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RESUMO

Hé bastante tempo, a producdo de alcool etilico ¢ realizada através de processo
fermentativo e pouco progresso se tem conseguido no seu aperfeigoamento. A aplicacdo de
campos magnéticos estaticos, ndo homogéneos, em fermentagdes alcodlicas, surge como uma
alternativa viavel para melhorar a eficiéncia desse processo. Este estudo tem como objetivo
investigar os efeitos da aplicagdo desses campos magnéticos em fermentagdes alcoolicas por
Saccharomyces cerevisiae, através do monitoramento do pH, da biomassa, produgdo de etanol
e consumo de glicose. Foram realizadas trés tipos de fermentagdo, combinando a forma de
magnetizacdo com o meio de crescimento utilizado, denominadas de X, Y e Z. As
fermentagdes foram realizadas em frascos de 150 mL de capacidade, com e sem agitagdo
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 levedura a 5 g/L e o meio
B de glicose a 150g/L, sais minerais e estrato de levedura a 5 g/L. Foram utilizadas duas
formas de magnetizagdao dos biorreatores, chamados de arranjos “1” e “2” que magnetizavam
os biorreatores por meio de cinco pares de magnetos cilindricos de NdFeB. Os magnetos
foram instalados, verticalmente, na superficie externa das paredes desses biorreatores, com o0s
polos contrarios defrontando-se, arranjo 1 (p6los norte de um lado e sul do lado oposto), e se
defrontando alternadamente, arranjo 2. O gradiente de campo magnético, entre o ponto médio
da distancia de cada par e a parede interna do biorreator, préxima ao magneto no arranjo 1,
era de 2.200 Gauss e no arranjo 2, foi diminuida, substancialmente, aproximando-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 producdo de etanol foi 114%
superior. Houve um aumento na taxa de consumo de glicose pelas leveduras magnetizadas e
ndo houve alteragdes no pH dos grupos magnetizado e controle. Nas fermentagdes Tipo Y
(meio A, arranjo 2), ndo houve diferencas entre esses grupos, nas variaveis estudadas. Nas
fermentagdes Tipo Z (meio B, arranjol), os efeitos bioldgicos encontrados na biomassa,
producdo de etanol e consumo de glicose, ndo foram estatisticamente significantes. Portanto,
as fermentagdes Tipo X foram as que obtiveram os melhores resultados, no que diz respeito
ao crescimento da biomassa, produgdo de etanol e consumo de glicose, mostrando ser uma

promissora técnica para aplicacao na industria do alcool.



ABSTRACT

The fermentative ethyl alcohol production accomplished little progress and
improvement, up to now. The application of static inhomogeneous magnetic fields in
alcoholic fermentations appeared to be a viable alternative to improve the efficiency of this
process. This study had the objective of investigating the influence of those magnetic fields in
the alcoholic fermentation by Saccharomyces cerevisiae, through the pH monitoring, the
biomass growth, the ethanol production and glucose uptake. Fermentations were
accomplished in flasks with capacity for 150 mL, with and without mechanical 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, salt mix). Moreover, two
magnetization forms were used on the bioreactors tests using five equal cylindrical magnets:
arrangement 1 (N and S on each side) and arrangement 2 (alternate N-S). So, NdBFe magnet
discs were installed vertically on the wall surface of those bioreactors: with contrary poles
confronting continuously (arrangement 1) or confronting alternately (arrangement 2). The
magnetic field gradient between the reactor axis and the tube wall in the arrangement 1 was of
2,200G, while in the arrangement 2 it was reduced, approaching of zero in the center. Thus,
three fermentation types were done: X,Y and Z, combining magnet arrangements and
growing media. The mean results of the fermentations Type X (medium A, arrangement 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 yeast and there were not alterations in the pH in the
magnetized and control groups. In the Fermentations type Y (medium A, arrangement 2),
there were not differences among those groups, in the studied variables. In the fermentations
type Z (medium B, arrangement 1), the biological effects found in the biomass, ethanol
production and glucose consumption, were not statistically significant. Therefore the
fermentations type X yelded the best results in the growth of the biomass, ethanol production
and glucose consumption, showing as a promising technique for application in the alcohol

industries.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

A exposicao de leveduras, a campos magnéticos, vem sendo realizada, visando a
entender quais os seus efeitos no metabolismo destas células. Estas investigacdes procuram
mostrar a possibilidade de interagdo dos campos magnéticos, em fermentacdes alcodlicas, na
tentativa de identificar que intensidades, tempos de exposi¢do e tipos de campo sdo mais
favoraveis ao processo.

A producao de alcool etilico ¢ um processo fermentativo, usado ha bastante tempo,
e pouco progresso tem sido observado no seu aperfeicoamento. Algumas cepas novas foram
introduzidas no processo de produgdo, porém, sem o resultado esperado. Atualmente, a
introducao da técnica de campos magnéticos para melhorar o processo fermentativo constitui
uma estratégia inovadora e importante, que poderd se tornar uma alternativa viavel no
aumento da eficiéncia desse processo.

O funcionamento de um magneto € conseqiiéncia direta dos movimentos dos
elétrons, e cargas elétricas em movimento produzem efeitos elétricos e magnéticos. Baseados
nessas afirmacdes, poderemos entdo citar em termos gerais, algumas maneiras, pelas quais,
um sistema bioldgico poderia interagir com um campo magnético externo. Partimos do
principio de que nos sistemas bioldgicos, existem cargas elétricas em movimento, (ions). Os
ions possuem caracteristicas paramagnéticas € sao suscetiveis a acdo de campos magnéticos.
Citamos ainda, a existéncia de dipolos magnéticos moleculares ou atdmicos nos sistemas
bioldgicos, a exemplo de alguns radicais, como os radicais livres, entre outros, que também
possuem caracteristicas paramagnéticas e sdo passiveis de sofrerem a agdo de campos
magnéticos externos. Varios sao os experimentos que mostram os efeitos bioldgicos, causados
por campos magnéticos, que serao descritos e comentados, a seguir, nesta dissertagao.

Diversos autores relatam o aumento na producdo de CO; em reatores submetidos a
campos magnéticos, durante a fermentacao alcooélica e esta produgdo de CO, estd associada a
produgdo de etanol. Outros também frisam que a aplicacdo de campos magnéticos elevados
(acima de 10.000 Gauss) em fermentagdes por Saccharomyces cerevisiae, tem promovido a
inibi¢do do crescimento microbiano e ndo tem encontrado ganhos significativos com relacao a
melhorias na produgdo CO, e etanol. Os melhores resultados encontrados na literatura sdo de

campos magnéticos estaticos, ndo homogéneos, compreendidos entre 1000 e 10.000 Gauss.



16

Aparentemente, algumas intensidades de campo, dentro dessa faixa, favorecem o crescimento
do microrganismo e conseqiientemente a producao de etanol.

Com base no que foi exposto, o uso de campos magnéticos podera ser uma
alternativa eficiente para aumentar o rendimento da fermentacgdo alcoolica por Saccharomyces
cerevisiae. Este processo que ora desenvolvemos, apresenta um grande potencial de aplicagdo

na industria alcooleira, que devera ser desenvolvido em etapas posteriores.

1.1 - OBJETIVOS

1.1.1 — Objetivo geral

Investigar a influéncia da a¢do de campos magnéticos estaticos, nao homogéneos,

na fermentagdo alcodlica por Saccharomyces cerevisiae.

1.1.2 — Objetivos especificos

Avaliar a influéncia exercida pela intensidade de campo de 2.650 Gauss, a forma
de magnetizacdo e o meio de crescimento na fermentacdo alcodlica por Saccharomyces
cerevisiae, através do monitoramento do crescimento celular, do pH, dos teores de etanol e de

agucares residuais.
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CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo apresenta uma sintese sobre o magnetismo, uma descri¢do das principais
caracteristicas do Saccharomyces cerevisiae, uma levedura anaerobia facultativa, responsavel por
praticamente toda a producdo industrial de etanol do planeta. Em seguida, é feita uma revisdo sobre
interagdes de campos magnéticos com sistemas biologicos, em particular com Saccharomyces

cerevisiae, bem como, algumas particularidades de fermentagdes alcoodlicas.

2.1 - MAGNETISMO

2.1.1 - Historico

A descoberta de materiais capazes de atrair outros objetos estd relacionada
diretamente com a origem do estudo da eletricidade. Os relatos mais antigos de que se tem
registro, atribuem ao povo grego, ja no século VI aC, o privilégio de terem observados esses
fenomenos. Duas observagdes contribuiram de forma substancial para o despertar da
curiosidade e do senso de investigacao na antiguidade. A primeira, foi a descoberta de um
material fossil, denominado ambar, semelhante ao plastico, resultante do endurecimento da
seiva de arvores de uma espécie extinta a milhdes de anos, que ao ser atritado com 1a ou pele
de animal, tinha a capacidade de atrair materiais “leves”. A segunda, se refere ao
comportamento de pedras encontradas na regido grega denominada Magnésia. Estas pedras
tém a propriedade de atrair objetos de ferro e sdo compostos de uma substancia denominada
hoje de magnetita. A magnetita ¢ composta basicamente de 6xido de ferro (Fe;O4) e ¢
considerado um ima natural (Taton, 1960).

Na idade média, o médico inglés Willian Gilbert (1544-1603) elaborou um estudo
detalhado dos imas e explicou o funcionamento da bussola, baseado na idéia de que a terra se
comportava como um gigantesco ima. Gilbert afirmou também que o ambar ndo era o tinico
material que, ao ser atritado com outro, atraia materiais leves. A partir da tradugdo da palavra
ambar para o grego, que € eléktron, chamou-se entdo os materiais com estas caracteristicas de
elétricos e, segundo ainda sua interpretacdo, quando esses materiais eram atritados ocorria a

passagem de um fluido elétrico de um corpo para outro. O corpo que ganhava o fluido elétrico



18

foi chamado de eletrizado (Ronan, 1994). Hoje, sabemos que além do ferro, outras
substancias sao suscetiveis a presenga de campos magnéticos.

John Michell, em 1750, mostrou que a atragdo e a repulsdo dos pdlos de um
magneto tinham a mesma intensidade e variavam inversamente proporcional ao quadrado da
distancia entre os polos. Estes resultados foram confirmados mais tarde por Coulomb. Em
1820, André Marie Ampere e colaboradores demonstraram que a corrente elétrica atrai
pedacos de ferro e que correntes paralelas se atraem mutuamente. Eles também propuseram a
teoria de que as correntes elétricas sdo a fonte de todo o magnetismo. Ampere imaginava estas
correntes nos materiais ferromagnéticos, como “espiras” moleculares de corrente, alinhadas
sempre que o material fosse magnetizado. A teoria de Ampére constitui a base da teoria do
magnetismo moderno (Tipler 1984).

Em 1819, Hans Christian Oersted (1777 — 1851) verificou que ao se colocar um
fio, conduzindo uma corrente elétrica, proxima a uma bussola, essa corrente influenciava a
agulha da bussola, provocando deflexdo. Doze anos depois, o fisico inglés Michael Faraday
(1791 — 1857) verificou o aparecimento de uma corrente momentanea em um circuito, quando
em um circuito vizinho se iniciava ou se interrompia uma corrente. O cientista americano
Joseph Henry (1797 — 1878) havia se antecipado as descobertas de Faraday, ha cerca de um
ano, embora Faraday tenha sido o primeiro a publicar. Os créditos dessa descoberta sdo
atribuidos a Faraday. Pouco tempo depois, se verificou que um ima se aproximando ou se
afastando de um circuito, produzia o mesmo efeito. Oersted demonstrou que efeitos
magnéticos, poderiam ser produzidos por cargas elétricas em movimento, enquanto que
Faraday e Henry mostraram que as correntes elétricas, poderiam ser produzidas por imas em

movimento (Sears e Zemansky, 1973).

2.1.2 — Campos gerados por magnetos permanentes

Um magneto provoca o aparecimento de forgas, especialmente em materiais
ferromagnéticos (ferro, niquel, cobalto, e algumas 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 século XIX,
convencionou-se chamar de campo magnético “H”, o campo magnético no interior dos

magnetos ¢ de inducdo magnética “B”, o campo magnético no exterior nos magnetos. Na
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época, foi dada mais importancia ao campo “H” do que ao “B”. Hoje, o campo “B” ¢
chamado de campo magnético, embora alguns autores, por razdes historicas, ainda hoje se
refiram ao campo “B” como inducdo magnética (Dampier, 1961).

Os magnetos artificiais sdo, normalmente, barras de ferro ou aco as quais se
transmite a propriedade magnética. Os magnetos artificiais levam vantagem sobre os naturais
por terem maior poder atrativo e também pela possibilidade de receber a forma geométrica
mais conveniente ao seu uso (Bonjorno et al.,1999).

O campo magnético “B” esta relacionado com o campo “H” através da equacdo 2.1
B=peH (2.1)
onde p ¢ a permeabilidade magnética no vacuo. Para o Sistema de Unidades CGS p =1 e para

o Sistema Internacional p = 4n*10" (Gongalves, 1966). As unidades de campo e fluxo

magnético dos principais sistemas sao dadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Sistemas de unidades.

Sistema CGS Sistema Internacional ~ Sistema Inglés
(centimetro, grama, (metro, kilograma, (polegada, libra,
segundo) segundo) segundo)
Campo Mag. ( B) Gauss (G) Tesla (T) Linhas/pol2
Fluxo Magnético Maxwel ( Mx ) Weber ( Wb ) Maxwel ( Mx )

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

2.1.3 - Os magnetos permanentes na nossa vida diaria

Os magnetos tém importancia substancial para o nosso dia a dia. Fazem parte de
componentes essenciais de motores elétricos, 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 qualquer perda permanente
de sua energia propria. Relacionaremos, a seguir, alguns exemplos destas transformacoes:

e Energia mecanica em energia mecanica — Atragao e repulsao.

e Energia mecanica em energia elétrica — Geradores e microfones.

e Energia elétrica em energia mecanica — Motores, autofalantes e deflexdo de

particula carregada.

e Energia mecanica em calor - Correntes de histeresis



20

e Efeitos especiais — Resisténcia magnética, equipamentos de efeito hall e
ressonancia magnética.

Existem, hoje, quatro grandes classes de magnetos com propriedades magnéticas
proprias, sdo elas: NdFeB (neodimio, ferro, boro), SmCo (samdrio, cobalto), Ceramicos e
AINiCo (aluminio, niquel, cobalto). Os magnetos de NdFeB e SmCo sdo 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
composi¢des quimicas sdo: Nd,Fe;sB, SmCOs e Sm,CO;7. Os ceramicos sdo conhecidos
como Férricos, cujas composi¢cdes quimicas sdao BaFe,O; ou SrFe;O;. Eles sao
comercializados, desde 1950, e continuam muito usados ainda hoje, devido aos seus baixos
custos. Por fim, os magnetos AINiCo, que apresentam boas propriedades magnéticas e sao

comercializados desde 1930.

2.1.4 - Classificacao dos materiais quanto ao magnetismo

Segundo Sampaio e Calgada (2001), os materiais paramagnéticos sao aqueles
formados por 4atomos, ions ou moléculas que possuem elétrons desemparelhados.
Conseqiientemente, o atomo produz um campo total, ndo nulo, comportando-se como um
minusculo magneto elementar. Como exemplos de substincias paramagnéticas, podemos
citar: calcio, cromo, magnésio, aluminio, platina. O ferromagnetismo ¢ semelhante ao
paramagnetismo. A diferenca ¢ que nos materiais paramagnéticos, na auséncia de um campo
magnético externo, os magnetos elementares estdo orientados em todos os sentidos, enquanto
que, nos materiais ferromagnéticos, hd um alinhamento espontaneo dos magnetos
elementares, num dado sentido. Como exemplos de substancias ferromagnéticas, podemos
citar: ferro, cobalto, niquel, gadolinio, disprosio. Com relagdo ao diamagnetismo, os autores
relatam que o elétron, ao executar o seu movimento orbital em torno do nucleo, produz um
campo magnético. Numa amostra de material qualquer, existe uma infinidade de elétrons,
produzindo campos magnéticos em todas as dire¢cdes e sentidos, o que resulta no
cancelamento dos campos. Ao se colocar uma amostra na presenca de um campo magnético
externo, esse campo atua sobre os elétrons, aumentando a velocidade daqueles que giram em
um sentido ¢ 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 substancias, porém em algumas, ¢
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superado pelos efeitos paramagnético e ferromagnético. Substincias diamagnéticas sao
aquelas que nao apresentam os efeitos paramagnéticos e ferromagnéticos, apresentando
apenas o efeito diamagnético. Dentre as substancias diamagnéticas, podemos citar: agua,

cobre, prata, bismuto.

2.2 — Caracteristicas gerais da levedura Saccharomyces cerevisiae.

O reino Fungi abrange organismos eucariontes, heterétrofos, aclorofilados que
incorporam alimentos por absor¢do. Os fungos ndo possuem flagelos nem qualquer outro
meio de locomogdo (excecdo para os Ficomicetos aquaticos cujos esporangios sao moveis).
As leveduras ou fungos leveduriformes sdo microrganismos unicelulares, pertencentes ao
reino Fungi como o Saccharomyces cerevisiae. (Pelczar, 1996).

De acordo com Trabulsi (1986), a espécie Saccharomyces cerevisiae se enquadra
entre 0s organismos eucarioticos que possuem um sO nucleo. No seu citoplasma, contém
mitocondrias e reticulo endoplasmatico rugoso. Cada célula tem vida independente e nao
forma tecidos (peliculas). Podem se desenvolver tanto na presenga, quanto na auséncia de
oxigénio. Na presenca de oxigénio, realizam respiragdo e na auséncia, fermentacdo. Sao
anaerobios facultativos.

Saccharomyces cerevisiae apresenta-se morfologicamente como células globosas,
ovais, elipsoidais, cilindrdides ou alongadas, medem de 3 a 7 um e sdo normalmente 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 seis variedades. Segundo o autor, a espécie
Saccharomyces cerevisiae tem sido empregada como fonte produtora de uma grande
variedade de enzimas. Nenhuma outra espécie tem sido submetida, tdo intensamente, a
estudos bioquimicos e genéticos.

Quanto a nutri¢do, Saccharomyces cerevisiae sdo organismos heterétrofos que se
alimentam por absor¢do. Os principais nutrientes, necessarios ao desenvolvimento das
leveduras, para que ocorra uma fermentacdo satisfatoria, sdo: o nitrogénio, elemento de
transformagdo plastica, importante para o crescimento da levedura; o fosforo, elemento de
translocagdo de energia, em sua auséncia, ndo ocorrerd fermentagao; o potassio, 0 magnésio, o

zinco, 0 manganés, todos importantes nas reacdes enzimaticas; vitaminas do complexo B, que
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sdo aceleradoras das fermentagdes, além da presenca de outros sais, a exemplo de cobalto
cobre, enxofre, boro que sdo referidos como micronutrientes (Macedo, 1993).

Quanto as condig¢des de cultivo, Saccharomyces cerevisiae sdo microrganismos
acidofilos. Quando em fermentagdes alcoodlicas, o pH entre 4 e 5 € considerado ideal. Trata-se
da faixa de atividade 6tima da enzima invertase (sacarase) das leveduras e, provavelmente,
das demais enzimas produzidas por este microrganismo. A atividade das leveduras esta
diretamente ligada a acidez do meio fermentativo. Um meio com acidez ideal, além de
propiciar um ambiente adequado as leveduras, agira, ainda, como bactericida, inibindo o
crescimento de algumas bactérias contaminantes do meio. Um meio com pH alcalino induz a
desvios do mecanismo normal de fermentacdo como, por exemplo, o aumento da producao de
glicerina em detrimento a de etanol. Um meio com pH abaixo de 4, também nao ¢ benéfico a
fermentagdo alcodlica por reduzir a velocidade de fermentagdo e aumentar a taxa de morte
celular (Amorim, 1977).

Saccharomyces cerevisiae pode crescer em meio com elevadas concentragdes de
acucar, de 200 a 220g/L e suportam altas concentragdes de etanol: em torno de 12°GL. Sao
leveduras perfeitas, isto ¢, produzem ascésporos por conjugacdo. Os ascOsporos sao mais
resistentes a condi¢des adversas do ambiente do que as células 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 colonias brancas a cremes, butirosas. Em fermentacdes
alcoolicas, a temperatura ideal para o desenvolvimento de leveduras fica entre 26 e 35°C. Na
pratica industrial, ¢ comum aqui na regido Nordeste, que a temperatura chegue nas dornas de
fermentagao a 38°C ou até um pouco mais, por deficiéncia de refrigeragdo. Ainda assim as
leveduras desempenham bem o seu papel fermentativo, porém, a perda de alcool, por
evaporagdo e arraste, cresce muito. Isto também favorece o crescimento de bactérias
termotolerantes, principalmente dos géneros Lactobacillus e Acetobacter que podem vir a se
transformar em problemas para a fermentacao (Moraes, 2001).

Saccharomyces cerevisiae se reproduz, assexuadamente, por brotamento ou
gemulacdo da célula mae. No processo de brotamento, a célula mae origina um broto que
cresce e recebe um nucleo, apos a divisdo do nucleo da célula mae. A célula filha separa-se da
c¢lula mae, pela formacao de uma parede celular, rica em mananas (um polimero de manose).
O broto, também denominado de gémula, pode permanecer ligado a célula mae, formando

pseudo-hifas, que em seu conjunto, formam pseudomicélio (Trabulsi, 1986).



23

Os substratos utilizados para producdo de etanol por Saccharomyces cerevisiae,
podem ser classificados como: agucarados (cana-de-agucar, beterraba agucareira, melagos,
mel de abelha e frutas), como amiladceos (amido de grdos e fécula de raizes e tubérculos) e
como celuldsicos ou derivados de celulose (madeiras e seus residuos sulfiticos de fabricas de
papel). Os substratos agucarados sdo divididos em: diretamente fermentaveis (que ndo
precisam de tratamento hidrolitico para serem fermentados pelo microrganismo) € nao
diretamente fermentaveis. Os fermentaveis seriam as hexoses glicose e frutose e os
dissacarideos sacarose e maltose. Os polissacarideos amido, glicogénio e celulose sao
exemplos de substratos, ndo diretamente fermentaveis, 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 caracteristica interessante desta levedura ¢ o chamado
diauxismo, ou seja, a capacidade de apresentar um perfil duplo de crescimento, pois o
Saccharomyces cerevisiae pode se multiplicar tanto em aerobiose, quanto em anaerobiose.
Quando se utiliza a glicose como fonte de carbono do meio, um fendmeno denominado
repressao por glicose € o responsavel pelo aparecimento do diauxismo. O catabolismo da
glicose pelo Saccharomyces cerevisiae pode se dar tanto pela via anaerdbia (fermentativa)
quanto pela aerdbia (respiratoria). A transformacdo da glicose em piruvato ¢ comum as duas
vias. Ao chegar ao piruvato na auséncia de O, a via escolhida ¢ a anaerobia, via de Embden-
Meyerhof-Parnas (Figura 1) com a formac¢do de CO, e etanol. Mesmo na presenca de O,, a via
escolhida pode ser ainda a anaerobia, desde que a concentracdo de glicose do meio seja
superior a 9 g/L, considerada concentracao critica. Em concentragdes de glicose, acima da
critica, acontece o fendmeno denominado repressdo por glicose que consiste na repressao dos
genes que codificam as enzimas do ciclo de Krebs, enzimas da cadeia respiratdria e estruturas
mitocondriais. Com a atividade mitocondrial do Saccharomyces cerevisiae reduzida, a via
seguida pelo piruvato ¢ a anaerdbia com a formacao de CO; e etanol. Por outro lado, em
meio, contendo concentragdes de glicose abaixo da critica e na presenca de O,, o piruvato
seguird a via aerobia, pois ndo se encontram reprimidos os genes em questdo. Portanto, ao
esgotar-se a glicose do meio, ndo mais existird a repressdo dos genes citados, criando
condig¢des para que a fonte de carbono que agora sera o etanol, produzido pela levedura, passe
a ser utilizado pela recém criada via aerdbia. 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 — Ac¢do de campos magnéticos sobre os sistemas bioldgicos e particularidades de

fermentacoes alcoolicas

Kimbal (1937) afirma que a aplicagao de um campo magnético de 11.000 Gauss no
crescimento de Saccharomyces cerevisiae, em meio solido, promove um retardo de 20% a
30% na taxa de brotamento da levedura. Segundo a autora, o efeito do campo na levedura
comeca a aparecer na segunda metade da fase Lag e é produzido pelo gradiente de campo.
Isto ocorre porque, enquanto campos homogéneos, apenas orientam as particulas
paramagnéticas do material, a exemplo de radicais como (C¢Hs); — OH e algumas células
cataliticas que contém ferro, campos ndao homogéneos, além de orientarem as particulas
paramagnéticas, tendem ainda a forcar a entrada do material biologico para a parte alta do
campo. Isto explicaria, segundo a autora, porque muitos experimentos bioldgicos, com
campos homogéneos de alta intensidade, falharam, ao passo que, campos ndo homogéneos de
pequena intensidade, produziram estatisticamente bons resultados. A autora afirma que os
efeitos produzidos no brotamento das leveduras estdo sempre associados a campos
magnéticos nao homogéneos, pois, campos homogéneos, nao produzem efeitos. A autora
ressalta que uma provavel explicagdo para o caso € o fato de algumas moléculas das células
serem deslocadas de suas posi¢des, interrompendo assim o progresso normal do anabolismo
celular.

Jenisson (1937), ao fazer experimentos com leveduras e bactérias, relata que
campos magnéticos estaticos de 3.000 Gauss ndo produzem efeitos sobre o tamanho e a
morfologia de coldnia, o tamanho e a forma individual das células, a reagdo para coloracao de
Gram e a producao de esporos. Para chegar a estas conclusdes, o autor semeou leveduras em
placas de Petri contendo (AN) Agar Nutritivo, dentre outros meios e colocou-as entre os polos
de um eletroima cuja intensidade média de campo era de 3.000 Gauss. O campo era aplicado
de duas maneiras: a primeira atravessando perpendicularmente a superficie da placa e a
segunda atravessando paralelamente a superficie. O experimento foi realizado, durante 48
horas a 25°C. O autor semeou leveduras em meio s6lido e expds ao campo magnético.
Provavelmente, a utilizagdo do meio so6lido tenha impedido o aparecimento de algum efeito
bioldgico, uma vez que ndo foram dadas condi¢des necessarias para que o campo magnético
interagisse com o sistema. Nao houve leveduras em suspensdo, ndo foi possivel haver

interacao de particulas paramagnéticas em suspensao com o campo.
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Em novembro de 1961, foi realizado pela Faculdade de Farmacia da Universidade
de Illinois (Estados Unidos), o primeiro Simposio de Biomagnetismo. Foram apresentados
diversos trabalhos, relatando efeitos bioldgicos, causados por campos magnéticos. Neste
evento se destacou o trabalho de Gerencser et al.(1962) além do surgimento de propostas
novas para possiveis interpretagdes de efeitos de campos magnéticos sobre os sistemas
biologicos (Barnothy, 1962).

Gerencser et al. (1962) submeteram culturas das bactérias Serratia marcescens e
Staphylococcus aureus a campos magnéticos, 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 exposicdo. Os autores observaram que em ambas as culturas houve inibicao do
crescimento entre 7 e 8 horas de exposi¢do ao campo, indicando que o campo magnético afeta
o crescimento bacteriano e que o mecanismo exato que causa a inibi¢cdo ¢ desconhecido,
sendo mais provavel que a inibicdo seja indicativa de um fendmeno paramagnético onde a
bactéria muda sua posi¢do relativa na direcdo do vetor gradiente do campo. Esta constante
mudanga de posi¢do sugere a existéncia de correntes de convec¢do e movimento Browniano
que tenderiam a apresentar, em primeiro plano, efeitos cumulativos reversiveis e, por ultimo,
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 células tumorais,
afirmam existir uma correlagdo entre a atividade metabdlica dos tecidos e a intensidade e a
dire¢do do campo magnético. Segundo os autores, embora tenham observado que campo
magnético causa alguma interferéncia na taxa de oxigenacao dos tecidos investigados, nao foi
objeto do trabalho, explicar através de bases teoricas, o fendmeno observado.

Akoyounoglou (1964) estudou os efeitos de campos magnéticos estaticos de
20.000 Gauss na atividade da enzima carboxidismutase que ¢ uma enzima que catalisa a

reacdo de descarboxilagdo primaria em fotossinteses, representada pela reagao.

CARBOXIDISMUTASE

RIBULOSE —-1,5—- DIFOSFATO + HCO5 »3 - FOSFOGLICERATO

A atividade da carboxidismutase ¢ aumentada na ordem de 14% a 20%, quando o
tubo contendo a solu¢do com a enzima ¢ colocado entre os polos de um eletroima e exposto a
um campo magnético de 20.000 Gauss. Para evitar o aquecimento e conseqiiente acumulo de

perturbagdes no sistema, a solu¢ao enzimatica 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 eliminar qualquer
efeito, devido a presenca de luz. O autor afirma ainda que ¢ natural a perda da atividade
enzimdtica em decorréncia do tempo, devido a desnaturacdo da enzima. No entanto, esta
inativagdo foi mais visivel no grupo controle, ndo exposto ao campo, do que no teste, exposto
ao campo. Para o autor, o efeito do campo parece ser o inverso da desnaturagao.

Moskwa e Rostkowska (1965) acompanharam a aplicagao de campos magnéticos
homogéneos de 2.400 a 3.600 Gauss nas fermentagdes em batelada com Saccharomyces
cerevisiae. Os autores afirmam que a produgdo de CO, nos reatores teste (magnetizados) foi
30% menor que a producdo de CO, nos reatores controle (sem a presenca do campo
magnético). Os autores acreditam que essa marcante diminui¢ao na producdo de CO, nos
reatores teste indica que o campo magnético de 2.400 Gauss a 3.600 Gauss prejudica a
fermentagdo. Citam ainda que a fermentagao foi mais lenta nos reatores submetidos ao 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 aplicaram o campo
em intervalos de tempo que variavam de 35 a 90 minutos. A produgdo de CO; foi medida para
cada intervalo de tempo.

Labes (1966) cita que campos magnéticos na ordem de 1.000 Gauss e superior,
influenciam os fendmenos relativos a transporte de ions, a transferéncia de massa (velocidade
de difusdo) e a velocidade de reacdo nos sistemas bioldgicos. Este argumento, segundo o
autor, esta baseado na combinag¢do de observagdes, j& bem conhecidas e documentadas na
literatura. A primeira é que as moléculas, tipo bastonete, dentro de um cristal liquido, podem
seguir a orientacdo das linhas de forca de um campo magnético; e a segunda ¢ que materiais
cristalinos liquidos tém sido identificados em seres vivos. Segundo Labes (1966), existem
muitos trabalhos, relatando os efeitos de campos magnéticos nas propriedades dielétricas dos
cristais liquidos e os sistemas biologicos estdo repletos de materiais cristalinos liquidos.

Segundo Nostran et al. (1967), o principal efeito dos campos magnéticos de 4.600
Gauss sobre o Saccharomyces cerevisiae, corresponde a uma significante redugdo do
crescimento celular, durante o tempo em que a levedura foi exposta ao campo. Afirmam ainda
que o efeito inibitério, no crescimento da levedura foi mascarado pela pressdo osmotica na
temperatura de 38°C, indicando que a reducdo na quantidade de dgua das células, permite que
o crescimento celular seja mais eficiente a temperatura mais elevada. Citam os autores que

uma relacgao de sinergismo foi evidente entre a pressdo osmotica e a temperatura.
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Haberditzi (1967) pesquisou mudangas na atividade das enzimas glutamico
desidrogenase (GDH) e catalase, quando submetidas a presenga de campos magnéticos
externos. Segundo o autor, a atividade da GDH teve um decréscimo de 5 a 12%, quando
submetida, durante 40 minutos, & agdo de um campo magnético estatico 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 estatico de 60.000 Gauss.

Cook et al. (1969) realizaram estudos sobre os efeitos de campos magnéticos
estaticos na respiracdo celular de Saccharomyces cerevisiae. Ao submeterem as leveduras a
acdo de campos magnéticos estaticos de 80 a 10.000 Gauss, os autores observaram que a
respiragdo celular foi estimulada numa média de 40 + 5%. Houve uma pequena depressao na
ordem de 6,8% na respiragdo celular, quando a levedura foi exposta a intensidade de campo
de 80 Gauss. Nas demais intensidades investigadas, ou seja, 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 bioldgico, poderia ser atribuida a existéncia de células em
diferentes estagios de proliferacdo o que seria assim a “chave do mistério”.

Senftle e Hambright (1969) investigaram as caracteristicas dos materiais
biologicos, quanto a suscetibilidade a campos magnéticos. Segundo os autores, a maioria dos
materiais biologicos ¢ diamagnética, alguns sdo paramagnéticos € poucas ocorréncias tém
sido relatadas, quanto a presenca de materiais ferromagnéticos nos sistemas bioldgicos. Os
autores citam também que os compostos que nao possuem elétrons desemparelhados sao
diamagnéticos, ndo sao suscetiveis a campos magnéticos e independem da temperatura. Os
radicais livres sdo paramagnéticos, pois contém ions de metais de transi¢do com elétrons
desemparelhados. Sao dependentes da temperatura e pouco suscetiveis a acdo do campo
magnético. Alguns metais e componentes inorganicos tém propriedades ferromagnéticas e sdo
dependentes da temperatura. Os autores relatam que o paramagnetismo ¢ inversamente
proporcional a temperatura absoluta e, que, enquanto o paramagnetismo ¢ dependente da
temperatura, o diamagnetismo ¢ independente. Por esta razdo, um componente paramagnético
¢ mais facilmente detectado num meio bioldgico.

Liboff (1969) sugere que o processo de crescimento celular ¢ movido por um
mecanismo de dissociagdo e difusdo de sais entre o meio extracelular e o citoplasma, via
membrana plasmatica e vice versa, e entre o citoplasma e o nicleo, via membrana nuclear e
vice versa. O autor afirma que existem duas regras simples que mostram que o campo

magnético pode influenciar a estrutura do sistema celular, através de um mecanismo de
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interferéncia no processo de difusdo ionica. Cita ainda que campos magnéticos interagem com
cargas em movimento. Segundo o autor, nestas regras simples que se apresentam para
explicar o fendmeno, em ambas, a Orbita da particula carregada ¢ considerada helicoidal na
presenca de um campo magnético. O raio da parte circular da hélice ¢ chamado de raio de
Larmor. Para a primeira regra, considerar-se-ia uma particula ionizada de massa 30 u.m.a. a
temperatura absoluta de 300 K. O campo magnético B, capaz de provocar algum efeito

bioldgico esté relacionado com o raio de Larmor pela expressdo 2.2 a seguir:
B=90/R (cgs) (2.2)

O autor considera ser o valor de R para células tipicas, R=10™* cm Segundo estas
condi¢des, o valor do campo magnético B, capaz de provocar algum efeito biologico seria
aproximadamente igual a 10°® Gauss. A segunda regra ¢ obtida, segundo o autor, mediante as
seguintes consideragdes: supondo-se que a particula carregada estd se movendo num meio
viscoso, a particula estd sofrendo v colisdes por segundo e que, se o campo magnético
permanece através do meio, entdo a particula carregada move-se numa 6rbita helicoidal com o
raio de Larmor, com a freqiiéncia de Larmor €2, e considerando-se ainda, que para a particula
provocar algum efeito, ela deve executar pelo menos uma orbita de Larmor, antes de colidir.

Logo teria- se

Q>v —> 9>1

[1Pb]

Para uma particula de massa “m” e carga “e” que esta se movendo num meio caracterizado
. .. 3 11 c o~
por um coeficiente de mobilidade p = 10~ e v =10 colisdes/seg sob presenca de um campo

magnético B, toma-se a equacdo 2.3
Q/v=uB/c (2.3)

onde ¢ ¢ a velocidade da luz ¢=3.10"" cm/s ¢ Q/v>1,logo uB/c>1,107 B/3.10" > 1, logo
terfamos B = 10" Gauss
Portanto segundo o autor, mediante estas condi¢des, seria necessario um campo magnético

extremamente elevado de 10" Gauss, para provocar algum efeito biologico.
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Belossi e Duclos (1973) realizaram estudos sobre os efeitos de campos magnéticos
no crescimento celular do Saccharomyces cerevisiae. Os autores estudaram fermentagdes em
frascos e expuseram durante 3 horas a um campo magnético de intensidade média 5.200
Gauss, por intermédio de um eletroimad. 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 seja, um brotamento
mais acentuado nas células submetidas a a¢do do campo. Segundo os autores, o brotamento
das leveduras, apés o campo magnético, ¢ a favor da hipotese de que as sinteses sdo
aumentadas até o esgotamento da reserva de energia armazenada.

Schaarsschmidt e Lamprecht (1974) investigando os efeitos de campos
magnéticos, combinados com luz ultravioleta em Saccharomyces cerevisiae, observaram que
o campo magnético, quando aplicado, antes da exposicdo, a radiagdo ultra violeta UV,
promove um incremento na taxa de sobrevida, e, quando aplicado, logo apds a exposi¢do a
UV, mostrou uma diminui¢do. O experimento foi realizado com duas cepas: a cepa 211 e
uma outra mutante S20294 CI com alta sensibilidade a luz ultravioleta. O campo utilizado foi
de 73.000 Gauss, gerado por um supercondutor magnético (CRYOS 30-350, Siemens) com
3cm de diametro. Os autores afirmam ainda que as células expostas ao campo magnético,
acima citado, mostraram uma diminui¢do na taxa de crescimento, combinado com um
incremento na producao de gas, indicando uma estimulacdo no metabolismo.

Blakemore (1975), por sua vez, afirma ter sido observado em sedimentos
marinhos, bactérias com mobilidade para campos magnéticos locais. O autor cita que estes
organismos ‘“‘magnetostaticos” possuem novas particulas, ricas em ferro, no interior do
citoplasma e que estas particulas impdem um momento magnético as células. Isto poderia
esclarecer a migragdo destes microrganismos, observadas até¢ em campos fracos de 0,5 Gauss.
O autor cita que estes microrganismos, nao foram ainda isolados e crescidos em cultura pura,
e que, tirando proveito de procedimentos magnetostaticos, conseguiu obter uma suspensao de
células purificadas para andlise em microscopia eletronica.

De acordo com os resultados publicados por Moore (1979), o crescimento de
microrganismos pode ser estimulado ou inibido em presenca de campos magnéticos
alternantes, dependendo da intensidade e da freqiiéncia do campo. O autor afirma ainda que a
esporulacdo e a freqiiéncia de mutacdo dos microrganismos, ndo foram afetadas pelas
intensidades e freqiiéncias de campos magnéticos, utilizados nos experimentos. Foram

utilizados nos experimentos, campos magnéticos alternantes, 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 (células vegetativas e esporos),
Staphylococcus epidermidis, Pseudomomnas aeruginosa e Halobacterium halobium.

Galar e Sanchez (1985) verificaram a influéncia da acdo de campos magnéticos
continuos e alternantes de diferentes intensidades sobre o crescimento do Saccharomyces
cerevisiae. No experimento, foi feito o monitoramento de pardmetros como: densidade
celular, consumo de glicose e producdo de ions de hidrogénio. Os autores afirmam que o
campo magnético pulsante de 150 Gauss e 120 Hz, ndo interfere significativamente no
crescimento da levedura e que o campo pulsante de 300 a 2000 Gauss possui efeito maximo
em 600 Gauss com 8 horas de exposi¢ao. Para esta intensidade, a densidade optica do grupo
magnetizado foi estatisticamente maior em 29% e, a glicose residual significativamente
menor; resultando num consumo de glicose 25% maior no grupo magnetizado. No campo
magnético alternante, de 450 Gauss e 60 Hz, houve uma diminui¢ao de 19% na velocidade de
crescimento em relacdo ao controle e os campos magnéticos continuos de 300 a 600 Gauss,
ndo produziram efeitos significativos nos parametros estudados. Em decorréncia da
complexidade dos seres vivos e em se tratando de sistemas unicelulares, como ¢ o caso, nao
foi possivel saber quais estruturas foram alteradas pela acdo dos campos magnéticos para se
obterem respostas a fenomenos, observados macroscopicamente. Porém, existem algumas
formas pelas quais um sistema bioldgico poderia interagir com um campo magnético externo.
Em termos gerais, dois fendmenos sdo relacionados pelos autores. O primeiro ¢ a interagao
entre cargas elétricas (ions) em movimento e campos magnéticos e o segundo ¢ a interagao
entre dipolos magnéticos moleculares ou atobmicos e campos magnéticos. Em ambos os casos,
deveriam ser consideradas as caracteristicas paramagnéticas, tanto do sistema biologico
quanto do meio de cultivo. Os autores afirmam ainda que nos seres vivos existem campos
magnéticos, associados ao movimento de particulas portadoras de cargas elétricas,
especialmente através das membranas e do citoplasma de células; além da existéncia de
estruturas magneticamente influencidveis 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 o crescimento de
leveduras estao relacionados com a rotagao de particulas do sistema, as quais se comportariam
como dipolos magnéticos que tenderiam a orientar-se no campo externo, segundo a dire¢ao
deste. Isto implicaria que o campo magnético estatico estaria produzindo uma restri¢do a livre

rotagdo 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 apresenta uma cinética de inibicdo ndo competitiva, caracteristica esta, também
encontrada na atividade fermentativa. Para tanto os autores cultivaram a cepa Y 185 do
Departamento de Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP em meio sélido, a 4°C. O crescimento era medido através da densidade
celular relacionada com o peso seco através da curva de calibragdo. A producdo de etanol e de
gas carbonico foi acompanhada observando as velocidades de produgao de CO», utilizando os
frascos conectados a um respirdmetro de Gilson. A fermentagdo era iniciada logo apos a
adicao da suspensao de células no interior do frasco do respirdmetro. Quando em presenga de
etanol, a liberagdo de CO; so se iniciava apds uma curta fase “lag” que variava de 4 a 15
minutos cuja duragdo aumentava proporcionalmente ao aumento da concentragdo inicial de
etanol. Esta fase acontecia, devido a dificuldade de homogeneizagao entre células e etanol nos
frascos. ApoOs esta fase, ndo linear, a produgdo de CO,, variou linearmente com o tempo e sua
velocidade diminuiu, proporcionalmente, ao aumento da concentracio de etanol nos
diferentes frascos que no experimento foi de: 36,8; 46,0; 55,2; 64.,4; 73,6; ¢ 82,8 g/L.

Gutiérrez et al. (1988), investigando o crescimento de Saccharomyces cerevisiae
em diferentes fontes e concentracdo de carbono, afirmaram que a concentracao de agucar do
meio ndo teria uma relagdo linear com a velocidade de crescimento da levedura. Observaram
também que o pH do meio tem pouca influéncia no crescimento. Para o experimento, o meio
de cultura utilizado era composto de extrato de levedura 1g/L, bactopeptona 2g/L e glicose
nas seguintes concentracoes: 1, 20, 60 e 100 g/L com o pH ajustado para dois valores: 4,5 ¢
6,2. Os pesquisadores testaram 2 cepas de Saccharomyces cerevisiae, uma selvagem e uma
outra EC-81 mutante antibiotico resistente. A velocidade de crescimento da cepa selvagem,
independente da concentragdo de agucar e do pH, se manteve sem diferengas estatisticamente
significantes, enquanto que a cepa mutante apresentou um crescimento 6timo na concentracao
20 g/L de glicose.

Okuno et al. (1991), trabalhando com aplica¢do de altos campos magnéticos no
crescimento da Escherichia coli, citam que nédo foi observado nem mutagdo nem efeitos letais
sobre a bactéria, quando expostas a campos magnéticos de 117.000 Gauss. Quando a bactéria
foi cultivada em meio complexo, o crescimento foi estimulado e quando cultivada em meio
sintético, a taxa de crescimento foi reduzida significativamente. Observaram ainda, que o

campo magnético pode provocar algum efeito como mudanga na estrutura da membrana
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alterando a permeabilidade da mesma, mudanca na conformagdo de enzimas ou atividades
intracelulares. Foram utilizados dois meios complexos e dois meios sintéticos durante o
experimento. Os meios complexos eram ricos em compostos organicos e os meios sintéticos
em compostos inorganicos.

Ager e Radul (1992) verificaram que campos eletromagnéticos de 10 Gauss e
60Hz ndo induzem, em células de Saccharomyces cerevisiae, nem mutag¢ao, nem liga¢des
cruzadas de cromossomos homdlogos (crossing-over) nem conversao de gene. Para realizar as
analises os autores expuseram c¢lulas da levedura durante 3 dias a temperatura ambiente entre
23 e 24°C em meio YPD.

Malko et al. (1994), submeteram Saccharomyces cerevisiae a campos magnéticos
de 15.000 Gauss, usando um aparelho clinico de ressonancia magnética. Os autores relatam
que ndo encontraram evidéncias estatisticas que comprovassem o efeito do campo no
crescimento celular. As células magnetizadas e o controle foram cultivados & mesma
temperatura e o crescimento celular, observado através de microscopia Optica e contagem de
células viaveis. O experimento foi realizado, durante, aproximadamente, sete divisdes
celulares. Os autores ndo encontraram mudancas no crescimento celular das leveduras
expostas ao campo, provavelmente devido ao curto tempo de exposi¢do. A exposicdo ao
campo, segundo os autores, se deu por um periodo de aproximadamente sete divisdes
celulares, o que equivaleria a aproximadamente 3,5 horas, uma vez que as leveduras,
normalmente, se reproduzem em ciclos de 30 min (Macedo, 1993). Os efeitos bioldgicos no
crescimento de leveduras, expostas a campos magnéticos, normalmente sao observados, apos
seis horas de exposi¢do, 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 (Na,K-ATPase) da membrana ¢ afetada, quando em presenca de campos elétricos e
magnéticos. Sob condigdes Otimas, a atividade enzimatica é inibida por campos elétricos e
estimulada por campos magnéticos. No entanto, ambos os campos causam incrementos na
atividade enzimatica, quando a atividade basal da enzima ¢ reduzida pela idade, por
diminuicdo da temperatura, ou por inibidores. Os autores verificaram que, sob condi¢des
basais, o campo magnético (0 a 70 Hz e 0 a 2 Gauss) aumenta a atividade da Na,K-ATPase
de 5 a 10%.

Binninger e Ungvichian (1996) afirmam que a expressio de gens em
Saccharomyces cerevisiae ¢ alterada pela resposta a exposicdo continua a um campo

eletromagnético de 0,2 Gauss e 60 Hz. Este efeito foi observado por mudangas na quantidade
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de m(RNAs) especificos. Estas mudangas foram avaliadas através de -eletroforese
bidimensional em gel. As leveduras foram expostas ao campo, durante um periodo de
aproximadamente 15 divisdes celulares

Vigants et al. (1996) estudaram mudangas nos parametros do anabolismo
(velocidade de crescimento, aumento da biomassa) e do catabolismo (produgdo de etanol e
levana) da bactéria Zymomonas mobilis. Para o experimento, os autores utilizaram um meio
de cultura, contendo sacarose como fonte de carbono. Verificou-se a existéncia de uma
significante relagdo linear entre um incremento no crescimento da biomassa e um aumento na
produgdo de etanol. Com estes resultados, os 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 estabilizado em campo magnético externo de 800 Gauss a 2.600 Gauss,
transversal ao escoamento do fluido. Através da variagdo do fluxo de fluido,
independentemente da variacdo da intensidade de campo, os autores afirmam que puderam
variar a expansdo do leito, permitindo a criacdo de leitos fixos com diferentes arranjos de
particulas que afetaram a porosidade do leito, a area de contato fluido-particula e os processos
de transferéncia de massa. Neste trabalho, foi observado altas concentragdes de etanol (1,5
vezes maior) e consumo de glicose 27% superior ao alcancado em reator de leito
convencional. (reator de leito fixo sem presenca de campo magnético).

Shoda (1996), ao expor células de Escherichia coli a campos magnéticos de
70.000 Gauss, observou que nao houve aumento na taxa de morte celular de mutantes
bacterianos com varios sistemas de reparo deficientes. Isto levou o autor a concluir que esta
intensidade de campo, ndo afeta o DNA destas células. No experimento, bactérias foram
cultivadas no SBS (Superconducting Magnet Biosystem), que nada mais ¢ do que um ima e
um biorreator sob um campo magnético continuo de 70.000 Gauss. Observou-se que o
crescimento celular foi praticamente igual ao grupo controle (sem campo) até a fase
estacionaria, mas que na fase de declinio, o nimero de células do grupo teste, foi sempre mais
elevado do que o controle, indicando que quando os nutrientes celulares estdo se exaurindo, as
células ficam sensiveis a altos campos magnéticos. O crescimento celular foi acompanhado
durante as fases exponencial, estaciondria e de declinio, € o tempo de acompanhamento variou
de 24 a 72h.

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 através de Kit enzimatico, aumentou
de 10 a 15%.

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

Motta et al. (2001) em seus experimentos, submeteram leveduras da espécie
Saccharomyces cerevisiae a acdo de campos magnéticos estaticos, nao homogéneos, de 1.100
Gauss e 2.200 Gauss. Os autores afirmam que na presenga do campo magnético de 2.200
Gauss houve um aumento de 84% na biomassa e de 36,1% na produ¢do de CO; em relagdo ao
controle (sem a presenga do campo). Citam ainda que ndo encontraram diferencas
significativas nos parametros estudados, quando em presenca do campo de 1.100 Gauss. Para
a realizacdo 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

MATERIAIS E METODOS

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

por fim, técnicas de analises de acompanhamento da fermentagéo.

3.1 - MATERIAIS

3.1.1 — Experimentos em biorreatores

As fermentagdes foram conduzidas segundo duas condigdes: experimentos em
biorreatores, com agitagdo mecanica, e experimentos em frascos, sem agitacdo mecanica.

Os biorreatores utilizados tém capacidade interna de 150 mL e volume util 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 didmetro, por onde passa o
eixo giratorio em aco inoxidavel, com duas hélices transversais acopladas ao mesmo, que
giravam a 104 rpm. As hélices t€ém formato retangular, com 13 mm de comprimento ¢ 4 mm
de altura. A hélice inferior dista 13 mm do fundo da proveta e 40 mm da hélice superior.

A agitacdo mecanica dos biorreatores foi possivel, mediante uma estrutura descrita

a seguir. Nestes casos foi utilizado um biorreator como teste € um como controle.

3.1.1.1 — Sistema de agitacio mecénica e suporte dos biorreatores.

A estrutura ¢ composta de uma base inferior de madeira e metal, fixada a uma base
superior de metal, por intermédio de quatro colunas metalicas 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 central indentado lateralmente para
melhor fixacdo e estdo separados entre si por 400 mm de distancia.

Os eixos de agitacdo do meio de fermentacdo sdo acionados por um sistema de

polias e transmissao por correias impulsionadas por um conjunto motor elétrico com redutor
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de velocidade (9w-52rpm-110v, Bodine Eletric Company, Chicago, USA). O motor elétrico
situa-se no ponto médio da base superior, em posicao eletricamente neutra.

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

As polias movidas possuem furo central por onde sdo acoplados os eixos de
agitacao dos meios de fermentagdo. A rotacdo da polia motora é 52 rpm e das movidas, 104
rpm. Este sistema permite acionar simultaneamente os eixos de cada reator por transmissao
por correias de secgdo circular. As correias foram dimensionadas de forma a impedir o
deslizamento nas polias, garantindo a rotagdo de 104 rpm em cada eixo.

As colunas verticais que interligam as bases inferior e superior tém perfil “L” com
250 mm de altura, a uma barra horizontal em perfil “L” com 200 mm de comprimento. As
barras de comprimento 200 mm foram fixadas numa base de madeira por parafuso,
constituindo a base inferior da estrutura de suporte. Superiormente, as terminagdes das quatro
barras metalicas foram fixadas em uma chapa metélica com perfil em “U” de 100 mm x 20
mm, que constitui a base superior da estrutura.

Na extremidade, onde se situa o reator 2 (magnetizado), a estrutura metalica
inferior e vertical ndo foram prolongadas para evitar interferéncia magnética que o material

constituinte da barra metalica poderia causar nos resultados obtidos, neste biorreator.

Cont.

Figura 2 - Experimentos em biorreatores, dotados de agitacio mecéinica
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3.1.2 - Experimentos em frascos

Os frascos colocados sobre uma base de isopor, foram agitados manualmente,
apenas nos momentos das retiradas das amostras para analises. Nestes experimentos, foram

usados dois frascos submetidos ao campo magnético e dois frascos como controle sem a

presenca do campo magnético.
Mag. Mag. Cont. Cont.

Figura 3 - Fermentacgdes em frascos adaptados para utilizacdo de campo magnético

3.1.3 - Campo magnético

3.1.3.1 - Geracgao do campo magnético

O campo magnético utilizado no experimento ¢ do tipo estatico, ndo homogéneo, de

intensidade 2.650 Gauss, gerado com o auxilio de magnetos.

3.1.3.1.1. - Magnetos.

Os magnetos utilizados tém formato cilindrico (Figura 4), constituidos da liga
metalica NdFeB (Neodymium-Ferro-boro) com 2 pol de didmetro e "4 pol de espessura
(modelo 27DNE3208 Magnet Sales & Manufacturing Company, Inc. USA) com densidade
residual de fluxo B; = 12.300 Gauss. A densidade de fluxo ao longo de uma distancia x do

centro da superficie do magneto cilindrico, pode ser calculada em fung@o do seu raio “R” e da
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sua espessura “L”, com razoavel exatiddo, através da equagdo 3.1 (Magnet Sales &

Manufacturing Company, Inc.).

g _ B L+ X X o

S 2R xP VRZix?

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

2Fl_ )

|

Figura 4 - Representacio grafica de um magneto cilindrico de raio R e espessura L.

A equacdo 3.1 pode ser comprovada, experimentalmente, através da medigao de
densidade de fluxo magnético por ponta de efeito hall, utilizando um Gaussimetro modelo
9.500, F.W. BELL, USA. As medi¢des foram realizadas no Departamento de Fisica da

Universidade Federal de Pernambuco.
3.1.4. - Microrganismo

O microrganismo utilizado nos experimentos foi Saccharomyces cerevisiae, obtido
da colecdo do Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco,
classificada como DAUFPE — 1012.
3.1.5 - Meios de cultura
3.1.5.1 - Meio de manutenc¢ao

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

Dextrose Agar. O meio foi preparado com pH ajustado para 5,6 e esterilizado em autoclave a

120°C, durante 15 minutos. Em seguida, foi entdo distribuido em tubos de 13X180 mm e
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deixado para solidificar em posicao inclinada. Os componentes do meio Sabouraud dextrose

Agar e suas respectivas concentragdes estao relacionados na tabela 2.

Tabela 2 - Componentes do meio de manutencio Sabouraud Dextrose Agar

Componente Quantidade Unidade
Peptona 10 g/L
Glicose 40 g/L

Agar 15 g/L
Agua destilada 1.000 mL

3.1.5.2 - Meios de pré—fermentacio e fermentacio

Os meios de crescimento utilizados nas pré—fermentagdes foram os mesmos meios
utilizados durante as fermentagdes. As fermentacdes Tipos X e Y foram realizadas, utilizando
um meio, contendo extrato de levedura e glicose, denominado de meio A. O meio A foi
preparado com pH ajustado para 5 e esterilizado em autoclave a 120°C, durante 15 minutos.

Os componentes do meio A e suas respectivas concentragoes estao relacionados na Tabela 3.

Tabela 3 - Componentes do meio de fermentacio A

Componente: Quantidade Unidade
Extrato de levedura 5 g/L
Glicose 50 g/L
Agua destilada 1000 mL

Nas fermentagdes Tipo Z foi utilizado um meio de crescimento, contendo sais
minerais, glicose e extrato de levedura, denominado de meio B. No preparo do meio B, cada
sal utilizado, foi previamente dissolvido em agua e a seguir adicionado ao meio contendo
glicose ja dissolvida, permitindo assim uma homogeneizagao perfeita dos componentes. O
meio teve o pH ajustado para 5 e foi esterilizado em autoclave a 120°C, durante 15 minutos. A

Tabela 4 apresenta os componentes do meio B, com as suas respectivas concentragdes.
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Tabela 4 - Componentes do meio de fermentacio B

Componente Quantidade Unidade
(Glicose) CsH1,06 150 g/L
Fosfato de Potassio Monobasico Anidro) KH,PO4 2 g/L
(Sulfato de Magnésio Hidratado) Mg SO47H,0 1 g/l
(Sulfato de Amonio) (NHy4)2SO4 2 g/L
(Sulfato de Manganés Hidratado) MnSO47H,0 0,1 g/L
(Sulfato de Cobre Hidratado) CuSO4 5SH20 0,01 g/L
(Cloreto de Calcio) CaCl, 0,05 g/L
(Sulfato Ferroso) Fe SO4 0,01 g/L
Extrato de Levedura 5 g/L
Agua destilada 1000 mL

3.1.6 — Equipamentos

Foram utilizados os seguintes equipamentos, durante a realizagdo dos ensaios:

Espectrofotometro Labormed, Inc, modelo Spectro UV-VISORS, EUA

Balanga Analitica Scaltec GMBH Heiligenstadt, modelo SBA31, precisao
0,0001g, Alemanha.

Balanga Semi Analitica Marte-Balangas e Equipamentos, modelo AS2000C, Sao
Paulo, Brasil.

Microscépio Binocular Carl Zeiss, Contraste de Fase, Sao Paulo, Brasil.
Cromatrografo a Gas Ciola & Gregori LTDA, modelo CG Master, Sdo Paulo,
Brasil

Potenciometro Metrohm Herisau, modelo E350B, Suiga

Estufas Microbiologicas Fanem LTDA, modelo002CB, Sao Paulo, Brasil.
Autoclaves Ibacli-AS, Sao Paulo, Brasil.

Gaussimetro F.W. BELL, modelo 9.500 EUA

Estufa a Vacuo, Marconi Equipamentos para Laboratorio, Modelo MAO30,
Piracicaba, SP, Brasil.

Magnetos cilindricos NdFeB, Magnet Sales & Manufacturing Company, Inc.
modelo 27DNE3208 EUA
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3.2 - METODOS

3.2.1 - Manutenc¢io dos microrganismos

As culturas de Saccharomyces cerevisiae, DAUFPE 1012, foram mantidas em
meio sélido, Sabouraud Dextrose Agar sob refrigeragio 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 apds o crescimento foram novamente refrigeradas a 4°C. Desta maneira,
manteve-se sempre uma quantidade de células, em estoque suficiente, para satisfazer a

demanda das fermentagoes.

3.2.2 - Preparo do in6culo

A fase de pré-fermentagdo consistiu na inoculagdo de células de Saccharomyces
cerevisiae, retiradas do meio de manuteng@o (so6lido) no meio de Pré-fermentacdo (liquido)
estéril. As células inoculadas no meio de pré-fermentacdo eram mantidas em estufa a 30°C,
por um periodo de 18 a 20 horas. Apds este periodo, adicionava-se ao meio de fermentacao,
obedecendo ao aumento de volume de cultivo na ordem de 10% (v/v). Para se garantir
concentragdes iniciais de células iguais em todos os biorreatores, os volumes de pré-
fermentagdo eram adicionados ao meio de fermentacdo, contido em um baldao de fundo chato
de capacidade 1000mL, obedecendo ao 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
meio era homogeneizado e feita a distribui¢do para cada biorreator. Todas as etapas seguiram-
se, obedecendo as técnicas de manuseio de microrganismos. O volume 1til de cada biorreator
era de 120mL. Durante a fermentacdo ndo 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 material dos biorreatores para andlises foi realizada 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 material e
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sempre proximo a um bico de Bunsen. No inicio de cada fermentacdo, foram retirados 3mL
do conteudo de cada biorreator para analises. Das amostras seguintes, foi retirado apenas 1,5
mL de cada biorreator. Ao final de cada fermentacdo, foram retirados em média 12 mL do

conteudo de cada biorreator, o que equivale a 10% do volume inicial.

3.2.4 - Exposicio ao campo magnético

Os biorreatores teste foram submetidos ao campo gerado por cinco pares de
magnetos cilindricos (modelo 27DNE3208 NdFeB fabricados por Magnet Sales &
Manufacturing, Inc,) os quais se defrontavam com os polos opostos. A exposi¢cdo ao campo
magnético, foi projetada, obedecendo a dois esquemas, os quais foram chamados de arranjo 1
e arranjo 2. No arranjo 1, cinco magnetos de mesma polaridade foram instalados na superficie
externa das paredes do biorreator e no lado diametralmente oposto, mais cinco magnetos de
polaridade contraria, também foram instalados, conforme esquematizado na Figura 5.

Para construcdo desta estrutura, foram encaixados cinco magnetos de cada lado do
biorreator, em um suporte de madeira, com espagamento de 13 mm entre os centros de cada

magneto.

=1 Eixoinox
[dh] +—— Tampa de ] -+——  Tampa de
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Figura 5 - Arranjo 1 dos biorreatores expostos a campo magnético gerado por magnetos cilindricos

O campo magnético, gerado na parede interna do biorreator, préximo 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.
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O arranjo 2, apresentado na Figura 6, mostra os magnetos na parede do biorreator
com os polos opostos se defrontando alternadamente, 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 biorreator.
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Figura 6 - Arranjo 2 dos biorreatores, expostos a campo magnético, gerado por magnetos cilindricos

Neste trabalho foram estudados trés Tipos de fermentacdo, combinando a forma de
magnetizacdo com o meio de crescimento, que chamaremos de Tipos X, Y e Z relacionadas

na Tabela 5 a seguir.

Tabela 5 — Tipos de fermentacio utilizados nos experimentos

- FORMAS DE

FERMENTACOES MEIOS DE CRESCIMENTO MAGNETIZACAO
TIPO X A ARRANJO-1
TIPO Y A ARRANJO-2
TIPO Z B ARRANJO-1

3.2.5 - Analises de acompanhamento da fermentacio

3.2.5.1 - Biomassa

Para determinar a concentragdo de células, ao longo do tempo de cada

fermentagdo, foi utilizado o método fotométrico. As leituras das absorbancias foram
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realizadas no espectrofotdmetro Labomed inc, modelo Spectro UV-Visors. Foi utilizada agua
como branco, em comprimento de onda de luz visivel de 660nm. A absorbancia foi
relacionada com a concentracao celular, através da curva de calibracdo de absorbancia, versus

concentragdo celular obtida por peso seco em g/L.

3.2.5.1.1 - Peso seco

O peso seco se faz necessario para constru¢cdo da curva de calibragdo (Absorbancia
x Biomassa). Para obteng¢do de peso seco de células foi seguido os seguintes procedimentos:

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

b) O mosto final da fermentagao foi centrifugado (2000 rpm/5min).

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

d) Apos a ultima centrifugacdo, a massa celular foi resuspendida em 4dgua e colocada nos
pesa filtros, item a, apds os mesmos terem passado, 10 min no dessecador para
estabilizar a umidade, seguido de pesagem em balanga analitica.

e) Em seguida, os pesa filtros foram levados para a estufa a vacuo, até peso constante.

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

pode ser expresso em (mg/mL) ou (g/L).

7,0 ~
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ABSORBANCIA

—e— Absorbancia

—— Linear (Absorbancia)

BIOMASSA (PESO SECO) (g/L)

Figura 7 - Curva de calibragio, absorbéancia, versus concentracio celular
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3.2.5.2 - Dosagem de acucares redutores (Miller, 1959)

A determinacdo dos acucares redutores ao longo das fermentagdes foi realizado
pela adaptagio do método do Acido Dinitrosalicilico, (DNS) segundo Miller (1959). Este
método determina a concentracdo de agucares redutores, por fotometria, através da variacao
de cor do acido DNS, utilizando comprimento de onda de 540 nm. Esta relagdo permanece

linear para concentracdes de acucares redutores que variam dentro da faixa de 0 a 1,8 g/L.

3.2.5.2.1 - Método do acido dinitrosalicilico

Prepara-se uma solucdo padrdo a 1,8 g/L de glicose e constroi-se uma curva
padrao para DNS. De posse da curva padrdo, escolhe-se a aliquota cuja concentra¢do de
glicose esta proxima do ponto médio do intervalo de transmitancia, 30<T<70. Para o nosso
caso, trabalhamos aliquotas de 0,2 mL cuja transmitancia foi 44,7. representada na curva

padrdo para DNS, mostrada na Figura 10.

1,2 1 —e— Densidade dtica

1,0 - —— Linear (Densidade 6tica)

ABSORBANCIA

y = 1,6526x - 0,0006
R’ = 0,9972

0,0 T T T T T T T 1
- 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80

ALIQUOTAS SOL. PADRAO (mL)

Figura 8 - Curva padriao para DNS (absorbancia versus concentracgio glicose)

Escolhida a aliquota de 0,2 mL através da curva padrao, executam-se os procedimentos:
1. Foram colocados em cada tubo de Folin-Wu, aliquotas com 0,2 mL da solucdo
padrdo, da solugdo utilizada como branco e dos meios de fermentacdo, ja feitas as
devidas diluigdes em agua para que a concentracdo de agucares redutores do meio,

esteja na faixa de 0 a 1,8 g/L de glicose.
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2. As aliquotas foram completadas com 0,55 mL de agua destilada, perfazendo assim
0,75 mL.

3. Foram adicionados 0,5 mL do reagente, contendo 4cido DNS, em cada tubo.

4.  Os tubos foram homogeneizados e aquecidos por Smin em banho de agua a 100°C
(ebulicdo).

5. Em seguida, foram resfriados imediatamente em banho de gelo.

6. O volume de cada tubo foi completado com 4gua elevando-se para 12,5mL.

7. Foram feitas as leituras no espectrofotometro a 540nm, tendo ensaio em branco
como referéncia (sem glicose) e um ensaio padrao a 1,8 g/L de glicose.

8.  Depois de executadas as leituras no espectrofotdometro, as concentracdes de glicose

das amostras sdo determinas através de regras de trés simples.

3.2.5.3 - Dosagem de etanol.

A determinagdo da concentracdo de etanol das amostras foi realizada através de

cromatografia gasosa, utilizando o Cromatégrafo, modelo CG MASTER, Ciola & Gregori,

Sado Paulo, Brasil.

3.2.5.4 - Monitoramento do pH.

A determinagdo do pH das amostras foi feita utilizando o potencidmetro, modelo

E350B, Metrohm Herisau, Suica
3.2.5 — Analises estatisticas.
Foram calculados: médias aritméticas, desvios padrao e testes T de Student, para

os grupos controle e magnetizado das variaveis estudadas. Os Testes estatisticos estdo

apresentados no apéndice B.
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

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

magnéticos externos.

4.2 - FERMENTACAO TIPO X

A Fermentacdo Tipo X, (meio A, arranjo 1) como apresentada na Tabela 5 foi
realizada utilizando pré indculo de 20 horas ¢ o pH ajustado para 5, com e sem agitacao
mecanica de 104 rpm. A biomassa inicial dos dois grupos estudados foi sempre a mesma em
cada fermenta¢do, uma vez que, o volume do pré-inodculo era adicionado a um recipiente
unico, contendo o meio de crescimento, que depois de homogeneizado, era distribuido para os
biorreatores.

Foram realizadas quatro repeti¢cdes da fermentacdo do Tipo X em dias diferentes.
As repeticdes denominadas de Xj, e X, foram realizadas com agitagdo mecanica, enquanto
que as repeticdes X3 e X4 em condigdes estaticas, agitadas apenas no momento da retirada de
amostra para analises. A fermentagdao Xj apresentada na Figura 9 mostra que ao longo de 24
horas foi observado um elevado incremento na biomassa e na produgao de etanol. A biomassa
do grupo magnetizado, a partir de 5 horas de fermentacao, foi sempre superior a do controle, e
com 24 horas, este aumento atingiu 135% a mais. A producdo de etanol também passou a ser
superior a do controle, a partir de 5 horas de fermentagdo e com 24 horas foi 95% maior.

Em conseqiiéncia do crescimento microbiano e da produgdo de etanol, o consumo
de glicose por Saccharomyces cerevisiae foi mais acentuado na fermenta¢ao magnetizada que
no controle. Em torno de 24 horas de fermentagdo, o grupo magnetizado havia consumido
praticamente todo o substrato, enquanto que, a glicose residual do controle era 12,23 g/L.

O pH desta fermentacdo variou entre 4 e 5, intervalo este considerado pela

literatura especializada, como Otimo para fermentacdes alcodlicas, como relatado por



49

Underkofler e Hickey (1954). Nenhuma diferenga estatisticamente significante foi percebida

no acompanhamento do pH.
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Figura 9 — Fermentagdo X;: curvas das varidveis monitoradas durante a fermentacdo alcodlica por
Saccharomyces cerevisiae, com agitagdo mecénica, em fun¢do do tempo de fermentagdo: a — Biomassa (Peso
seco), b — Producdo de etanol, c — Consumo de glicose, d — Acompanhamento do pH.

O aumento da biomassa, producao de etanol e consumo de glicose observados na
fermentag¢do X; foram reproduzidos nas trés fermentagdes seguintes realizadas sob as mesmas
condi¢des. As Figuras 15 16 e 17 apresentadas no Apéndice C mostram os resultados destas
fermentagoes X,, X3 ¢ Xy, realizadas em dias diferentes.

Belossi e Duclos (1973), trabalhando com campos magnéticos de 5.200 Gauss, em
meio de crescimento semelhante aos utilizados na fermentacao X, afirmam terem obtido um
aumento de 26 % na taxa de brotamento da levedura Saccharomyces cerevisiae, apos 3 horas
de exposicao. Entretanto foi observado na fermentacao tipo X que o aumento na biomassa sé
foi perceptivel depois de 5 horas de exposi¢ao ao campo magnético. Possivelmente, a escolha
da intensidade de campo de 5.200 Gauss, utilizada pelos autores, que corresponde ao dobro da
utilizada neste experimento, tenha contribuido de forma mais eficaz para este estimulo inicial.

Moskwa e Roskowska (1965) utilizando campos magnéticos similares ao deste
trabalho (2.400 a 3.600Gauss), com Saccharomyces cerevisiae, em intervalos de tempo de 35
a 90 minutos de exposi¢cdo, ndo verificaram nenhum efeito positivo sobre a biomassa e

produgdo de etanol. Os resultados destas autoras podem esta relacionados com o pequeno
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tempo de exposicao, utilizado em seu experimento (35 a 90 minutos), uma vez que nos nossos
resultados, com 5 horas de exposi¢do a campos magnéticos similares, também nao foi
observado nenhum incremento. Por isto, um maior tempo de exposicdo serd necessario para
que se tenha um incremento na biomassa e produgdo de etanol.

Trabalho mais recente de Motta et al. (2001) utilizando campo magnético similar,
observaram um aumento de 84% na biomassa, enquanto que neste nosso trabalho o
incremento obtido para as mesmas condigdes foi de 109%. Este resultado mostra a grande
potencialidade do campo magnético para a fermentagao alcoolica.

A andlise dos graficos de biomassa e de etanol (Figuras 9a e 9b; 15a ¢ 15b, 16a e
16b, 17a e 17b) permite verificar que a produgdo de etanol por Saccharomyces cerevisiae esta
associada ao aumento da biomassa, ou seja, nesses casos onde a biomassa do grupo
magnetizado cresceu mais do que o controle, a producao de etanol também foi maior do que a
do controle. Em fermentagdes alcodlicas por Zymomonas mobilis também pode ser observado
fendmeno similar, como enfatiza Vigants et. al. (1996).

O catabolismo da glicose pela via anaerdbia (fermentativa) ¢ dado através da

equacdo quimica simplificada, mostrada abaixo, chamada de equagdo de Gay-Lussac:

C¢H,0¢ — 2C0, +2C,HsOH

Por esta equacdo, verifica-se que para cada molécula de etanol produzida, obtém-
se também uma molécula de CO,. Na pratica, sabemos que ndo seria possivel chegar a esse
resultado, pois, além de CO; e etanol, formam-se produtos secundarios como glicerina e acido
latico, além do consumo de agucar destinado ao crescimento celular. Porém, esta equacdo
serve como base para afirmar que a produg¢do de etanol numa fermentacdo alcodlica esta
diretamente ligada a produgdo de gas carbonico. Esta observagao ¢ para enfatizar que muitos
trabalhos com campos magnéticos usam a produgdo de CO, como parametro para verificar o
aumento da efici€éncia da fermentagao.

Muitos sdo os relatos que afirmam que a producdo de gas CO, por Saccharomyces
cerevisiae, foi estimulada pela agdo de campos magnéticos estaticos, com intensidades
semelhantes as utilizadas neste experimento. Entre eles, podemos destacar Montenegro (1999)
que afirma que fermentagdes alcodlicas por Saccharomices cerevisiae, submetida a agdo de
campos magnéticos de 2.200 Gauss, produziram 72 % mais CO, que o controle (sem a

presenga do campo), apos 24 horas de exposicao.
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Motta et al. (2001) realizando fermentagdes em frascos, sem agitagdo mecanica,
sob a agdo de campos magnéticos externos de 2.200 Gauss, conseguiram um aumento de
36,1% na produgdo CO,, apds 24 horas de exposicdo ao campo. Trabalhando com
fermentagdes continuas e com intensidades de campos semelhantes as usadas neste
experimento, Ivanova et al. (1996) conseguiram bons resultados em fermentagdes alcoolicas,
ao submeterem leveduras imobilizadas em reator com leito estabilizado 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 convencional (reator de
leito fixo sem a presenga 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 2.200 Gauss,
correspondem a campos que promovem uma boa resposta na produgdo de biomassa e etanol.

A Figura 10 mostra os resultados médios da fermentagao tipo X.
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Figura 10 — Fermentacdo Tipo X: Curvas dos valores médios das variaveis monitoradas nas Fermentacdes
alcodlicas por Saccharomyces cerevisiae, em fungdo do tempo de fermentagdo, com suas respectivas barras de
erro (desvios padrao): a — Biomassa, b — Producdo de Etanol, c- Consumo de glicose, d- Acompanhamento do
pH.

Os resultados médios das quatro repeticdes Tipo X podem ser observados na
figura 10. Apdés 24 horas de fermentagdo, a biomassa e a produgdo de etanol do grupo

magnetizado foram 109% e 114% superiores a do controle, respectivamente. Ao final da



52

fermentagdo, restavam em média no grupo controle, 14,7 g/l de glicose residual. Estes
resultados sdo estatisticamente significantes, a nivel de 5%, calculados através do Teste T. As
diferengas entre os grupos magnetizados e controle, foram estatisticamente significantes a
partir de 20 horas de fermentagdo para biomassa e produ¢do de etanol e a partir de 24 horas
para o consumo de glicose. O pH dos dois grupos nao teve qualquer correlacdo. Os testes

estatisticos estdo representados no Apéndice B desta dissertagdo.

4.3 - FERMENTACAO TIPO Y

Na fermentacdo Tipo Y foram utilizados magnetos cilindricos arranjo 2, meio de
crescimento A, como descrito anteriormente em Materiais ¢ Métodos e pH ajustado para 5.
Foram realizadas quatro repeticoes da fermentagdao 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 fermentagao
Y foi bem inferior ao da fermentagdo X. A Figura 11 apresenta os resultados da fermentacao
Y, realizada sem agitagdo mecanica. Durante o experimento, a biomassa do grupo
magnetizado oscilou entre incrementos e inibigdes, despreziveis em relacdo ao controle A
producdo de etanol e o consumo de glicose nos dois grupos também se mantiveram sem
diferencgas significativas, bem como o pH, que se manteve sem oscilacdo entre os grupos
experimentais, ficando dentro dos limites que melhor favorece o crescimento celular, ou seja,
4 a 5. Portanto, ndo aconteceram diferencas significativas nos pardmetros estudados entre os
grupos magnetizados e controle. Isso possivelmente se deve ao uso do arranjo 2 como forma
de magnetizagdo. Este arranjo produziu um campo magnético resultante, no interior do
biorreator praticamente nulo, o que, possivelmente, impediu o aparecimento de algum efeito
bioldgico no interior do biorreator magnetizado. As Figuras 18, 19 e 20 apresentadas no
Apéndice C mostram os resultados das Fermentacdes Yz, Y3 e Y4, que como pode ser
observado, ndo ocorre nenhuma diferenga entre a fermentagdo magnetizada e o controle.

A forma de magnetizagdo utilizada podera ser a explicagdo para o nao
aparecimento de diferengas significativas nos parametros estudados. Uma vez que, o campo
magnético nulo no interior do biorreator, resultante da interacdo de campos magnéticos
adjacentes de sentidos contrarios, podera estar impedindo a rota¢ao de particulas do sistema,
que se comportam como dipolos magnéticos e sofrem influéncia da agdo do campo. Segundo

Galar e Sanchez (1985), este comportamento pode estd relacionado com o crescimento da
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levedura, ou seja, o campo magnético nulo ndo induz a um incremento na multiplicagdao

celular
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Figura 11 — Fermentagdo Y;: curvas das varidveis monitoradas na fermentagdo alcodlica por Saccharomyces
cerevisiae, sem agitagdo mecénica, em fungéo do tempo de fermentagdo: a — Biomassa (Peso seco), b — Produgéo
de etanol, ¢ — Consumo de glicose, d — Acompanhamento do pH.

Nas quatro fermentacdes Tipo Y realizadas, ndo se observou nenhuma diferenca
estatisticamente significante entre os grupos controle e magnetizados das variaveis
acompanhadas. Foram calculados as médias, os desvios padrdo e aplicados Teste T, entre as
médias dos grupos controle e magnetizado em cada varidvel acompanhada. Nao houve
diferencas entre as médias estudadas. Os testes estatisticos das fermentagdes Y estdo

apresentados no Apéndice B.

4.4 - FERMENTACAO TIPO Z

Na fermentagdo Tipo Z, foram utilizados magnetos cilindricos, arranjo 1, meio de
crescimento B como apresentado na Tabela 4 (Materiais ¢ Métodos), pré-inéculo como
estabelecido nas fermentagdes X e Y, pH ajustado para 5, com e sem agitacdo mecanica de
104 rpm. Foram realizadas trés repeti¢cdes da fermentagdo Tipo Z, em dias diferentes, com o

objetivo de verificar a influéncia da adicdo de sais minerais e aumento da concentracdo de
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glicose do meio de fermentagdo para 150 g/L. A Figura 18 apresenta os resultados da

Fermentacao Z;.
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Figura 12 — Fermentagdo Z;: curvas das variaveis monitoradas na fermentagdo alcoolica por Saccharomyces
cerevisiae, com agitagdo mecéanica, em fungdo do tempo de fermentagdo: a — Biomassa (Peso seco), b —Produgéo
de etanol, ¢ — Consumo de glicose, d — Acompanhamento do pH.

A fermentacdo Z; foi realizada com agitagdo mecanica. A biomassa cresceu um
pouco a partir de 10 horas de fermentacao e foi observado pequeno aumento em relagao ao
controle na producdo de etanol, a partir de 20 horas de fermentacdo. A glicose residual ndo
sofreu alteracdo neste tipo experimento — fermentagdo Z. Foi observada intensa acidificagao,
cujo pH atingiu 2,8, ao final de 50 horas. Este experimento tipo Z mostra que o meio com sais
minerais ndao mostrou uma boa eficiéncia para a produ¢do de biomassa e etanol.
Possivelmente este fraco desempenho esta relacionado com o baixo pH do processo.

As repeticdes Z,, e Z3 deste experimento podem ser observadas nas Figuras 21 e
22 apresentadas no Apéndice C. Nas mesmas ndo foram observadas diferencas significativas.

Os efeitos bioldgicos, encontrados nas variaveis estudadas na fermentagao Tipo X,
ndo se reproduziram com a mesma intensidade na Fermentacdo Tipo Z. A biomassa do grupo
magnetizado, nesta fermentacdo cresceu um pouco mais que a do grupo controle, embora em

proporg¢des nao estatisticamente significantes. O mesmo ocorrendo com a produgdo de etanol.
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O consumo de glicose e o acompanhamento do pH dos dois grupos estudados, ndo esbogaram
nenhuma diferenca que pudesse ser levada em consideragao.

Houve uma acidificacdo muito acentuada do meio de crescimento. O pH ao final
de 50 horas de fermentacdo, em alguns casos, chegou a 2,8 e segundo Amorim (1977), este
fato pode contribuir para aumentar a taxa de morte celular e tornar a fermentagcdo mais lenta.
Este fendmeno observado na fermentagao tipo Z pode ter contribuido para o ndo aparecimento
de diferencgas significativas, entre os grupos magnetizados e controle das varidveis estudadas.
A adigdo de sulfato de aménio pode ter contribuido para liberagdo de muitos fons H', durante
a fermentagdo e conseqiientemente baixado o pH.

A figura 13 apresenta os resultados médios das variaveis estudadas na fermentacao

tipo Z, com suas respectivas barras de desvios padrao, em funcdo do tempo de fermentagao.
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Figura 13 — Fermentagdo Tipo Z: graficos dos valores médios das variaveis monitoradas nas fermentagoes
alcodlicas por Saccharomyces cerevisiae, em fungdo do tempo de fermentagdo, com suas respectivas barras de
erro (desvios padrao): a — Biomassa, b — Producdo de Etanol, c- Consumo de glicose, d- Acompanhamento do
pH.

Os resultados médios das varidveis estudadas nas trés repeticdes da fermentagao
Tipo Z, observados na figura 13, mostra que embora tenha havido um incremento na

biomassa e na producao de etanol, estes incrementos nao foram estatisticamente significantes.



56

O consumo de glicose ¢ o pH dos dois grupos se mantiveram praticamente iguais. Os testes
estatisticos da fermentagao Z estao no Apéndice B desta dissertagdo.

Neste trabalho, ndo foram observados uma relacdo linear entre a concentracdo
inicial de glicose no meio e a velocidade de crescimento celular de Saccharomyces cerevisiae,
fato este ja relatado por Gutiérrez et al.(1988). Foram utilizados meios contendo glicose como
fonte de carbono em concentracdes iniciais de 50 g/L nas fermentacdes Tipos X e Y, e 150
g/l na fermentagdo Tipo Z. A velocidade de crescimento da levedura manteve-se
praticamente a mesma, em todos os casos, ou seja, ndo houve um aumento na velocidade de
crescimento em decorréncia do aumento da concentracao inicial de glicose do meio.

A figura 14 apresenta os graficos dos valores médios da biomassa e do etanol ao

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

Os graficos “a” e “b” da Figura 14 mostram que o campo magnético de 2.650
Gauss apresenta um melhor rendimento, quando aplicado em meio pobre e com baixa
concentracdo de glicose; onde atua como um verdadeiro “enriquecedor”, indicando, assim,
que o processo ¢ viavel economicamente, quando aplicado em meios com essas
caracteristicas.
O meio B, utilizado nas fermentac¢des Tipo Z, foi acrescido de sais minerais, com a
finalidade de atender as necessidades nutricionais do microrganismo, conforme relata Rose
e conseqiientemente favorecer as reagdes enzimaticas, desencadeadas pela levedura
1961 t te f: ticas, d dead la leved

que pudessem estar inibidas na auséncia destes compostos.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES

O campo magnético estatico, ndo homogéneo, de 2.650 Gauss aplicado no formato
denominado arranjo 1, favorece o aumento da biomassa e a producao de etanol em

Saccharomyces cerevisiae.

2. A agitacdo mecanica, durante os experimentos, ndo teve nenhuma influéncia na
produgdo final de biomassa e etanol.

3. A forma de magnetizagdo que permitiu um gradiente de campo de 2.200 Gauss,
entre o centro ¢ as paredes internas do biorreator, teve influéncia marcante nos
resultados das variaveis estudadas neste trabalho.

4. A magnetizagdo, denominada arranjo 2, ndo tem influéncia nas varidveis
estudadas.

5. A magnetizacdo, utilizada na Fermentacdo Tipo Z, (arranjo 1), ndo produziu
efeitos estatisticamente significantes, em decorréncia do baixo pH.

6. A Fermentag¢do Tipo X com arranjo 1 e concentracdo de glicose a 50 g/L foi a que
produziu os melhores resultados, quanto a producao de biomassa e etanol.

PERSPECTIVAS

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

pelo campo magnético na atividade metabdlica do Saccharomyces cerevisiae ou mesmo

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

sugestdes para trabalhos futuros.

1.

Verificar a viabilidade de aplicacdo deste processo em grande escala, utilizando
derivados de cana de agucar como meio de fermentagdo e arranjo 1, como forma
de magnetizacao.

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

Investigar a atividade enzimdtica da levedura sob a presenca de campos

magnéticos estaticos.



58

Estudar possiveis alteracdes no transporte de membranas na levedura exposta a
campos magnéticos estaticos.
Investigar possiveis alteracdes genéticas, provocadas por campos magnéticos nas

leveduras.



APENDICE A - Tabelas de resultados das fermentacdes

Tabela 6 - Resultados fermentacio X;

59

T (h) BC BM EC EM GC GM pH C 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 4,7 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 4,5
20 0,76 1,48 12,37 25,12 15,95 7,68 4.5 4.4
24 0,86 2,02 13,01 25,39 12,23 0,30 4,3 4,2
Tabela 7 - Resultados fermentacio X,
T (h) BC BM EC EM GC GM pHC pHM
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 - - 4,9 5
5,00 0,23 0,23 9,22 2,52 49,04 50,12 4,9 4,9
7,58 0,52 0,54 6,16 3,26 - - 4,7 4,9
10,00 0,57 0,88 6,09 4,92 - - 4,7 4,8
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 - - 4,5 4,5
17,78 0,70 1,80 12,01 10,64 14,12 20,56 4.5 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 - - 4,3 4,3
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




Tabela 8 - Resultados fermentacio X;
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T (h) BC BM EC EM GC GM pHC 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
Tabela 9 - Resultados fermentacio X,
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 52 5,2
5,00 0,62 0,74 3,26 3,90 40,35 36,45 51 51
10 1,11 1,47 6,20 7,99 26,2 23,15 51 51
13 1,57 2,03 9,41 12,64 18,49 10,83 51 51
20 1,64 2,58 14,40 20,46 9,68 1,17 51 50
24 1,61 2,63 12,97 21,91 7,12 0,03 51 50
Tabela 10 - Resultados fermentacio Y,
T (h) BC BM EC EM GC GM pHC pHM
0 0,05 0,05 1,76 1,55 47,28 45,00 49 49
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




Tabela 11- Resultados fermentacao 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 fermentacio Y;
T (h) BC BM EC EM GC GM pHC pHM
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 - - 49 49
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
Tabela 13 - Resultados fermentacio 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 fermentacgao Z,
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T (h) BC BM EC EM GC GM pHC pHM
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 29 2,9
Tabela 15 - Resultados fermentacio Z,
T (h) BC BM EC EM GC GM pHC pHM
0 0,07 0,07 3,97 4,47 1514 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 fermentacio Z;
T (h) BC B M EC EM GC GM pHC pHM
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 29 2,9
33 2,01 2,57 40,79 42,52 - - 29 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 29 2,8




APENDICE B - Testes estatisticos

Tabela 17 — Fermentacgao Tipo X: biomassa média dos grupos controle e magnetizado,
desvios padrio e Teste T

t(H) Méd. Biom. Cont. Méd. Biom. Mag. D.P.C. D.P.M. Teste T

0,06 0,06 0,02 0,02 0,99
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

Tabela 18 — Fermentacao Tipo X: producdo média de etanol dos grupos controle e
magnetizado, desvios padrio e Teste T.

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 - Fermentacio Tipo X: consumo médio de glicose dos grupos controle e
magnetizado, desvio padrao 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




Tabela 20 - Fermentacio Tipo X: pH médio dos grupos controle e magnetizado, desvios padrio e

Teste T
TM) 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

Tabela 21 — Fermentacfo Tipo Y: biomassa média dos grupos controle e magnetizado, desvios
padrao eTeste T

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

Tabela 22 - Fermentacio Tipo Y: producio média de etanol dos grupos controle e magnetizado,
desvios padrio e Teste T.

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
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Tabela 23 - Fermentacio Tipo Y: consumo médio de glicose dos grupos controle e magnetizado,
desvio padrio 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

Tabela 24 - Fermentac¢io Tipo Y: pH médio dos grupos controle e magnetizado, desvios padrio e

Teste T
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

Tabela 25 — Fermentacao Tipo Z: biomassa média dos grupos controle e magnetizado, desvios
padrio e Teste T

T (h) Méd. Biom. Cont. Méd. Biom. Mag. D.P.B.C. D.P.B.M. TesteT
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 - Fermentacio Tipo Z: produ¢ao média de etanol dos grupos controle e magnetizado,
desvios padrio e Teste T.

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 3,12 521 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

Tabela 27 - Fermentac¢io Tipo Z: consumo médio de glicose dos grupos controle e
magnetizado, desvio padrio 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

Tabela 28 — Fermentacio Tipo Z: pH médio dos grupos controle e magnetizado, desvios padrio e

Teste T
T (h) pH Cont. Méd. pH Mag. Méd. D.P.pH.C. D.P.pH.M. Teste T
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




APENCICE C - Grificos de fermentacgdes
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Figura 15 — Fermentagdo X,: curvas das variaveis monitoradas, na fermentagdo alcodlica por Saccharomyces
cerevisiae, com agitagdo mecénica,em fung¢do do tempo de fermentacdo: a — Biomassa (Peso seco), b — Producéo
de etanol, ¢ — Consumo de glicose, d — Acompanhamento do pH.
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Figura 16 — Fermentagdo Xj: curvas das varidveis monitoradas, na fermentagéo alcodlica por Saccharomyces
cerevisiae, sem agitagdo mecénica, em fungéo do tempo de fermentagdo: a — Biomassa (Peso seco), b — Produgéo
de etanol, ¢ — Consumo de glicose, d — Acompanhamento do pH.
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Figura 17 — Fermentagdo X4: curvas das variaveis monitoradas, na fermentagdo alcodlica por Saccharomyces
cerevisiae, sem agitagdo mecanica, em func¢do do tempo de fermentagdo: a — Biomassa (Peso seco), b — Producéo
de etanol, ¢ — Consumo de glicose, d — Acompanhamento do pH.
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Figura 18 — Fermentagdo Y,: curvas das varidveis monitoradas, na fermentagéo alcodlica por Saccharomyces
cerevisiae, sem agitagdo mecénica, em fungéo do tempo de fermentagdo: a — Biomassa (Peso seco), b — Produgéo
de etanol, ¢ — Consumo de glicose, d — Acompanhamento do pH.



w
=}

BIOMASSA (g/L)
o = N
o o

o
S}

N
[=}

=
=)

w

(a)

—e—Biomassa Controle
—=— Biomassa Magnetizada

- 5 10 15 20 25 30

@
<}

8

GLICOSE (g/L)
w
o

o
S

N
S

i
15

TEMPO (h)

(c)

—e—Glicose Controle

—=— Glicose Magnetizada

o

0 10 20 30

TEMPO (h)

30

N
=1

ETANOL (g/L)
.
o

(b)

—e— Etanol Controle

—=— Etanol Magnetizado

TEMPO (h)

(d

55 4 —e—pH Controle
' —=— pH Magnetizado
5,04
e /\»@

TEMPO (h)

69

Figura 19 — Fermentagdo Y3: curvas das varidveis monitoradas, na fermentagéo alcodlica por Saccharomyces
cerevisiae, sem agitagdo mecénica, em fungéo do tempo de fermentagdo: a — Biomassa (Peso seco), b — Produgéo
de etanol, ¢ — Consumo de glicose, d — Acompanhamento do pH.
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Figura 20 — Fermentagdo Y,: curvas das variaveis monitoradas, na fermentagéo alcodlica por Saccharomyces
cerevisiae, sem agitagdo mecénica, em fungéo do tempo de fermentagdo: a — Biomassa (Peso seco), b — Produgéo
de etanol, ¢ — Consumo de glicose, d — Acompanhamento do pH. (4* Fermentacdo Y).
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Figura 21 — Fermentagdo Z,: curvas das varidveis monitoradas, na fermentagdo alcoolica por Saccharomyces
cerevisiae, sem agitagdo mecanica, em func¢do do tempo de fermentagio: a — Biomassa (Peso seco), b — Producéo
de etanol, ¢ — Consumo de glicose, d — Acompanhamento do pH. (2° Fermentagdo Z).
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Figura 22 — Fermentag@o Zs3: curvas das varidveis monitoradas, na fermentacdo alcodlica por Saccharomyces
cerevisiae, com agitagdo mecanica, em fungdo do tempo de fermentagdo: a — Biomassa (Peso seco), b —
Produgéo de etanol, ¢ — Consumo de glicose, d — Acompanhamento do pH.
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