

equilibrio dindmico sob campo eletromagnético. Fonte: Perez et al., 2007.

Esta trajetéria helicoidal depende apenas da carga eletrostatica da
particula e de sua massa. Desta forma, em um tudo reto onde se aplica um
campo ha a separagdo das maiores particulas carregadas (ions negativos) e
menores (ions positivos), criando uma trajetoria helicoidal. Assim € criada uma
redistribuicdo ibnica na suspensao celular, a qual acompanha um aumento da
diferenga de potencial elétrico no interior do liquido tratado magneticamente e
estabelecendo um campo elétrico ndao uniforme com circulagdo de corrente no
meio condutor (Reitz, 1967).

Em processos assistidos por campos eletromagnéticos algumas das
variaveis que devem ser levadas em consideragao sao: forca do campo (indugao
e intensidade magnética), frequéncia, tipo de campo (constante e pulsante) e
tempo de exposicao (Perez et al., 2009).

Atualmente o magnetismo aplicado em processos biotecnoldgicos é
considerado como um assunto de carater inovador e emergente que tem
despertado o interesse da comunidade cientifica devido aos efeitos bioldgicos
reportados na literatura (Albuquerque et al., 2016; Hunt et al., 2009; Perez et al.,
2009; Perez et al., 2007; Alvarez et al., 2006; Justo et al., 2006).



2.3 Aplicacoes biotecnoldgicas de campos magnéticos

Por muitos anos, os cientistas acreditavam que os campos magnéticos de
baixa frequéncia n&o produziam efeitos biologicos significativos. Entretanto, nas
ultimas décadas diversos estudos foram realizados com o objetivo de verificar a
influéncia dos campos elétricos e/ou magnéticos de baixa frequéncia (<300 Hz)
em sistemas biolégicos (Perez et al., 2009; Justo et al., 2006).

Cada vez mais a atengao tem sido dirigida para aos efeitos biolégicos dos
campos magnéticos (Li et al., 2007). Dessa forma, tém sido explorados em
diversas aplicagdes biotecnoldgicas, uma vez que, podem induzir diversos efeitos
sobre os micro-organismos (Hunt et al., 2009). Estes efeitos tém recebido atencgéo
consideravel na comunidade cientifica, pois os mecanismos de interacdo desses
campos com sistemas bioldgicos ainda nao sao claros e ndo foram comprovados
(Perez et al., 2007).

Dessa forma, tanto a estimulagdo quanto a inibicido de processos celulares
representa consideravel interesse na biologia celular e na biotecnologia, ndo so6
para estabelecer os mecanismos basicos dessa interagdo, mas também devido
aos potenciais de aplicagdes praticas (Lei e Berg, 1998). Embora a aplicagéo de
campo magnético tenha sucesso em muitas areas, os estudos que abordam a sua
aplicagao aos micro-organismos sao controversos (Albuquerque et al., 2016; Li et
al., 2007).

Ainda nao foram estabelecidos pardmetros que esclarecam a questao de
como 0s campos magnéticos podem inibir ou estimular o crescimento dos micro-
organismos, entretanto de acordo com Fojt et al. (2004) e Stradak et al. (2002)
campos magnéticos podem afetar a permeabilidade dos canais i6nicos na
membrana, afetando assim o transporte de ions para dentro das células
acarretando alteragbes bioldgicas nos organismos.

Segundo Hunt et al. (2009), estes campos podem provocar: aumento na
permeabilidade da membrana; aumento da circulagao e valorizagédo seletiva do
fluxo de ions, taxa de reagdes bioquimicas; alteracéo na taxa de ligagao de ions
de calcio para enzimas ou receptores; mudanca da distribuicdo de proteinas e
lipidios e nas associagdes proteina-lipidio; alteracdo na distribuicdo molecular
interna de carga eletrbnica dentro de moléculas lipidicas na bicamada da

membrana; na expressao de genes especificos e na atividade da enzima.



De acordo com Albuquerque et al. (2016), a presenga do campo magnético
pode provocar efeitos relacionados a dire¢do da migragdo de certos micro-
organismos, ao crescimento e a reprodu¢do, no aumento da sintese de DNA, na
orientacao de biomoléculas, reducdo do numero de células.

Na literatura sdo encontrados trabalhos com aplicagdes biotecnoldgicas de
campos magnéticos com diferentes parametros de campo. E fatores como: a
intensidade do campo, que vao desde baixas intensidades (mT) e de altas
intensidades (T), tipo de campo, frequéncia, tempo de exposi¢cdo, parametros
operacionais dos dispositivos geradores de campo, diregao das linhas de campo,
geometria do sistema, dentre outros fatores, também influenciam nos efeitos
encontrados em resposta ao tratamento com campo magnético (Albuquerque et
al., 2016; Hunt et al., 2009; Tenuzzo et al., 2009).

Conforme David et al. (2016), Albuquerque et al.(2016) e Lopes et
al.(2010)os efeitos bioldgicos variam de acordo com o tipo de micro-organismo, a
composicdo do meio, a concentragdo microbiana e as condi¢des do meio de
cultura. Para Ruiz-Gomes et al. (2004), o estado biolégico das células também
poderia influenciar os possiveis efeitos dos campos magnéticos em sistemas
bioldgicos. Dessa forma, as dificuldades para compreender a influéncia real dos
campos magnéticos nas células tornam-se mais complexas uma vez que, 0s
experimentos envolvem uma gama de condi¢cdes de exposi¢cado (Tenuzzo et al,
2009, Hunt et al., 2009).

2.3.1 Processos fermentativos e produgdo de metabolicos

De acordo com Hristov e Perez (2011), se tratando de processos
fermentativos, os resultados disponiveis na literatura relacionados a aplicagao de
campos magnéticos mostram duas tendéncias: a supressdo do crescimento
celular e efeitos positivos na fermentacdo com o aumento da biomassa e
producao de metabdlitos. Sendo assim, os campos podem forgar ou desacelerar o
crescimento e a produgdo metabdlica dos organismos vivos. Além disso, campos
magnéticos podem penetrar a membrana e alcancgar o interior da célula, afetando
toda a célula.

Segundo David et al., (2016), os efeitos biolégicos do campo magnético
ainda estdo sob intensos estudos e maiores esforgos serdo necessarios para

avaliar o comportamento complexo dos sistemas biolégicos mediante a aplicagéao
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desta tecnologia. Portanto, o crescimento de micro-organismos pode ser
estimulado ou inibido, dependendo da intensidade do campo, frequéncia, tempo
de exposigao, tipo de micro-organismo, entre outros fatores mencionados
anteriormente (Moore, 1979).

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

Motta et al.(2004)observaram um aumento de 3,4 vezes na concentragao
de etanol através da aplicagdo de campos magnéticos estaticos durante 24 h de
exposicao a 220 mT durante a fermentacio alcodlica realizada por S. cerevisiae.
Em estudo com S. cerevisiae ATCC 7754 para a produgdo de glutationa, Santos
et al. (2010) avaliaram a influéncia das variaveis como, tempo de exposigao (8 -
16 h) e densidade de fluxo magnético (25,0 - 34,3 mT) no aumento da produgéo
de biomassa e glutationa. Os resultados indicaram que o maior rendimento foi
obtido com maior tempo de exposicdo (16 h) e menor densidade de fluxo
magnético (25 mT). Demonstrando que longos tempos de exposicao a campos
magnéticos ndo sao necessarios, uma vez que, 16 h ou menos de exposi¢cado
foram suficientes para estimular a produgao de biomassa e glutationa (Santos et
al., 2010).

Com o objetivo de avaliar os efeitos de campos magnéticos de baixa
frequéncia (5-20 mT) na producéo de etanol pela S. cerevisiae utilizando melago
de cana-de-agucar como substrato, Perez et al. (2007) comprovaram a eficacia do
tratamento com campos magnéticos em processos de fermentagdes, uma vez
que a fermentacdo foi concluida em menos tempo quando comparado com o
experimento controle, além disso foi verificado um aumento de 17% na produgéo
de etanol nas melhores condigdes do processo (velocidade de reciclo de 0.9-1.2
ms” e intensidade de 20 mT).
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Lopes et al. (2010) estudaram a influéncia do campo magnético gerado por
condicionador magnético (25 e 42 mT) e por pares de imas (500 mT) sobre a
fermentacdo alcodlica descontinua (batelada) de Saccharomyces cerevisiae
comercial. Entretanto, nas condigbes estudadas por estes autores, néo foi
possivel comprovar algum beneficio ocasionado pela presenca de campo
magneético no processo de produgado de etanol em batelada, ou seja, o uso desta
tecnologia n&o resultou em diferenca significativa em todas as condigoes
estudadas.

De modo semelhante, os resultados encontrados por Ruiz-Gomes et al.
(2004) indicaram que a aplicagdo de campo magnético n&o induziu alteragdes no
crescimento da S. cerevisiae. Estes autores avaliaram os efeitos no crescimento
de S. cerevisiae WS8105-1C com aplicacdo de campos magnéticos estaticos
homogéneos. Os experimentos foram realizados com uma intensidade de campo
entre 0,35 e 2,45 mT, durante 24 e 72 h.

Segundo (Li et al., 2007) tratamentos com campos magnéticos podem
influenciar na taxa de crescimento, no acumulo de biomassa e na biossintese da
cultura microbiana. Dessa forma, entender os efeitos desta tecnologia sobre
micro-organismos representa um passo de grande importancia para a
biotecnologia de alimentos (Alvarez et al., 2006).

Nas Tabelas 1 e 2 estdo apresentados diferentes estudos sob o efeito de
campos magnéticos aplicados a processos biotecnolégicos e os efeitos
produzidos nos micro-organismos. Na Tabela 1 estdo apresentados
resumidamente alguns estudos relacionados aos efeitos do campo magnético

sobre células de S. cerevisiae.



Tabela 1. Leveduras sob o efeito de campos magnéticos
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Micro-organismo Parametros de campo
magnético

Resultados e observacoes

Referéncia

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

S. cerevisiae comercial Densidade de fluxo magnético
de 25 e 42 mT (condicionador
magnético) e 500mT (pares de
imas).

S.cerevisiae WS8105-1C  Densidade de fluxo magnético
de 0,35 e 2,45 mT e frequéncia
de 50 Hz durante 24 e 72 h.

S. cerevisiae Densidade de fluxo magnético
de 14 T durante 16 h.

S.cerevisiae CCY 21-4-59  Campo magnético (Bm< 10 mT,
t <60 min, F= 50 Hz).

S. cerevisiae Densidade de fluxo magnético
de5a20mT

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

Nenhum beneficio ocasionado pela
presenca do campo no processo de
producao de etanol.

Nao provocou alteragdes no crescimento
de S. cerevisiae.

Diminuicdo da taxa de proliferacdo da
levedura.

Destruicdo de uma fracdo das células das
leveduras e em outros casos nao
apresentou nenhuma influéncia.

Aumento de 17% na produgao de etanol e
reducdo no tempo de fermentacao.

Santos et al.
(2012)

Lopes et al. (2010)

Ruiz-Gomes et al.
(2004)

lwasaka et al.
(2004)

Novak et al. (2007)

Perez et al. (2007)
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2.3.2 Inativagdo de micro-organismos

Nos ultimos anos, muitas pesquisas tém se dedicado a estudar os
possiveis efeitos ocasionados pela exposicdo aos campos magneticos na
inativacdo de micro-organismos. No entanto, os resultados encontrados na
literatura mostram que o crescimento microbiano relacionado a inativagao
também é contraditdrio e conflitante (Albuquerque et al.,2016).

De acordo com EI May et al. (2009) o campo magnético pode afetar as
fungdes bioldégicas de organismos por alteragbes no crescimento celular,
proliferagdo e viabilidade celular. Além disso, tem a capacidade de alterar as
caracteristicas morfologicas, fisioldgicas, bioquimicas e genéticas dos micro-
organismos, entretanto a natureza destes efeitos depende dos paréametros do
campo aplicado as células (Pichko e Povalyaeva, 1996).

Segundo Tsuchiya et al. (1996) campos magnéticos podem afetar células
bacterianas em diferentes aspectos, pois as células contém muitos componentes
sensiveis a altos campos magnéticos, tais como proteinas, acidos nucléicos,
membranas, entre outros. Além disto, as mudangas metabdlicas (quantidade de
nutrientes, condi¢des quimicas) entre células nas fases logaritmicas e
estacionarias podem apresentar diferentes respostas sob a presenga do campo.

Segundo Novak et al.(2007), bactérias sdo mais sensiveis a exposi¢cao a
campos magnéticos que as leveduras. Além disso, a diferenca no efeito do campo
entre as estirpes bacterianas pode ser causada pela sua diferente forma, pelo tipo
de célula (eucaridtico ou procariético), morfologia (Fojt et al., 2007; Strasak et al.,
2005), bem como da estirpe (Fojt et al., 2004).

Ma et al. (2009) estudaram campo magnético de até 4,5T em E. coli 8099 e
verificaram que apos o tratamento, a taxa de sobrevivéncia do micro-organismo
diminuiu significativamente. Estes autores também constataram que a fase
exponencial (Log) de crescimento de E. coli foi a fase de maior sensibilidade ao
tratamento. Segundo os mesmos autores, devido a sua uniformidade na
morfologia, constituicdo quimica, propriedades fisioldgicas e a sua elevada
sensibilidade a estimulos externos bactérias em fase logaritmica de crescimento
Sa0 mais sensiveis a exposi¢cao ao campo.

Além da inibicdo no crescimento e na propagacdo das células da
Escherichia coli, Ji et al. (2009) também verificaram danos na superficie da célula
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(na parede celular) ao investigar a morfologia da célula com auxilio de
microscopia eletrénica de varredura apds exposicdo ao campo. Dessa modo, a
superficie das células ndo tratadas com o campo era homogénia, enquanto a
superficie das células crescidas sob o efeito do campo magnético apresentou
deformagdes principalmente nas extremidades das células (Ji et al., 2009).

Em alguns estudos o crescimento celular ndo é afetado pelo campo
(Albuquerque et al., 2016). Conforme estudo realizado por Harte et al. (2001) ndo
foram observados efeitos inativadores ou danos a célula de E. coli ATCC 11775
na presenga de campos magnéticos pulsados (50 pulsos, 10-15kHz de frequéncia
e 18 T intensidade por 30 pys) em combinagdo com outras tecnologias nao-
térmicas (ultrassom, alta pressdo hidrostatica, campo elétrico pulsado e
antimicrobianos como nisina e lisozima).

Embora os resultados encontrados por estes autores ndo tenham
demonstrado efeito na inativagdo, ainda ndo € possivel tirar conclusdes gerais
sobre a capacidade desta tecnologia para inativar micro-organismos, uma vez
que, muitos estudos tém comprovado os efeitos inativadores dos campos
magnéticos (San Martin et al., 2001).

Portanto, resultados contraditérios e a falta de reprodutibilidade séao
problemas tipicos em pesquisa com campos magnéticos que dificultam o
entendimento sobre os possiveis mecanismos de interagdo entre os campos e
organismos vivos (Novak et al., 2007; Ruiz-Gémez et al., 2004). Por isso, a busca
por melhores condigdes experimentais e parametros que expliquem os efeitos
destes campos magnéticos sobre micro-organismos (Santos et al., 2010;
Mittenzwey et al., 1996).

Na Tabela 2 estdo apresentados alguns estudos envolvendo bactérias sob

campos magnéticos, bem como os efeitos produzidos sobre as células expostas.



Tabela 2. Bactérias sob o efeito de campos magnéticos.

15

Micro-organismo

Parametros de campo
magnético

Resultados e observagoes

Referéncia

Escherichia coli 10032

E. coli, Staphylococcus
aureus e  Streptococcus
mutans
E. coliB
E. coli, Leclercia

adecarboxylatae, S. aureus

Salmonella entérica subsp.
Enterica serovar Hadar

E. coli e Paracoccus

denitrificans

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

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

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

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

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

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

Diminuicdo do numero de UFCs com
aumento do tempo de exposicao e danos
na superficie da célula.

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

Afetou negativamente o crescimento
dependendo da fase de crescimento.

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

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

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

Ji et al. (2009)

Kohno etal. (2000)

Tsuchiya et al
(1996)

Fojt et al. (2004)

El May et al
(2009)

Fojt et al. (2009)
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2.4 Sistemas de exposi¢ao aos campos magnéticos

Os dispositivos geradores de campo magnético desenvolvidos para estudo
dos efeitos sobre materiais biolégicos permitem expor as culturas de células na
irradiagcdo do campo magnético em pequenos sistemas, tais como placas de Petri,
tubos ou pequenos frascos e recipiente para suspensodes celulares (Justo et al.,
2006).

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

A Figura 4a apresentada um sistema gerador de campo magnético
configurado por um ima supercondutor com uma densidade maxima de fluxo
magnético de 14 T e colocagado do tubo com a cultura de levedura utilizada por
Iwasaka et al., (2004).

No estudo realizado por Ji et al. (2009), os campos magnéticos estaticos
foram gerados por imas permanentes Nd-Fe-B com indugdo de 450 mT a 3500
mT e gerados por discos magnéticos (8 cm de didmetro e 4 cm de espessura)
com inducado de 45 mT e 450 mT (Figura 4b).

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
didametro e com 154 voltas de fio de cobre)montadas em uma armacgao de
madeira. As bobinas foram separadas 20 cm que produzem um campo magnético
homogéneo na diregao vertical na area central com densidade de fluxo magnético

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

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

Alvarez et al. (2006) realizaram o reciclo do meio de fermentagdo em um
tubo de acgo inoxidavel sob campo magnético gerado por trés pares com pédlos
opostos (Figura 5a) com distancias reguladas de forma que a obter densidade de
fluxo magnético de 20, 12,5 e 5mT, com linhas de campo perpendiculares ao

movimento do fluido.
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De modo semelhante, no estudo realizado por Perez et al. (2007) o
biorreator foi acoplado com dois aparelhos geradores de campo eletromagnético
(Figura 5b): o primeiro constituido por seis imas, dispostos com podlos opostos
voltados ajustados fornecendo densidade de fluxo magnético de 5-20 mT, com
linhas de campo perpendiculares ao movimento do fluido em uma frequéncia
extremamente baixa. No segundo aparelho, utilizou-se um solendide 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.

Na Figura 5c é apresentado o sistema utilizado por David et al. (2016), no
qual os campos magnéticos homogéneos foram gerados por bobinas Helmholtz
suportadas por um quadro ndo magnético (de madeira) com um balango de
péndulo com varias orientagbes da dire¢ao do campo (axial para transversal). As
bobinas foram energizadas por uma corrente continua fornecida por um retificador
Greatz e controlado por um medidor digital.

Nas ultimas décadas, uma variedade de geradores de campos magnéticos
e eletromagnéticos foi desenvolvida para tratar diversos materiais bioldgicos
(Perez et al., 2009; Justo et al., 2006). Além dos fatores mencionados
anteriormente nesta revisido, outro fator que aumenta os resultados contraditorios
e a falta de reprodutibilidade de pesquisas com esta tecnologia é que nao existem
sistemas e/ou equipamentos comercialmente disponiveis (Hunt et al., 2009),
desta forma estes equipamentos sdao desenvolvidos pelos seus respectivos
grupos de pesquisa ndo havendo uma padronizagao dos sistemas geradores.
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Figura 5. Esquemas experimentais de sistemas de exposicdo a campos
magnéticos de suspensdes celulares gerados por: a)Trés pares de imas com
polos opostos (Alvarez et al., 2006), b) Seis imas, dispostos com pdlos opostos e
um solendide de dupla camada de 0,20 (Perez et al., 2007), c) Bobinas Helmholtz
com campo na diregéo transversal e reciclo em espiral (David et al., 2016) e d)
Bobinas Helmholtz com campo na diregédo transversal e reciclo em U (David et
al., 2016).

2.5 Generalidades das membranas celulares

As membranas celulares servem como barreira seletiva a passagem de
substancias do meio extracelular para o intracelular e vice-versa. Essa funcgao
permite que a célula mantenha concentracbes de solutos no citosol diferentes
daquelas no fluido extracelular. No entanto, para fazer uso dessa barreira, as
células desenvolveram meios para transferir moléculas especificas e ions através
da membrana para ingerir nutrientes essenciais, excretar produtos metabdlicos e

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

As proteinas de transporte sao responsaveis pela transferéncia de solutos
através das membranas celulares. Essas proteinas permitem a passagem de
solutos na membrana de forma passiva, na diregdo do seu gradiente
eletroquimico, e ativa, no qual ocorre o bombeamento contra o gradiente
eletroquimico. No transporte ativo, as proteinas transportadoras, também
chamadas de bombas, estdo acopladas a uma fonte de energia metabdlica, como
a hidrélise de ATP ou gradiente de ions (Alberts et al., 2010).

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

O potencial de membrana de uma célula é o resultado de gradientes de
cargas separados pela membrana plasmatica. Os valores dos potenciais de
membrana em repouso podem variar de -10 mV a -150 mV em grande parte das
células (Chang e Minc, 2014).

A H'-ATPase da membrana plasmética desempenha um papel essencial
na fisiologia das células de fungos e leveduras. Ela gera um grande gradiente
eletroquimico que impulsiona o transporte de aminoacidos, agucares e ions
inorganicos. A extrusdo de H" catalisada por esta enzima contribui para a
regulagcdo do pH intracelular e extracelular da levedura, uma vez que pode
bombear aproximadamente 100 protons por segundo na membrana (Chang e
Minc, 2014; Lob&o et al., 2007).
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No estudo realizado por Lobéo et al., (2007), as alteragdes no pH do meio
produzido pelas células Y. lipolyticasob o estresse de aluminio foram
consistentes com a estimulagdo induzida por aluminio na translocagdo de H”.
Portanto, fica evidente que estresse provocado pelo aluminio influencia no pH
extracelular ativando o bombeamento de H' na membrana plasmatica. Além
disso, segundo estes autores, o pH da superficie celular atua como determinante
da morfogénese desta levedura e fazendo com que a H'-ATPase da membrana
plasmatica atue como fator chave neste processo.

Além disso, outros fatores podem alterar a atividade da enzima H*-ATPase.
Por exemplo, o etanol pode provocar um efeito inibidor na ATPase da membrana
plasmatica (Cartwright et al., 1987). Cartwright et al. (1986)constataram que
etanol inibiu a atividade da ATPase em membranas de S. cerevisiae NCYC 431.
Embora esta seja, em geral, mais tolerante ao etanol do que outras leveduras,
quando as concentracdes se aproximam de 2 M ocorre uma inibicdo mesmo para
as cepas mais tolerantes.

Pela membrana plasmatica atuar como um isolante acreditava-se que
campos elétricos ndo afetam diretamente as proteinas citoplasmaticas, entretanto
estes campos exercem sim efeitos nos componentes da membrana ou em
componentes extracelulares (Minc e Chang, 2010).

Campos magnéticos aplicados em processos biotecnoldgicos provocam
alteracbes nas células, resultando em diversas respostas macroscopicas. De
acordo com Perez et al. (2007), acredita-se que essas respostas estédo
relacionadas a alteragcbes no metabolismo das leveduras devido a influéncia do
campo magnético sobre as membranas celulares, alterando assim a
permeabilidade e a passagem de nutrientes para o interior das células.

Dessa forma, quando se aumenta a permeabilidade, o transporte de
substrato no interior da célula também aumenta e consequentemente proporciona
uma maior producdo de etanol. Outro possivel efeito € de que campos
magnéticos influenciam de alguma forma as enzimas (catalisadores bioldgicos),
tornando a conformag&o mais favoravel para reagir com o substrato e com outros

compostos do processo (Lopes et al., 2010).



22

Para Hunt et al. (2009) e Pazur et al. (2007), além de alteragbes na
membrana plasmatica, os efeitos provocados por campos magnéticos em micro-
organismos estdo associados com mudangas na conformagdao de cromatina e
proteinas, na expressao génica, e na atividade de diversas enzimas. A exposi¢cao
de células a campos eletromagnéticos altera a fluidez (Dihel et al., 1985), a
permeabilidade (Hunt et al.,, 2009) e a distribuicdo de dominios protéicos e
lipidicos na bicamada, bem como causa mudancas conformacionais nas
associagdes lipideo-proteina (Pilla, Markov, 1994; Hunt et al., 2009). Essas
mudangas estruturais na membrana representam uma transferéncia de
informacéao eletroquimica, pois alteram as propriedades de transporte da célula e
desencadeiam uma resposta enzimatica especifica (Pilla et al., 1987). Dentre as
quais, estao as alteragdes na atividade de transportadores e canais idnicos e,
consequentemente, no potencial elétrico da membrana (lkehara et al., 1998;
Zablotskii et al., 2016).

A H'-ATPase da membrana plasmatica € uma das proteinas mais
abundantes da membrana, constituindo de 15-20% de todas as proteinas
encontradas na membrana de leveduras e plantas (Eraso et al., 1987) e com a
capacidade de transportar de 20-100 H* para fora da célula por segundo. Dessa
forma, a H+-ATPase representa um dos principais elementos de transporte ibnico
e reguladores do potencial elétrico de membrana em células de leveduras (Chang
e Minc, 2014; Volkov, 2015).

O genoma da S. cerevisiae codifica duas isoformas, a principal H*-ATPase
(Pma1p) é essencial e mais expressa, enquanto a segunda isoforma (Pma2p) é
fracamente expressa e n&o-essencial (Schlesser et al., 1988). A Pmalp é
fundamental na fisiologia desses organismos por gerar a forga motriz para a
captacdo de nutrientes como aminoacidos, agucares e ions inorganicos pelo
mecanismo simporte e atuar na extrusdo de calcio e sodio pelo mecanismo
antiporte (Goffeau e Slayman, 1981; Serrano, 1988). Além disso, a regulagédo do
pH intra- e extracelular por essa bomba proténica tem se mostrado importante na
modulagao 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).
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Essas caracteristicas tornam a Pmal1p um importante alvo de estudo quando
leveduras sédo expostas aos efeitos de campos eletromagnéticos externos.

Minc e Chang (2010) estudaram proteinas transmembranares que
respondessem ao campo elétrico e concluiram que a resposta ao campo elétrico
é dependente da enzima H*-ATPase da membrana plasmatica. Estes autores
avaliaram um gene mutante da enzima em células de Schizosaccharomyces
pombe e concluiram que quando crescidas na presenga de um campo elétrico as
células mutantes apresentaram uma orientacdo diferente das células sem a
modificagdo genética. Entretanto, estes campos nao alteraram a localizagdo da
enzima, acredita-se que estes campos podem afetar diretamente o fluxo de

prétons e assim modificando o potencial transmembranar em torno da célula.
2.6 Conclusoes da pesquisa bibliografica

Processos assistidos por campos eletromagnéticos tem sido alvo de
diversas investigagbes por parte da comunidade por conta do seu potencial e
influéncia em diversas aplicagdes. Na literatura estdo reportadas diversas
evidéncias de que campos magnéticos aplicados a processos biotecnoldgicos
demonstram impactos positivos sobre micro-organismos, tanto em processos
fermentativos e de produgdo de metabdlitos (Santos et al., 2010; Perez et al.,
2007; Alvarez et al., 2006; Motta et al., 2004) como em processos inibitorios(Ji et
al., 2009; lwasaka et al., 2004; Fojt et al., 2004), bem como outras aplicagdes.

E evidente que a aplicagdo de campos magnéticos tem apresentado
respostas macroscopicas favoraveis na biotecnologia. Entretanto, vale ressaltar a
importancia de estudar o organismo exposto ao campo, a nivel celular, a fim de
entender e justificar as possiveis alteragdes microscépicas e os complexos efeitos

sobre as células microbianas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o comportamento de Saccharomyces cerevisiae sob a aplicagao de
campos magnéticos de baixa frequéncia e intensidade tomando como modelo de
estudo a producdo de bioetanol visando contribuir para a melhoria deste
processo, com o entendimento dos fendbmenos que explicam a interacdo destes
campos com a matéria viva através de estudos da atividade de enzimas H'-

ATPase em nivel celular.
3.2 Objetivos especificos

e Estudar a cinética de fermentacao de S. cerevisiae X2180 sob a aplicacido de
campo magnético de baixa frequéncia e intensidade considerando como
variaveis independentes: densidade de fluxo magnético e sistema de reciclo;

e Acompanhar o consumo de substrato, producdo de etanol e a formacéo de
subproduto (glicerol), pH do meio e crescimento celular;

e Auvaliar o efeito de campo magnético sobre a atividade de H*-ATPase através
de medidas de densidade de fluxo de protons através das membranas
celulares;

e Realizar experimento controle para fins comparativos;
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Realizar planejamento experimental para avaliar o efeito do campo sobre o
rendimento de formacéao de etanol respeito ao substrato (Yp/s) e da densidade
de fluxo de prétons. Neste caso, as variaveis independentes correspondem a:
Inducédo eletromagnética e geometria do sistema de reciclo da suspenséo

celular através do sistema gerador de campo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

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

solventes e meios de cultura foram obtidos da Sigma-Aldrich, Merck e Neogen.
4.2 Procedimentos experimentais
4.2.1 Meio de manutengdo

A levedura S. cerevisiae X-2180 foi mantida em meio sélido constituido de
extrato de levedura (10,0 g/L), peptona (20,0 g/L), glicose (20,0 g/L), agar (20,0
g/L) e agua destilada (Ruiz-Gomes et al., 2004). O meio foi vertido em tubo de
ensaio e esterilizado a 121°C por 15 minutos. Apds a inoculagao, os tubos foram
incubados a 30°C durante 72 horas em shaker modelo MA 832 (Marconi, SP-

Brasil), e finalmente estocados a 4°C até a sua utilizagdo (David et al., 2012).
4.2.2 Preparo do indculo

A levedura mantida em meio sélido foi transferida para o meio liquido YPD
composto de extrato de levedura (10 g/L), peptona (20 g/L) e glicose (40 g/L) e
autoclavado a 121 °C por 15 minutos (Ruiz-Gomes et al., 2004). Para ativagéo
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das células (pré-cultura), o cultivo foi realizado em frascos Erlenmeyers de 125
mL contendo 1/5 volume de meio (25 mL), por aproximadamente 12 horas em
incubadora tipo shaker com agitagao a 200 rpm e 30 °C.

Para preparo do inéculo, 50 mL de meio foi vertido em Erlenmeyers de
250mL. Em seguida, foram transferidas assepticamente as células da pré-cultura
(20%yvV/v) e incubadas em shaker modelo MA 832 (Marconi, SP-Brasil) operando a
200 rpm a 30°C até atingir uma contagem de 10’ células/mL (David et al., 2016).

4.2.3 Obtengéo da biomassa

Apos obtencdo do indculo (item 4.2.2), as células da suspensédo celular
foram recuperadas por centrifugacdo a 4000 rpm durante 5 min e lavadas em
agua destilada esterilizada. O sobrenadante foi descartado e a biomassa obtida

foi armazenada em tubos Falcon de 50 mL a 4°C até a sua utilizagao.

4.2.4 Planejamento experimental para avaliar a produgdo de etanol sob campo

magnético

Para estudar o efeito do campo magnético na produgao de bioetanol, foi
realizado um planejamento experimental fatorial completo de face centrada 22
com 3 pontos centrais, como apresentado na matriz experimental na Tabela 3. As
variaveis independentes estudadas foram: Xssistema de reciclo e X, densidade de
fluxo magnético em biorreator assistidos por campos magnéticos com linhas de
campos na diregao axial. O efeito das variaveis (X1 e X;) foi avaliado sobre as
variaveis respostas: Ry — Y5 - Rendimento de etanol (%) e R, — Densidade Média
de fluxo de prétons (pmol/mim cm?) sensivel ao vanadato.

Foram retiradas amostras em tempos pré-determinados para avaliar o
consumo de substrato (glicose), produgdo de metabdlicos, crescimento celular,
pH, morfologia da célula e a densidade de fluxo de protons H' através da

membrana plasmatica.
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Tabela 3. Matriz experimental do planejamento de face centrada 22 com 3 pontos

centrais.
VARIAVEIS ‘

INDEPENDENTES NIVEIS

Variaveis reais ""‘.”.a veis -1 0 1

codificadas

. . Reciclo Reciclo Reciclo

Sistema de reciclo X1 )
em Espiral externo em U

Densidade de fluxo X, 5mT 10mT 15 mT

magnético

4.2.5 Fermentag&o para produgéo de etanol

Os experimentos para avaliar a producdo de etanol foram realizados em
meio de cultura contendo os seguintes nutrientes: 10 g/L de extrato de levedura,
20 g/L de peptona e 70 g/L de glicose.

A biomassa (obtida conforme relatado no item 4.2.3) foi pesada
assepticamente em balanca semi-analitica e inoculada no meio de cultivo. A
concentracado inicial de células inoculadas na fermentagdo para producdo de
etanol foi de 20 g/L em relag&o ao volume de meio de cultura.

As fermentagbes foram conduzidas em condigdes anaerdbicas no
biorreator assistido por campo magnético (Figura 6) com sistema de linhas de
campo na direcao Axial, com reciclo do meio de cultura com fluxo de 102 mL/min
utilizando uma bomba peristaltica e temperatura de 30°C controlada por banho
ultra termostatico. Amostras foram retiradas a cada 2 horas e realizadas as
analises descritas no item 4.3. Os experimentos foram conduzidos até consumo

total da glicose para fins de comparativos.
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Figura 6. Sistema de fermentagdo no Biorreator Assistido por Campos
eletromagnéticos — Sistema Axial do Laboratério de Engenharia de Processos -
Planta Piloto (LTA/CCTA). Esquema do Biorreator axial sendo: 1- biorreator de
vidro; 2- Condensador; 3- bobinas geradoras de campo eletromagnético; 4-
variador de tensao; 5- bomba peristaltica para o reciclo do meio de fermentacgao;

6- banho termostatico para controle de temperatura da fermentacgao.

4.2.6 Experimentos com campo magnético

Previamente, o sistema de geragao de campo magnético foi calibrado para
determinar as faixas de densidade de fluxo magnético e os paréametros de
operacao que poderiam ser utilizados no sistema, a fim de verificar a distribuicdo
do campo no biorreator. As medi¢gbes de inducéo eletromagnética em funcéo da
posicdo dentro da camara de tratamento magnético foram realizadas utilizando
gaussimetro digital modelo 5180 (F.W. BELL, USA).

A avaliacéao foi realizada principalmente no centro das bobinas (localizagao
do biorreator de fermentacdo e dos sistemas de reciclo), na qual a medigao da
indugdo de campo foi medida em relagdo a altura (0, 15, 30, 45 e 60 cm) e
distribuicdo das bobinas com correntes que variaram de 1 a7 A.

Os experimentos no biorreator de campo magnético foram conduzidos em
fermentador prototipo de 300 mL de leito vertical de vidro acoplado a um
condensador em espiral. O volume de trabalho foi de 300 mL para biorreator no
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centro das bobinas e reciclo externo, 340 mL para reciclo em U e 390 mL para
reciclo em espiral. O meio de cultura foi inoculado com biomassa umida (75% de
umidade de modo que a concentragao inicial foi de 20 g/L).

Os ensaios com aplicagdo de campo magnético foram conduzidos com
linhas de campo na direcdo axial utilizando diferentes densidades de fluxo
magnético e sistema de reciclo. A suspenséo celular foi recirculada com auxilio
de uma bomba peristaltica operando a 120 rpm e fluxo de 102 mL/min. Os
experimentos controle foram realizados sem aplicagdo de campos magnéticos
nas mesmas condicdes dos sistemas de cultivo conduzidos sob a exposi¢cdo ao
campo magnético.

Devido ao aquecimento da camara de tratamento magnético (60°C), foi
adotado como estratégia operacional, um esquema tipo on/off, ou seja, exposigcéo
com intervalos de tempo de 1h ligado/desligado, durante a fermentagéo (David,
2012). O monitoramento do aquecimento das bobinas geradoras de campo
eletromagnético foi realizado utilizando uma cémera de termovisor com
infravermelho modelo E40 FLIR. Para o sistema gerador de campo foi utilizado o
Biorreator Assistido por Campo Eletromagnético—Sistema Axial.

O monitoramento das variaveis de processo como temperatura do banho
termostatico, fluxos de substratos, densidade de fluxo magnético (pela variagédo
da corrente elétrica previamente retificada), aquecimento das bobinas (através do
monitoramento da temperatura na sua superficie) foi realizado através de uma
plataforma computacional (Figura 7) desenvolvida pelo Laboratério de Engenharia
de Processos - Planta Piloto (LTA/CCTA-UENF), que interage com o sistema de

automacao do biorreator.
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Figura 7. Estrutura computacional do software de controle da operagdo dos

biorreator assistido por campo eletromagnético — Sistema axial.

4.3 Métodos analiticos
4.3.1 Contagem de células em cadmara de Neubauer

A contagem de células do inéculo foi determinada pelo método de
contagem direta utilizando uma camara de Neubauer espelhada em um
microscopio trilocular Nikon Eclipse E200 acoplado com camera digital (Moticam
1000).

4.3.2 Analise de crescimento celular por Densidade optica (DO)

O crescimento celular foi monitorado pela turvacdo do meio medindo-se a
densidade 6ptica a 600 nm usando um espectrofotometro (Genesys 10S UV-Vis,

Thermo Scientific). Quando necessario, as amostras foram diluidas.
4.3.3 pH do meio

O pH do meio e de cada amostra foi determinado através de um pHmetro
de bancada (BEL Engineering, Modelo W3B).

4.3.4 Analise do consumo de substrato e produgdo de metabolitos por HPLC

A analise do consumo de substrato (glicose) e produgdo de metabdlitos
(etanol e glicerol) durante a fermentag&o foi monitorada por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (HPLC), modelo YL9100 HPLC System (Young Lin) equipado
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com uma coluna Rezex RCM-Monosaccharide Ca*? (8%). Agua de Milli-Q foi
usada como fase movel com um fluxo de 0,7 mL/min. A temperatura da coluna foi
mantida a 60°C. Utilizou-se um detector de indice de Refragdo (David et al.,
2016). Previamente foi realizada uma curva de calibragdo com intervalo de
linearidade dos compostos analisados entre 1 a 4 g/L para glicose e etanol e de
0,2 a 1,0 g/L para glicerol, os graficos estdo apresentados na Figura A1 (Anexo
A).

4.3.5 Determinagé&o da densidade do fluxo de protons

As amostras retiradas durante o processo fermentacdo foram conduzidas
ao Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos do Centro de
Biociéncias e Biotecnologia (LFBM/CBB-UENF) e o fluxo de H" foi mensurado por
meio de micro-eletrodos nao-invasivos, usando a técnica “Scanning lon-selective
Electrode Technique” (SIET), descrita por Ramos et al. (2008). Os micro-eletrodos
foram preenchidos até um comprimento de 10-20 mm da ponta com eletrélito (40
mmol/L KH,PO4 e 40 mmol/L KCI, pH 6,0) e, em seguida, com uma coluna de 10-
15 mm de coquetel ion-seletivo para H* (Sigma, hydrogen ionophore |, Cocktail B,
N°25293). A calibragdo do aparelho foi realizada em tamp&o de pH 5,0, 6,0 e 7,0
antes de iniciar todas as leituras.

Aliquotas de 2 mL de amostra (em duplicata) foram coletadas diretamente
do biorreator e imediatamente centrifugadas a 5.000 x g por 5 min. O pellet de
células foi imobilizado em placa de Petri contendo meio sélido (10 g/L de extrato
de levedura, 70 g/L de glicose e 20 g/L de agar). Apos 5 a 10 min, os micro-
eletrodos foram posicionados proximos as superficies das células imobilizadas e
adicionado cuidadosamente o meio liquido (10 g/L de extrato de levedura, 70 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 mM de ortovanadato de sodio (pH 7,2, Sigma-Aldrich). Toda a
analise do fluxo de H" foi aferida por um periodo médio de 10-15 min em uma
distdncia de excursao de 15 mm, num ciclo completo de 1-2 seg. As medidas
controle foram realizadas a 1-2 mm de distancia das células e subtraidas das

medidas proximas as superficies celulares.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Biorreator assistido por campo eletromagnético - sistema axial
5.1.1 Resultados da calibrag&o do sistema gerador de campo magnético

A Figura 8 apresenta a distribuicdo da densidade de fluxo magnético ao
longo da diregéo axial no sistema de geragdo de campo magnético acoplado ao
biorreator. Este grafico foi construido explorando a intensidade de corrente
retificada de 1 a 7 Amperes (A) fornecida ao sistema e medindo a densidade de
fluxo magnético em varios pontos. Neste contexto, pode-se verificar que no centro
das bobinas do sistema apresentou uma distribuicdo de campo eletromagnético
homogénea. Isto é relevante porque justamente o biorreator € posicionado no
centro deste sistema com linhas de campo na direcdo axial, assim se espera uma
incidéncia uniforme do campo na suspensao celular presente no biorreator.

Além disso, foi verificado que no centro das bobinas, mais precisamente
entre 30 e 45 cm (altura do biorreator) os valores de densidade de fluxo
magnético sdo maiores para todas as correntes avaliadas. Sendo assim, os
sistemas de reciclo, bem como o biorreator de vidro ficaram dispostos no centro
destas bobinas.
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Densidade de fluxo
magnético (mT)

Altura do biorreator (cm)

Figura 8. Representacado grafica do perfil da densidade de fluxo magnético no
centro das bobinas do biorreator assistido por campos eletromagnéticos — sistema
axial. Simbolos: e 1A; 02 A;A 3A; 04 A, ¢5A;, A6A; > T7A.

5.2 Cinética de fermentacgao alcodlica

Os resultados das fermentag¢des do controle e sob campo magnético estao
apresentados na Figura 9 e nas Figuras 10 a 20, respectivamente, os quais
correspondem a cada experimento da matriz experimental. O experimento
controle foi realizado no mesmo sistema experimental acoplado ao gerador de
campo magnético, porém em auséncia de campo magnético para fins
comparativos com aqueles assistidos com campo magnético. Desta forma, sera
possivel verificar os efeitos biologicos do campo sobre o desempenho deste
processo.

Como podem ser observadas na Figura 9, as curvas de consumo de
substrato, formacao de produto, pH e densidade 6tica mostraram um perfil tipico
da cinética de fermentacdo anaerdbica. Assim, por exemplo, a concentragdo de
etanol atingiu 30,92 g/L, correspondendo a um rendimento de 93,18% em relagéo
ao rendimento tedrico (51.11%). A fermentagéo foi conduzida até o consumo total

do substrato (glicose), totalizando 10 horas de fermentacgéo.
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Figura 9. Cinética da fermentacao de S. cerevisiae X2180 (20 g/L) na produgao
de etanol a 30°C sem aplicagdo de campo magnético (CONTROLE — Experimento
n°® 0). Biorreator no centro das bobinas com reciclo externo (102 mL/mim).
Simbolos: e Concentragdo de glicose (g/L); A Concentracdo de etanol (g/L); ¢

Densidade optica (DO 600 nm); © Concentragéo de glicerol (g/L); = pH.

No caso das fermentagdes assistidas por campo magnético se pode
verificar que a exposicdo ao magnético demonstrou-se eficaz, uma vez que as
fermentacdes (Figuras 10 a 20) atingiram seu estagio final em menos tempo, isto
€, com 8 horas de fermentagdo, 2 horas a menos quando comparadas com a
experiéncia de controle. Perez et al., (2007) haviam reportado resultados
semelhantes aos encontrados no presente estudo, pois observaram uma
diminuicdo no tempo de fermentacdo de 2 h para experimentos expostos a
campos magnéticos de 20 mT respeito ao seu controle. Embora em sistema de

fermentacdo, com sistema de geragdo de campo com caracteristicas diferentes.
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Figura 10. Cinética da fermentacao da S. cerevisiae X2180 (20 g/L) na produgao
de etanol a 30°C em biorreator assistido por campo magnético — axial usando
Sistema de reciclo em espiral (102 mL/mim) e densidade de fluxo magnético de 5
mT. (Experimento. n°1). Simbolos: e Concentracdo de glicose (g/L); A
Concentragao de etanol (g/L); ¢ Densidade optica (DO 00 nm); © Concentragéo de
glicerol (g/L); = pH.
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Figura 11. Cinética da fermentacao da S. cerevisiae X2180 (20 g/L) na produgao
de etanol a 30°C em biorreator assistido por campo magnético — axial usando
Sistema de reciclo em U (102 mL/mim) e densidade de fluxo magnético de 5 mT.
(Experimento n°2). Simbolos: e Concentragdo de glicose (g/L); A Concentragao

de etanol (g/L); ¢ Densidade 6ptica (DO s00 nm); © Concentragédo de glicerol (g/L);
m pH.
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Figura 12. Cinética da fermentacao da S. cerevisiae X2180 (20 g/L) na produgao
de etanol a 30°C em biorreator assistido por campo magnético — axial usando
Sistema de reciclo em espiral (102 mL/mim) e densidade de fluxo magnético de
15 mT. (Experimento n°3). Simbolos: e Concentracdo de glicose (g/L); A
Concentragao de etanol (g/L); ¢ Densidade optica (DO sp0 nm); © Concentragéo de
glicerol (g/L); = pH.
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Figura 13. Cinética da fermentacdo da S. cerevisiae X2180 (20 g/L) na produgéo
de etanol a 30°C em biorreator assistido por campo magnético — axial usando
Sistema de reciclo em U (102 mL/mim) e densidade de fluxo magnético de 15 mT.
(Experimento n°4). Simbolos:eConcentracéo de glicose (g/L); A Concentragao de

etanol (g/L); ¢Densidade optica (DO 600 nm); © Concentragado de glicerol (g/L); mpH.
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Figura 14. Cinética da fermentagao da S. cerevisiae X2180 (20 g/L) na produgdo
de etanol a 30°C em biorreator assistido por campo magnético — axial usando
Sistema de reciclo em espiral (102 mL/mim) e densidade de fluxo magnético de
10 mT. (Experimento n°5). Simbolos:e Concentracdo de glicose (g/L);A
Concentragao de etanol (g/L); ¢ Densidade 6ptica (DO 00 nm); © Concentragao de

glicerol (g/L); = pH.
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Figura 15. Cinética da fermentacao da S. cerevisiae X2180 (20 g/L) na producdo
de etanol a 30°C em biorreator assistido por campo magnético — axial usando
Sistema de reciclo em U (102 mL/mim) e densidade de fluxo magnético de 10 mT.
(Experimento n°6). Simbolos:e Concentracéo de glicose (g/L); A Concentragao de

etanol (g/L); ¢ Densidade optica (DO s00 nm); ©Concentragéo de glicerol (g/L); mpH.
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Figura 16. Cinética da fermentacdo da S. cerevisiae X2180 (20 g/L) na produgéo
de etanol a 30°C em biorreator assistido por campo magnético — axial com Reator
no centro das bobinas e reciclo externo (102 mL/mim) e densidade de fluxo
magnético de 5 mT (Experimento. n°7). Simbolos: e Concentracdo de glicose
(g/L); AConcentragcao de etanol (g/L); ¢ Densidade optica (DO 600 nm); ©
Concentragao de glicerol (g/L); = pH.
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Figura 17. Cinética da fermentacao da S. cerevisiae X2180 (20 g/L) na producdo
de etanol a 30°C em biorreator assistido por campo magnético — axial com Reator
no centro das bobinas e reciclo externo (102 mL/mim) e densidade de fluxo
magnético de 15 mT (Experimento n°8). Simbolos: e Concentracédo de glicose
(g/L); AConcentragcdao de etanol (g/L); ¢ Densidade optica (DO 600 nm); ©
Concentragao de glicerol (g/L); = pH.
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Figura 18. Cinética da fermentacao da S. cerevisiae X2180 (20 g/L) na produgao
de etanol a 30°C em biorreator assistido por campo magnético — axial com Reator
no centro das bobinas e reciclo externo (102 mL/mim) e densidade de fluxo
magnético de 10 mT (Experimento n°9). Simbolos: e Concentracédo de glicose
(g/L); A Concentragcdo de etanol (g/L); ¢ Densidade optica (DO 600 nm); ©
Concentragao de glicerol (g/L); = pH.
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Figura 19. Cinética da fermentacdo da S. cerevisiae X2180 (20 g/L) na produgdo
de etanol a 30°C em biorreator assistido por campo magnético — axial com Reator
no centro das bobinas e reciclo externo (102 mL/mim) e densidade de fluxo
magneético de 10 mT (Experimento n°10). Simbolos: e Concentragado de glicose
(g/L); AConcentragdao de etanol (g/L); ¢ Densidade optica (DO 600 nm); ©
Concentragao de glicerol (g/L); = pH.
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Figura 20. Cinética da fermentacao da S. cerevisiae X2180 (20 g/L) na produgao
de etanol a 30°C em biorreator assistido por campo magnético — axial com Reator
no centro das bobinas e reciclo externo (102 mL/mim) e densidade de fluxo
magneético de 10 mT (Experimento n°11). Simbolos: e Concentragado de glicose
(g/L); A Concentracdo de etanol (g/L); ¢ Densidade o6ptica (DO 600 nm); ©
Concentragao de glicerol (g/L); = pH.

5.2.1 Analise do monitoramento da temperatura das bobinas

Com o aumento da intensidade da corrente também ha um aumento na
temperatura das bobinas, dificultando a dissipagao do calor no sistema gerador de
campo (Roman, 2015), o que prejudica o processo de fermentagédo, uma vez que
esta ocorre a 30°C. Portanto, além de adotar um sistema de campo ON/OFF (1h
ligado/1h desligado) durante as fermentag¢des para produgdo de etanol também
monitorou-se a temperatura das bobinas e do meio de fermentagao utilizando
uma camera de termovisor infravermelho.

Nas Figuras de 21 a 32 estdo apresentadas fotografias dos sistemas de
fermentacdo (reciclo em espiral, biorreator e reciclo em U) nas faixas de
densidade de fluxo magnético estudadas, onde as cores representam a faixa de
temperatura do sistema a cada 2h de experimento até o final da fermentacgao.
Durante os experimentos controle a temperatura também foi monitorada (Figura

21) para comparagao com os experimentos realizados sob campo magnético.
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Figura 21. Monitoramento da temperatura das bobinas e do meio de cultivo
utilizando camera de infravermelho de termovisor modelo E40 FLIR. Experimento
n°0: Biorreator com reciclo externo sem aplicagdo de campo magnético (Controle),
nos tempos de fermentagao de: a) 2h, b) 4h, c) 6h, d) 8h e €) 10h.
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Embora tenha sido utilizado banho ultratermostatico para manutencéo da
temperatura (30°C+1) de fermentagéo, durante os experimentos para produgéo de
etanol, o sistema foi fotografado a cada duas horas para verificar se o
aquecimento das bobinas afetava a temperatura do meio de fermentagao.

Como podemos observar, no experimento controle (Figura 21), sem
aplicagdo de campo nao houve aumento da temperatura das bobinas, uma vez
que néo havia corrente induzindo um campo magnético. As cores das bobinas
indicavam temperaturas proximas a 28 °C e no maximo 30,9° (Figura 21c) para o
biorreator ao final do experimento (10 h de fermentagéo).

Ja os experimentos com aplicagdo de campo magnético apresentaram
comportamentos diferentes quando comparados ao controle, conforme previsto.
Nas Figuras 22, 23 e 28, referentes aos experimentos 1, 2 e 7, os quais foram
expostos a campos magnéticos com densidade de fluxo magnético de 5 mT (apos
1h  com campo ligado), as bobinas alcangaram temperaturas até
aproximadamente 36°C.

Nos experimentos com densidade de fluxo magnético de 15 mT (Figuras
24, 25 e 29), referentes as fermentagdes 3, 4 e 8, podemos observar que as
temperaturas das bobinas variaram de 52,3°C (Figura 29a) nas primeiras horas de
fermentacdo, acompanhado de um aumento gradativo da mesma ao longo do
experimento, até temperaturas de 58,9 °C (Figura 29d) nas horas finais do
experimento.

Ja as Figuras 26, 27,30, 31 e 32 (exp. n® 5, 6, 9, 10 e 11) apresentam as
fotografias das bobinas nos experimentos com densidade de fluxo magnético de
10 mT. Observa-se que as temperaturas variaram de 38,8°C (Figura 30a) a
43,2°C (Figura 27a) nas horas iniciais até temperaturas finais de 47,7°C (Figura
27c).

Mesmo nas condigdes mais altas de corrente e densidade de fluxo
magnético estabelecidas no planejamento experimental ndo houve influéncia da
temperatura no processo de fermentagdo. Como podemos observar nas imagens,
fica comprovado que o meio de fermentagcdo ndo sofreu influéncia da radiagao
térmica proveniente do aquecimento das bobinas, mantendo a temperatura de

fermentacao.
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Figura 22. Monitoramento da temperatura das bobinas e do meio de cultivo
utilizando camera de infravermelho de termovisor modelo E40 FLIR. Experimento
n°1: biorreator com reciclo em espiral apds intervalo de 1h do campo magnético
ligado (esquema on/off) com densidade de fluxo magnético de 5 mT, nos tempos
de fermentacao de: a) 2h, b) 4h, c) 6h e d) 8h.
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Figura 23. Monitoramento da temperatura das bobinas e do meio de cultivo
utilizando camera de infravermelho de termovisor modelo E40 FLIR. Experimento
n°2: biorreator com reciclo em U apés intervalo de 1h do campo magnético ligado
(esquema on/off) com densidade de fluxo magnético de 5 mT, nos tempos de
fermentacao de: a) 2h, b) 4h, c) 6h e d) 8h.
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Figura 24. Monitoramento da temperatura das bobinas e do meio de cultivo
utilizando camera de infravermelho de termovisor modelo E40 FLIR. Experimento
n°3: biorreator com reciclo em espiral apds intervalo de 1h do campo magnético
ligado (esquema on/off) com densidade de fluxo magnético de 15 mT, nos tempos
de fermentacao de: a) 2h, b) 4h, c) 6h e d) 8h.
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Figura 25. Monitoramento da temperatura das bobinas e do meio de cultivo
utilizando camera de infravermelho de termovisor modelo E40 FLIR. Experimento
n°4: biorreator com reciclo em U apds intervalo de 1h do campo magnético ligado
(esquema on/off) com densidade de fluxo magnético de 15 mT, nos tempos de
fermentacao de: a) 2h, b) 4h, c) 6h e d) 8h.
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Figura 26. Monitoramento da temperatura das bobinas e do meio de cultivo
utilizando camera de infravermelho de termovisor modelo E40 FLIR. Experimento
n°5: biorreator com reciclo em Espiral apds intervalo de 1h do campo magnético
ligado (esquema on/off) com densidade de fluxo magnético de 10 mT, nos tempos
de fermentacao de: a) 2h, b) 4h, c) 6h e d) 8h.
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Figura 27. Monitoramento da temperatura das bobinas e do meio de cultivo
utilizando camera de infravermelho de termovisor modelo E40 FLIR. Experimento
n°6: biorreator com reciclo em U apés intervalo de 1h do campo magnético ligado
(esquema on/off) com densidade de fluxo magnético de 10 mT, nos tempos de
fermentacao de: a) 2h, b) 4h, c) 6h e d) 8h.
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Figura 28. Monitoramento da temperatura das bobinas e do meio de cultivo
utilizando camera de infravermelho de termovisor modelo E40 FLIR. Experimento
n°7: biorreator com reciclo externo apds intervalo de 1h de campo magnético
ligado (esquema on/off) com densidade de fluxo magnético de 5 mT, nos tempos
de fermentacao de: a) 2h, b) 4h, c) 6h e d) 8h.
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Figura 29. Monitoramento da temperatura das bobinas e do meio de cultivo
utilizando camera de infravermelho de termovisor modelo E40 FLIR. Experimento
n°8: biorreator com reciclo externo apds intervalo de 1h de campo magnético
ligado (esquema on/off) com densidade de fluxo magnético de 15 mT, nos tempos
de fermentacgao de: a) 2h, b) 4h, c) 6h e d) 8h.
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Figura 30. Monitoramento da temperatura das bobinas e do meio de cultivo
utilizando camera de infravermelho de termovisor modelo E40 FLIR. Experimento
n°9: biorreator com reciclo externo apds intervalo de 1h de campo magnético
ligado (esquema on/off) com densidade de fluxo magnético de 10 mT, nos tempos
de fermentacao de: a) 2h, b) 4h, c) 6h e d) 8h.
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Figura 31. Monitoramento da temperatura das bobinas e do meio de cultivo
utilizando camera de infravermelho de termovisor modelo E40 FLIR. Experimento
n°10: biorreator com reciclo externo apds intervalo de 1h de campo magnético
ligado (esquema on/off) com densidade de fluxo magnético de 10 mT, nos tempos
de fermentagéo de: a) 2h, b) 4h, c) 6h e d) 8h.
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Figura 32. Monitoramento da temperatura das bobinas e do meio de cultivo
utilizando camera de infravermelho de termovisor modelo E40 FLIR. Experimento
n°11: biorreator com reciclo externo apds intervalo de 1h de campo magnético
ligado (esquema on/off) com densidade de fluxo magnético de 10 mT, nos tempos
de fermentagéo de: a) 2h, b) 4h, c) 6h e d) 8h.
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5.2.2 Analise da produgéo de etanol

Nas Figuras 33, 34 e 35 estdo apresentados os perfis cinéticos do etanol
formado no decorrer da fermentacdo nos diferentes sistemas de reciclo
comparados ao controle. Os resultados mostram que a maxima produgédo de
etanol ocorreu com 8 horas nas fermentagdes assistidas por campo magnético,
em contrapartida o experimento controle a maxima produgéo de etanol ocorreu 10
horas.

Podemos observar que além da redugao do tempo de fermentagdo, com 8
horas de fermentacdo o experimento sem aplicagdo de campo magnético, em
termos de concentracdo e rendimento de etanol, de 25,85 g/L e 77,91%,
respectivamente, os valores se apresentam mais baixos que os experimentos

com campo em todas as condigdes estudadas.
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Figura 33. Grafico cinético de producdo de etanol durante as fermentagbes

assistidas por campos magnéticos na condigao biorreator com reciclo externo.
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Figura 34. Grafico cinético de producado de etanol durante as fermentagbes

assistidas por campos magnéticos na condigao biorreator com reciclo em espiral.
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Figura 35. Grafico cinético de producdo de etanol durante as fermentagbes

assistidas por campos magnéticos na condigéo biorreator com reciclo em U.
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A Figura 36 apresenta o perfil cinético da produtividade volumétrica do
etanol (Qp) no decorrer das fermentagcdes para o experimento controle
denominado n° 0 e para os experimentos com aplicagédo de campo (n° 1 ao 11).

Os experimentos onde o biorreator foi colocado no centro das bobinas com
densidade de fluxo magnético de 10 mT e reciclo externo (n°9, 10 e 11)
apresentaram valores médios de produtividade volumétrica de etanol de
aproximadamente 4,15 g/L h. Além disso, observa-se que os experimentos 1, 2 e
7 com densidade de fluxo magnético de 5 mT nos diferentes sistemas de reciclo
(espiral, em U e biorreator) apresentaram valores de 4,10 g/L h, 4,06 g/L he 4,07
g/L h, respectivamente. Ja os experimentos com densidade de fluxo magnético de
15 mT (n° 3, 4 e 8) apresentaram valores de Qp inferiores a 3,94 g/L h, 3,62 g/L h,
e 3,69 g/L h respectivamente, quando comparados aos experimentos ja
mencionados neste tdpico.

Vale ressaltar, que os sistemas de reciclo com geometria em espiral e em
U aparentemente apresentaram os menores valores de produtividade volumétrica
de etanol quando comparados aos experimentos com biorreator no centro das
bobinas com reciclo externo. Entretanto, todos os experimentos com aplicacéo de
campo apresentaram Qp maior que o experimento controle 3,09 g/L h. Segundo
Alvarez et al. (2006), a implementacdo de sistema de reciclo externo das
suspensdes celulares resulta em estresse para as células e de fato afeta a
produtividade volumétrica de etanol. Entretanto os mesmos autores mostraram
que quando aplicado um campo magnético externo este estresse € atenuado
podendo superar a produtividade comparativamente com o controle.

Foi observado (Figura 36) que nas duas primeiras horas da fermentacéo os
valores de Qp foram maiores que os demais tempos do experimento. Entretanto
no decorrer do tempo, estes valores diminuiram gradativamente ao longo do
tempo de fermentacgdo. Este comportamento pode ser explicado, pois no inicio ha
uma maior disponibilidade de nutrientes e uma menor competicao por parte das
células, resultando em valores maiores de etanol produzido. (Lima et al., 2001).

E com decorrer do tempo estes nutrientes tenderam a diminuir, uma vez
que as ceélulas utilizam estes nutrientes para suas fungdes biologicas e

fisiologicas. Além disso, segundo Lima et al., (2001) o aumento na concentragédo
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de etanol pode provocar a inibicdo da fermentagao, o que explica uma redug¢ao no

Qp no final do experimento.

Qp - Produtividade Volumétrica
de Etanol (g/L h™")
w
1

0L
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Experimento

Figura 36. Representagcdo grafica da produtividade volumétrica de etanol Qp
durante os experimentos de fermentacdo. Experimento: n° O - Biorreator sem
aplicagao de campo (CONTROLE), n® 1 — Reciclo em espiral e campo de 5 mT; n°
2 - Reciclo em U e campo de 5 mT; n° 3 - Reciclo em espiral e campo de 15 mT,;
n° 4 - Reciclo em U e campo de 15 mT; n° 5 - Reciclo em espiral e campo de 10
mT; n° 6 - Reciclo em U e campos de 10 mT; n°® 7 - Biorreator e campo de 5 mT;
n° 8 - Biorreator e campo de 15 mT e n° 9, 10 e 11 - Biorreator e campo de 10 mT.
Legenda: (=) 2h, (m) 4h, (m) 6h, (m) 8h e (m)para o tempo final.

5.2.3 Analise do consumo de glicose

Nas Figuras 37, 38 e 39 estdo apresentados os perfis cinéticos do
consumo de glicose no decorrer da fermentagdo nos diferentes sistemas de
reciclo. Os resultados mostram que o consumo total da glicose presente no meio
nas fermentagdes assistidas por campo magnético se deu em 8 horas e 10 horas

para o controle.
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Para todos os experimentos com aplicagdo de campo magnético os valores
de consumo volumétrico de glicose (Qs) foram superiores a 8,03 g/L h, poré, o
experimento controle (n°0) apresentou um Qs de 6,49 g/L h. Os experimentos
com reciclo em espiral apresentaram um maior consumo volumétrico de agucar
de 39,77% para o experimento com indugédo de 5 mT (n°1), 35,12% para indugéo
de 10 mT (n°5) e 36,68 % indugédo de 15 mT (n°3) maiores que o experimento
sem aplicagdo de campo.

De acordo com Perez et al. (2007) a presenga do campo pode aumentar a
permeabilidade da membrana e, portanto o transporte de substrato no interior da
célula também aumenta. Segundo Lopes et al. (2010) outro possivel efeito € de
que o campo influencia de alguma forma as enzimas, tornando sua conformacgéao

mais favoravel para reagir com o substrato e com outros compostos.
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Figura 37. Grafico cinético do consumo de glicose durante as fermentagbes

assistidas por campos magnéticos na condigao biorreator com reciclo externo.
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Figura 38. Grafico cinético do consumo de glicose durante as fermentagdes

assistidas por campos magnéticos na condigao biorreator com reciclo em espiral.
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Figura 39. Grafico cinético do consumo de glicose durante as fermentagdes

assistidas por campos magnéticos na condigéo biorreator com reciclo em U.

Podemos observar na Figura 40 que o Qs se comportou de maneira
semelhante ao Qp, nos quais os maiores valores foram vistos nas primeiras duas
horas de fermentagdo, seguido de uma diminuicdo gradativa até uma possivel
estabilizacao dos valores no final da fermentacéo.

No inicio da fermentagcdo ha uma maior disponibilidade de nutrientes e

fonte de carbono, entretanto no decorrer da fermentacdo a producdo de
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compostos do metabolismo da célula faz com que ocorra uma reducdo na
eficiéncia do processo fermentativo (Lima et al., 2001). Além disso, também
ocorre a redugao na concentragao de glicose.

Nos experimentos n° 6, 7 e 9, os resultados mostram que os valores
consumo volumétrico de glicose se mantiveram praticamente constates, conforme
ocorrido no experimento controle (n°0). Porém, os valores de Qs apresentaram

maiores de 23 a 34% que os experimentos sem a aplicagdo de campo magnético.

14
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Figura 40. Representacao grafica do consumo volumétrico de glicose Qs durante
os experimentos de fermentacdo. Experimentos: n°® 0 - Biorreator sem aplicacao
de campo (CONTROLE), n°® 1 — Reciclo em espiral e campo de 5 mT; n°® 2 -
Reciclo em U e campo de 5 mT; n° 3 - Reciclo em espiral e campo de 15 mT; n° 4
- Reciclo em U e campo de 15 mT; n° 5 - Reciclo em espiral e campo de 10 mT;
n° 6 - Reciclo em U e campos de 10 mT; n® 7 - Biorreator e campo de 5 mT; n° 8 -
Biorreator e campo de 15 mT e n® 9, 10 e 11 - Biorreator e campo de 10 mT.
Legenda: (=) 2h, (m) 4h, (m) 6h, (=) 8h e (=) para o tempo final.

5.2.4 Analise da produgéo de glicerol

Na Figura 41 estdo apresentadas as concentragdes finais de glicerol para o
experimento controle comparado aqueles experimentos submetidos ao campo. E

na Tabela 4 a porcentagem de glicerol formado. No experimento controle a
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concentragao e a porcentagem de glicerol no final da fermentagdo foram de 3,02
g/L e 4,65%, respectivamente.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4 podemos observar
que os valores de glicerol produzidos nos experimentos assistidos por campo
magnético ndo apresentaram grandes diferencas quando comparados ao
controle. Isto parece ser um fato interessante, pois o campo afetou a produgao de
etanol sem aumento de subprodutos indesejados como glicerol quando
comparado com o controle.

Vale ressaltar que além do dlicerol outros fatores podem afetar
negativamente o rendimento de etanol, como por exemplo, o crescimento da
célula que sera discutido nos proximos topicos. Segundo Lima et al., (2001),
juntamente com o etanol e o CO,, 0 metabolismo anaerdbico permite a formagéao
e excregcdo de glicerol e outros secundarios, que reduzem de 5 — 10% o
rendimento do etanol.

Portanto este metabdlito € um produto indesejavel na fermentagdo, uma
vez que reduz o rendimento de etanol. De acordo com os resultados, observa-se

que o campo pode nao ter influenciado na formacéao de glicerol.

Tabela 4. Porcentagem final de glicerol formado durante a fermentacéo.

FORMAGAO DE GLICEROL

Experimento n°

Glicerol 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0,
(%) 465 3,83 4,88 4,19 4,76 437 4,71 4,75 432 4,63 -
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Figura 41. Grafico da concentracéo final de glicerol formado (g/L). Experimentos:
n° 0 - Biorreator sem aplicagdo de campo (CONTROLE), n° 1 — Reciclo em espiral
e campo de 5 mT; n° 2 - Reciclo em U e campo de 5 mT; n° 3 - Reciclo em espiral
e campo de 15 mT; n°® 4 - Reciclo em U e campo de 15 mT; n° 5 - Reciclo em
espiral e campo de 10 mT; n® 6 - Reciclo em U e campos de 10 mT; n® 7 -
Biorreator e campo de 5 mT; n° 8 - Biorreator e campo de 15 mT e n°® 9- Biorreator

e campo de 10 mT.

5.2.5 pH

A Figura 42 mostra o comportamento durante a fermentagdo. Podemos
observar (Figura 42 a) que ao longo do processo fermentativo houve uma queda
do pH até valores médios préximos a 4,86. Segundo Lima et al. (2001), este
comportamento ocorre naturalmente no processo fermentativo, uma vez que
acidos organicos também sdo formados. Além disso, a queda do pH também
pode estar associada a atividade da H+-ATPase, uma vez que esta enzima
exsuda protons e regula o pH intra e extracelular (Minc e Chang 2010; Lob&o et
al., 2007).

Normalmente, as fermentagbes se desenvolvem numa ampla faixa de
valores de pH, sendo mais adequada entre 4 a 5,5 (Lima et al., 2001). Entretanto,
quando observamos a diferengca de pH no inicio da fermentacdo para o final

verifica-se que a menor variagdo do pH foi no experimento controle (n° 0).
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Figura 42. Graficos de monitoramento do pH durante as fermentagdes. a) Queda
do pH do inicio da fermentagao(m), final da fermentacao (=), b) ApH - Diferenca
entre o pH inicial e o pH final (m). Experimento: n° 0 - Biorreator sem aplicagao de
campo (CONTROLE), n° 1 — Reciclo em espiral e campo de 5 mT; n° 2 - Reciclo
em U e campo de 5 mT; n° 3 - Reciclo em espiral e campo de 15 mT; n° 4 -
Reciclo em U e campo de 15 mT; n°® 5 - Reciclo em espiral e campo de 10 mT; n°
6 - Reciclo em U e campos de 10 mT; n° 7 - Biorreator e campo de 5 mT; n° 8 -

Biorreator e campo de 15 mT e n® 9, 10 e 11 - Biorreator e campo de 10 mT.

5.2.6 Crescimento celular

Previamente realizou-se a curva de crescimento celular da levedura S.
cerevisiae X2180 em shaker a 200 rpm e 30°C que se encontra no Anexo B
(Figura B1). Também foi realizado um teste em shaker utilizando 20 g/L de
biomassa umida a fim de verificar o consumo de glicose nas fermentagdes. Foi
observado que a levedura consumiu aproximadamente 13 g de glicose em 2 h de
experimento. Diante disso, foram iniciados os experimentos no biorreator.

Na Tabela 5 estdo apresentados os valores de Densidade otica (DO) no
inicio e no final da fermentacdo dos experimentos com aplicacdo de campos

magnéticos, bem como os valores do experimento controle.
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Observa-se que a DO quase dobrou em todos os experimentos, entretanto
o enfoque primordial deste trabalho foi a producdo de etanol, porém quando
comparadas no mesmo tempo de fermentagao (8h), fica evidente que o aumento
da DO dos experimentos com aplicagdo de campo foram maiores que o
experimento controle.

No experimento sem a aplicagdo de campo magnético (n°0) a D.O
aumentou 1,59 vezes com 8 horas de fermentagcdo em relagdo ao inicio do
experimento. Podemos observar que além de um aumento no consumo de
glicose, o campo também pode ter influenciado no crescimento das células, ja que
os experimentos com campo apresentaram um aumento da DO levemente
superior ao controle.

Santos et al. (2012) observaram efeitos estimulantes no crescimento da
levedura utilizando campos magnéticos com densidade de fluxo magnético de 20
mT por 24, 48 e 72h em S. cerevisiae ATCC 7754. Nas melhores condi¢gdes do

processo houve um aumento de 2,63% na producao de biomassa.

Tabela 5. Crescimento celular de S. cerevisiae X2180 durante a fermentagao por

densidade o6ptica.

CRESCIMENTO CELULAR

Densidade éptica
N° (DO 600 nm)

Experimento DO inicial DO final

5,018+0,06 8,894+0,11

6,285+0,03 11,059+0,17
5,256+0,07 9,042+0,20
6,089+0,04 10,118+0,15
6,101+0,06 11,223+0,15
5,669+0,04 10,787+0,14
4,838+0,04 7,487+0,11

5,029+0,08 8,568+0,10
6,273+0,11 10,409+0,10
4,951+0,07 8,606+0,15
6,179+0,11 10,562+0,06
6,198+0,07 10,330+0,18
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5.3 Analise dos resultados do planejamento experimental
5.3.1 Determinagdo do rendimento de etanol (Yp/s)

Em termos de rendimentos de etanol, na Tabela 6 estdo apresentados os
resultados ao longo do tempo de fermentacdo (a cada 2h). Assim como a
produtividade volumétrica de etanol, com 8h de fermentagdo os melhores
resultados para rendimento de etanol foram observados para os experimentos (n°
9, 10 e 11) conduzidos no biorreator com reciclo externo e densidade de fluxo
magnético de 10 mT, com valores de 94,18%, 94,47% e 92,71, respectivamente.
Estes valores foram semelhantes aos valores sugeridos por Lima et al. (2001).

O experimento controle apresentou um bom rendimento de etanol (93,18%)
com 10 horas de fermentacdo. Entretanto, os maiores rendimentos dos
experimentos com campo foram obtidos com 8 horas de fermentagcdo. Neste
tempo de fermentagdo o experimento controle apresentou um rendimento de
77,91%, relativamente inferior aos experimentos expostos aos campos.

Com oito horas de fermentagdo os experimentos com reciclo em U
apresentaram melhores rendimentos que os experimentos com reciclo em espiral.
Contudo, ao observar o tempo de 6h verificamos que os melhores rendimentos
foram observados para reciclo em espiral, e ndo para reciclo em U. Embora
ambos os sistemas tenham apresentado rendimentos semelhantes.

Resultados reportados na literatura sobre aplicagdo de campos magnéticos
em fermentagcdo sao controversos. Por exemplo, a fermentacdo alcodlica
realizada por S. cerevisiae sob efeito de campos magnéticos realizada por Motta
et al. (2004)resultou em um aumento de 3,4 vezes na concentracado de etanol
apos 24 h de exposigdao a campos de 220 mT. Enquanto, Perez et al. (2007)
reportaram um aumento de 17% na producao de etanol nas melhores condi¢gdes
do processo (velocidade de reciclo de 0.9-1.2 ms™ e intensidade de 20 mT). Por
outro lado, Lopes et al. (2010) ndo observaram beneficios ocasionados pela

aplicagao de campo magnético no processo de produgao de etanol em batelada.
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Tabela 6. Rendimento de etanol durante a fermentagéo - Yp/s (%).

Yp/s - RENDIMENTO DE ETANOL (%)

Tempo de fermentacgao

NO
2h 4h 6h 8h 10h

0 20,40 33,49 59,33 77,91 93,18
1 27,70 47,00 71,15 88,44 -
2 25,41 47,13 65,67 91,25 -
3 28,03 50,80 74,10 86,87 -
4 31,78 56,63 72,96 81,30 -
5 31,75 51,44 71,03 83,86 -
6 18,89 43,17 65,45 88,27 --
7 23,29 45,84 67,18 91,04 -
8 31,68 50,28 74,05 80,72 -
9 26,13 49,27 72,16 94,18 --
10 33,09 53,30 78,18 94,47 -
11 27,42 56,16 80,93 92,71 -

5.3.2 Determinagdo da densidade de fluxo de protons

Nas Figuras 43 a 54 estdo apresentados os resultados cinéticos da
densidade de fluxo de prétons dos experimentos controle (Figura 43) e para os
experimentos assistidos por campo magnético (Figuras 44 a 54). As quais
apresentam as densidades de fluxo de protons das amostras retiradas a cada 2
horas de fermentagdo durante os experimentos. Os graficos de todas as leituras
estao apresentados no Anexo C.

As medidas de densidade de fluxo H* foram feitas sem a presenca do
vanadato, inibidor da H*-ATPase e representando a densidade de fluxo total e
com a presenga do inibidor. Em todos os experimentos, foi observado que com a
presenca do inibidor a densidade de fluxo de prétons diminui, e esta reducéao foi
atribuida majoritariamente a atividade da enzima H*-ATPase da membrana
plasmatica.

Segundo Chang e Minc, 2014, esta enzima da membrana plasmatica
bombeia protons sendo responsavel pela regulagdo do pH intracelular e
extracelular da levedura, uma vez que gera um gradiente eletroquimico que

impulsiona o transporte de aminoacidos, agucares e ions inorganicos. Portanto &
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importante entender se o campo poderia afetar o desempenho desta enzima

durante as fermentacgdes assistidas por campo eletromagnético.
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Figura 43. Densidade de fluxo de H* durante a fermentagdo em biorreator com

reciclo externo s/ a aplicagdo de campo - CONTROLE (Experimento n°0).

Legenda: (m) Densidade de Fluxo de H" total e (») Densidade de Fluxo H* com

inibidor da ATPase (vanadato).
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Figura 44. Densidade de fluxo de H* durante a fermentagdo em biorreator com
reciclo em espiral e densidade de fluxo magnético de 5 mT (Experimento n°1).

Legenda: (m) Densidade de Fluxo de H' total e (») Densidade de Fluxo H* com

inibidor da ATPase (vanadato).
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Figura 45. Densidade de fluxo de H* durante a fermentagdo em biorreator com
reciclo em U e densidade de fluxo magnético de 5 mT (Experimento n°2).

Legenda: (m) Densidade de Fluxo de H" total e (+) Densidade de Fluxo de H" com

inibidor da ATPase (vanadato).
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Figura 46. Densidade de fluxo de H* durante a fermentagdo em biorreator com
reciclo em espiral e densidade de fluxo magnético de 15 mT (Experimento n°3).

Legenda: (m) Densidade de Fluxo de H total e (=) Densidade de Fluxo de H* com

inibidor da ATPase (vanadato).
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Figura 47. Densidade de fluxo de H* durante a fermentagdo em biorreator com
reciclo em U e densidade de fluxo magnético de 15 mT (Experimento n°4).
Legenda: (m) Densidade de Fluxo de H" total e (+) Densidade de Fluxo de H" com

inibidor da ATPase (vanadato).
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Figura 48. Densidade de fluxo de H* durante a fermentagdo com reciclo em
espiral e densidade de fluxo magnético de 10 mT (Experimento n°5). Legenda: (m)
Densidade de Fluxo de H" total e (=) Densidade de Fluxo de H* com inibidor da

ATPase (vanadato).
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Figura 49. Densidade de fluxo de H" durante a fermentagdo com reciclo em U e
densidade de fluxo magnético de 10 mT (Experimento n°6). Legenda: (m)

Densidade de Fluxo de H" total e (=) Densidade de Fluxo de H* com inibidor da

ATPase (vanadato).
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Figura 50. Densidade de fluxo de H* durante a fermentagdo em biorreator com
reciclo externo e densidade de fluxo magnético de 5 mT (Experimento n°7).
Legenda: (m) Densidade de Fluxo de H" total e (+) Densidade de Fluxo de H" com

inibidor da ATPase (vanadato).
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Figura 51. Densidade de fluxo de H* durante a fermentagdo em biorreator com
reciclo externo e densidade de fluxo magnético de 15 mT (Experimento n°8).
Legenda: (m) Densidade de Fluxo de H total e (=) Densidade de Fluxo de H* com

inibidor da ATPase (vanadato).
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Figura 52. Densidade de fluxo de H* durante a fermentagdo em biorreator com
reciclo externo e densidade de fluxo magnético de 10 mT (Experimento n°9).
Legenda: (m) Densidade de Fluxo de H" total e (+) Densidade de Fluxo de H" com

inibidor da ATPase (vanadato).
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Figura 53. Densidade de fluxo de H* durante a fermentagdo em biorreator com
reciclo externo e densidade de fluxo magnético de 10 mT (Experimento n°10).
Legenda: (m) Densidade de Fluxo de H" total e (+) Densidade de Fluxo de H" com

inibidor da ATPase (vanadato).
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Figura 54. Densidade de fluxo de H* durante a fermentagdo em biorreator com
reciclo externo e densidade de fluxo magnético de 10 mT (Experimento n°11).

Legenda: (m) Densidade de Fluxo de H" total e (+) Densidade de Fluxo de H" com

inibidor da ATPase (vanadato).
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A partir da densidade de fluxo de H' total e da densidade de fluxo de H
com inibidor foi calculada, por diferenca a densidade de fluxo de H* sensivel ao
vanadato referente a cada leitura durante o experimento (0, 2, 4, 6 e 8 horas de
fermentacdo), estes dados estdo apresentados na Tabela 7. Em nivel de
comparacao entre os experimentos foi calculada a densidade média vanadato
sensivel de cada fermentacgéao, estes resultados estdo apresentados na Figura 55.

Podemos observar (Figura 55) que o campo magnético influenciou na
densidade média de fluxo de H+ sensivel ao vanadato. O experimento sem
aplicacdo de campo (n°0) apresentou uma densidade média de fluxo de 13,48

pmol/mim cm?.

Tabela 7. Densidade de fluxo de prétons durante as fermentagcbes de obtencéo

de etanol.
Densidade de fluxo de prétons vanadato sensivel
(pmol/min cm?)

Ne Tempo de fermentagao (h)

0 2 4 6 8 10
0 20,67 14,70 23,02 6,42 12,98 3,09
1 7,41 17,62 2,98 14,54 28,63 -
2 18,09 12,35 14,34 16,36 1,61 -
3 18,27 22,37 11,12 30,38 12,49 -
4 17,60 44 17 15,84 23,52 29,18 -
5 7,55 7,26 39,10 39,33 12,87 -
6 30,94 32,32 10,36 23,21 12,27 -
7 15,76 16,02 21,39 10,97 8,73 -
8 39,00 29,05 5,82 8,43 44,21 -
9 17,15 48,16 25,78 26,64 10,92 -
10 47,62 20,96 47,44 34,73 43,29 -

22,82 35,22 28,97 29,47 41,96 -

—
-_—




75

50

+

w B
o o
1 1

Densidade média de Fluxo de H
(pmol/mim cm?)
S
1

10 +

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M
Experimento

Figura 55. Grafico da densidade média de fluxo de H" sensivel ao vanadato.
Experimentos: n° O - Biorreator sem aplicagcdo de campo (CONTROLE), n® 1 —
Reciclo em espiral e campo de 5 mT; n° 2 - Reciclo em U e campo de 5 mT; n° 3 -
Reciclo em espiral e campo de 15 mT; n°® 4 - Reciclo em U e campo de 15 mT; n°
5 - Reciclo em espiral e campo de 10 mT; n® 6 - Reciclo em U e campos de 10
mT; n° 7 - Biorreator e campo de 5 mT; n° 8 - Biorreator e campo de 15 mT e n° 9,

10 e 11 - Biorreator e campo de 10 mT.

Com a aplicagdo de campo, os valores de densidade média de fluxo de
prétons sensivel ao vanadato apresentaram valores maiores com densidade de
fluxo magnético de 10 e 15 mT. Entretanto, observou-se que os experimentos 1, 2
e 7 com densidade de fluxo magnético de 5 mT apresentaram valores
semelhantes ao controle de 14,23, 12,55 e 14,57 pmol/min cm?, respectivamente.
Estes valores sugerem que o campo, nestas condi¢gdes, provocou aumento na
densidade de fluxo.

Nos experimentos 9, 10 e 11 foram observadas as maiores densidades
médias de fluxo de prétons, sendo estes 25,73, 38,81 e 31,69 pmol/min cm?. Em
meédia, nessa condigdo de biorreator com reciclo externo houve um aumento de

138% quando comparado ao controle.
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De acordo com Minc e Chang (2010), as respostas provocadas em
resposta ao campo elétrico na célula S. pombe foram associadas a atividade da
H+-ATPase. Sugerindo que, assim como o campo elétrico, 0 campo magnético
pode influenciar esta enzima a ponto de justificar os resultados positivos com

aplicagao de campo.
5.3.3 Analise do planejamento experimental

Na Tabela 8 sao apresentados os resultados da matriz experimental das
fermentagdes assistidas por campos magnéticos. As variaveis resposta foram o
rendimento de etanol e a densidade média de fluxo de prétons sensivel ao
vanadato. Para analise estatistica dos resultados foi utilizado o software Design

Expert versao 9 como descrito previamente.

Tabela 8. Resultados do planejamento experimental fatorial completo de face
centrada 2% com 3 pontos centrais para as varidveis resposta rendimento de

etanol (Yp/s) e densidade média de fluxo de prétons.

PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

""‘.”? veis Variaveis resposta
codificadas
N° Rz:
X X, Ri: Densidade Média
Ypl/s (%) de Fluxo H+
Vanadato sensivel
1 -1 -1 88,44 14,23
2 1 -1 91,25 12,55
3 -1 1 86,87 18,93
4 1 1 81,30 26,06
5 -1 0 83,86 21,22
6 1 88,27 21,82
7 0 -1 91,04 14,57
8 0 1 80,72 25,30
9 0 0 94,18 25,73
10 0 0 94 .47 38,81
11 0 0 92,71 31,69
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Na Tabela 9 sdo apresentados os resultados da analise da variancia
(ANOVA) para o nivel de confianga de 90% (p<0.70) para a variavel resposta
rendimento de etanol, revelando que o modelo nado foi significante. Porém, a
variavel independente densidade de fluxo magnético (Xz) influenciou
significativamente no rendimento de etanol (Rq). Ja a variavel reciclo n&o
demonstrou nenhum efeito sob esta resposta. Estes resultados ficam melhor
evidenciados nos graficos de superficie de resposta e de contorno que estédo
ilustrados na Figura 56 para a resposta Yp/s e sua interagdo com os dois fatores

sob estudo.

Tabela 9. Resultados da andlise de variancia (ANOVA) usando o programa
Design Expert 9.0 referente a variavel dependente (Y,s) Rendimento de etanol

(%), para nivel de confianga de 90% (p<0,10).

ANOVA superficie resposta modelo quadratico

Fonte de Soma Graus de Média Valor de ProbsF
Variagio quadratica liberdade quadratica Fcaculado
Modelo 167,37 5 33,47 2,43 0,1760
A-X1 0,45 1 0,45 0,033 0,8631
B-X2 79,50 1 79,50 5,77 0,0614*
AB 17,56 1 17,56 1,27 0,3101
A? 24,13 1 24,13 1,75 0,2429
B2 27,11 1 27,11 1,97 0,2195
Residuo 68,87 5 13,77
Falta de
67,09 3 22,36 25,11 0,0385%*
ajuste
Erro puro 1,78 2 0,89
Total 236,24 10

*Valores estatisticamente significativos para o nivel de 90% de confianga.

Nomenclatura: A- X;; B = X5;
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Figura 56. Otimizagdo numérica da resposta rendimento de etanol (Yp/s) para o
planejamento experimental fatorial completo 22 de face centrada com 3 pontos
centrais realizada ao nivel de confianga de 90% mostrando o efeito da interagéo
entre as variaveis: Xy- sistema de reciclo e X, — densidade de fluxo magnético. a)

Grafico tridimensional de superficie; b) Grafico de contorno.
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Na Tabela 10 sdo apresentados os resultados da analise da variancia

(ANOVA) para o nivel de confianga de 90% (p<0,10) para a variavel resposta

densidade média de fluxo de prétons, revelando que ambos, 0 modelo estatistico

e a variavel densidade de fluxo magnético foram significativos. Os graficos de

superficie de resposta e de contorno estdo ilustrados na Figura 57, os quais

mostram uma regido de maximo entre 10 e 15 mT apds realizar uma otimizagao

numérica para a densidade média de fluxo de prétons como uma fungdo das

variaveis em estudo.

Tabela 10. Resultados da analise de varidncia (ANOVA) usando o programa

Design Expert 9.0 referente a variavel dependente densidade média de fluxo de

protons, em nivel de confianga de 90% (P<0,10).

ANOVA superficie resposta modelo quadratico

Fonte de Soma Graus de Média Valor de
Variagao quadratica liberdade quadratica Fcaculado Prob>F
Modelo 491,10 5 98,22 3,65 0,0907*
A-X1 6,12 1 6,12 0,23 0,6534
B-X2 139,49 1 139,49 5,19 0,0718*
AB 19,45 1 19,45 0,72 0,4339
A? 92,74 1 92,74 3,45 0,1224
B? 147,70 1 147,70 5,49 0,0661*
Residuo 134,46 5 26,89
Falta de
ajuste 48,69 3 16,23 0,38 0,7821
Erro puro 85,77 2 42,88
Total 625,57 10

*Valores estatisticamente significativo para o nivel de 90% de confiancga.
Nomenclatura: A- X4; B - X,.

Visando determinar as condicdes mais favoraveis para alcancar os

maximos niveis de rendimento de etanol e densidade média de fluxo de prétons,

foi realizado um procedimento de otimizagdo numérica (Figura 58) e grafica

(Figura 59)

considerando uma fungdo objetivo de

“‘Desejabilidade”

(D)
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representada na Equacdo 3 segundo método descrito por Myers e Montgomery
(1999) e implementado como ferramentas de otimizagcdo do programa

computacional “Design Expert”.

a)

Densidade fluxo de Protons

Prediction 31.1566

B: X2 (mT)

A: X1 (Sist reciclo)

Figura 57. Otimizagdo numeérica da resposta densidade média de fluxo de prétons
para o planejamento experimental fatorial completo 22 de face centrada com 3
pontos centrais realizada ao nivel de confianga de 90% mostrando o efeito da
interacdo entre as variaveis: X4- sistema de reciclo e X; — densidade de fluxo

magnético. a) Grafico tridimensional de superficie; b) Grafico de contorno.
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Desirability

~  Prediction 0.60523

0.5

B: X2 (mT)

-0.5

A: X1 (Sist reciclo)

Figura 58. Resultados da otimizagdo numérica (fungdo de desejabilidade) da
analise simultdnea para o rendimento de etanol (Yp/s) e densidade média de fluxo
de protons dentro da regido em estudo durante a fermentagdo de S. cerevisiae

X2180 sob campos magnéticos. a) grafico tridimensional de superficie resposta; b)

Grafico de contorno.
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Esta fungdo de desejabilidade varia na faixa de 0 a 1 (de menos desejavel

para mais desejavel, respectivamente).

D = (d, X d, xd”ji=(n di)
i=1

Em que n é o numero de respostas na medida tendo como critérios de Maximo

3)

di = 0 se a resposta <valor baixo
0 < di <1 se as respostas variam de baixo para alto
di = 1 se a resposta >valor alto

Desta forma, na Figura 58 se observa que para um valor de D = 0,74 se
podem obter valores maximos de Yp/s e Densidade de fluxo de prétons. Enquanto
que a Figura 59 apresenta os resultados de otimizagado grafica onde se pode
observar uma regido grafica (amarela) na qual é possivel alcancar rendimentos
maximos de producao de etanol com alta atividade de H+-ATPase para valores de

campo magnético em torno de 10 mT.

Overlay Plot

Densidade fluxo de Protons: 28.0225

Densidade fluxo de 30.0632
Ypls: 91.2744
X1 -0.24375
0.116193

0.5 —

B: X2 (mT)

Yp/s: 91.1722

-0.5 —

A: X1 (Sist reciclo)

Figura 59. Resultados da otimizagéo grafica da analise integrada (sobreposicéo)
de rendimento de etanol (Yp/s) e a densidade média de fluxo de prétons dentro da
regido em estudo durante a fermentacéo para produgao de etanol por S. cerevisiae

X2180 sob campos magnéticos.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados alcancados no presente trabalho é possivel
concluir que:

e As fermentagdes por S. cerevisiae X2180 para producdo de bioetanol
assistidas por campo eletromagnético foram afetadas positivamente pela
densidade de fluxo magnético. Primeiramente, observou-se a redugdo no
tempo de fermentacdo em 2h quando comparado ao experimento controle,
isto €, sem aplicacdo de campo.

e Nas melhores condi¢gdes propostas do planejamento experimental, houve
um aumento médio de aproximadamente 20% no rendimento de etanol.
Em termos de produtividade volumétrica de etanol e do consumo
volumétrico de glicose, houve um aumento de aproximadamente 30%, em
ambos os parametros quando comparado ao experimento sem aplicagao
de campo magnético.

e Em relacido a densidade média de fluxo de protons, constatou-se que, com
o0 aumento da densidade de fluxo magnético, o fluxo de protons também
aumentou. Este fato pode ser relevante para sustentar o transporte maior
de nutrientes através da membrana celular que resultem na melhoria da

produtividade de etanol.
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Estudos futuros ainda serdo necessarios para entender os efeitos em nivel

celular e realizar aplicagbes em processos em escalas maiores.
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Curva de calibragdo para a determinagcdo de consumo de glicose, formagéo de

etanol e de glicerol.
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ANEXO A
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Figura A1. Curvas de calibragdo usadas para determinar a concentragao (g/L) do

substrato e produto por cromatografia liquida (HPLC) a) Glicose, b) Etanol e c)

Glicerol.
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ANEXO B

Curva de crescimento celular da levedura Saccharomyces cerevisiae X2180.

a)
20 30 14

- —H12

%l) 125 |

o] 2410

<

= 108 s

21 51 %

18 8 46

S 1153

‘ c

© oy

54
8 % 1,0 1,
04
i —t¥—7——7——710,5 -0
0 2 4 6 8 10 12
Tempo de fermentagao (h)

16 f 85 14
14 142
%') I 480
2124 —
© 2410
) E QO
o <
S 104 e
S 17° 88
3 34 o T
@ Sie =

ol
‘3. 6 470 =
E c
9] o4

4
% 6,5 °
O, 1,

04 °

T . T . T . T T 60 -0
0 2 4 6 8
Tempo de fermentacéo (h)

Figura B1. Crescimento celular de S. cerevisiae X2180 em shaker a 30°C e 200
rpm. a) utilizando 20% (v/v) do indculo, b)utilizando 20 g/L de biomassa umida.

Simbolos: e Concentragao de glicose (g/L); ¢ Densidade 6ptica (DO 00 nm); ® pH.



ANEXO C

Gréficos da densidade de fluxo de prétons usando a técnica “Scanning lon-selective Electrode Technique(SIET)
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Figura C1. Gréficos da densidade de fluxo de prétons durante a fermentagdo no biorreator sem aplicagdo de campo

magnético — CONTROLE (Experimento n°0 - repeticdo 2) nos tempos de fermentacédo de: Oh (ae a’);2(beb’);4h(cec’); 6 h
(ded);8h(eee€e’);10h (fef).
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Figura C3. Graficos da densidade de fluxo de prétons durante a fermentagéo no biorreator c/ reciclo em espiral e densidade
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Figura C5. Graficos da densidade de fluxo de prétons durante a fermentagao no biorreator c/ reciclo em espiral e densidade
de fluxo magnético de 15 mT (Experimento n°3) nos tempos de fermentacédo de: Oh (ae a’); 2 (beb’);4h(cec’);6 h(ded’);
8h(eeée).
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Figura C6. Graficos da densidade de fluxo de prétons durante a fermentagdo no biorreator c/ reciclo em U e densidade de
fluxo magnético de 15 mT (Experimento n°4) nos tempos de fermentagdo de: Oh (ae a’); 2 (beb’);4h(cec’);6h(ded’);8h
(e ee).
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Figura C7. Gréaficos da densidade de fluxo de prétons durante a fermentagao no biorreator c/ reciclo em espiral e densidade
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Figura C9. Graficos da densidade de fluxo de prétons durante a fermentagcédo no biorreator no centro das bobinas e
densidade de fluxo magnético de 5 mT (Experimento n°7) nos tempos de fermentagdo de: Oh (ae a’);2(beb’);4h(cecC’); 6
h(ded);8h(eece).
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Figura C10. Graficos da densidade de fluxo de prétons durante a fermentagao no biorreator com reciclo externo e densidade
de fluxo magnético de 15 mT (Experimento n°8) nos tempos de fermentacédo de: Oh (ae a’); 2 (beb’);4h(cec’);6 h(ded’);
8h(eee).
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Figura C11. Graficos da densidade de fluxo de prétons durante a fermentagéao no biorreator com reciclo externo e densidade
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8h(eee).
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Figura C12. Graficos da densidade de fluxo de prétons durante a fermentagéo no biorreator com reciclo externo e densidade
de fluxo magnético de 10 mT (Experimento n°10) nos tempos de fermentagdo de: Oh (ae a’); 2 (beb’);4h(cec’);6 h(de
d); 8h(eee).
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Figura C13. Graficos da densidade de fluxo de prétons durante a fermentagéao no biorreator com reciclo externo e densidade
de fluxo magnético de 10 mT (Experimento n°11) nos tempos de fermentagdo de: Oh (ae a’); 2 (beb’);4h(cec);6h(de
d); 8h(eee).



