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RESUMO

Ha bastante tempo, a producdo de dcool etilico é redizada através de processo
fermentativo e pouco progresso se tem conseguido no seu aperfeicoamento. A aplicacéo de
campos magnéticos edtéticos, ndo homogéneos, em fermentagbes alcodlicas, surge como uma
dterndiva viavel para melhorar a eficiéncia desse processo. Este estudo tem como objetivo
investigar os efeitos da aplicacdo desses campos magnéticos em fermentagdes acodlicas por
Saccharomyces cerevisiae, aravés do monitoramento do pH, da biomassa, producéo de etanol
e consumo de glicose. Foram redizadas trés tipos de fermentacdo, combinando a forma de
magnetizacd com 0 meo de crescimento utilizado, denominadas de X, Y e Z. As
fermentagcOes foram redizadas em frascos de 150 mL de capacidade, com e sem agitacdo
mecanica de 104 rpm. Foram utilizados dois meios de fermentacdo denominados de meios
“A” e “B”. O meio A era composto de glicose a 50g/L e extrato de leveduraa 5 g/L e 0 meio
B de glicose a 150g/L, sais minerais e edrato de levedura a 5 ¢g/L. Foram utilizadas duas
formas de magnetizacdo dos biorreatores, chamados de arranjos “1” e “2" que magnetizavam
0s biorreatores por meio de cinco pares de magnetos cilindricos de NdFeB. Os magnetos
foram ingdados, verticdmente, na superficie externa das paredes desses biorreatores, com 0s
polos contr&rios defrontando-se, arranjo 1 (pdlos norte de um lado e sul do lado oposto), e se
defrontando dternadamente, arranjo 2. O gradiente de campo magnético, entre o ponto médio
da disténcia de cada par e a parede interna do biorreator, proxima a0 magneto no arranjo 1,
era de 2200 Gauss e no aranjo 2, foi diminuida, substancidmente, gproximando-se de zero.
Os resultados médios das fermentagdes Tipo X (meio A, arranjo 1) mostraram que a biomassa
do grupo magnetizado cresceu 108% a mais que o controle e a producéo de etanol foi 114%
superior. Houve um aumento na taxa de consumo de glicose pelas leveduras magnetizadas e
ndo houve dteracbes no pH dos grupos magnetizado e controle. Nas fermentactes Tipo Y
(meio A, aranjo 2), ndo houve diferencas entre esses grupos, nas vaidveis estudadas. Nas
fermentagcbes Tipo Z (meio B, aranjol), os efeitos bioldgicos encontrados na hiomassa,
producéo de etanol e consumo de glicose, ndo foram edtatisticamente sgnificantes. Portanto,
as fermentagOes Tipo X foram as que obtiveram os mehores resultados, no que diz respeito
a0 crescimento da biomassa, producdo de etanol e consumo de glicose, mostrando ser uma

promissora técnica para aplicacdo naindistria do dcool.



ABSTRACT

The fermentative ethyl acohol production accomplished little progress and
improvement, up to now. The agpplication of datic inhomogeneous magnetic fidds in
dcohaolic fermentations appeared to be a viable dternative to improve the efficiency of this
process. This study had the objective of investigating the influence of those magnetic fidds in
the acoholic fermentation by Saccharomyces cerevisiae, through the pH monitoring, the
biomass growth, the ehanol production and glucose uptake. Fermentations were
accomplished in flasks with capacity for 150 mL, with and without mechanicd agitation of
the middle of growth. Two-growth medium were used: A medium (50g/l glucose and 5g/l
yeast extract) and B one (150g/l glucose and 2g/l yeast extract, sat mix). Moreover, two
magnetization forms were used on the bioreactors tests udng five equa cylindricad magnets
arrangement 1 (N and S on each sde) and arrangement 2 (dternate N-S). So, NdBFe magnet
discs were inddled verticdly on the wal surface of those bioreactors: with contrary poles
confronting continuoudy (arangement 1) or confronting dternately (arrangement 2). The
magnetic field gradient between the reactor axis and the tube wal in the arrangement 1 was of
2,200G, while in the arrangement 2 it was reduced, gpproaching of zero in the center. Thus,
three fermentation types were done XY and Z, combining magnet arangements and
growing media The mean results of the fermentations Type X (medium A, arangement 1)
showed that the biomass of the magnetized group increased 108% the more than the control
and the ethanol production was 107% superior. There was an increase in the rate of glucose
consumption for the magnetized yesst and there were not dterations in the pH in the
magnetized and control groups. In the Fermentations type Y (medium A, arangement 2),
there were not differences among those groups, in the studied variables. In the fermentations
type Z (medium B, arangement 1), the biologicd effects found in the biomass ethanol
production and glucose consumption, were not datisticaly Sgnificant. Therefore the
fermentations type X yelded the best results in the growth of the biomass, ethanol production
and glucose consumption, showing as a promidng technique for gpplication in the acohal
industries.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

A exposicio de leveduras, a campos magnéticos, vem sendo redizada, visando a
entender quais os seus efeitos no metabolismo destas clulas. Edtas investigagbes procuram
mostrar a possibilidade de interacdo dos campos magnéticos, em fermentagdes alcodlicas, na
tentativa de identificar que intenddades, tempos de exposicdo e tipos de campo s80 mais
favoraveis ao processo.

A producéo de dcool etilico € um processo fermentativo, usado ha bastante tempo,
€ pouco progresso tem sido observado no seu aperfeicoamento. Algumas cepas novas foram
introduzidas no processo de producdo, porém, sem O resultado esperado. Atuadmente, a
introducdo da técnica de campos magnéticos para melhorar 0 processo fermentativo conditui
uma edratégia inovadora e importante, que poderda se tornar uma dternativa viavel no
aumento da eficiéncia desse processo.

O funcionamento de um magneto € conseqiiéncia direta dos movimentos dos
eétrons, e cargas eétricas em movimento produzem efeitos eétricos e magnéticos. Baseados
nessas afirmacdes, poderemos entdo citar em termos gerais, dgumas maneras, peas quals,
um Sdgema biologico poderia interagir com um campo magnéico externo. Partimos do
principio de que nos ssemas bioldgicos, exisem cargas eétricas em movimento, (ions). Os
ions possuem caracteristicas paramagnéticas e sdo suscetiveis a acdo de campos magnéticos.
Citamos ainda, a exigéncia de dipolos magnéticos moleculares ou admicos nos Sstemas
biolégicos, a exemplo de dguns radicais, como os radicais livres, entre outros, que também
possuem caracteriticas paramagnéticas e sdo passiveis de sofrerem a acdo de campos
magnéticos externos. V&ios sdo 0s experimentos que mostram os efeitos bioldgicos, causados
por campos magnéticos, que serdo descritos e comentados, a seguir, nesta dissertacéo.

Diversos autores relatam o aumento na producdo de CO» em reatores submetidos a
campos magnéticos, durante a fermentacdo acodlica e esta producdo de CO, esta associada a
producéo de etanol. Outros também frisam que a aplicacéo de campos magnéticos elevados
(acima de 10.000 Gauss) em fermentagOes por Saccharomyces cerevisiae, tem promovido a
inibicdo do crescimento microbiano e ndo tem encontrado ganhos significativos com relacdo a
melhorias na producéo CO; e etanol. Os melhores resultados encontrados na literatura séo de

campos magnéticos estaticos, ndo homogéneos, compreendidos entre 1000 e 10.000 Gauss.
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Aparentemente, algumas intensdades de campo, dentro dessa faixa, favorecem o crescimento
do microrganismo e conseqlientemente a produco de etanol.

Com base no que foi exposto, 0 uso de campos magnéticos podera ser uma
dterndiva eficiente para aumentar o rendimento da fermentacdo acodlica por Saccharomyces
cerevisiae. Este processo que ora desenvolvemos, apresenta um grande potencia de aplicacdo

naindlgtria acooleira, que devera ser desenvolvido em etapas posteriores.

1.1-OBJETIVOS

1.1.1 - Objetivo geral

Investigar a influéncia da acdo de campos magnéticos estéaticos, ndo homogéneos,

na fermentacdo acodlica por Saccharomyces cerevisiae.

1.1.2 — Objetivos especificos

Avdia a influéncia exercida pela intensidade de campo de 2.650 Gauss, a forma
de magnetizacdo e o melo de crescimento na fermentagdo acodlica por Saccharomyces
cerevisiae, aravés do monitoramento do crescimento celular, do pH, dos teores de etanol e de

aclcaresresduais.
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CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitul o apresenta uma sintese sobre o magnetismo, uma descricdo das principais
caracteristicas do Saccharomyces cerevisiae, uma levedura anaerdbia facultativa, responsavel por
praticamente toda a producéo industrial de etanol do planeta. Em seguida, € feita uma revisdo sobre
interagdes de campos magnéticos com sistemas bioldgicos, em particular com Saccharomyces

cerevisiae, bem como, algumas particul aridades de fermentagdes al codlicas.

2.1-MAGNETISMO

2.1.1-Histérico

A descoberta de materiais capazes de atrair outros objetos et relacionada
diretamente com a origem do estudo da eetricidade. Os relatos mais antigos de que se tem
registro, atribuem ao povo grego, ja no século VI aC, o privilégio de terem observados esses
fenbmenos. Duas observagBes contribuiram de forma substancid para 0 despertar da
curiosdade e do senso de investigacdo na antiguidade. A primeira, foi a descoberta de um
material fossl, denominado ambar, semelhante ao plédtico, resultante do endurecimento da
seiva de avores de uma espécie extinta a milhdes de anos, que ao ser atritado com & ou pele
de animd, tinha a capacidade de atrar materias “leves’. A segunda, se refere a0
comportamento de pedras encontradas na regido grega denominada Magnésia. Estas pedras
tém a propriedade de atrair objetos de ferro e sBo compostos de uma substancia denominada
hoje de magnetita. A magnetita € composta bascamente de Oxido de ferro (FesO;) e é
considerado um iméa naturd (Taton, 1960).

Na idade média, o médico inglés Willian Gilbert (1544-1603) elaborou um estudo
detdhado dos imés e explicou o funcionamento da bussola, baseado na idéia de que a terra se
comportava como um gigantesco imé& Gilbert afirmou também que o &mbar ndo era o Unico
materia que, a0 ser atritado com outro, atraia materiais leves. A partir da traducdo da paavra
ambar para 0 grego, que € eléktron, chamou-se entéo os materiais com estas caracteristicas de
elétricos e, segundo ainda sua interpretacdo, quando materials eram atritados ocorria a

passagem de um fluido elérico de um corpo para outro. O corpo que ganhava o fluido eétrico
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foi chamado de detrizado (Ronan, 1994). Hoje, sabemos que aém do ferro, outras
substéncias sf0 suscetivels a presenca de campos magneéticos.

John Michdl, em 1750, mostrou que a aracdo e a repulséo dos pdlos de um
magneto tinham a mesma intensdade e variavam inversamente proporciond ao quadrado da
digéncia entre os pdlos. Edtes resultados foram confirmados mais tarde por Coulomb. Em
1820, André Marie Ampére e colaboradores demonstraram que a corrente elétrica atrai
pedacos de ferro e que correntes pardeas se araem mutuamente. Eles também propuseram a
teoria de que as correntes eléricas sGo a fonte de todo 0 magnetismo. Ampere imaginava estas
correntes nos materiais ferromagnéticos, como “espiras’ moleculares de corrente, dinhadas
sempre que o materid fosse magnetizado. A teoria de Ampére condtitui a base da teoria do
magnetismo moderno (Tipler 1984).

Em 1819, Hans Chrigian Oersted (1777 — 1851) \erificou que a0 se colocar um
fio, conduzindo uma corrente eérica, préxima a uma blsola, essa corrente influenciava a
agulha da bussola, provocando deflex@o. Doze anos depois, o fisico inglés Michad Faraday
(1791 — 1857) verificou 0 gparecimento de uma corrente momentanea em um circuito, quando
em um circuito vizinho se iniciava ou se interompia uma corrente. O cientiga americano
Joseph Henry (1797 — 1878) havia se antecipado as descobertas de Faraday, hé cerca de um
ano, embora Faraday tenha sdo o primeiro a publicar. Os créditos dessa descoberta séo
atribuidos a Faraday. Pouco tempo depois, se verificou que um ima se gproximando ou se
afastando de um circuito, produzia o mesmo efeto. Oersted demonstrou que efeitos
magnéticos, poderiam ser produzidos por cargas eétricas em movimento, enquanto que
Faraday e Henry mostraram que as correntes elétricas, poderiam ser produzidas por iméds em
movimento (Sears e Zemansky, 1973).

2.1.2 — Campos ger ados por magnetos per manentes

Um magneto provoca o aparecimento de forcas, especidmente em materiais
ferromagnéticos (ferro, niquel, cobdto, e dgumas ligas), mesmo ndo estando em contato com
eles Portanto, um magneto cria em sua volta uma regido de influéncia denominada campo
magnético (Biscuola et al. 1992).

Quando foi introduzido o conceito de campo magnético, no sfculo XIX,
convencionou-se chamar de campo magnético “H”, o campo magnéico no interior dos

magnetos e de indugdo magnéica “B”, o campo magnéico no exterior nos magnetos. Na
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época, foi dada mais importéncia ao campo “H” do que ao “B”. Hoje, o campo “B” é
chamado de campo magnético, embora aguns autores, por razbes histéricas, anda hoje se
refiram ao campo “B” como indugdo magnética (Dampier, 1961).

Os magnetos atificias sdo, normamente, baras de ferro ou ago as quas se
transmite a propriedade magnética. Os magnetos atificias levam vantagem sobre os naturais
por terem maior poder atraivo e também pela posshbilidade de receber a forma geométrica
mai's conveniente ao seu uso (Bonjorno et al.,1999).

O campo magnético “B” esté relacionado com o campo “H” através da equagdo 2.1
onde [ é a permesbilidade magnética no vacuo. Para o Sistema de Unidades CGS 1 = 1 e para

0 Sistema Internaciond p = 4p*10" (Gongalves, 1966). As unidades de campo e fluxo
magnético dos principais sistemas sfo dadas na Tabela 1.

Tabdal - Sistemasde unidades.

Sigema CGS Sgemalnternaciona Sgemalnglés
(centimetro, grama, (metro, kilograma, (polegada, libra,

segundo) segundo) segundo)
Campo Mag. ( B) Gauss(G) Teda(T) Linhag/pol®
Fluxo Magnético Maxwel (Mx) Weber (Wb) Maxwel (Mx)

Campo Mag. (H) Oersted ( Oe) Ampére espiralmetro  Ampere espira/pol

2.1.3 - Os magnetos per manentes na nossa vida diaria

Os magnetos tém importancia substancia para 0 noso dia a dia Fazem parte de
componentes essencials de motores déricos, computadores, CD players, fornos de
microondas, equipamentos de pesquisa Os magnetos funcionam como transdutores de
energia, pois transformam energia de uma forma para outra, sem quaquer perda permanente
de sua energia prépria. Relacionaremos, a seguir, dguns exemplos destas transformagfes:

Energia mecénica em energia mecéanica— Atracéo e repul sto.

Energia mecénica em energia e étrica— Geradores e microfones.

Energia détrica em energia mecanica — Motores, autofdantes e deflexdo de
particula carregada.

Energiamecénicaem caor - Correntes de histeresis
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Efdtos egpecids — Redgéncia magnética, equipamentos de efeito hadl e
ressonancia magnética.
Exigem, hoje, quatro grandes classes de magnetos com propriedades magnéticas
proprias, B0 elas. NdFeB (neodimio, ferro, boro), SmCo (samé&io, cobato), Cerdmicos e
AINiCo (duminio, niqud, cobdto). Os magnetos de NdFeB e SmCo sfo conhecidos como
magnetos Terras Raras, por serem materiais compostos de elementos quimicos do grupo dos
Terras Raras. Exibem excelentes propriedades magnéticas em temperaturas ambientes. Suas
composigdes quimicas sdo: NdxFesB, SmCOs e SmpCO;7. Os cermicos séo conhecidos
como Féricos, cujas composigdes quimicas s BaFeOs; ou SFe,0Os3. Eles sho
comercidlizados, desde 1950, e continuam muito usados ainda hoje, devido aos seus baixos
custos. Por fim, os magnetos AINiCo, que apresentam boas propriedades magnéticas e sfo
comercidizados desde 1930.

2.1.4 - Classficagdo dos materiais quanto ao magnetismo

Segundo Sampaio e Cdcada (2001), os materiais paramagnéticos sdo agueles
formados por &omos, ions ou moléculas que possuem eérons desemparehados.
Conseglientemente, o aomo produz um campo tota, ndo nulo, comportando-se como um
mindsculo magneto  dementar. Como  exemplos de substancias paramagnéticas, podemos
ctar: cdco, como, magnésio, duminio, plaina O ferromagnetismo é semehante a0
paramagnetismo. A diferenca € que nos materiais paramagnéticos, na auséncia de um campo
magnético externo, os magnetos eementares estdo orientados em todos os sentidos, enquanto
que, nos materiais feromagnéticoss, ha um dinhamento espontdneo dos magnetos
eementares, num dado sentido. Como exemplos de substancias ferromagnéticas, podemos
citar: ferro, cobdto, niqud, gadolinio, dispréso. Com reacdo a0 diamagnetismo, os autores
relatam que o eéron, ap executar 0 seu movimento orbital em torno do ndcleo, produz um
canpo magnético. Numa amodra de materiad quaquer, exite uma infinidade de détrons,
produzindo campos magnéicos em todas as diregbes e sentidos, 0 que resulta no
cancelamento dos campos. Ao se colocar uma amostra na presenca de um campo magnético
externo, esse campo atua sobre os détrons, aumentando a velocidade dagueles que giram em
um sentido e diminuindo a velocidade dos que giram em sentido oposto; de maneira que a
amostra passa a produzir um campo magnético de sentido contrario ao campo aplicado, e esse

€ o efeito diamagnético. Este efeito ocorre em todas as substéncias, porém em adgumeas, €
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superado pelos efeitos paramagnético e ferromagnético. Substéncias diamagnéticas sfo
agquelas que ndo apresentam os efeitos paramagnéticos e ferromagnéticos, apresentando
goenas 0 efeto diamagnético. Dentre as substéncias diamagnéticas, podemos citar: &gua,
cobre, prata, bismuto.

2.2 — Caracteristicas gerais da levedur a Saccharomyces cerevisiae.

O reno Fungi drange organismos eucariontes, heterdtrofos, aclorofilados que
incorporam aimentos por absorgdo. Os fungos ndo possuem flagelos nem qualquer outro
meio de locomocdo (excecdo para 0s Ficomicetos aquaticos cujos esporangios séo moveis).
As leveduras ou fungos leveduriformes sdo microrganismos unicdulares, pertencentes ao
reino Fungi como 0 Saccharomyces cerevisiae. (Pelczar, 1996).

De acordo com Trabuls (1986), a espécie Saccharomyces cerevisiae se enquadra
entre 0s organismos eucaridticos que possuem um SO nlcleo. No seu citoplasma, contém
mitocondrias e reticulo endoplasmético rugoso. Cada cdula tem vida independente e néo
forma tecidos (peliculas). Podem se desenvolver tanto na presenca, quanto na auséncia de
oxigénio. Na presenca de oxigénio, redizam respiracdo e na auséncia, fermentacdo. Séo
anaerobios facultativos.

Saccharomyces cerevisiae apresenta-se morfologicamente como céulas globosss,
ovas, dipsoidais, cilindréides ou aongadas, medem de 3 a 7 nm e sBo normamente de cinco
a sete vezes maiores que as bactérias (Macedo, 1993).

Em concordancia com Lodder (1970), o género Saccharomyces foi definido por
Ress em 1870 e inclui hoje, 41 espécies e sais variedades. Segundo o autor, a espécie
Saccharomyces cerevisae tem sdo empregada como fonte produtora de uma grande
variedade de enzimas. Nenhuma outra espécie tem sSdo submetida, tdo intensamente, a
estudos biogquimicos e genéticos.

Quanto a nutricdo, Saccharomyces cerevisiae s8o organismos heterétrofos que se
dimentam por absorcdo. Os principals nutrientes, necessaios ao desenvolvimento  das
leveduras, para que ocorra uma fermentacdo satisfatdria, sfo: 0 nitrogénio, eemento de
transformacdo pladica, importante para o0 crescimento da levedura; o fésforo, elemento de
trandocacdo de energia, em sua auséncia, ndo ocorrera fermentacdo; o potassio, 0 magnésio, o

Zinco, 0 manganés, todos importantes nas reagdes enziméticas, vitaminas do complexo B, que
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sd0 aceleradoras das fermentacfes, adém da presenca de outros sais, a exemplo de cobalto
cobre, enxofre, boro que sdo referidos como micronutrientes (Macedo, 1993).

Quanto as condigbes de cultivo, Saccharomyces cerevisiae SG0 microrganismos
acidéfilos. Quando em fermentagBes acodlicas, o pH entre 4 e 5 € consderado idedl. Tratase
da faixa de atividade 6tima da enzima invertase (secarase) das leveduras e, provavelmente,
das demas enzimas produzidas por este microrganismo. A aividade das leveduras esti
diretamente ligada a acidez do meio fermentativo. Um meo com acidez ided, dém de
propiciar um ambiente adequado as leveduras, agirg, ainda, como bactericida, inibindo o
crescimento de adgumeas bactérias contaminantes do meio. Um meio com pH dcdino induz a
desvios do mecanismo norma de fermentacdo como, por exemplo, 0 aumento da producdo de
glicerina em detrimento a de etanol. Um meio com pH abaixo de 4, também ndo é benéfico a
fermentacéo acodlica por reduzir a velocidade de fermentacéo e aumentar a taxa de morte
celular (Amorim, 1977).

Saccharomyces cerevisiae pode crescer em meio com elevadas concentracOes de
aclcar, de 200 a 220g/L e suportam altas concentracdes de etanol: em torno de 12°GL. Séo
leveduras perfeitas, isto € produzem ascOsporos por conjugacdo. Os ascdsporos sdo mais
resstentes a condigdes adversas do ambiente do que as cdulas vegetativas e contribuem para
a sobrevivéncia da espécie. As leveduras podem crescer em temperaturas que variam de 5 a
39°C, dependendo da cepa. Formam coldnias brancas a cremes, butirosas. Em fermentagtes
acodlicas, a temperatura ided para o desenvolvimento de leveduras fica entre 26 e 35°C. Na
préatica indudtrid, € comum agui na regido Nordeste, que a temperatura chegue nas dornas de
fermentacdo a 38°C ou aé um pouco mais, por deficiéncia de refrigeracdo. Ainda assm as
leveduras desempenham bem o seu papel fermentativo, porém, a perda de dcool, por
evaporacdo e arraste, cresce muito. Isto também favorece o crescimento de bactérias
termotolerantes, principamente dos géneros Lactobacillus e Acetobacter que podem vir a se
transformar em problemas para a fermentacéo (Moraes, 2001).

Saccharomyces cerevisiae se reproduz, assexuadamente, por brotamento ou
gemulacdo da célula m&. No processo de brotamento, a cdula mée origina um broto que
cresce e recebe um nucleo, gpos a divisdo do nicleo da cdlula mé. A cdula filha separa-se da
cdula mée, peda formacdo de uma parede cdular, rica em mananas (um polimero de manose).
O broto, também denominado de gémula, pode permanecer ligado a célula mée, formando

pseudo-hifas, que em seu conjunto, formam pseudomicdlio (Trabuls, 1986).
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Os subdgtratos utilizados para producdo de etanol por Saccharomyces cerevisiae,
podem ser classficados como: agucarados (cana-de-aclcar, beterraba agucareira, melacos,
mel de abelha e frutas), como amilaceos (amido de gréos e fécula de raizes e tubérculos) e
como celulésicos ou derivados de celulose (madeiras e seus residuos sulfiticos de fébricas de
pape). Os subdratos acucarados sdo divididos em: diretamente fermentavels (que néo
precisam de tratamento hidrolitico para serem fermentados pelo microrganismo) e néo
dirstamente fermentdveis. Os fermentdveis seriam as hexoses glicose e frutose e os
dissacarideos sacarose e madtose. Os polissacarideos amido, glicogénio e cdulose s&o
exemplos de subdratos, ndo diretamente fermentavels, pois precisam de tratamento hidrolitico
para serem fermentados por leveduras. (Rose, 1961)

Um dos aspectos bioquimicos mais importantes do  Saccharomyces cerevisiae € a
capacidade de produzir etanol e uma caracterigtica interessante desta levedura € o chamado
diauxismo, ou sga, a cepacidade de apresentar um perfil duplo de crescimento, pois o
Saccharomyces cerevisiae pode se multiplicar tanto em agrobiose, quanto em anaerobiose.
Quando == utiliza a glicose como fonte de carbono do meio, um fendbmeno denominado
repressdo por glicose € o responsavel pelo aparecimento do diauxismo. O catabolismo da
glicose peo Saccharomyces cerevisiae pode se dar tanto pela via anaerébia (fermentativa)
quanto pela aerdbia (respiratdria). A transformacdo da glicose em piruvato € comum as duas
vias. Ao chegar ao piruvato na auséncia de Oy, a via escolhida é a anaerdbia, via de Embden+
Meyerhof-Parnas (Figura 1) com a formagéo de CO, e etanol. Mesmo na presenca de O,, avia
escolhida pode ser ainda a anagrdbia, desde que a concentracdo de glicose do melo sga
superior a 9 g/L, considerada concentragdo critica. Em concentracBes de glicose, acima da
critica, acontece o fenbmeno denominado repressdo por glicose que consiste na repressao dos
genes que codificam as enzimas do ciclo de Krebs, enzimas da cadeia respiratoria e estruturas
mitocondriais. Com a atividade mitocondrid do Saccharomyces cerevisiae reduzida, a via
seguida pelo piruvato é a anaerébia com a formacdo de CO, e etanol. Por outro lado, em
meio, contendo concentracbes de glicose abaixo da critica e na presenca de O», 0 piruvato
Seguird a via aerdbia, pois ndo se encontram reprimidos 0s genes em questdo. Portanto, ao
egotar-s2 a glicose do meio, ndo mas exidira a repressio dos genes citados, criando
condic¢Bes para que a fonte de carbono que agora serd o etanol, produzido pela levedura, passe
a s utilizado pela recém criada via agrdébia O diauxismo pode também ser verificado,
quando o Saccharomyces cerevisiae se defronta com duas fontes de carbono diferentes no

meio de cultura (Rettori e Volpe, 1999).
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2.3 — Acdo de campos magnéticos sobre os sistemas bioldgicos e particularidades de

fer mentagdes alcodlicas

Kimba (1937) afirma que a aplicacdo de um campo magnético de 11.000 Gauss no
crescimento de Saccharomyces cerevisiae, em meio sdlido, promove um retardo de 20% a
30% na taxa de brotamento da levedura. Segundo a autora, o efeito do campo na levedura
comega a aparecer na segunda metade da fase Lag e € produzido pelo gradiente de campo.
Isto ocorre porque, enquanto campos homogéneos, apenas orientam as particulas
paramagnéticas do materia, a exemplo de radicas como (CgHg)s — OH e dgumas cdulas
catditicas que contém ferro, campos ndo homogéneos, dém de orientarem as particulas
paramagnéticas, tendem ainda a forcar a entrada do materia bioldgico para a parte dta do
campo. Isto explicaria, segundo a autora, porque muitos experimentos bioldgicos, com
campos homogéneos de dta intensgdade, falharam, a0 passo que, campos ndo homogéneos de
pequena intensdade, produziram edatisticamente bons resultados. A autora afirma que 0s
efeitos produzidos no brotamento das leveduras estéo sempre associados a campos
magnéticos ndo homogéneos, pois, campos homogéneos, ndo produzem efeitos. A autora
ressdta que uma provave explicacdo para o caso € o fato de agumas moléculas das cdulas
serem dedocadas de suas posiges, interrompendo assm o progresso normal do anabolismo
ceular.

Jenisson  (1937), ao fazer experimentos com leveduras e bactérias, rdlata que
campos magnéticos estéticos de 3.000 Gauss ndo produzem efeitos sobre o tamanho e a
morfologia de colbnia, o tamanho e a forma individud das cdulas, a reacdo para coloracdo de
Gram e a producéo de esporos. Para chegar a estas conclusdes, 0 autor semeou leveduras em
placas de Petri contendo (AN) Agar Nutritivo, dentre outros meios e colocouas entre os polos
de um detroima cuja intensidade média de campo era de 3.000 Gauss. O campo era gplicado
de duas maneras. a primera aravessando perpendicularmente a superficie da placa e a
segunda aravessando paradamente a superficiee O experimento foi redizado, durante 48
horas a 25°C. O autor semeou leveduras em meio sdlido e expds a0 campo magnético.
Provavdmente, a utilizacdo do meio sdlido tenha impedido 0 aparecimento de dgum efeito
biolégico, uma vez que ndo foram dadas condigbes necessarias para que 0 campo magnético
interagisse com o0 dstema. Ndo houve leveduras em suspensdo, ndo foi possivel  haver

interac@o de particul as paramagnéticas em supensao com o campo.
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Em novembro de 1961, foi redizado pela Faculdade de Farmécia da Universdade
de lllinois (Estados Unidos), o primeiro Simpdsio de Biomagnetismo. Foram apresentados
diversos trabalhos, relatando efeitos bioldgicos, causados por campos magnéticos. Neste
evento se destacou o trabaho de Gerencser et al.(1962) dém do surgimento de propostas
novas para possives interpretagdes de efeitos de campos magnéticos sobre os Sstemas
biol6gicos (Barnothy, 1962).

Gerencser et al. (1962) submeteram culturas das bactérias Serratia marcescens e
Saphylococcus aureus a campos megnéticos, ndo homogéneos, de 15.000 Gauss com
gradientes de 2.300 Gauss/'cm e 5.200 Gauss/cm respectivamente, com intervalos 6, 7, 8, 9 e
10 horas de exposicén. Os autores observaram que em ambas as culturas houve inibicdo do
crescimento entre 7 e 8 horas de exposicdo ao campo, indicando que o campo magnético afeta
0 crescimento bacteriano e que 0 mecanismo exato que causa a inibicdo € desconhecido,
sendo mais provavel que a inibicdo sga indicativa de um fenbmeno paramagnético onde a
bactéria muda sua posicdo relativa na direcdo do vetor gradiente do campo. Esta congtante
mudanca de posicdo sugere a exigténcia de correntes de convecgdo e movimento Browniano
gue tenderiam a apresentar, em primero plano, efeitos cumulativos reversivels e, por Gltimo,
efeitos imediatamente permanentes no crescimento do microrganismo exposto.

Reno e Nutini (1963) investigando os efeitos de campos magnéticos de 7.300
Gauss na respiracdo celular em tecidos de rins de ratos, inoculados com cdulas tumorais,
airmam exigir uma correlacéo entre a atividade metabdlica dos tecidos e a intensdade e a
direcdo do campo magnético. Segundo os autores, embora tenham observado que campo
magnético causa dguma interferéncia na taxa de oxigenacdo dos tecidos investigados, néo foi
objeto do trabalho, explicar através de bases tedricas, o fendmeno observado.

Akoyounoglou (1964) estudou os efeitos de campos magnéticos edtdicos de
20.000 Gauss na dividade da enzima carboxidismutase que € uma enzima que cadisa a

reacdo de descarboxilagdo priméria em fotossinteses, representada pela reacéo.

RIBULOSE - 15- DIFOSFATO +HCO5 %5433 3% %4 3 % 9%:® 3- FOSFOGLICERATO

A atividade da carboxidismutase é aumentada na ordem de 14% a 20%, quando o
tubo contendo a solucéo com a enzima é colocado entre os polos de um eetroima e exposto a
um campo magnético de 20.000 Gauss. Para evitar 0 aguecimento e consequiente acimulo de

perturbacBes no sistema, a solucéo enzimética foi colocada em tubos de paredes duplas por
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onde circulava agua a 4°C e envolvidos com uma cobertura preta para eiminar quaquer
efeito, devido a presenca de luz. O autor afirma ainda que € naturd a perda da atividade
enzimatica em decorréncia do tempo, devido a desnaturacdo da enzima. No entanto, esta
inativacdo foi mais visivel no grupo controle, ndo exposto a0 @mpo, do que no teste, exposto
a0 campo. Para o autor, o efeito do campo parece ser 0 inverso da desnaturacéo.

Moskwa e Rostkowska (1965) acompanharam a aplicacdo de campos magnéticos
homogéneos de 2400 a 3.600 Gauss nas fermentagbes em batelada com Saccharomyces
cerevisiae. Os autores afirmam que a produgdo de CO, nos restores teste (magnetizados) foi
30% menor que a producdo de CO, nos reatores controle (sem a presenca do campo
magnético). Os autores acreditam que marcante diminuicdo na producdo de CO; nos
reatores teste indica que o campo magnético de 2400 Gauss a 3.600 Gauss prgudica a
fermentac@o. Citam anda que a fermentacdo foi mais lenta nos reatores submetidos a0 campo
do que nos reatores utilizados como controle, sem campo magnético. Para o experimento, os
autores utilizaram um meio de crescimento a base de sacarose (25 g/L) e agplicaram o campo
em intervalos de tempo que variavam de 35 a 90 minutos. A producéo de CO, foi medida para
cadaintervalo de tempo.

Labes (1966) cita que campos magnéticos na ordem de 1.000 Gauss e superior,
influenciam os fendmenos relativos a trangporte de ions, a trandferéncia de massa (velocidade
de difusio) e a velocidade de reacd nos Sstemas bioldgicos. Este argumento, segundo o
autor, esta baseado na combinacdo de observagOes, ja bem conhecidas e documentadas na
literatura. A primeira é que as moléculas, tipo bastonete, dentro de um cristd liquido, podem
seguir a orientacdo das linhas de forca de um campo magnético; e a segunda € que materiais
crigdinos liquidos tém sdo identificados em seres vivos. Segundo  Labes (1966), existem
muitos trabahos, relatando os efeitos de campos magnéticos nas propriedades didétricas dos
crigais liquidos e os s stemas biol 0gicos estdo repletos de materias crigtdinos liquidos.

Segundo Nostran et al. (1967), o principa efeito dos campos magnéticos de 4.600
Gauss sobre 0 Saccharomyces cerevisiae, corresponde a uma sgnificante reducdo do
crescimento celular, durante o tempo em que a levedura foi exposta a0 campo. Afirmam anda
gque o efeto inibitdrio, no crescimento da levedura foi mascarado pela pressio osmdtica na
temperatura de 38°C, indicando que a reducdo na quantidade de &gua das cdulas, permite que
0 crecimento cdular sga mais eficiente a temperatura mais devada. Citam os autores que

umarelacdo de sinergismo foi evidente entre a pressdo osmética e a temperatura.
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Haberditzi (1967) pesquisou mudancas na dividade das enzimas glutamico
desdrogenase (GDH) e catdase, quando submetidas a presenca de campos magnéticos
externos. Segundo o autor, a atividade da GDH teve um decréscimo de 5 a 12%, quando
submetida, durante 40 minutos, & acdo de um campo magnético estético de 70.000 Gauss,
enquanto que, a atividade da catalase foi aumentada de 5 a 16%, quando submetida, durante
15 minutos, a agdo de um campo magnético estético de 60.000 Gauss.

Cook et al. (1969) redizaram estudos sobre os efeitos de campos magnéticos
edédticos na respiracdo celular de Saccharomyces cerevisiae. Ao submeterem as leveduras a
acao de campos magnéticos estéticos de 80 a 10.000 Gauss, os autores observaram que a
respiracdo celular foi estimulada numa média de 40 + 5%. Houve uma pequena depressio na
ordem de 6,8% na respiracéo celular, quando a levedura foi exposta a intensidade de campo
de 80 Gauss. Nas demais intensidades investigadas, ou sga, 85, 90, 100, 200, 500, 3.000,
5.000, 7.300 Gauss e 10.000 Gauss, houve um incremento médio de 40 + 5%. Segundo os
autores citados, a razdo deste efeito biologico, poderia ser atribuida a existéncia de cdulas em
diferentes estégios de proliferacéo o que seriaassm a“ chave do mistério”.

Senftle e Hambright (1969) invedtigaran as caracteridicas dos maerias
biolégicos, quanto a suscetibilidade a campos magnéticos. Segundo os autores, a maioria dos
materiais biologicos é diamagnética, dguns sBo paramagnéticos e poucas ocorréncias tém
sdo relatadas, quanto a presenca de materiais ferromagnéticos nos sstemas biolégicos. Os
autores citam também que os compostos que ndo possuem eétrons desemparelhados sfo
diamagnéticos, ndo sfo suscetivels a campos magnéticos e independem da temperatura. Os
radicais livres sB0 paramagnéticos, pois contém ions de metais de transicdo com eétrons
desemparelhados. S&0 dependentes da temperatura e pouco suscetivels a acdo do campo
magnético. Alguns metais e componentes inorganicos tém propriedades ferromagnéticas e sfo
dependentes da temperatura. Os autores relaam que o paramagnetismo € inversamente
proporcional a temperatura absoluta e, que, enquanto 0 paramagnetismo € dependente da
temperatura, 0 diamagnetismo € independente. Por esta razéo, um componente paramagnético
€ mais facilmente detectado num meio biologico.

Liboff (1969) sugere que 0 processo de crescimento cdular é movido por um
mecanismo de dissociagdo e difusfo de sais entre 0 melo extracdular e o citoplasma, via
membrana plasmética e vice versa, e entre o citoplasma e o0 nlcleo, via membrana nuclear e
vice versa O autor afirma que existem duas regras Smples que mostram que 0 campo

magnético pode influenciar a edrutura do sstema cdular, aravés de um mecanismo de
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interferéncia no processo de difusdo ibnica. Cita ainda que campos magnéticos interagem com
cagas em movimento. Segundo O autor, nestas regras Smples que se apresentam para
explicar o fenbmeno, em ambas, a oOrbita da particula carregada € considerada helicoida na
presenca de um campo magnético. O raio da parte circular da hélice é chamado de raio de
Larmor. Para a primeira regra, consderar-se-ia  uma particula ionizada de massa 30 um.a. a
temperatura absoluta de 300 K. O campo magnético B, capaz de provocar dgum efeito

biol6gico estarelacionado com o raio de Larmor pela expresso 2.2 a seguir:
B@O/R (cgs) (2.2

O autor considera ser o vaor de R para cdulas tipicas, RAL0“ cm Segundo estas
condigdes, 0 vador do campo magnético B, capaz de provocar algum efeito bioldgico seria
goroximadamente igud a 10° Gauss. A segunda regra é obtida, segundo o autor, mediante as
seguintes consideragfes. supondo-se que a particula carregada eta se movendo num meio
viscoso, a particula estd sofrendo ? colisies por segundo e que, S8 0 campo magnético
permanece através do meio, entdo a particula carregada move-se numa érbita helicoidd com o
raio de Larmor, com a freqiéncia de Larmor O, e considerando-se ainda, que para a particula
provocar agum efeito, €la deve executar peo menos uma 6rbita de Larmor, antes de colidir.

Logo teria- se

0>? ® w>1

<

Para uma particula de massa “m” e carga “€’ que esta se movendo num meio caracterizado
por um coeficiente de mohilidade p » 10 e ? »10*colisdes/seg sob presenca de um campo
magnético B, toma-se a equagdo 2.3

O/ ?=uBlc (2.3)

onde ¢ é a velocidade da luz c=3.10'° cm/s e O/ ? > 1, logo pB/c >1, 10° B/3.10*° > 1, logo
terfamos B » 10 Gauss
Portanto segundo o autor, mediante estas condigBes, seria necessio um campo magnético

extremamente evado de 10" Gauss, para provocar dgum efeito biolégico.
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Beloss e Duclos (1973) redizaram estudos sobre os efeitos de campos magnéticos
no crescimento cdlular do Saccharomyces cerevisiae. Os autores estudaram fermentagoes em
frascos e expuseram durante 3 horas a um campo magnético de intensdade média 5.200
Gauss, por intermédio de um detroimd A temperatura média do ambiente foi de 30°C.
Obtiveram como resultado um brotamento na ordem de 131,12 brotos para cada 500 células
no controle e 165,62 brotos para cada 500 células, no magnetizado, ou sga, um brotamento
mais acentuado nas células submetidas a acéo do campo. Segundo os autores, o brotamento
das leveduras, apés 0 campo magnético, € a favor da hipdtese de que as sinteses s&0
aumentadas até 0 esgotamento da reserva de energia armazenada.

Schaarsschmidt e Lamprecht (1974) investigando os €efetos de campos
magnéticos, combinados com luz ultravioleta em Saccharomyces cerevisiae, observaram que
0 campo magnético, quando aplicado, antes da exposicdo, a radiacdo ultra violeta UV,
promove um incremento na taxa de sobrevida, e, quando aplicado, logo apds a exposicéo a
UV, mosrou uma diminuicdo. O experimento foi redizado com duas cepas. a cepa 211 e
uma outra mutante S20294 Cl com dta sengbilidade a luz ultravioleta O campo utilizado foi
de 73.000 Gauss, gerado por um supercondutor magnético (CRYOS 30-350, Siemens) com
3cm de didmetro. Os autores afirmam ainda que as células expostas a0 campo magnético,
acima citado, mosgraram uma diminuicdo na taxa de crexcimento, combinado com um
incremento na producdo de gas, indicando uma estimulagcdo no metabolismo.

Blakemore (1975), por sua vez, dirma ter ddo observado em sedimentos
marinhos, bactérias com mobilidade para campos magnéticos locais. O autor cita que estes
organismos “magnetogtaticos’ possuem novas paticulas, ricas em fearo, no interior do
citoplasma e que edtas particulas impdem um momento magnético as céulas. |0 poderia
esclarecer a migragdo destes microrganismos, observadas até em campos fracos de 0,5 Gauss.
O autor cita que estes microrganismos, ndo foram ainda isolados e crescidos em cultura pura,
e que, tirando proveito de procedimentos magnetogtaticos, conseguiu obter uma suspensio de
células purificadas para andise em microscopia e etronica

De acordo com os resultados publicados por Moore (1979), o crescimento de
microrganismos pode s edimulado ou inibido em presenca de campos magnéticos
aternantes, dependendo da intensidade e da freqiéncia do campo. O autor afirma ainda que a
eporulacédo e a freqiéncia de mutacd dos microrganismos, ndo foram afetadas pelas
intensdades e fregiéncias de campos magnéticos, utilizados nos experimentos. Foram

utilizados nos experimentos, campos magnéticos aternantes, com freqiiéncias variando de 0 a
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0,3 Hz e intensidades de 50 Gauss a 900 Gauss, aplicados sobre leveduras da espécie Candida
albicans e bactérias das espécies Bacillus subtilis (clulas vegetativas e esporos),
Saphylococcus epidermidis, Pseudomomnas aeruginosa e Hal obacterium hal obium.

Gdar e Sanchez (1985) verificaram a influéncia da acdo de campos magnéticos
continuos e dternantes de diferentes intensdades sobre 0 crescimento do Saccharomyces
cerevisae. No experimento, foi feito o monitoramento de parémetros como: densdade
celular, consumo de glicose e producéo de ions de hidrogénio. Os autores afirmam que o
campo magnético pulsante de 150 Gauss e 120 Hz, nd interfere dgnificaivamente no
crescimento da levedura e que o campo pulsante de 300 a 2000 Gauss possui efeito maximo
em 600 Gauss com 8 horas de exposicdo. Para esta intensidade, a densidade oOptica do grupo
magnetizado foi eddidicamente maior em 29% e a glicose resdud dgnificativamente
menor; resultando num consumo de glicose 25% maor no grupo magnetizado. No campo
magnético aternante, de 450 Gauss e 60 Hz, houve uma diminuicdo de 19% na velocidade de
crescimento em relacd ao controle e 0s campos hagnéticos continuos de 300 a 600 Gauss,
ndo produziram efetos dSgnificativos nos parémetros estudados. Em  decorréncia da
complexidade dos seres vivos e em se tratando de sstemas unicelulares, como é 0 caso, ndo
foi possivel saber quais estruturas foram ateradas pela acdo dos campos magnéticos para se
obterem respostas a fenbmenos, observados macroscopicamente. Porém, existen algumas
formas pelas quais um sistema bioldgico poderia interagir com um campo magnético externo.
Em termos gerais, dois fendmenos sfo relacionados pelos autores. O primeiro € a interacéo
entre cargas détricas (ions) em movimento e campos magnéticos e 0 segundo € a interacdo
entre dipolos magnéicos moleculares ou atdmicos e campos magnéticos. Em ambos os casos,
deverian s condderadas as caracteritticas paramagnéticas, tanto do sstema bioldgico
quanto do meio de cultivo. Os autores afirmam ainda que noS Seres Vivos existem campos
magnéticos, associados a0 movimento de particulas portadoras de cargas eétricas,
epecidmente aravés das membranas e do citoplasma de cdulas, dém da existéncia de
edruturas magneticamente influenciaveis que se comportam como dipolos magnéticos em
presenca de campos magnéticos externos, a exemplo dos radicais livres que apresentam
propriedades paramagnéticas. Os efeitos de campos magnéticos sobre 0 crescimento de
leveduras est@o relacionados com a rotagdo de particulas do sistema, as quais se comportariam
como dipolos magnéticos que tenderiam a orientar-se no campo externo, segundo a direcéo
deste. Isto implicaria que 0 campo magnético estéaico estaria produzindo uma restricdo a livre

rotacéo térmica das moléculas paramagnéticas.
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Moraes et al. (1986) executando estudos sobre os efeitos do etanol na atividade
fermentativa do Saccharomyces cerevisiae observaram que o efeito do etanol no crescimento
da levedura gpresenta uma cinética de inibicdo ndo competitiva, caracteristica esta, também
encontrada na aividade fermentativa. Para tanto os autores cultivaram a cepa Y 185 do
Depatamento de Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP em meio sdlido, a 4°C. O crescimento era medido através da densidade
celular relacionada com 0 peso seco através da curva de calibracdo. A producéo de etanol e de
gas carbbnico foi acomparhada observando as velocidades de producéo de CO», utilizando os
frascos conectados a um respirdometro de Gilson A fermentacdo era iniciada logo apos a
adicdo da suspensdo de células no interior do frasco do respirbmetro. Quando em presenca de
gtanol, a liberacdo de CO, 0 se iniciava apds uma curta fase “lag” que variava de 4 a 15
minutos cuja duracdo aumentava proporcionamente a0 aumento da concentracéo inicid de
etanol. Esta fase acontecia, devido a dificuldade de homogeneizacdo entre cdlulas e etanol nos
frascos. Apés esta fase, ndo linear, a producdo de CO,, variou linearmente com o tempo e sua
veocidade diminuiu, proporcionamente, a0 aumento da concentracdo de etanol nos
diferentes frascos que no experimento foi de: 36,8; 46,0; 55,2; 64,4; 73,6; e 82,8 g/L.

Gutierez et al. (1988), investigando o crescimento de Saccharomyces cerevisiae
em diferentes fontes e concentracdo de carbono, afirmaram que a concentracdo de aclcar do
melo ndo teria uma relacdo linear com a velocidade de crescimento da levedura. Observaram
também que o pH do meio tem pouca influéncia no crescimento. Para 0 experimento, 0 melo
de cultura utilizado era composto de extrato de levedura 1g/L, bactopeptona 2g/L e glicose
nas seguintes concentragdes. 1, 20, 60 e 100 g/L com o pH gustado para dois valores. 4,5 e
6,2. Os pesquisadores testaram 2 cepas de Saccharomyces cerevisiae, uma sdvagem e uma
outra EC-81 mutante antibidtico resstente. A velocidade de crescimento da cepa sdvagem,
independente da concentracdo de aclcar e do pH, £ manteve sem diferencas etatisticamente
sgnificantes, enquanto que a cepa mutante goresentou um crescimento étimo na concentragéo
20 g/L deglicose.

Okuno et al. (1991), trabahando com aplicacdo de dtos campos magnéticos no
crescimento da Escherichia coli, citam que néo foi observado nem mutacdo nem efeitos letais
sobre a bactéria, quando expostas a campos magnéticos de 117.000 Gauss. Quando a bactéria
fol cultivada em meio complexo, o crescimento foi estimulado e quando cultivada em meo
gntético, a taxa de crecimento foi reduzida sgnificativamente. Observaram anda, que o

campo magnético pode provocar dgum efeito como mudanca na estrutura da membrana
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dterando a permesbilidade da mesma, mudanca na conformacdo de enzimas ou atividades
intracdulares. Foram utilizados dois meios complexos e dois meios dntéticos durante o
experimento. Os meios complexos eram ricos em compostos organicos e oS meios sintéticos
em compostos inorganicos.

Age e Radul (1992) verificaram que campos eetromagnéticos de 10 Gauss e
60Hz ndo induzem, em cdulas de Saccharomyces cerevisiae, nem mutacdo, nem ligagOes
cruzadas de cromossomos homaologos (rossing-over) nem conversdo de gene. Para redizar as
andlises os autores expuseram células da levedura durante 3 dias a temperatura ambiente entre
23 e24°C emmeio YPD.

Malko et al. (1994), submeteram Saccharomyces cerevisiae a campos magnéticos
de 15.000 Gauss, usando um gparedho clinico de ressonancia magnética. Os autores relatam
gue ndo encontraram evidéncias edatidicas que comprovassem o efeito do campo no
cecimento cdular. As cdulas magnetizadas e o controle foram cultivados a mesma
temperatura e o crescimento celular, observado através de microscopia dptica e contagem de
cdulas vidveis O expaimento foi redizado, durante, agproximadamente, sete divisdes
cdulares. Os autores ndo encontraram mudancas no crescimento celular das leveduras
expostas a0 campo, provavelmente devido ao curto tempo de exposicdo. A exposicao ao
campo, segundo os autores, se deu por um periodo de agproximadamente sete divisdes
cdulares, 0 que eguivderia a goroximadamente 35 horas, uma vez que as leveduras,
normamente, se reproduzem em ciclos de 30 min (Macedo, 1993). Os efeitos biologicos no
crescimento de leveduras, expostas a campos magnéticos, hormalmente sdo observados, apds
sais horas de exposicao, ou mais, conforme detectamos na maioria dos relatos da literatura,

Blank et al. (1995) em seus estudos relatam que a atividade da bomba de sodio-
potassio (NaK-ATPase) da membrana é afetada, quando em presenca de campos elétricos e
magnéticos. Sob condicBes Gtimas, a atividade enzimética € inibida por campos détricos e
esimulada por campos magnéticos. No entanto, ambos 0s campos causam incrementos na
aividade enzimética, quando a atividade basd da enzima é reduzida pela idade, por
diminuicdo da temperatura, ou por inibidores. Os autores verificaram que, sob condigdes
basais, 0 campo magnético (0 a 70 Hz e 0 a 2 Gauss) aumenta  a atividade da NaK-ATPase
de5a10%.

Binninger e Ungvichian (1996) &firmam que a expressio de gens em
Saccharomyces cerevisae € dterada pela resposta a exposicdo continua a um campo

eletromagnético de 0,2 Gauss e 60 Hz. Este efeito foi observado por mudancas na quantidade
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de mM(RNAS) especificos. Estas mudancas foram avdiadas aravés de detroforese
bidimensonad em gd. As leveduras foram expostas ao campo, durante um periodo de
goproximadamente 15 divisdes cdulares

Vigats et al. (1996) estudaran mudangas nos parametros do anabolismo
(velocidade de crescimento, aumento da biomassa) e do catabolismo (producéo de etanol e
levand) da bactéria Zymomonas mobilis. Para 0 experimento, os autores utilizaram um meio
de cultura, contendo sacarose como fonte de carbono. Verificokrse a exigéncia de uma
ggnificante rdacdo linear entre um incremento No crescimento da biomassa e um aumento na
producdo de etanol. Com edtes resultados, 0s autores sugerem que a sintese de etanol em
Zymomonas mobilis tem um crescimento associado ao aumento da biomassa.

Ivanova et al. (1996) trabalharam com Saccharomyces cerevisiae, imobilizado em
reator com leito edtabilizado em campo magnético externo de 800 Gauss a 2.600 Gauss,
transversdl a0 escoamento do  fluido. Através da vaiacdo do fluxo de fluido,
independentemente da variacdo da intensdade de campo, os autores afirmam que puderam
vaiar a expansdo do leito, permitindo a criagdo de leitos fixos com diferentes arranjos de
particulas que afetaram a porosidade do leito, a &ea de contato fluido-particula e os processos
de trandferéncia de massa. Neste trabalho, foi observado atas concentragbes de etanol (1,5
vezes maior) e consumo de glicose 27% superior a0 adcancado em reator de leto
convenciond. (reator de leito fixo sem presenca de campo magnético).

Shoda (1996), a0 expor células de Escherichia coli a campos magnéticos de
70.000 Gauss, observou que ndo houve aumento na taxa de morte ceular de mutantes
bacterianos com varios sstemas de reparo deficientes. Isto levou o autor a concluir que esta
intensdade de campo, ndo afeta 0 DNA destas cdulas. No experimento, bactérias foram
cultivadas no SBS (Superconducting Magnet Biosystem), que nada mais é do que um ima e
um biorreator sob um campo magnético continuo de 70.000 Gauss. Observou-se que O
cecimento cdular foi praicamente igud a0 grupo controle (sem campo) até a fase
edtacionaria, mas que na fase de declinio, 0 nimero de células do grupo teste, foi sempre mais
elevado do que o controle, indicando que quando os nutrientes celulares estdo se exaurindo, as
cdulas fican sensvels a dtos campos magnéticos. O crescimento cdlular foi  acompanhado
durante as fases exponencid, estacionaria e de declinio, e o tempo de acompanhamento variou
de24 a72h.

Montenegro (1999) relata que o crescimento de Saccharomyces cerevisiae, em

meio Sabouraud (glicose 40g/L), submetido a acdo de um campo magnético de 2.200 Gauss,
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produziu 72% a mais de CO, que o grupo controle (sem o campo). Neste experimento, foi
verificado que a atividade da hexoquinase, determinada aravés de Kit enzimético, aumentou
de 10 a 15%.

Horiuchi et al (2000) cultivaram a bactéria Escherichia coli, aerobiamente, em
meio LB (Luria-Bertani), composto de: 10g/L de polipeptona, 5g/L de extrato de levedura,
10g/L de NaCl, suplementado com &cido glutdmico a 43°C, com pH foi gustado para 7, sob a
acé0 de campos magnéticos na faixa de 52.000 a 61.000 Gauss. O nimero de células neste
experimento, na fase estaciondria, foi 100.000 vezes maior do que 0 grupo que ndo estava
submetido a0 campo magnético. Acredita-se que a quantidade de fator sigma S, codificado
pelo gene rpoS do grupo submetido ao campo magnético, é maior que o do grupo controle,
indicando que a atividade do gene rpoS pode ser afetada pelo ato campo magnético.

Motta et al. (2001) em seus experimentos, submeteram leveduras da espécie
Saccharomyces cerevisiae a acdo de campos magnéticos estéticos, ndo homogéneos, de 1.100
Gauss e 2200 Gauss. Os autores afirmam que na presenca do campo magnético de 2.200
Gauss houve um aumento de 84% na biomassa e de 36,1% na producéo de CO, em relagdo ao
controle (sem a presenca do campo). Citan anda que ndo encontraram diferencas
sgnificativas nos parametros estudados, quando em presenca do campo de 1.100 Gauss. Para
a redizacdo dos estudos foram utilizados frascos com tampa, contendo meio Sabouraud

(glicose 20 g/L) e leveduras, expostas ao campo magnético, durante 24horas.
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CAPITULO 3

MATERIAISE METODOS

Este capitulo apresenta inicialmente uma descri¢do detalhada dos materiais utilizados
neste experimento entre eles os biorreatores, 0s magnetos, os meios de cultura, 0S microrganismos e
0s equipamentos utilizados no experimento. Em seguida, sdo relatadas técnicas de cultivo e
manuseio do microrganismo, formas de exposi¢do de meios de fermentagdo a campos magnéticos, e

por fim, técnicas de andlises de acompanhamento da fermentacao.

3.1-MATERIAIS

3.1.1 - Experimentos em biorreatores

As fermentagbes foram conduzidas segundo duas condigbes. experimentos em
biorreatores, com agitagdo mecanica, e experimentos em frascos, sem agitacdo mecanica.

Os hiorrestores utilizados tém capacidade interna de 150 mL e volume til de 120
mL. Foram vedados com tampa de borracha, as quais continham orificio excéntrico de 3 mm
de didmetro, para retirada de amostra, e um furo central de mesmo diametro, por onde passa 0
exo giratdrio em ago inoxidavel, com duas hédlices transversais acopladas ao mesmo, que
giravam a 104 rpm. As hélices tém formato retangular, com 13 mm de comprimento e 4 mm
dedtura A hdliceinferior dista 13 mm do fundo da proveta e 40 mm da hélice superior.

A agitacdo mecénica dos biorregtores foi possivel, mediante uma estrutura descrita

aseguir. Nestes casos foi utilizado um biorreator como teste e um como controle.

3.1.1.1 — Sistema de agitacdo mecanica e suporte dos biorreatores.

A edrutura € composta de uma base inferior de madeira e metd, fixada a uma base
superior de metd, por intermédio de quatro colunas metdicas verticais (Figura 2).

Os dois biorreatores (teste e controle) estdo apoiados na base inferior de madeira
de dimensdes 100 mm x 400 mm x 30 mm com um sulco centrd indentado laterdmente para
melhor fixag8o e estéo separados entre s por 400 mm de distancia.

Os eixos de agitacdo do melo de fermentacdo sfo acionados por um sistema de

polias e transmissdo por correias mpulsionadas por um conjunto motor elérico com redutor
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de velocidade (9w-52rpm-110v, Bodine Eletric Company, Chicago, USA). O motor eétrico
Stua-se no ponto médio da base superior, em posicéo e etricamente neutra.

O gdema de polias que interliga cada reator ab motor compde-se de uma polia
motriz de trés gumes e 30 mm de diametro, acoplada a0 eixo do conjunto motor-redutor e
duas polias movidas de dois gumes e 15 mm de didmetro, acopladas a rolamentos 20 mm de
didmetro, fixados as extremidades da base superior da estrutura por meio de parafusos.

As polias movidas possuem furo centrd por onde sdo acoplados os eixos de
agitacdo dos meios de fermentacdo. A rotacdo da polia motora € 52 rpm e das movidas, 104
rpm. Este sgema permite acionar Smultaneamente os eixos de cada reator por transmisséo
por correlas de seccdo circular. As corrdas foram dimensonadas de forma a impedir o
dedlizamento nas polias, garantindo a rotacdo de 104 rpm em cada exo.

As colunas verticais que interligam as bases inferior e siperior tém perfil “L” com
250 mm de dtura, a uma barra horizontd em perfil “L” com 200 mm de comprimento. As
baras de comprimento 200 mm foram fixadas numa base de madera por parafuso,
congtituindo a base inferior da edtrutura de suporte. Superiormente, as terminagoes das quatro
barras metdicas foram fixadas em uma chapa metdica com perfil em “U” de 100 mm x 20
mm, que congtitui a base superior da estrutura,

Na extremidade, onde se Stua o restor 2 (magnetizado), a estrutura metdica
inferior e veticd ndo foram prolongadas para evitar inteferéncia magnética que o materid

congtituinte da barra metdlica poderia causar nos resultados obtidos, neste biorrestor.

Figura 2 - Experimentos em biorreator es, dotados de agitagdo mecanica
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3.1.2 - Experimentos em frascos

Os frascos colocados sobre uma base de isopor, foram agitados manuamente,
gpenas nos momentos das retiradas das amostras para andises. Nestes experimentos, foram

usados dois frascos submetidos a0 campo megnético e dois frascos como controle sem a

presenca do campo magnético.
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Figura 3 - Fermentacdes em frascos adaptados par a utilizagio de campo magnético

3.1.3 - Campo magnético

3.1.3.1 - Geracdo do campo magnético

O campo magnético utilizado no experimento € do tipo edtéico, ndo homogéneo, de

intensidade 2.650 Gauss, gerado com o auxilio de magnetos.

3.1.3.1.1. - Magnetos.

Os magnetos Uutilizados tém formao cilindrico (Figura 4), condituidos da liga
metdlica NdFeB (Neodymium-Ferro-boro) com Y2 pol de didmetro e ¥4 pol de espessura
(moddlo 27DNE3208 Magnet Sdes & Manufacturing Company, Inc. USA) com densdade
resdua de fluxo B = 12.300 Gauss. A densdade de fluxo ao longo de uma distancia x do
centro da superficie do magneto cilindrico, pode ser caculada em funcéo do seu raio “R” e da
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Sua espessura “L”, com razodvedl exatiddo, aravés da equacdo 3.1 (Magnet Sdes &
Manufacturing Company, Inc.).

ge L+X ] x 9
CJRZ+(L+x)? RZ+x%

B 3.1)

X

=B
2

Onde: R — Raio da base do magneto, L — espessura do magneto (Figura 4)

2F[_ )

|

L X

Figura4 - Representacao gréfica de um magneto cilindricoderaio R eespessural.

A equacdo 3.1 pdde ser comprovada, experimentamente, atraves da medicdo de
densdade de fluxo magnético por ponta de efeito hdl, utilizando um Gaussimetro modeo
9500, FW. BELL, USA. As medigbes foram redlizadas no Departamento de Fisca da
Universidade Federa de Pernambuco.

3.1.4. - Microrganismo

O microrganismo utilizado nos experimentos foi Saccharomyces cerevisiae, obtido
da colecdo do Depatamento de Antibidticos da Universdade Federd de Pernambuco,
classificadacomo DAUFPE — 1012.
3.1.5- Meosdecultura
3.1.5.1- Meode manutencéo

A levedura fol mantida em tubos de ensaio contendo meio de cultivo Sabouraud

Dextrose Agar. O meio foi preparado com pH gustado para 5,6 e esterilizado em autoclave a
120°C, durante 15 minutos. Em seguida, foi entéo distribuido em tubos de 13X180 mm e
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deixado para solidificar em posicéo inclinada. Os componentes do melo Sabouraud dextrose
Agar e suas respectivas concentragies estio relacionados na tabela 2.

Tabela 2 - Componentes do meio de manutencio Sabouraud Dextrose Agar

Componente Quantidade Unidade
Peptona 10 gL
Glicose 40 gL

Agar 15 gL
Agua destilada 1.000 mL

3.1.5.2 - Meios de pré—fermentacéo e fermentacéo

Os meios de crescimento utilizados nas pré-fermentagfes foram 0s mesmos meios
utilizados durante as fermentagdes. As fermentagdes Tipos X e Y foram redizadas, utilizando
um melo, contendo extrato de levedura e glicose, denominado de meo A. O meo A foi
preparado com pH gustado para 5 e esterilizado em aitoclave a 120°C, durante 15 minutos.
Os componentes do meio A e suas respectivas concentragdes estéo relacionados na Tabela 3.

Tabela 3 - Componentes do meio de fermentagéo A

Componente: Quantidade Unidade
Extrato de levedura 5 gL
Glicose 50 oL
Agua destilada 1000 mL

Nas fermentagbes Tipo Z foi utilizado um meo de crescimento, contendo sas
minerais, glicose e extrato de levedura, denominado de meio B. No preparo do meio B, cada
s utilizado, foi previamente dissolvido em agua e a seguir adicionado ab meio contendo
glicose j4 disolvida, permitindo assim uma homogeneizacdo perfeita dos componentes. O
meio teve 0 pH gustado para 5 e foi esterilizado em autoclave a 120°C, durante 15 minutos. A

Tabela 4 apresenta 0os componentes do melo B, com as suas respectivas concentragoes.
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Tabea4 - Componentes do meio de fermentacdo B

Componente Quantidade Unidade
(Glicose) CsH1206 150 gL
(Fosfato de Potéssio Monobésico Anidro) KH,PO4 2 gL
(Sulfato de Magnésio Hidratado) Mg SO47H,0O 1 gL
(Sulfato de Aménio) (NH4)2SO4 2 gL
(Sulfato de Manganés Hidratado) MnSO47H,O 0,1 gL
(Sulfato de Cobre Hidratado) CuSO, 5H20 0,01 gL
(Cloreto de Cacio) CaCb 0,05 gL
(Sulfato Ferroso) Fe SO, 0,01 gL
Extrato de Levedura 5 gL
Agua destilada 1000 mL

3.1.6 — Equipamentos

Foram utilizados os seguintes equipamentos, durante a redlizacao dos ensaios.
Espectrofotdmetro Labormed, Inc, modelo Spectro UV-VISORS, EUA
Bdanca Anditica Scdtec GMBH Heiligengadt, modedo SBA31, precisio
0,0001g, Alemanha.
Bdanca Semi Anditica Marte-Badancas e Equipamentos, modelo AS2000C, Séo
Paulo, Bredl.
Microscopio Binocular Carl Zeiss, Contraste de Fase, So Paulo, Brasil.
Cromatrografo a Gas Ciola & Gregori LTDA, moddo CG Madger, Sdo Paulo,
Bresl
Potenciémetro Metrohm Herisau, modelo E350B, Suica
Estufas Microbiol égicas Fanem LTDA, modd 0002CB, Sao Paulo, Brasil.
Autoclaves Ibacli-AS, Séo Paulo, Brasl.
Gaussimetro F.W. BELL, modelo 9.500 EUA
Esufa a Véacuo, Marconi Equipamentos para Laboratdrio, Moddo MAOQI0,
Piracicaba, SP, Brasl.
Magnetos cilindricos NdFeB, Magnet Sdes & Manufacturing Company, Inc.
modelo 27DNE3208 EUA
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3.2- METODOS

3.2.1 - Manutencao dos micror ganismos

As culturas de Saccharomyces cerevisiae, DAUFPE 1012, foram mantidas em
meio solido, Sabouraud Dextrose Agar sob refrigeracio a 4°C e repicadas para novos meios
solidos, a cada 60 dias. Depois de repicadas, as culturas foram mantidas em estufa, por dois
dias, a 30°C e gpGs o crescimento foram novamente refrigeradas a 4°C. Desta maneira,
manteve-s2 sempre uma quantidade de cdulas, em estoque suficiente, para satifazer a

demanda das fermentacoes.

3.2.2 - Preparo doinéculo

A fase de pré-fermentacdo constiu na inoculacdo de cdulas de Saccharomyces
cerevisiae, retiradas do meio de manutencéo (sdlido) no meio de Pré-fermentacéo (liquido)
estéril. As cdulas inoculadas no meio de pré-fermentacdo eram mantidas em estufa a 30°C,
por um periodo de 18 a 20 foras. Apds este periodo, adicionava-se a0 meio de fermentacéo,
obedecendo a0 aumento de volume de cultivo na ordem de 10% (v/iv). Para se garantir
concentragbes inicials de células iguas em todos os biorrestores, os volumes de pré
fermentagdo eram adicionados a0 meio de fermentacéo, contido em um bado de fundo chato
de capacidade 1000mL, obedecendo a0 aumento de volume de cultivo na ordem de 10%(V/v).
Produzia-se numa quantidade suficiente para abastecer a todos os biorreatores. A seguir o
melo era homogeneizado e feita a distribuicdo para cada biorreator. Todas as etgpas seguiram:
se, obedecendo as técnicas de manuseio de microrganismos. O volume Util de cada biorreator
era de 120mL. Durante a fermentacd0 nd&o houve controle de temperatura. A temperatura
utilizada foi a temperatura ambiente, 27 + 2°C, tanto para o grupo teste (magnetizado), quanto

para o controle.
3.2.3 - Obtencao de amostras
A retirada de materid dos biorregtores para andises foi redizada através de um

orificio na tampa de borracha, utilizando agulha de (120x2) mm acoplada a uma seringa de 5

mL. Os orificios foram abertos, (destampados) apenas no momento da retirada do meterid e
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sempre proximo a um bico de Bunsen. No inicio de cada fermentacdo, foram retirados 3mL
do contelido de cada bhiorreator para andises. Das amostras seguintes, foi retirado apenas 1,5
mL de cada biorreator. Ao find de cada fermentacdo, foram retirados em média 12 mL do
contelido de cada biorreator, o que equivae a 10% do volume inicid.

3.2.4 - Exposi¢cdo ao campo magnético

Os biorreatores teste foram submetidos a0 campo gerado por cinco pares de
magnetos cilindricos (modelo 27DNE3208 NdFeB fabricados por Magnet Sdes &
Manufacturing, Inc,) os quais se defrontavam com os pdlos opostos. A exposicdo a0 campo
magnético, foi projetada, obedecendo a dois esquemas, os quais foram chamados de arranjo 1
e aranjo 2. No aranjo 1, cinco magnetos de mesma polaridade foram ingtaados na superficie
externa das paredes do biorreator e no lado diametramente oposto, mas cinco magnetos de
polaridade contraria, também foram ingtalados, conforme esquematizado na Figura 5.

Para construgéo desta estrutura, foram encaixados cinco magnetos de cada lado do

biorrestor, em um suporte de madeira, com espacamento de 13 mm entre os centros de cada

magneto.
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Figura5 - Arranjo 1 dos biorreator es expostos a campo magnético gerado por magnetos cilindricos

O campo magnético, gerado na parede interna do biorreator, proximo aos magnetos,
era de 2650 Gauss e no ponto médio da distancia entre cada par de magnetos no eixo central
do biorreator, era de 450 Gauss, originando um gradiente de campo horizontal de 2.200 Gauss

entre o centro e a superficie interna, adjacente a cada par de magneto.



O arranjo 2, apresentado na Figura 6, mostra os magnetos na parede do biorreator
com os polos opostos se defrontando dternadamente, originando no interior do biorreator
campos magnéticos adjacentes de sentidos opostos entre cada par de magnetos. O campo
gerado por cada par de magnetos, compete com o do par vizinho, chegando praticamente a se
anularem no interior no biorrestor.
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Figura 6 - Arranjo 2 dos biorreator es, expostos a campo magnético, gerado por magnetos cilindricos

Neste trabaho foram estudados trés Tipos de fermentacdo, combinando a forma de
magnetizacdo com 0 meio de crescimento, que chamaremos de Tipos X, Y e Z redacionadas

na Tabela5 aseguir.

Tabela5 — Tipos de fermentacao utilizados nos experimentos

- FORMASDE

FERMENTAGOES MEIOS DE CRESCIMENTO MAGNETIZACAO
TIPO X A ARRANJO-1
TIPOY A ARRANJO-2
TIPOZ B ARRANJO-1

3.2.5 - Anélises de acompanhamento da fermentacéo

3.2.5.1 - Biomassa

Para determinar a concentracdo de células, a0 longo do tempo de cada
fermentacdo, foi utilizado o méodo fotométrico. As ldturas das absorbéncias foram
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redlizadas no espectrofotdmetro Labomed inc, modelo Spectro UV-Visors. Foi utilizada égua
como branco, em comprimento de onda de luz visivd de 660nm. A dbsorbancia foi
relacionada com a concentracdo celular, aravés da curva de cdibracéo de absorbancia, versus
concentracao celular obtida por peso seco em g/L.

3.2.5.1.1 - Peso seco

O peso seco se faz necess&rio para construgdo da curva de cdibracdo (Absorbancia
X Biomassa). Para obtencdo de peso seco de cdulas foi seguido 0s seguintes procedimentos:

a) Foi colocado trés pesafiltros por 3 horas em estufa a 80°C.

b) O mogo find dafermentacdo foi centrifugado (2000 rpm/5min).

c) Em seguida, trés amostras de 3 mL deste mosto  foi centrifugado nas mesmas
condigdes, anteriormente descritas, e todo o sobrenadante, descartado. O sedimento foi
resuspendido em &gua e centrifugado duas vezes.

d) Apoés a ultima centrifugagdo, a massa cdlular foi resuspendida em &gua e colocada nos
pesa filtros, item a, apds os mesmos terem passado, 10 min no dessecador para
estabilizar aumidade, seguido de pesagem em baanca anditica

€) Em seguida, os pesafiltros foram levados para a estufa a vacuo, até peso congtante.

f) O find foi obtido 0 peso seco correspondendo a 3 mL do mosto concentrado, qual

pode ser expresso em (mg/mL) ou (g/L).
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Figura7 - Curvade calibracgéo, absorbéncia, ver sus concentracao celular
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3.2.5.2 - Dosagem de acucares redutores (Miller, 1959)

A determinacdo dos aclicares redutores ao longo das fermentagBes foi redizado
pela adaptacdo do método do Acido Dinitrosdicilico, (DNS) segundo Miller (1959). Este
método determina a concentracdo de aclcares redutores, por fotometria, através da variagdo
de cor do &ido DNS, utilizando comprimento de onda de 540 nm. Esta rdagd permanece

linear para concentracdes de aclicares redutores que variam dentro dafaixadeOal,8 g/L.

3.25.2.1 - Méodo do acido dinitrosalicilico

Prepara-se uma solucdo padréo a 1,8 ¢g/L de glicose e condrdi-se uma curva
padrdo para DNS. De posse da curva padrdo, escolhe-se a aliquota cuja concentracéo de
glicose esa proxima do ponto médio do intervalo de transmiténcia, 30<T<70. Para 0 nos0
caso, trabalhamos diquotas de 0,2 mL cuja transmitancia foi  44,7. representada na curva

padrdo para DNS, mostrada na Figura 10.
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ALIQUOTAS SOL. PADRAO (mL)

Figura 8 - Curva padrao para DNS (absor bancia ver sus concentr acdo glicose)

Escolhidaa diquota de 0,2 mL através da curva padréo, executam-se 0s procedimentos.

1. Foram colocados em cada tubo de Folin-Wu, diquotas com 0,2 mL da solugéo
padréo, da solugdo utilizada como branco e dos meios de fermentacdo, j& feitas as
devidas diluigbes em &gua para que a concentracdo de agucares redutores do meio,
estganafaxade0al8g/lL deglicose
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2. As diquotas foram completadas com 0,55 mL de &gua destilada, perfazendo assim
0,75mL.

3. Foram adicionados 0,5 mL do reagente, contendo &cido DNS, em cada tubo.
Os tubos foram homogeneizados e aguecidos por 5min em tanho de &gua a 100°C
(ebulicdo).

5. Em seguida, foram resfriados imediatamente em banho de gelo.
O volume de cada tubo foi completado com &gua elevando-se para 12,5mL.

7. Foram feitas as leturas no espectrofotOmetro a 540nm, tendo ensaio em branco
como referéncia (sem glicose) e um ensaio padrdo a 1,8 g/l de glicose.

8. Depois de executadas as leituras no espectrofotdmetro, as concentragbes de glicose

das amostras sdo determinas araves de regras de trés smples.

3.2.5.3 - Dosagem de etanaol.

A determinacd0 da concentracdo de etanol das amodiras foi redizada através de

cromatografia gasosa, utilizando o Cromatografo, modedo CG MASTER, Ciola & Gregori,

S50 Paulo, Bradl.

3.2.5.4 - Monitoramento do pH.

A determinacdo do pH das amodras foi feita utilizando o potencidmetro, modelo
E350B, Metrohm Herisau, Suica

3.25—Analises estatisticas.
Foram caculados. médias aritméticas, desvios padrdo e testes T de Student, para

0S grupos controle e magnetizado das varidvels estudadas. Os Testes edatigticos estéo
apresentados no apéndice B.
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CAPITULO 4

RESULTADOSE DISCUSSAO

Este capitulo apresenta e discute os resultados obtidos nos ensaios de aplicacdo de
campos magnéticos estéticos, ndo homogéneos, em fermentagdes alcodlicas. A influéncia do campo
magnético foi avaliada através do acompanhamento da biomassa, da producdo de etanol, do
consumo de glicose e do pH nos biorreatores magnetizados e controle, sem a presenca de campos

magnéti cos externos.

4.2 —-FERMENTACAO TIPO X

A Fermentacdo Tipo X, (meio A, aranjo 1) como apresentada na Tabela 5 foi
redlizada utilizando pré indculo de 20 horas e 0 pH gustado para 5, com e sem agitacéo
mecanica de 104 rpm. A biomassa inicia dos dois grupos estudados foi sempre a mesma em
cada fermentagdo, uma vez que, o volume do préinéculo era adicionado a um recipiente
Unico, contendo 0 meio de crescimento, que depois de homogeneizado, era digtribuido para os
biorrestores.

Foram redlizadas quatro repeticbes da fermentacdo do Tipo X em dias diferentes.
As repeticdes denominadas de X1, e Xp foram redizadas com agitagdo mecénica, enquanto
gue as repeticies X3 e X4 em condicdes edtéticas, agitadas apenas no momento da retirada de
amogtra para andlises. A fermentago X3 apresentada na Figura 9 mostra que ao longo de 24
horas foi observado um elevado incremento na biomassa e na producdo de etanol. A biomassa
do grupo magnetizado, a partir de 5 horas de fermentagéo, foi sempre superior a do controle, e
com 24 horas, este aumento atingiu 135% a mais. A producéo de etanol também passou a %r
superior ado controle, a partir de 5 horas de fermentacéo e com 24 horas foi 95% maior.

Em conseqliéncia do crescimento microbiano e da producéo de etanol, 0 consumo
de glicose por Saccharomyces cerevisiae fol mas acentuado na fermentacdo magnetizada que
no controle. Em torno de 24 horas de fermentacdo, o grupo magnetizado havia consumido
praticamente todo o substrato, enquanto que, aglicose residua do controle era 12,23 g/L.

O pH detta fermentagdo variou entre 4 e 5, intervalo este condderado pela
literatura especidizada, como Otimo para fermentagbes dcodlicas, como reatado por
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Underkofler e Hickey (1954). Nenhuma diferenca edatisticamente sgnificante foi percebida
no acompanhamento do pH.
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Figura 9 — Fermentagdo X;: curvas das variaveis monitoradas durante a fermentacdo alcodlica por
Saccharomyces cerevisiae, com agitacdo mecanica, em funcéo do tempo de fermentagdo: a — Biomassa (Peso
seco), b— Producéo de etanol, ¢c — Consumo de glicose, d— Acompanhamento do pH.

O aumento da biomassa, producdo de etanol e consumo de glicose observados na
fermentacdo X1 foram reproduzidos nas trés fermentacOes seguintes redizadas sob as mesmas
condigOes. As Figuras 15 16 e 17 apresentadas no Apéndice C mostram os resultados destas
fermentagBes X2, X3 e X4, redizadas em dias diferentes.

Beloss e Duclos (1973), trabalhando com campos magnéticos de 5.200 Gauss, em
meio de crecimento semehante aos utilizados na fermentacdo X, afirmam terem obtido um
aumento de 26 % na taxa de brotamento da levedura Saccharomyces cerevisiae, apos 3 horas
de exposicdo. Entretanto foi observado na fermentacdo tipo X que 0 aumento na biomassa sO
foi perceptivel depois de 5 horas de exposicdo a0 campo magnético. Possvelmente, a escolha
da intensidade de campo de 5.200 Gauss, utilizada pelos autores, que corresponde ao dobro da
utilizada neste experimento, tenha contribuido de formamais eficaz para este etimulo inicid.

Moskwa e Roskowska (1965) utilizando campos magnéticos smilares a0 deste
trabalho (2.400 a 3.600Gauss), com Saccharomyces cerevisiae, em intervalos de tempo de 35
a 90 minutos de exposicdo, ndo verificaram nenhum efeto podtivo sobre a biomassa e

producdo de etanol. Os resultados destas autoras podem esta relacionados com o pequeno
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tempo de exposicdo, utilizado em seu experimento (35 a 90 minutos), uma vez que NoS NOS0S
resultados, com 5 horas de exposicdo a campos magnéticos smilares, também ndo foi
observado nenhum incremento. Por io, um maior tempo de exposicéo Sera necessario para
gue se tenha um incremento na biomassa e produgdo de etanal.

Trabaho mais recente de Motta et al. (2001) utilizando campo magnético smilar,
observaram um aumento de 84% na biomassa, enquanto que neste nosso trabaho o
incremento obtido para as mesmas condicOes foi de 109%. Este resultado mostra a grande
potencididade do campo magnético para a fermentacéo a codlica

A andise dos gréficos de biomassa e de etanol (Figuras 9a e 9b; 15a e 15b, 16a e
16b, 17a e 17b) permite verificar que a producéo de etanol por Saccharomyces cerevisiae esta
associada a0 aumento da biomassa, ou sga, nesses casos onde a biomassa do grupo
magnetizado cresceu mais do que o controle, a producdo de etanol também foi maior do que a
do controle. Em fermentactes acodlicas por Zymomonas mobilis também pode ser observado
fendmeno similar, como enfatiza Vigants et. al. (1996).

O catabolismo da glicose pda via anagrdbia (fermentativa) € dado através da
equacdo quimica smplificada, mostrada abaixo, chamada de equacdo de Gay-L ussac:

C6H1206 ® 2C02 +2C2 H5OH

Por esta equacdo, verificase que para cada molécula de etanol produzida, obtém-
se também uma molécula de CO,. Na prética, sabemos que ndo seria possivel chegar a esse
resultado, pois, dém de CO; e etanol, formam-se produtos secundarios como glicerina e &cido
l&ico, dém do consumo de aglicar destinado a0 crescimento celular. Porém, esta equacéo
serve como base para afirmar que a producéo de etanol numa fermentacdo acodlica esta
diretamente ligada & producdo de gas carbdnico. Esta observageo é para enfatizar que muitos
trabalhos com campos magnéticos usam a producdo de CO, como parametro para verificar o
aumento da eficiéncia da fermentacao.

Muitos sdo os relatos que afirmam que a producéo de gas CO, por Saccharomyces
cerevisiae, foi etdimulada pda acdo de campos magnéticos edtéaticos, com intensdades
semelhantes as utilizadas neste experimento. Entre eles, podemos destacar Montenegro (1999)
que afirma que fermentagdes adcodlicas por Saccharomices cerevisiae, submetida a acdo de
campos magnéticos de 2200 Gauss, produziram 72 % mais CO, que o controle (sem a

presenca do campo), apos 24 horas de exposi ¢ao.
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Motta et al. (2001) redizando fermentacBes em frascos, sem agitacdo mecanica,
sob a acdo de campos magnéticos externos de 2.200 Gauss, conseguiram um aumento de
36,1% na producdo CO,, apds 24 horas de exposicio ao campo. Trabalhando com
fermentagbes continuas e com intensdades de campos semehantes & usadas neste
experimento, Ivanova et al. (1996) conseguiram bons resultados em fermentagbes acodlicas,
a0 Submeterem leveduras imobilizadas em restor com leito edtabilizado magneticamente,
utilizando campos magnéticos externos de 800 Gauss a 2.600 Gauss. Os autores afirmam ter
verificado que a producdo de etanol foi 1,5 vezes maior e que a taxa de consumo de glicose
nos reatores magnetizados foi 27% maior que nos reatores de leito convenciona (reator de
leito fixo sem a presenca de campos magnéticos externos), indicando que houve um aumento
no metabolismo da levedura exposta ao campo.

Estes trabalhos mostram que campos magnéticos em torno de 2200 Gauss,
correspondem a campaos que promovem uma boa resposta na producdo de biomassa e etanal.

A Figura 10 mostra os resultados médios da fermentacéo tipo X.
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Figura 10 — Fermentagcdo Tipo X: Curvas dos valores médios das varidveis monitoradas nas Fermentagdes
alcodlicas por Saccharomyces cerevisiae, em funcéo do tempo de fermentacdo, com suas respectivas barras de
erro (desvios padréo): a — Biomassa, b — Producéo de Etanol, ¢- Consumo de glicose, d- Acompanhamento do
pH.

Os resultados médios das quatro repeticdes Tipo X podem ser observados na
figura 10. Apds 24 horas de fermentacdo, a biomassa e a producéo de etanol do grupo
megnetizado foram 109% e 114% superiores a do controle, respectivamente. Ao finad da
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fermentacdo, restavam em média no grupo controle, 14,7 g/l de glicose resdud. Estes
resultados sdo edtatisticamente significantes, a nivel de 5%, caculados dravés do Teste T. As
diferencas entre 0s grupos magnetizados e controle, foram edatisticamente dgnificantes a
partir de 20 horas de fermentacéo para biomassa e producéo de etanol e a partir de 24 horas
para o consumo de glicose. O pH dos dois grupos néo teve qualquer correacdo. Os testes
edtatisticos estéo representados no Apéndice B desta dissertacéo.

4.3-FERMENTACAO TIPOY

Na fermentacdo Tipo Y foram utilizados magnetos cilindricos arranjo 2, meio de
crescimento A, como descrito anteriormente em Materiais e Méodos e pH gustado para 5.
Foram redizadas quatro repetiches da fermentacdo Tipo Y em dias diferentes. duas com
agitacdo mecanica de 104 rpm e duas sem.

O campo magnético resultante, gerado no interior dos biorreatores na fermentacéo
Y foi bem inferior a0 da fermentacdo X. A Figura 11 apresenta os resultados da fermentac@o
Y1, redizada sem agitagdo mecanica Durante 0 experimento, a biomassa do grupo
magnetizado oscilou entre incrementos e inibigdes, despreziveis em reacdo a0 controle A
producdo de etanol e 0 consumo de glicose nos dois grupos também se mantiveram sem
diferencas dgnificativas, bem como o pH, que s manteve sem oscilacdo entre 0s grupos
experimentais, ficando dentro dos limites que mehor favorece o crescimento celular, ou sga,
4 a 5. Portanto, ndo aconteceram diferencas significativas nos parametros estudados entre os
grupos magnetizados e controle. 1sso possvelmente se deve a0 uso do aranjo 2 como forma
de magnetizacdp. Ede aranjo produziu um campo magnético resultante, no interior do
biorreator praticamente nulo, o que, possvemente, impediu 0 gparecimento de agum efeito
bioldgico no interior do biorreator magnetizado. As Figuras 18, 19 e 20 apresentadas no
Apéndice C mostram os resultados das Fermentacbes Y», Y3 € Y, qQue como pode ser
observado, néo ocorre nenhuma diferenga entre a fermentacdo magnetizada e o controle.

A forma de magnetizacdo utilizada podera sr a explicacdo para 0 néo
goarecimento de diferencas significativas nos parametros estudados. Uma vez que, o campo
magnético nulo no interior do biorreator, resultante da interacdo de campos Magnéticos
adjacentes de sentidos contrérios, podera estar impedindo a rotacéo de particulas do sistema,
gue se comportam como dipolos magnéticos e sofrem influéncia da acdo do campo. Segundo

Gda e Sanchez (1985), este comportamento pode esta relacionado com o crescimento da
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levedura, ou sga, 0 campo magnético nulo ndo induz a um incremento na multiplicacéo
celular
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Figura 11 — Fermentagdo Y;: curvas das variaveis monitoradas na fermentagdo alcodlica por Saccharomyces
cerevisiae, sem agitacdo mecanica, em fungdo do tempo de fermentagdo: a— Biomassa (Peso seco), b— Produgdo
de etanol, c — Consumo de glicose, d— Acompanhamento do pH.

Nas quatro fermentagdes Tipo Y redlizadas, ndo se observou nenhuma diferenca
edatidicamente dgnificante entre oS grupos controle e magnetizados das vaiaves
acompanhadas. Foram caculados as médias, os desvios padréo e aplicados Teste T, entre as
médias dos grupos controle e magnetizado em cada variavd acompanhada N&o houve
diferencas entre as médias estudadas. Os testes edtatisticos das fermentacbes Y estéo
apresentados no Apéndice B.

4.4 -FERMENTACAO TIPO Z

Na fermentacdo Tipo Z, foram utilizados magnetos cilindricos, arranjo 1, meio de
crescimento B como apresentado na Tabela 4 (Materiais e Métodos), pré-indculo como
estabelecido nas fermentagbes X e Y, pH gustado para 5, com e sem agitacdo mecanica de
104 rpm. Foram redizadas trés repeticdes da fermentacdo Tipo Z, em dias diferentes, com o
objetivo de verificar a influéncia da adico de sais minerais e aumento da concentragdo de



glicose do melo de fermentacdo para 150 g/L. A Figura 18 apresenta os resultados da
Fermentacdo Z;,
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Figura 12 — Fermentagdo Z: curvas das varidveis monitoradas na fermentagdo alcodlica por Saccharomyces
cerevisiae, com agitagdo mecanica, em funcdo do tempo de fermentac&o: a— Biomassa (Peso seco), b —Producéo
de etanol, c — Consumo de glicose, d— Acompanhamento do pH.

A fermentacdo Z; foi redizada com agitacdo mecanica. A biomassa cresceu um
pouco a partir de 10 horas de fermentagéo e foi observado pegueno aumento em relagdo ao
controle na producdo de etanol, a partir de 20 horas de fermentacéo. A glicose residua néo
sofreu ateracdo neste tipo experimento — fermentacdo Z. Foi observada intensa acidificacéo,
cujo pH atingiu 2,8, ao find de 50 horas. Este experimento tipo Z mosra que 0 meio com sais
minerals nd mostrou uma boa €ficiéncia para a producdo de biomassa e eanal.
Possivelmente este fraco desempenho esté rel acionado com o baixo pH do processo.

As repeticdes Zp, e Zz deste experimento podem ser observadas nas Figuras 21 e
22 apresentadas no Apéndice C. Nas mesmas néo foram observadas diferengas sgnificativas.

Os efeitos biologicos, encontrados nas varidvels estudadas na fermentacéo Tipo X,
ndo se reproduziram com a mesma intensdade na Fermentagcéo Tipo Z. A biomassa do grupo
magnetizado, nesta fermentacdo cresceu um pouco mais que a do grupo controle, embora em

proporcies ndo estatisticamente significantes. O mesmo ocorrendo com a producéo de etanal.
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O consumo de glicose e 0 acompanhamento do pH dos dois grupos estudados, ndo esbocaram
nenhuma diferenca que pudesse ser levada em consideracéo.

Houve uma acidificacdo muito acentuada do meio de crescimento. O pH ao find
de 50 horas de fermentacdo, em aguns casos, chegou a 2,8 e segundo Amorim (1977), este
fato pode contribuir para aumentar a taxa de morte cdlular e tornar a fermentacéo mais lenta.
Este fendbmeno observado na fermentac@o tipo Z pode ter contribuido para o ndo aparecimento
de diferencas dgnificativas, entre 0s grupos magnetizados e controle das variavels estudadas.
A adicio de sulfato de aménio pode ter contribuido para liberagio de muitos ions H', durante
afermentacéo e consequientemente baixado o pH.

A figura 13 gpresenta os resultados médios das variavels estudadas na fermentacéo
tipo Z, com suas respectivas barras de desvios padréo, em funcéo do tempo de fermentacéo.
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Figura 13 — Fermentacdo Tipo Z: gréficos dos valores médios das variaveis monitoradas nas fermentactes
alcodlicas por Saccharomyces cerevisiae, em fungdo do tempo de fermentagédo, com suas respectivas barras de
erro (desvios padréo): a — Biomassa, b — Producéo de Etanol, ¢- Consumo de glicose, d- Acompanhamento do
pH.

Os resultados médios das variavels estudadas nas trés repeticies da fermentacio
Tipo Z, observados na figura 13, mosra que embora tenha havido um incremento na

biomassa e na producdo de etanol, estes incrementos ndo foram estatisticamente significantes.
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O consumo de glicose e 0 pH dos dois grupos se mantiveram praticamente iguais. Os testes
edtatisticos da fermentacdo Z estéo no Apéndice B desta dissertacéo.

Neste trabaho, ndo foram observados uma relagdo linear entre a concentragéo
inicid de glicose no meio e a velocidade de crescimento cdlular de Saccharomyces cerevisiae,
fato este ja relatado por Gutiérrez et al.(1988). Foram utilizados meios contendo glicose como
fonte de carbono em concentragdes iniciais de 50 g/L nas fermentacOes Tipos X e Y, e 150
gL na fementacdo Tipo Z. A vedocidade de crescimento da levedura manteve-se
praticamente a mesma, em todos 0s casos, ou Sg§a, ndo houve um aumento na velocidade de
crescimento em decorréncia do aumento da concentracdo inicia de glicose do meio.

A figura 14 apresenta os gréaficos dos vaores médios da biomassa e do etanol ao

longo das primeiras 24 horas, nas fermentacbes Tipos X e Z.
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Figura 14 Gréficos dos valores médios da biomassa e etanol, nas fermentacdes alcodlicas por Saccharomyces
cerevisiag, em funcdo do tempo de fermentagdo. A — Biomassa e etanol fermentacéo X,. b — Biomassa e etanol
fermentagdo Z.

Os grdficos “a@ e “b’ da Figura 14 mostram que o campo magnético de 2.650
Gauss agpresenta um mehor rendimento, quando aplicado em meio pobre e com baxa
concentragdo de glicose; onde atua como um verdadeiro “enriquecedor”, indicando, assim,
gque O processo € viaved economicamente, quando eplicado em meios com
caracteristicas.

O meio B, utilizado nas fermentagbes Tipo Z, foi acrescido de sais minerais, com a
findidade de aender as necessdades nutricionais do microrganismo, conforme relata Rose
(1961) e consequentemente favorecer as reacbes enziméticas, desencedeadas pela levedura

gue pudessem estar inibidas na auséncia destes compostos.
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CAPITULO5S

CONCLUSOES

O campo magnético estético, ndo homogéneo, de 2.650 Gauss aplicado no formato
denominado arranjo 1, favorece o aumento da biomassa e a producéo de etanol em
Saccharomyces cerevisiae.

A agitacdo mecanica, durante os experimentos, ndo teve nenhuma influéncia na
producéo final de biomassa e etanal.

A forma de magnetizacdo que permitiu um gradiente de campo de 2.200 Gauss,
entre 0 centro e as paredes internas do biorreator, teve influencia marcante nos
resultados das variavel's estudadas neste trabal ho.

A magnetizagdo, denominada arranjo 2, ndo tem influencia nas vaiaves
estudadas.

A magnetizacdo, utilizada na Fermentagdo Tipo Z, (aranjo 1), ndo produziu
efeltos edtatisticamente significantes, em decorréncia do baixo pH.

A Fermentacdo Tipo X com arranjo 1 e concentracdo de glicose a 50 g/L foi a que

produziu os mel hores resultados, quanto a producdo de biomassa e etanal.

PERSPECTIVAS

O uso deste processo em grande escala, bem como descobrir os efeitos provocados

pelo campo magnétiico na atividade metabdlica do Saccharomyces cerevisae ou MesMmo

possiveis dteraches genéticas desta levedura pela presenca de campos magnéticos, serdo as

sugestdes para trabal hos futuros.

1.

Veificar a viabilidade de aplicacdo deste processo em grande escala, utilizando
derivados de cana de acicar como meio de fermentacdo e arranjo 1, como forma
de magnetizac&o.

Investigar a acdo de campos magnéticos na expresso de proteinas pela levedura
Saccharomyces cerevisiae.

Investigar a atividade enzimé@ica da levedura sob a presenca de campos

magnéti cos estéticos.
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Estudar possivels dteracBes no transporte de membranas na levedura exposta a
campos magnéti cos estéticos.

Investigar possivels dteracfes genéticas, provocadas por campos magnéticos nas
leveduras.



APENDICE A — Tabelas de resultados das fer mentacfes

Tabela 6 - Resultados fermentagéo X,

59

T (h) BC BM EC EM GC GM pHC pH M
0 0,068 0,07 1,37 1,48 51,28 49,6 4.8 4.8
1,13 0,09 0,10 1,40 1,47 - - 4,8 4,8
2,1 0,14 0,14 4,41 5,39 - - 4,7 4,8
3,08 0,20 0,21 7,25 7,76 - - 4,8 4,7
5 0,32 0,33 10,4 9,59 45,70 45,30 47 4,6
6,1 0,40 0,48 11,23 12,00 - - 4,7 4,6
7,33 0,46 0,66 12,47 15,74 - - 4,6 4,6
8,33 0,49 0,73 12,22 17,79 - - 4,6 4,5
10,0 0,48 0,84 11,96 19,30 - - 4,6 4,5
11,67 0,49 1,01 12,38 20,64 - - 4,7 4,6
13,0 0,56 1,12 12,50 21,59 29,69 20,3 4,6 45
20 0,76 1,48 12,37 25,12 15,95 7,68 45 4,4
24 0,86 2,02 13,01 25,39 12,23 0,30 43 4,2

Tabela 7 - Resultados fer mentacéo X,

T (h) BC B M EC EM GC GM pHC pH M
0 0,04 0,04 0,98 1,44 56,75 60,57 5 5
2,18 0,09 0,09 1,22 1,26 - - 49 5
5,00 0,23 0,23 9,22 2,52 49,04 50,12 49 49
7,58 0,52 0,54 6,16 3,26 - - 47 49
10,00 0,57 0,88 6,09 4,92 - - 47 48
13,00 0,63 1,23 9,04 6,65 34 30,74 4,6 4,8
15,27 0,64 1,30 9,25 11,11 - - 4,6 4,6
16,60 0,677 1,62 13,11 12,22 - - 45 4,5
17,78 0,70 1,80 12,01 10,64 14,12 20,56 45 4,4
18,77 0,78 1,95 5,69 16,72 - - 4,4 4,6
19,73 0,82 2,15 6,22 13,92 - - 4,6 4,2
20,00 0,78 2,26 8,92 16,66 - - 43 43
21,53 0,81 2,41 7,32 17,92 - - 4,3 4,3
24 0,91 2,44 7,13 24,49 12,34 0 4,2 4,3




Tabea 8 - Resultados fermentacdo X3

60

T (h) BC BM EC EM GC GM pH C pH M
0 0,03 0,03 1,01 0,97 50,02 49,97 4,8 4.8
2,83 0,09 0,09 1,45 2,04 - - - -
5,00 0,31 0,37 1,74 2,56 36,81 36,07 4.8 4.7
10,00 0,68 0,86 4,53 4,39 27,56 25,57 4,3 4.4
13,00 0,82 1,20 5,63 9,24 27,40 12,45 4,2 4,2
20,0 1,01 1,94 7,7 20,8 27,38 2,56 4,1 4,2
22,90 0,96 2,14 6,73 19,44 27,37 0 - -
24,00 1,06 2,20 9,43 19,56 27,09 0 4 4,1
Tabea9 - Resultados fermentagéo X4
T (H) D.C.C. D.C.M. E.C. E.M. G.C. G.M. pH C. pH M.
0 0,09 0,09 2,95 1,61 41,4 43,4 5,2 5,2
5,00 0,62 0,74 3,26 3,90 40,35 36,45 51 5,1
10 1,11 1,47 6,20 7,99 26,2 23,15 51 5,1
13 1,57 2,03 9,41 12,64 18,49 10,83 51 5,1
20 1,64 2,58 14,40 20,46 9,68 1,17 51 5,0
24 1,61 2,63 12,97 21,91 7,12 0,03 5,1 5,0
Tabea 10 - Resultados fermentacédo Y,
T (h) BC BM EC EM GC GM pH C pH M
0 0,05 0,05 1,76 1,55 47,28 45,00 4,9 4,9
5,00 0,32 0,33 3,50 3,36 - - 4,8 4,8
6,73 0,59 0,64 5,16 5,15 40,96 40,96 - -
10,00 1,04 1,22 9,19 8,05 21,65 20,45 4,7 4,7
19,00 2,39 2,28 19,38 18,80 0,59 0,40 4,4 4,5
24,00 1,98 1,87 20,18 18,82 0,55 0,40 4,3 4,3




Tabela11- Resultadosfermentacdo Y,
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T (h) BC B M EC EM GC GM pHC pH M
0 0,23 0,23 2,40 2,57 46,6 48,29 5 5
5,00 0,79 1,05 8,07 6,24 - - 4.6 4.8
10,00 1,78 1,97 11,96 11,80 12,5 12,7 4,2 4.4
18,17 2,54 2,64 12,46 14,94 0,88 0,92 4,1 4,1
19,00 2,20 2,31 16,70 17,58 - - 4.1 4
24,00 2,41 2,48 17,49 17,53 0,39 0,39 4,1 4

Tabela 12 - Resultados fermentacdo Y3
T (h) BC BM EC EM GC GM pH C pH M
0 0,16 0,16 1,98 1,32 43,3 44 4,7 4,7
5,00 0,67 0,82 3,97 3,74 - - 4,9 4,9
10,00 1,54 1,62 9,61 9,78 17,04 18,18 4,8 4,7
19,00 2,68 2,76 16,12 16,83 10,89 9,1 4,6 4,5
21,80 2,29 2,36 16,68 16,35 1,47 0,24 4.4 4.7
24,00 2,71 2,71 16,54 16,25 0,24 0,24 4.4 4.5
Tabeda 13 - Resultadosfermentacao Y,
T (H) D.C.C. D.C.M. E.C. E.M. G.C. G.M. pH C. pH M.
0 0,14 0,06 1,88 2,34 45 47,4 4.8 4.8
5,00 0,88 0,79 4,13 5,25 4,8 4,8
10,00 1,25 1,26 10,23 7,16 4.8 4.8
15,83 2,53 2,58 16,12 14,23 4,0 2,50 4,8 4.8
19,00 2,64 2,72 15,96 17,40 4,8 4,8
20,92 2,59 2,77 17,14 16,75 0,16 0,04 4,8 4,8
24 2,18 2,18 17,02 16,91 0,04 0,04 4,7 4.7




Tabela 14 - Resultados fermentacdo Z 1
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T (h) BC BM EC EM GC GM pH C pH M
0 0,10 0,10 3,21 3,83 147 150,4 4,1 4,3
8,00 0,70 0,74 - - 138 138,20 4,1 3,8
19,00 1,79 191 13,83 13,14 - - 4 3,6
25,00 1,83 2,03 - - - - 3,7 3,4
30,00 1,85 1,98 21,8 22,77 50,20 48,40 3,2 3,3
40,0 2,76 2,96 34,5 37,53 - - 3 3.1
50,00 2,75 2,92 44,8 48,58 4,36 3,60 2,9 2,9
Tabela 15 - Resultados fermentagao Z,
T (h) BC B M EC EM GC GM pH C pH M
0 0,07 0,07 3,97 4,47 151,4 149 4,3 4,3
8,00 0,65 0,65 - - 142,3 136 3.9 4,2
19,00 2,34 2,47 16,80 21,01 - - 3,1 3,2
23,00 2,55 2,74 - - - - 3.0 3,0
26,00 2,73 2,75 - - - - 3.0 3,0
30,00 2,76 3,10 32,27 35,15 48,50 40,84 3,0 2,9
40,00 2,87 3,35 35,70 40,41 - - 2,9 2,9
44,00 2,79 3,40 - - - - 2,8 2,9
50,00 2,83 3,22 42,64 46,35 4,29 2,68 2,8 2,9
Tabela 16 - Resultados fermentacéo Z3
T (h) BC BM EC EM GC GM pH C pH M
0 0,09 0,09 3,78 3,37 153 152 4,3 4,3
8 1,10 1,35 9,15 13,43 138 118,68 3,6 3,5
19 2,16 2,24 21,41 25,79 - - 3,0 3,1
30 2,14 2,63 31,64 36,96 56,02 52,9 2,9 2,9
33 2,01 2,57 40,79 42,52 - - 2,9 2,9
40 2,26 2,85 49,92 51,74 - - 2,8 2,9
50 2,36 2,77 52,98 54,72 3 2 2,9 2,8




APENDICE B - Testes estatisticos

Tabda 17 — Fermentacao Tipo X: biomassa média dos gr upos contr ole e magnetizado,

desviospadrdoeTeste T

t (H) Méd. Biom. Cont. Méd. Biom. Mag. D.P.C. D.P.M. Teste T
0 0,06 0,06 0,02 0,02 0,99
5 0,37 0,42 0,15 0,23 0,74
10 0,71 1,01 0,24 0,30 0,19
13 0,89 1,41 0,40 0,42 0,15
20 1,05 2,07 0,35 0,47 0,02
24 1,12 2,32 0,30 0,27 0,00

Tabeda 18 — Fermentagéo Tipo X: producdo média de etanol dos gruposcontrolee

magnetizado, desviospadréoeTesteT.

T (h) Méd. Eta. Cont. Méd. Eta. Mag. DPC DPM Teste T
0 1,58 1,38 0,81 0,24 0,70
5 6,16 4,64 3,72 2,91 0,60
10 7,20 9,15 2,83 6,02 0,64
13 9,15 12,53 2,43 5,65 0,39
20 10,17 21,58 3,33 2,07 0,00
24 10,64 22,84 2,49 2,28 0,00

Tabela 19 - Fermentagdo Tipo X: consumo médio de glicose dos grupos controle e

magnetizado, desvio padréo e TesteT

t (h) Méd. Glic. Cont. Méd. Glic. Mag. DPC DPM Teste T
0 49,86 53,38 5,50 5,09 0,50
5 42,99 41,99 4,74 5,97 0,83
13 27,40 18,58 5,66 7,88 0,17
20 16,28 7,99 6,53 7,65 0,18
24 14,70 0,08 7,46 0,13 0,04




Tabeda 20 - Fermentacdo Tipo X: pH médio dos grupos control e e magnetizado, desvios padr&o e

TesteT
T (h) pH Méd.Cont. pH Méd. Mag. DPpHC DPpHM Teste T
0 4,95 4,93 0,17 0,19 0,87
5 4,88 4,80 0,15 0,22 0,65
10 4,68 4,70 0,29 0,27 0,92
13 4,63 4,65 0,32 0,34 0,93
20 4,58 4,45 0,36 0,33 0,67
24 4,40 4,40 0,42 0,35 1,00

Tabda 21 — Fermentagdo Tipo Y: biomassa média dos grupos controle e magnetizado, desvios

padréoeTesteT
T (h) Méd. Bio. Cont. Méd. Bio. Mag. D.P.B.C. D.P.B.M Teste T
0 0,15 0,13 0,06 0,08 0,70
5 0,66 0,75 0,21 0,26 0,68
10 1,40 1,52 0,28 0,31 0,65
19 2,48 2,52 0,19 0,22 0,81
24 2,32 2,32 0,27 0,30 0,99

Tabeda 22 - Fermentagdo Tipo Y: produgdo média de etanol dos grupos controle e magnetizado,

desviospadrdoeTesteT.

T (h) Méd. Eta. Cont. Méd. Eta. Mag. D.P.E.C. D.P.E.M. Teste T
0 2,01 1,95 0,28 0,60 0,86
5 4,92 4,65 2,12 1,34 0,84
10 10,23 9,20 1,22 2,05 0,42
19 17,04 17,65 1,59 0,83 0,53

24 17,81 17,39 1,63 1,09 0,68




Tabda 23 - Fermentacdo Tipo Y: consumo médio de glicose dos grupos contr ole e magnetizado,

desvio padréo e TesteT
T (h) Méd. Glic. Cont.  Méd. Glic. Mag. D.P.G.C. D.P.G.M. Teste T
0 45,54 46,17 1,54 1,74 0,66
10 17,30 17,08 3,26 2,82 0,93
19 3,13 2,62 4,49 3,76 0,88
24 0,31 0,27 0,19 0,15 0,79

Tabda 24 - Fermentagdo Tipo Y: pH meédio dos grupos controle e magnetizado, desviospadr&o e

TesteT
T (h) pH Cont. Méd. pH Mag. Méd D.P.pH.C. D.P.pH.M. Teste T
0 4,85 4,85 0,11 0,11 1,00
5 4,78 4,83 0,11 0,04 0,50
10 4,63 4,65 0,25 0,15 0,89
19 4,48 4,48 0,26 0,25 1,00
24 4,38 4,38 0,22 0,26 1,00

Tabeda 25 — Fermentacdo Tipo Z: biomassa média dos grupos contr ole e magnetizado, desvios

padrdoeTesteT
T (h) Méd. Biom. Cont.  Méd. Biom. Mag. D.P.B.C. D.P.B.M. Teste T
0 0,09 0,09 0,01 0,01 0,77
8 0,82 0,91 0,20 0,31 0,74
19 2,10 2,21 0,23 0,23 0,66
30 2,25 2,57 0,38 0,46 0,50
40 2,63 3,05 0,27 0,21 0,16

50 2,65 2,98 0,17 0,19 0,17




Tabela 26 - Fermentacdo Tipo Z:

producao média de etanol dos grupos controle e magnetizado,
desviospadrdaoeTesteT.

T(h) Méd. Eta. Cont.  Méd. Eta. Mag. D.P.E.C. D.P.EM. TesteT
0 3,65 3,89 0,32 0,45 0,58
19 17,35 19,98 3,12 5,21 0,58
30 28,57 31,63 4,80 6,31 0,62
40 40,04 46,07 7,00 5,66 0,49
50 46,81 49,88 4,45 3,54 0,49

Tabda 27 - Fermentacéo Tipo Z: consumo médio de glicose dosgrupos controlee
magnetizado, desvio padr&o e TesteT

T (h) Méd. Glic. Cont.  Méd. Glic. Mag. D.P.G.C. D.P.G.M. TesteT
0 150,47 150,80 2,54 1,66 0,89
8 139,43 131,69 2,03 9,20 0,36
30 51,54 49,90 3,25 2,12 0,59
50 3,88 3,07 0,63 0,75 0,31

Tabela28 — Fermentacéo Tipo Z:

pH médio dos grupos contr ole e magnetizado, desvios padréo e

TesteT
T (h) pH Cont. Méd. pH Mag. Méd. D.P.pH.C. D.P.pH.M. TesteT
0 4,23 4,30 0,09 0,00 0,42
8 3,87 3,83 0,21 0,29 0,90
19 3,37 3,23 0,45 0,26 0,74
30 3,03 3,03 0,12 0,19 1,00
40 2,90 2,97 0,08 0,09 0,49
50 2,87 2,87 0,05 0,05 1,00
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APENCICE C - Gré&ficos de fer mentacdes
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Figura 15 — Fermentagd@o X,: curvas das variaveis monitoradas, na fermentacdo alcodlica por Saccharomyces
cerevisiae, com agitagdo mecénica,em fungdo do tempo de fermentagdo: a— Biomassa (Peso seco), b— Produgdo
de etanol, c — Consumo de glicose, d— Acompanhamento do pH.
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Figura 16 — Fermentagdo Xs: curvas das variaveis monitoradas, na fermentacdo alcodlica por Saccharomyces
cerevisiae, sem agitacdo mecanica, em fungdo do tempo de fermentacdo: a— Biomassa (Peso seco), b— Producdo
de etanol, c — Consumo de glicose, d — Acompanhamento do pH.



BIOMASSA (g/L)
or Er NN B W
o o o o O o o

@

—e—Biomassa Controle
—s— Biomassa Magnetizada

0,0

GLICOSE (g/L)

10

15 20 -3
TEMPO (h)

©

——Glicose Controle

—a—GClicose Magnetizada

30

10

20

TEMPO (h)

30

ETANOL (g/L)

N
=]

pH

=
o

68

(b)

—e— Etanol Controle

—&— Etanol magnetizado

6,0 -

5,54

5,0

4,5

4,0

3,5

30

TEMPO (H)
—e— PpH Controle
—=— pH Magnetizado
0 10 20 30

TEMPO (h)

Figura 17 — Fermentacdo X4 curvas das variaveis monitoradas, na fermentacdo alcodlica por Saccharomyces
cerevisiae, sem agitacdo mecanica, em funcdo do tempo de fermentagdo: a— Biomassa (Peso seco), b— Produgdo
de etanol, c — Consumo de glicose, d— Acompanhamento do pH.
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Figura 19 — Fermentagdo Y3: curvas das variaveis monitoradas, na fermentagdo alcodlica por Saccharomyces
cerevisiae, sem agitacdo mecanica, em fungdo do tempo de fermentagdo: a— Biomassa (Peso seco), b— Produgdo
de etanol, c — Consumo de glicose, d— Acompanhamento do pH.
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de etanol, c — Consumo de glicose, d— Acompanhamento do pH. (22 Fermentacdo Z).
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