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RESUMO

O objetivo deste estudo foi investigar a influénde campos magnéticos estaticos, nao
homogéneos, na fisiologia da leved®acerevisiaecrescendo em meio sintético a base de
glicose. As fermentagbes foram conduzidas segundas dcondi¢cdes: em biorreatores
submetidos a campo magnético (com magnetos citivglriconstituidos da liga metalica
NdFeB (Neodimio-Ferro-Boro) com % pol de diametro & pol de espessura (modelo
27DNE3208 Magnet Sales & Manufacturing Company, d8A)) e em biorreatores sem
magnetos. Foi aplicado campo magnético estatiam ho&nogéneo de intensidade 220 mT. A
levedura foi cedida da cole¢do do Departamento mibiéticos da Universidade Federal de
Pernambuco, classificada como UFPEDA — 1012, eno reentendo extrato de levedura e
glicose e durante 24 horas de fermentacdo. Foraniton@das a pureza microbioldgica do
cultivo e realizadas amostragens para avaliac&eszimentgpor medida do peso seco e por

contagem de ceélulas viaveis (UFC/mL). A velocidadpecifica de crescimently) foi
avaliada e realizadas analises de imagem, aferigdssvalores de pH, determinacdo da
concentracdo de etanol através de cromatografjiasae dosagem de glicose por método
enzimatico. As amostras submetidas ao campo magndiitiveram aumento na producao de
biomassa a partir das 12 horas de fermentacaodquamparadas as amostras controle. Este
aumento foi de até 181% em relacdo a amostra ndoetizada, evidenciando que o campo
magnético estimula a producdo de biomassa em leagduem como o aumento no nimero de
células viaveis com aumento de até quatro vezeslar em relacdo a amostra controle. A
analise da velocidade especifica de crescimentircaru os achados anteriores de que a curva
de crescimento das amostras controle encontraraemséase estacionaria, ao passo que a
amostra magnetizada apresenta prolongamento daxXaseencial de crescimento. Esse fato
pode ser interpretado como um efeito do campo ntiegnéa aceleracdo do metabolismo
celular e ser um instrumento de uso biotecnolégaotimizacdo da producdo de biomassa. A
forma de magnetizacdo teve influéncia marcante nessltados das variaveis estudadas,
mostrando que o campo magnético aplicadoSeneerevisiaegstimulou a proliferacdo e a
biomassa, com grande potencial de aplicacdo nadmologia.

Palavras-chaveSaccharomyces cerevisjdisiologia, campo magnético estético.



ABSTRACT

The objective of this study was to investigate th8uence of static non-homogeneous
magnetic fields on the physiology of the ye&st cerevisiaegrowing in culture media
containing glucose. The fermentations were drivato ibiorreators with magnetic rods
produced with NdFeB (Neodymium-iron-boron) alloy, @5” diameter and 0.25” thickness
(model 27DNE3208 Magnet Sales & Manufacturing Comypdnc.USA) attached and into
biorreatores without magnets. The applied statigmatic field no homogeneous had a field
intensity of 220 mT. The yeast was obtained of todlection from the Departmento de
Antibioticos of the Universidade Federal de Pernacob classified as UFPEDA-1012. The
fermentations were accomplished in media contaiyeast extract and glucose (5%) and for
24 hours of fermentation the microbiological coimtis of the cultivation were monitored and
sampling from the culture for the biomass growthleation, the dry weight measuring and the
viable cell count (UFC / mL). The values of specBpeed of cell growth (1 x) were calculated
and were done image analyses, pH value measuremeetsrmination of the ethanol
concentration through gas chromatography, glucesel [dosage by enzymatic method. The
samples submitted to magnetic field showed incaeég@mass production, starting at 12 h of
culture, when compared to the samples control. Triisease was observed up to 181% in
relation to the sample non-magnetized ones, evidgrtbat the magnetic field stimulates the
biomass production in yeasts, as well as the iserea the number of viable cells, which
increased of up to 4 times the value of the corgeshples. The analysis of the cell growth
speed confirmed the previous discoveries with arobsamples growth curve that showed a
stationary phase whereas the experimental same&epied a prolongation of the exponential
growth phase. This fact can be interpreted as factedf the magnetic field on the acceleration
of the cellular metabolism and could be used asidedhnological technique in the
enhancement and optimization of the biomass pramuctThe magnetization produced
outstanding influences on the results of the véggmbtudied, showing that the applied magnetic
field in S. cerevisiaestimulated the proliferation and the biomass.
Keywords:Saccharomyces cerevisigaysiology, static magnetic field.
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1 INTRODUCAO

Os campos eletromagnéticos produzidos pelo homem g€ tornado uma parte
crescente do nosso biossistema. Eles se propagaimdena Terra, para servir ao homem, em
seu beneficio. Porém os organismos vivos tém delgptar a esse novo fator, pois eles podem
influenciar algumas de suas funcdes biolégicasn@rajuantidade de artigos cientificos tem
sido publicada nos ultimos anos, sobre estas imfia8. Primeiramente eles estavam focados
na epidemiologia e na questdo do aumento no risccaticer em pessoas trabalhando ou
morando proximas as linhas de forca. Os resultasdomostraram controversos e na ultima
década os efeitos dos campos magnéticos em olfjetldgicos menores comegaram a ser
investigados (FOJ&t al, 2004).

O estudo da fisiologia celular € um instrumento régelacdo dos mecanismos
moleculares e celulares compreendidos entre o$veasefeitos bioldgicos e as implicagbes na
saude, de radiagBes ndo-ionizantes, como os camggseticos (LUCERet al, 2005).

A estimulacdo ou inibicdo de processos celularescpmpos eletromagnéticos é de
interesse consideravel na biologia celular e ndebimlogia, ndo sO por estabelecer os
mecanismos basicos desta interacdo, mas tambémsupsr aplicacdes potenciais praticas.
Diferentes alvos incluindo proliferagcdo celularagées enziméticas, sintese de biopolimeros e
transporte de membrana tém sido investigados cepeite as alteragfes induzidas por energia
eletromagnética (LEI e BERG, 1998).

A leveduraSaccharomyces cerevisigeconsiderada um excelente modelo eucariotico
para ser usado na avaliacdo dos efeitos dos caeipmsemagnéticos no crescimento celular
devido as suas caracteristicas morfolégicas, miétaboe genéticas bem definidas e a sua
conservada similaridade com mecanismos molecuksssciados aos processos basicos, ao
longo das diferentes espécies eucarioticas, irduas células humanas. Além da semelhanca
com as células de mamiferos, esta levedura posgmtagem de ter um tamanho maior, em
contraste com as bactérias, o que facilita tambeérstwdo da sua morfologia (BOTSTEIN e
FINK, 1988; HADJILOUCAS, CHAHAL e BOWEN, 2002).

A S. cerevisiaed, no Brasil,0o microrganismo de preferéncia na agroindiusp@aa
converteracicarem etanal Esta levedura tem se tornado um modelo Gtil e médivo na
investigacdo da bioquimica e da biologia molecdereparo de DNA e regulacdo do ciclo
celular em eucariontes, visto que ha consideréfeimacao disponivel da funcéo génica e de
seu sistema de regulagéo (ZALDIVARal, 2005).
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As leveduras sdo capazes de sobreviver em flutaagdebientais intensas por
adaptarem rapidamente sua maquinaria bioquimicarngt ao encontrarem variacoes
ambientais. Um aspecto desta adaptacdo € a marapdeidade de ajuste da expressao génica
as necessidades ambientais requeridas para seimae® (LUCERIet al, 2005).

O mecanismo de interacdo entre a biologia eaogpos elétricos e magnéticos tem sido
um tema dominante, de uma maneira ou outra, nérisista Biofisica e da Fisiologia desde o
inicio do conhecimento destes campos. Pesquisés &es revelam mudancas morfoldgicas e
bioquimicas importantes provocadas por esses cangpmsitando esses como uma nova
ferramenta fundamental para as pesquisas no fudaobiociéncia (FOSTER, 2003;
MEHEDINTU e BERG, 1997).

Atualmente, a aplicagdo de campos magnéticos paltzorar o processo fermentativo
constitui uma importante estratégia inovadora, ppdera se tornar uma alternativa viavel no
aumento da eficiéncia desse processo (MUNIZ, 2002).

Devido a importancia socio-econdmica da producatbgica de etanol no Brasil e no
mundo, tendo em vista a utilizacdo deste produtindastria de alimentos e como fonte de
combustivel com menor impacto ambiental, estudasando a obtencdo de melhores
procedimentos tecnoldgicos no processo fermentatirmam-se de fundamental importancia
(MARQUES e SERRA, 2004).

Nos ultimos anos, pesquisas na melhoria da prodidedanol tém sido aceleradas por
razdes ecoldgicas e econbmicas, principalmente amarmurante alternativo em substituicdo
aos combustiveis fosseis baseados no petrolecar®@lqiode ser produzido por duas vias: a
petroquimica, a partir da hidratacdo de etilenobéotecnologica, a partir da fermentacédo de
biomassa. O Brasil, como um pais tropical e comii¢géa na producdo do etanol, tem muito
potencial na oferta de energia através de suatimasicro-alcooleira. Produtos derivados da
cana-de-acucar sdo hoje a maior fonte, economidamenportante, da agroindustria
nordestina. N&o so6 alcool carburante, mas tamb#tiamassa para co-geracdo de energia,
bem como uma reserva de energia renovavel e, agwag insumo da industria quimica
Impulsionado pela criagdo do PROALCOOL em 14/11%] @7pais tem se tornado nos ultimos
anos, o maior produtor de etanol via fermentacdo déevados da cana-de-acgUcar,
desenvolvendo e melhorando muitos processos feathedd usados anteriormente
(ALFENOREE€et al, 2004; GOLDEMBERGet al, 2004).
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O bioetanol, etanol originado de biomassa, € umtefde energia atrativa e sustentavel
para utilizagdo como combustivel e de importané@osecondémica maior para o Brasil. Ele
tem sido apontado como a solucdo para uma variatiageoblemas complexos relacionados a
energia e ao meio ambiente. Comparado aos comeisstdsseis, o etanol possui a vantagem
de ser renovavel, produzir queimacao limpa, prodlimenor teor de gases que contribuem
para o efeito estufa. Deste modo, com a implantde&deis de protecdo ambiental em muitos
paises, a demanda para este combustivel esta amtefALTINTASet al, 2002; RIVERA
et al, 2006).

O Brasil produz cerca de 15 bilhdes de litros puar, groduzidos por mais de trezentas
destilarias concentradas nas regides sudeste esterdendo a regido nordeste, uma das
regides produtoras mundiais de maior importancilPALS et al.,, 1999).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CARACTERISTICAS DOS CAMPOS MAGNETICOS

Os estudos relacionados ao magnetismo se iniciaomma descoberta de minérios de
ferro que possuiam a propriedade de atrair outetaimindo magnetizados. Entre esses metais
encontravam-se o ferro, o cobalto e o niquel. Efsggnentos de minério de ferro foram
descobertos na cidade de Magnésia, na Asia Men@oreeste motivo foram chamados
magnetos (KRAUS e CARVER, 1986).

Os polos magnéticos foram descobertos por volte286, quando um monge chamado
Pedro Pelegrino apresentou um magneto de hemBl#adescobriu que certas regides deste
material atraiam outros metais com maior inteng®dgde outras e essas regibes foram
chamadas de pélos magnéticos. Ao tentar sepai@s esgides, Pedro Pelegrino descobriu que
era impossivel separar polos magnéticos. Em vep,disam criados novos magnetos menores,
cada um destes contendo polos opostos. Os polas) fonamados de polo norte e pdlo sul,
pois quando pendurado por um fio, 0S mesmos shaam com as direcdes norte e sul da
Terra. Sabe-se que o campo magnético € formadadpslocamento de uma carga elétrica, ou
seja, ao se deslocar, a carga elétrica gera ngespaseu redor, em um plano defasado de 90
graus, uma forca magnética que atraira ou afastdependendo da sua polaridade — qualquer
outra carga que interaja com ela (QUEVEDO, 1977).



16

Atualmente, os campos eletromagnéticos estdo sartdo cada vez mais importantes,
pelo fato de que existe um crescente aumento doemirde equipamentos elétricos e
eletrdnicos que utilizam radiacfes eletromagnéti@agiuais estdo cada vez mais presentes em
nosso meio. Também nos diversos tipos de teragla oncampo magnético é utilizado, tal
como 0 uso de campos magneéticos pulsateis na p&anadg reparo de fraturas 0sseas, no
tratamento da inflamacéo, além do uso de aparei@geram campo magnético estatico sobre
a pele para o tratamento da dor (BLANK 1995; MALNU® e PLONSEY, 1995; McLEAN,
ENGSTROM e HOLCOMB, 2001; PEIXOTO, 2001). Aléem disg¢ largamente utilizado no
diagnéstico por Imagem de ressonancia Magnétigaabchega a produzir campos de 7 Tesla,
gue atuam nos pacientes durante 30 minutos, ermar(ftY AKOSHI, 2006).

A caracterizacdo do campo magnético efetivo e desanmismos de interacdo com
substratos biologicos encontra-se incompleta. Aedé@ncia do tempo do efeito, no entanto,
sugere lentas mudancas na conformagédo dos cam&sdtou enzimas, como por exemplo,
fosforilacdo ou desfosforilacdo de canais de sdktudos apontam para o fato de que campos
magneéticos estaticos geram mudanca na conformag@ootkinas transmembrana e proteinas
soluveis para produzir efeitos biologicos signifitess (McCLEAN, ENGSTROM e HOLCOMB,
2001).

Dependendo da forma de magnetizacdo de um mateniagsmo pode ser classificado
como diamagnético que sofre fraca influéncia doapms magnéticos; paramagnéticos, que
sofrem uma magnetizagdo no mesmo sentido do capipado, porém ainda assim € uma
magnetizacao fraca; e os ferromagnéticos, que possuima magnetizacao forte e duradoura
no sentido do campo magnético aplicado (LIN, 1994).

2.2 EXPOSICAO AO CAMPO MAGNETICO

Em paises desenvolvidos, a exposicdo a varios tiposampos eletromagnéticos é
comumente encontrada. Campos eletromagnéticoed@éincia extremamente baixa, gerados
de linhas de forga, campos eletromagnéticos ddraljééncia através de telefones celulares e
computadores e campo magnético estatico pela imdgamssonancia magnética sao as fontes
familiares mais comuns de exposicao (IKEHA&®al, 1999).

Varios estudos experimentais realizados nos UltiB®<0 anos tém examinado os
efeitos da exposicao aguda e crénica em animasbdeatorio a campos magnéticos estéaticos
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e poucos efeitos adversos tém sido identificadas.eNtanto, com o desenvolvimento de
eletromagnetos no século XIX e de magnetos supautores no século XX, tornou-se
possivel a exposicdo de seres humanos a intensposanagnéticos (SAUNDERS, 2005).

A interacdo de campo magnético estatico com orgerEsvivos € um campo de
investigacdo de crescimento rapido. Uma das rask@&mamente importantes para se
aprofundar os estudos sobre o verdadeiro modo @le égs campos magnéticos (CM) em
organismos vivos é a necessidade de proteger & sidhomem. Isto, devido a provavel
introducdo, no futuro, de novas tecnologias conemstrcom levitacdo magnética e 0 uso
terapéutico dos CMs como uso da imagem de ressanaragnética e a exposicao @i
como agente quimioterapico (DINI e ABRRO, 2005).

Os campos magnéticos estéaticos podem ser clagsifiaamo fraco (menor que 1mT),
moderado (1 mT a1 T), forte (1 a 5 T) e ultraddimaior que 5 T). Um remarcado fendmeno
de campo magnético estético fraco € o campo magnddi Terra que desencadeia resposta em
muitos organismos, especialmente para orientacfacied e navegacao (DINI e ABRRO,
2005).

A acdo dos campos magnéticos estéticos (CME) rtensas biologicos € ligada a
propriedade da estrutura molecular da membrama €isanisotropia diamagnética) que tem o
potencial para ser influenciado por estes campositod! componentes inorganicos e
aproximadamente todos os componentes organicosaligmm grau de diamagnetismo. Um
mecanismo geral para a acdo de intensidade modéca@ME nos sistemas biologicos pode
ser explicado através de seu efeito na estrututecodar das membranas excitaveis; um efeito
suficiente para modificar a fungcdo dos canais @®iespecificos encontrados nessas
membranas. Um CME de moderada intensidade podar adetrotacdo das moléculas de
fosfolipideos da membrana em conseqiéncia da spaigutade diamagnética coletiva, o que
de fato, explica virtualmente, os bioefeitos atidlms a este campo (DINI e ABRRO, 2005).

Além disso, os CMEs podem alterar a orientacaspmlo de elétrons e de prétons e
consequentemente, seu nivel de energia, podendo exercer forgas néécutas biologicas,
dependendo de sua susceptibilidade anisotropicadtiag (IKEHATAet al, 1999).

Os organismos sao capazes de responder a umadairgdade de estimulos ambientais
e estresses (incluindo os campos magnéticos), pemdo mudancas intra e extracelulares que
podem ser classificadas como irreversiveis, réwa@sse resultarem em mudancas de células e
de suas organelas. As modificacdes celulares e male=ulinduzidas quando os campos
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magnéticos interagem com materiais bioldgicos s@oentanto, dependentes da duracdo da
exposicao, da penetracdo no tecido e geracdo deciamgnto, 0s quais por sua vez, estao
relacionados a sua intensidade e frequéncia donwsti Em adicdo, respostas celulares

dependem nado somente da intensidade e freqiéncanteo, mas também do tipo de campo

(estéatico ou oscilatério), na forma da onda (sirdepquadrada, etc), na condicdo bioldgica e

no tipo da célula exposta (DINI e ABRRO, 2005; SER= PHILLIPS, 1996).

Em ambos os lados de cada membrana celular existesnlivres (principalmente K,
Na, Cl, Ca) que: controlam o volume celular causdiodcas osmaoticas que sao responsaveis
pela entrada e saida de agua; tém um importantel eap diferentes processos celulares
metabdlicos, como o processo de transducgdo deesgram um forte campo elétrico (em torno
de 1d V/m) que existe entre ambos lados de todas as nasabrcelulares. Este campo nédo
envolve somente a membrana plasmatica que cirdatidaa célula, mas envolve também as
membranas celulares internas, como as membranamitasdndrias, cloroplastos, reticulo
endoplasmatico ou complexo de Golgi (PANAGAPOUL&SL, 2000).

O fluxo ibnico através das membranas celulares sachkb por forcas devido &
concentracdo e gradientes de voltagem entre oslatbdis da membrana. Em condi¢gbes de
equilibrio, o conjunto de fluxo ibnico através dambrana é zero, com o lado interno negativo
em relacdo ao externo, o que € chamado de potesiétalco de membrana. A diferenca de
potencial elétrico total através da membrana peda soma das contribuicdes de todos os ions
existentes, restando um balanco final entre foosasoticas e elétricas. Um campo elétrico
externo pode exercer forcas sobre estes ions, o@ypdssiveis resultados: a) polarizacao de
magnitude e de direcdo constantes na célula senpacéor estatico ou b) vibracdo forcada
sobre os ions livres, se 0 campo for oscilante (REBNPOULOSet al, 2000).

De acordo com Tenforde, 1985, o efeito do CME psele explicado por seguintes
hipéteses: 1) Os CMEs exercem forcas (chamadasrdasfde Lorentz) nos movimentos dos
eletrolitos dando aumento da inducdo de camposicelete correntes. Isto significa que
campos elétricos e correntes podem ser induzidogonpo atravées do CME; 2) efeitos
magnéticos-mecanicos que levam a orientacdo deiaiatéerro e paramagnéticos ao longo
dos gradientes de CME e 3) Campos magnéticos patitar reacées quimicas por influenciar
0 nivel energético do spin eletrbnico envolvido eracdes intermediarias. Estas alteracdes
eletrénicas tém sido observadas em reacdes fotarpdgmlém disso, muitos estudos sugerem
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gue fortes CMEs causam algum tipo de estressetaadaara organismos vivos (IKEHATA
et al,1999).

Amara e colaboradores (2006) realizaram exposigéecenica de campo magnético
estatico (128 mT, 1 hora por dia, durante 30 d@ssecutivos) e observaram que o campo
induziu estresse oxidativo em tecidos de ratos e oxidagd®MNA nos rins. Estes autores
afirmam que o indicativo de estresse oxidativoeeedao fato do CME induzir diminuicdo na
atividade de enzimas antioxidantes associado «igeig@io lipidica. Estes autores consideram
ainda que h& duas possiveis explicacbes paraessstoxidativo induzido por CME como a
exposicdo ao CEM pode estar associada a prodgdaddais livres e/ou a sua exposicao
induzir provavelmente uma perturbacdo da homeosfaselementos minerais bivalentes,
contribuindo para sua deficiéncia nos tecidos.

Para esclarecer os efeitos biologicos observadtss ge@ME, muitos mecanismos
celulares tém sido sugeridos, incluindo alteradselogicas em receptores de membrana
ligados as proteinas G e mecanismos ligados a onélat Destes, a estimulagdo da
proliferacdo das células expostas aos CME é ooefedtis consistente tendo sido demonstrada
em muitos laboratdrios e associada a mecanismuanjgecidos de vias de resposta celular ao
estresse, sendo também afetadas a transcricacaastatdo. No caso da transcricdo, ambos
campos magnéticos e elétricos tém sido mostradowdat alguns fatores de transcrigdo, com
modelos similares de amplitude, frequéncia e tedgmendentes. A grande diferenca € que a
energia necessaria para induzir transcricdo comib é&Cmilhares de vezes inferiores a
necessaria com o campo elétrico. Mudancas na siesproteinas, estimulada pela baixa
frequéncia de CEM, sao similares aqueles seguidossiresse celular chamado de choque
térmico. A variacdo na distribuicdo de proteinas @ forca do campo magnético e com o
aumento de temperatura dieoque térmico sdo similares como o sdo as mudamgasuitas
outras proteinas individuais. A energia necesspae induzir transcricdo pelos campos
magnéticos é em muitas ordens de vezes mais baixgud a energia necessaria para
estimulacéo elétrica e térmica. O sistema de réspus estressé uma via bem definida em
todas as células. Os CEMs parecem estimularemvestaatural e a resposta biossintética
ocorre de maneira similar a resposta celular ae@mento e outros estresses fisicos (BLANK,
1995).

A resposta geral ao estregsemo elevada temperatura, toxinas, metais pesatit)se

encontrada em todas as bactérias, plantas e cé&olasmis e € marcadamente conservada
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através da evolucdo. O mecanismo de respostateesse tem sido amplamente investigado em
Saccharomyces cerevisi@eprové um modelo de sistema Util para estudos@cariontes.
Entre os muitos mecanismos bioldgicos propostosdeacdo do campo magnético, o foco
maior esta na hipotese que campo magnético podensdipo de estresse ambiental agindo
como choque térmico ou dano de DNA (LACY, METCALEEHESKETH, 1998; McCANN
DIETRICH F e RAFFERTY, 1998; MIYAKOSHet al, 1996; NAKASONCQet al.,, 2003).

Muitas das teorias envolvendo o mecanismo de gder&ntre sistemas bioldgicos e
CME sugerem que a membrana plasmatica é o local omdmpo magnético exerce seu efeito
priméario (REPACHOLI e GREENBAUM, 1999).

E largamente conhecido que as mudancas morfologiessruturais para a membrana
plasmatica interferem em muitos aspectos funcioeaisstruturais das células, levando a
mudancas na forma da célula, no arranjo do citedstpy no fluxo iénico, na distribuicdo de
receptores e na fagocitose (DINI e ABRRO, 2005).

O arranjo molecular mais detalhado do mecanism&EM tem sido originado de
estudos sobre a enzima Na, K-ATPase de membrarea Baqiéncia de campos elétricos
parecem aumentar a ligacdo de ativacao de iongpe#ficie da Na, K-ATPase, enquanto baixa
freqUiéncia de campo magnético parece aumentar omeoto de cargas no interior da proteina
gue coordena a superficie. A freqiéncia otima dopoamagnético estd muito associada ao
namero de reciclagem da enzima, sugerindo que @aawopla-se ao movimento de cargas
durante as reacgfes quimicas, sugeriu que estensgmplem ter um efeito direto sobre as
reacOes de transferéncia de elétrons (BLANK, 1995).

Os efeitos bioldgicos do CME de moderada intengidas$ células ndo séo citotdxicos.
No entanto, enquanto as perturbacdes para as célalantensidade moderada de CME séo
sub-letais (algumas intensidades tem efeitos apopsd elas podem especialmente a maiores
tempo de exposicdo, causarem acumulo de modifisagdegressivas como exemplo,
expressao génica, podendo atuar como fator co-dgane (NAKASONO e SAIKI, 2000).
Estudosn vitro da exposicdo aos CEMs tém mostrado mudancaswvidade de enzimas (tal
como a Na, K- ATPase) bem como na estimulacdo deepsos biossintéticos que envolvem
RNA polimerase. Os mecanismos destes processagofjgios e bioquimicos podem ser
explicados pela ligacdo direta com a frequéncitedesampos (BLANK, 1995).

Os parametros fisicos do campo magnético (intedsideeqiiéncia e forma de onda), o
tipo de célula, temperatura de exposi¢do e o ediaddgico da célula podem influenciar os
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possiveis efeitos destes campos nos sistemas iomtodPortanto, € muito importante ter uma
performancede um controle completo dos parametros que podéoenciar, fazendo uma
exaustiva caracterizacdo do CM, protocolo de exposi manipulacdo de amostras,
temperatura de exposicao, intervalos de tempo a&ntepois da exposicdo, e o que pode ser
um dos mais importantes parametros: o estado ldolatps células (RUIZ GOMEZt al,
2004).

Limites seguros de exposicdo a CME nao sédo conteceEl os fatores que
eventualmente determinardo a forca do campo maxermitido estdo, ainda, para serem
determinados (SCHENCK, 2005).

Uma recente revisdo da literatura sobre os ef@iébslares dos campos magnéticos
estaticos concluiu que a exposicdo a campos mageédistaticos ndo tem ou entdo exerce
efeitos extremamente pequenos no crescimento ceduta toxidade genética. No entanto,
alertam os autores, em combinagdo com fatoresnesgtazomo radiacdo ionizante e alguns
agentes quimicos, o campo magnético pode modd@as efeitos (MIYAKOSHI, 2006).

Desde que a imagem por ressonancia magnética tenmlasgamente difundida como
finalidade diagnostica e desde que as densidadéisxdeusadas estdo aumentadas, estudos dos
efeitos dos campos magnéticos a nivel celular deainuar (MIYAKOSHI, 2006).

De acordo com Salles (1997), para que a radiagdimelagnética possa induzir algum
efeito em tecido ou em qualquer outra substanciageesséario que haja transferéncia de
energia desta radiacdo para o meio, e que estgi@iseja absorvida. Os efeitos desta absorgéo
no tecido sdo de natureza térmica ou nao-térmieperdlendo se os efeitos sdo devidos a
deposicdo de calor (efeito térmico) ou devido aratdo direta do campo com as substéancias,
sem transferéncia significativa de calor (efeito té&tmico). Os fatores mais importantes para a
absorcéo das ondas séo: constante dielétrica, toiddde, geometria e o conteddo de agua do
meio.

Nakasono e colaboradores (2003) ndo encontrararangad na expressao de proteinas
ou genes relacionados a resposta de choque térremaxo de DNA, respiracdo, sintese de
proteinas e ciclo celular ap6s exposicdo de lewedw0 Hz e 300 mT por 24 h. Os achados
deste estudo demonstram que ndo ha evidénciaeda gyposicdo ao campo magnético atue
como fator de estresse alterando a expressao gémicgarocessos celulares bem definidos e
adianta que, se o CM é capaz de induzir mudangagigas em organismos superiores, como
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humanos, o efeito se da a nivel relativamente b0 ou envolve mecanismos especificos
destes organismos, em vez de uma resposta gezatdaontes.

Da mesma forma, quando proteinas responsivas @s@&stforam analisadas em células
expostas a 14 mT de campo eletromagnético (EMF)a-190 Hz, nenhuma mudanca foi
observada. Portanto, estes autores concluiram&@uéaevidencia que este campo magnético
possaatuar como um fator de estresse no mecanismodigaa basico (NAKASONO e
SAIKI, 2000).

Os resultados discordantes publicados de diferdatesratorios demonstram que o
problema ainda n&o esta resolvelos diversos autores usam campos com densidadlesale
com diversos valores. Esta € a base para queat®kestam condicées de exposicao que levem
a determinar os parametros fisicos e biolégicdsiéntiaveis nos bioefeitos do CEM (RUIZ
GOMEZ, 2004).

2.3 CARACTERISTICAS DAS LEVEDURAS

Os fungos foram os primeiros microrganismos a sdremstigados cientificamente,
fazendo da micologia, o estudo dos fungos, a prangéncia microbiolégica (McKANE e
KANDEL, 1996).

As leveduras sdo fungos que se encontram predotemante sob forma unicelular e
facilmente se diferenciam das bactérias em virtddesuas dimensdes maiores e de suas
propriedades morfolégicas. Taxondmicamente, a leneed definida como um microrganismo
eucaridtico unicelular que se divide por brotame@otros aspectos que as caracterizam como
fungos, sdo a composicdo da parede celular, a perdzotilidade e a auséncia de fotossintese
(McKANE e KANDEL, 1996; MORTIMER, 2000).

As leveduras tém estado a servico do homem durant®s séculos, fermentando os
sucos de fruta, levedando pées e fabricando diwgmsmlutos. Sua importancia € ainda maior
nos dias atuais, porque s&o utilizadas numa anmgri@dade de processos fermentativos e
também na sintese de vitaminas e proteinas a plErtiacicares simples e de nitrogénio
amoniacal. As leveduras também contribuiram pgreogresso cientifico constituindo modelo
celular de escolha na elucidacdo de processos imams e metabolicos fundamentais das
células vivas eucarioticas (PELCZAR, REID E CHANSD)
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O primeiro homem que visualizou, microscopicametggeduras foi Antonie van
Leuwenhoek, que em 1680 enviou desenho e descriddextlulas a Sociedade Real de
Londres. O bardo Charles Cagniard-Latour demonsroul837 que a levedura da cerveja
consiste em corpos esféricos, capazes de se rnatigl junto com Theodor Schwann, que o
apoiou, deu a levedura o nome Aeckerpilzou fungo do aclcar, de onde se originou a
denominacao d8accharomyced ouis Pasteur utilizou esta levedura e tambéravabéxito na
solucdo de problemas relacionados a fermentacaoliala; depois ele introduziu o método de
pasteurizacdo. As leveduras sdo organismos eucasée suas estruturas correspondem
aquelas de outras células eucaridticas. A formaestraitura variam muito entre as diversas
espécies. Em virtude de sua importancia na aguieule na indUstria, a maior parte das
informacdes foram obtidas &accharomyces cerevisiGBPELCZAR, REID e CHAN, 1980).

S. cerevisiaeé uma levedura pertencente ao reino Fungi, fileoAs/cota, néo-
patogénica, unicelular, de aproximadamentegur de diametro cuja genética, biologia
molecular e metabolismo tém sido estudadas extmmsinte. Como um organismo de
laboratdrio, aS. cerevisiae de facil manejo, se reproduz por brotamentorda ceélula-filha
por uma célula-mée e prontamente prolifera em digpaneio de cultura simples. Por séculos,
sua habilidade de converter aclcares a etanol x@ddidle carbono tem sido usada para
producéo de bebidas alcodlicas e paes. Tambéndé pssa equilibrar a flora intestinal. Hoje,
mais de um milh&o de linhagens 8ecerevisiasao usadas no mundo todo anualmente. Em
adicdo a sua importancia industrial, &erevisiae€ um organismo de pesquisa muito
significante, em particular como sistema model@ artros organismos eucarioticos, incluindo
humanos. O sistema genético de leveduras, assim caromossomo artificial de leveduras, é
indispensavel para estudo de organizacao fisic®MA humano. Em 1996, devido a sua
importancia, aS. cerevisiaese tornou 0 primeiro organismo eucariético a &r sompleto
conjunto de cromossomos inteiramente sequencia@REFER et al, 2003; GLICK e
PASTERNAK, 1998).

Quando a levedura € exposta a um agente fisiceperago, em termos gerais, que 0
agente atue como um fator citotoxico ou como famrestresse, induzindo dano celular ou
entdo ndo causando nenhum efeito imediato na céldsta forma, é bem sabido e
documentado que o tipo de levedura selvagem teramswos de reparo eficientes para evitar
dano induzido por agentes quimicos ou fisicos ¢as aloses (FRIEDEt al, 1998).
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Organismos celulares requerem condi¢cdes internpsciéisas para crescimento e
funcdo 6timos. Estratégias mdltiplas existem paemter essas condi¢cfes internas, face a
varios e frequentes ambientes externos instaveissi@erando que organismos multicelulares
podem usar 6rgaos e tecidos especializados pavarpuon ambiente interno relativamente
estavel e homogéneo, organismos unicelulares cdexeduraS. cerevisiagem desenvolvido
mecanismos autbnomos para adaptacdo de mudancasntaisb drasticas. As leveduras
regularmente resistem a flutuacdes nos tipos e tigiagles de nutrientes disponiveis,
temperatura, osmolaridade e acidez de seu amleenggiavel presenca de agentes nocivos
como radiacdo e agentes téxicos. De fato, quanddigiies ambientais mudam abruptamente,
a célula deve rapidamente ajustar seu programxpmtessdao gendmica para adaptarem-se as
novas condicdes (GASEt al., 2000).

A complexidade do sistema celular de leveduraa pateccdo e resposta a variacao
ambiental estd somente comecando a emergir. Os gajeetranscricdo e resposta a variedade
de estresse tém sido relacionados e as respostapr@ssao génica parecem ser especificas as
condicbes ambientais particulares. Muitos sistemexgiladores tém sido implicados na
modulagcdo destas respostas, mas a completa redguadores de resposta ao estresse e 0s
detalhes de suas ac¢des, incluindo os sinais gagvasn e estimulam alvos regulados por eles,
permanecem a serem elucidados (GASHL, 2000; RESNICK, 2000).

A proliferacdo de células eucaridticas € controlgutar fatores especificos de
crescimento e pela disponibilidade de nutrientesresais. Se qualquer destes sinais é perdido,
as células podem entrar em um estagio de repoude aéo divisdo especializado, conhecido
como fase estacionaria ou GO. A entrada neste iestgipicamente acompanhada por
diminuicdo dramatica no ritmo de crescimento como todo e aumentada resisténcia a
variedade de estresses ambientais (CHEN, VAL e GORBO0; HERMAN, 2002).

A melhor caracterizacdo do crescimento em suspees&o cerevisiae 0 que ocorre
seguindo o crescimento em meio contendo glicos&kWA&N, 2002).

O crescimento pode ser definido como um aumentadostituintes celulares, levando
a um aumento no nimero de células, quando micrisrgas respondem através de processos
como brotamento ou fissdo binaria. O crescimenteideorganismos reproduzido por fissdo
binaria pode ser descrito como funcdo logaritmioandmero de células em determinado
periodo de incubacdo, resultando numa curva deajizates diferentes (GLAZER, 1998).
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1. Faselag: quando os microrganismos entram num meio de reufresco, usualmente
ndo aumentam imediatamente o niumero de célulasagganDe fato, a divisdo celular
ndo ocorre imediatamente, paicélula esta sintetizando novos componentes fasta
varia seu comprimento consideravelmente com asigiesl do microrganismo e a
natureza do meio (GLAZER, 1998).

2. Fase exponencial ou fak®y: os microrganismos estdo crescendo ou dividindidtiao
maximo possivel dado seu potencial genético, arerdudo meio e as condicdes na
qgual estdo crescendo. Seu ritmo de crescimentonstasde durante esta fase, visto
estarem crescendo e se duplicando a intervalotareguA populacdo é mais uniforme
em termos quimicos e fisioldégicos nesta fase (GLRZE998).

3. Fase estacionaria: o crescimento populacional cessaurva se torna horizontal. O
tamanho da populagéo final depende da disponidiéidde nutrientes, dentre outros
fatores. Nessa fase, o numero total de organisné®is permanece constante. Este
pode ser resultado de um balango entre divisédo reerselular ou a populacdo pode
simplesmente cessar a divisdo e permanecer endate/imetabdlica. Sabe-se que os
microrganismos entram em fase estacionaria poraswazOes, sendo uma delas a
limitacdo de nutrientes. Porém o crescimento tampéde cessar devido ao acumulo
de detritos de produtos toxicos, limitando principalmente awtu anaerobias
(GLAZER, 1998; PRESCOTT, 1999).

4. Fase de morte. Restricbes ambientais ocorrem catapavacdo de nutrientes e a
producdo de detritos toxicos que levam ao declimonimero de células viaveis,
caracteristica da fase de morte. A morte da pof@alagicrobiana, como seu
crescimento, é exponencial e usualmente logaritftcastante propor¢cédo de células
morre a cada hora). Este padrdo ocorre megqunando o numero total de células
permanece constante porque as células simplesméatse dividem apds morrerem
(GLAZER, 1998; PRESCOTT, 1999).

O crescimento e a divisdo celular em leveduras, lpotamento, sao firmemente
relacionadas a manutencdo th@ameostase do tamanho celular durante o crescimento
proliferativo. A progressdo das células atravéscoito de divisdo é regulada por sinais
extracelulares do ambiente, bem como por sinagrrios que monitoram e coordenam o0s

processos celulares durante as fases do cicloacelulturas crescendo exponencialmente
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contém todos os estagios de divisdo celular: GG2Se M. Como j4 relatado, as leveduras se
dividem por brotamento, sendo a emergéncia do hrotandicativo do fim da fase G1 e o
comeco da fase S. Ambas fases G2 e M incluem sétola brotos grandes e em GO as células
sdo um indicativo de células em descanso, ndonadnte em divisdo (DUBOC, 1996,
HATZIS e PORRO, 2006; HERMAN, 2002).

Na S. cerevisiaeo maior ponto de coordenacdo entre crescimentdacet divisdo
ocorre no ponto ou periodo “start”, onde nas célatamecam a emergir o broto e a replicacao
de DNA somente apés ter alcancado tamanho critmmpo ilustrado na Figura 1 (COOPER,
1997; HATZIS e PORRO, 2006; JONHSTON90).
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Figural. Estagios de divisédo celular 8accharomyces cerevisiae.

Os mecanismos moleculares de controle do tamashaélula ndo estdo ainda
totalmente elucidados. A duragéo do “start” e moitde crescimento celular s&o afetados
pelas condi¢cBes de nutrientes, determinando a @lurda fase “pré-start” e a média de
tamanho celular na populacéao de leveduras (HATA®RRO, 2006).

O caminho convencional para a regulacdo molecuar @tlulas no periodo “start”
envolve ativacdo de proteinoquinases ciclina-depeted Cdc 28 e ciclina 3 (HATZIS e
PORRO, 2006).

Jorgensen e colaboradores (2002) estudando umntonjompleto de inativagdo de
genes em linhagens d8. cerevisiae,identificaram 40 componentes desconhecidos
participando do controle do “start”, muitos dos iguparecem estar envolvidos na
biogénese de ribossomas.

O crescimento celular na fase “pré-start”, G1 p&dimente uniforme e isotropico. No

entanto apdés o inicio do crescimento do broto, weat localizado no broto e vetorial,
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adicionando novo material da parede celular nadoodjstal final do broto. Células recém-
nascidas sao tipicamente menores que suas maesiatsente em condicbes pobres de
nutrientes, e portanto necessitam de um fase d@estart” maior antes que possam alcancar seu
tamanho critico (CHEN, VAL e GORFF, 2000; HAROLD9D9 LORD 1980).

Vanoni e colaboradores (1993) integraram os a&spelta regulacéo do ciclo celular em
um modelo de crescimento em que assumem que hapdoiss criticos que regulam a
passagem das células pelo ciclo celular: o tamaritico ao “start”, na qual as células tém de
alcancar para iniciar o brotamento e a sintese MA B o tamanho critico para o inicio da
mitose.

A massa celular aumenta devido ao crescimesttbralde cada estagio e a probabilidade
de que as células prossigam para o0 proximo estgiona funcdo do tamanho critico
correspondente (HATZIS e PORRO, 2006).

As condi¢Bes para que se mantenha um tamaihlarcmédio constante irdo depender
do tempo do ciclo celular, que devera coincidir conrempo que a célula levara para que
ocorra a duplicacédo do seu tamanho. Caso o temmmchkioseja mais curto do que o tempo
necessario para a duplicagdo do tamanho celulacglatas se tornardo menores em cada
geracao e se o ciclo apresentar um tempo maioue®@ dempo de duplicacdo, as células serao
maiores em cada geracao (JOHNSTON, 1990)

As leveduras crescem numa ampla faixa de variagg@aida, tendo como temperatura
Otima para a maior parte das leveduras 20 a 3G gentigradosSaccharomyces cerevisige
um organismo acidofilo, que cresce melhor em cdedicdcidas. Um pH 6timo é necessario
para a atividade das proteinas da membrana plaspaticluindo enzimas e proteinas
transportadoras (NARENDRANATH e POWER, 2005).

2.4 FISIOLOGIA DAS LEVEDURAS

Num grupo de organismos tdo grande e diversificeolmo as leveduras, pode-se
encontrar uma variedade de reacdes fisiolégicasmasomo pode ser visto em relagdo a
morfologia e a reproducdo. A desassimilacdo de amedccomo glicose, pode ocorrer
anaeroébica (fermentacdo) ou aerobicamente (refpra® processo mais caracteristico € a
desassimilacdo anaerdbica, também conhecida coneio@mo fermentacdo alcodlica, cujos
produtos finais sao alcool etilico e didxido debcawo (PELCZAR, REID e CHAN, 1980).
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Esta fermentacdo se efetua de acordo com o esqgléulitico. A glicolise € a soma
total de todas as reac¢des bioquimicas pelos quglisase € convertida a piruvato. A via mais

frequente é a de Embdem-Meyerhof-Parnas (EMP)u(&ig)

Glicose

(1)

Glicose 6-fosfato

(2)]

Frutose 6-fosfato

(s)l

Frutose 1,3-difosfato

(4) l ENZIMAS ENVOLYIDAS

1- Hesoginaze (Mg ATP convertido em ADP)
Gliceraldeido 3-fosfato - Fasiohesoseisomerase
(5) l 3 - Fosfofrutoquinase [Mg™aTF em ADP)
1,3 difosfato- Glicerato ~ *~ #%*
(6) l 5 - Gliceraldeida 3-P-desidragenases [entra

NAD sai NADH + H™ Fi)

3-Fosfoglicerato B - Fosfogliceriquinase [entra ADP sai ATF)
(7) l 7 - Fosfoglicerimutase
2-Fosfoglicerato 8- Enolase
(8) l 9- Firuvatoquinase [entra ADP sai ATF

Fosfoenolpiruvato

(9)1

Piruvato
(10)

Acetaldeido
(11)

Etanol

10 - Firuvato descarbosilaze [Liberacdo de CO2)

11 - Alcool desidrogenaze

Figura 2 - Degradacao da glicose (Via deEmbdem-keyd arnas)
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De acordo com o papel do oxigénio em seu metabojiss leveduras podem ser
classificadas como (1) aerObias obrigatorias; €2néntativas facultativas, desempenhando
ambos metabolismo respiratorio e fermentativo dgBpentativas obrigatérias (MERIC&
al., 2007).

A habilidade das leveduras crescerem em condic@et® imitadas de oxigénio €
dependente da capacidade de desenvolver fermerdbgiidica, permitindo a reoxidacéo de
NADH gerado durante a glicélise. E®. Cerevisiaga fermentacdo predomina sobre a
respiracdo quando as concentragdes de glicosdtado@ependendo desta caracteristica, as
leveduras sado classificadas como Cabtree posibvasegativas (POSTMAt al, 1989;
PRONK, 1996; MERICC2t al, 2007)

S. cerevisiae que acumula etanol na presenca de oxigénio, iartea de levedura
Crabtree positiva. O efeito Crabtree é explicadio ff@to da fermentagéo alcodlica ter via
predominante na degradacdo das hexoses (agUcarepjesenca de oxigénio devido a
insuficiente capacidade ou saturacdo do metaboligsypiratorio, levando a superproducao
de piruvato (PISKUFRet al, 2006)

O efeito Cabtree tem consequiéncias importantepnoagssos industriais, objetivando
a producao de biomassa, onde a formacédo dos peodetovados da fermentacdo ndo sao
desejados ( LO CURTO e TRIPODO, 2001).

A leveduraS. cerevisiagossui trés enzimas diferentes envolvidas na fitesfdo da
glicose e frutose: hexoquinase A, hexoquinase Bimagyinase. As duas hexoquinases
fosforilam glicose e frutose enquanto a glucoqueraespecifica para a glicose. Piruvato, que
€ o ultimo metabdlito da glicdlise, pode ser cotiderem muitas rotas que dependem da oxi-
reducdo e do estado energético das células. Erhiagréa maioria do piruvato entra no ciclo
do acido tricarboxilico ( via acetilcoenzima A) @nd oxidado completamente a LO4&gua.
Porém, em condi¢cbes limitadas dg, Ou em organismos anaerébios, o piruvato pode ser
convertido em produtos metabdlicos como acido datiécido acético e etanol, via
fermentativa. O maior produto final do metabolisdeoleveduras é o etanol, e por esta razao,
é conhecido como fermentacao alcodlica. No entaatetato e succinato swmados. A via
fermentativa que gera etanol e acetato, come¢a com a desdad#mxide piruvato a
acetaldeido, que é posteriormente reduzido a efawlal alcool-desidrogenase ou entdo é
oxidado a acetato (NGUE®t al, 2004; STEPHAMOPONHOS al, 1998).

Durante a fase logaritmica de crescimento, estedlea cresce por fermentacdo da
glicose disponivel no meio. Quando a glicose seatdimitante, as células transitoriamente
suspendem seu crescimento e desviam seu metabgtiaraoum modo de producédo de
energia respiratorio. Este periodo de transicaonherido com diauxismo. No periodo de
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crescimento subsequente ao diauxismo, as célidasarn lentamente e utilizam o etanol que
foi produzido durante periodo prévio de fermentag#&RMAN, 2002).

A maior diferenca no metabolismo fermentativo detgeduras esta por ndo preceder
pela via acetilCoA, como nas bactérias. Ha 4 isoss da enzima alcool desidrogenase:
ADHI, ADH IlI, ADH I1ll e ADH IV. ADH 1 citosdlica é constitutivamente expressa durante
crescimento anaerobio em glicose e é responsavel fpemacdo de etanol. ADH Il é
citosolica e reprimida pela glicose, principlameagsociada ao crescimento aerdbico com
producdo de etanol. A fungcdo ADH llI mitocondrialt&mbém reprimida pela glicose e
funciona como mecanismos de oxireducao equivalezné® citosol e citoplasma. Duas
isoenzimas de aldeido desidrogenase tém sido fidadas. Um caminho usa ambos NAD +
e NADP+ como cofator e outro é especifico para NADPe fato, a formacdo de acetato
pode levar a formacdo de NADPH e este pode senta fdhave do suprimento de NADPH
em leveduras. De maneira geral, a conversao desglia etanol pds.cerevisiagnao ocorre
com geragcdo de NADH. No entanto, a sintese do mecdos metabdlitos e dos elementos
estruturais usados na biossintese causam uma fontapjunta de NADH (por exemplo,
formacdo de piruvato a partir da glicose leva aagf de 1 NADH para cada piruvato
formado), as células necessitam de uma rota m&tabgdra dissipar o excesso de NADH
formado. Uma possibilidade é a formacéo de glicergartir da dihidroxiacetonafosfato
(DAP) (PELCZAR, REID e CHAN., 1980).

Sob condicbes aerdbicas, a desassimilacdo envolvatiliaacdo do oxigénio
atmosférico por diversas vias possiveis. Na respiraa oxidacdo completa da glicose
fornece dioxido de carbono e agua, enquanto a ¢c&aancompleta € acompanhada pelo
acumulo de acidos e de produtos intermediarioglcsama das vias mais importantes, o ciclo
dos acidos tricarboxilicos de Krebs (PELCZAR, REITHAN, 1980).

A fermentacdo etandlica € um processo complexo eswvdo reacdes que Sao
descritas na literatura em detalhes. Entretant@raalucdo de etanol € dependente de
diferentes fatores como temperatura, pH ou a pgasele moduladores enziméticos ou
inibidores de enzima especificos (AZENHA, VASCONCEL e MORADAS-FERREIRA,
2000).

A fermentacdo por leveduras é um dos processos maudigos que se tem
conhecimento. Em microbiologia, fermentacéo é ddiromo um processo metabdlico para
a geracao de ATP, na qual, produtos da degradas@mrdpostos organicos servem como
doadores e receptores de hidrogénio. O oxigéni@niio reagenteo processo fermentativo.
Nas palavras de Louis Pasteur “...la fermentanéisinla vie sans l'air’ (GLAZER, 1998;
TIMBERLAKE, 1999).
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As enzimas deS. cerevisiae S0 responsaveis por quase toda a producéao deual
alcool etilico por fermentacddo caldo de cana de acuc&ste microrganismo converte
glicose pela via glicolitica com alteendimentogle etanol e C® Somente duas moléculas
de ATP sao produzidas por mol de glicose metalatdizaas células da levedura as usam para
crescimento. O etanol € recuperado em 90 — 95 Yerabmento tedrico (GLAZER, 1998).

Uma compreensdo da producdo aritmética de etanmlegm com a equacgdo
estabelecida por Gay Lussac, em 1810, para a g#wvde glicose a etanol por leveduras:

CsH1,0s - 2CGHsOH + 2CQ (Eq.1)
180 g 92g 8@

Para esta equacao, o rendimento teoérico de alqoaiti da glicose é calculado como
sendo 51,1 % do peso. No entanto, a producdo delgbor leveduras € atualmente um
produto do crescimento das leveduras e algunswmgratos séo utilizados na producéo de
mais células.

Crescendo rapidamente, os microrganismos podedupreem torno de 10 g de peso
seco de células para cada mol de ATP sintetizadante a fermentacdo. Como cada mol de
glicose fermentado a etanol produz 2 moles de ASBImM o rendimento tedrico das células é
20 g do peso seco. O conteudo de carbono destdascélperto de 50 %. Como a glicose é a
fonte de carbono no meio fermentativo, e o contedglgarbono na glicose é 40 %, 25 g de
glicose sdo necessarias para prover 10 g de cadsbmar. Permitido o crescimento celular,
0 maximo de rendimento de alcool esperado seritoem de 86%. No entanto, fermentacdes
por leveduras resultam em maiores rendimentosat®eto0 a 95% do valor tedrico. A razao
para isso, € que nem todo ATP € usado para prodoneas células e alguma energia é gasta
com outras funcdes celulares, independentement¢éaxdade crescimento celular. Esta
propor¢cdo é menor durante o crescimento rapido,quasdo o crescimento se lentifica, isto
pode ocorrer durante a inibicdo por etanol ou &géb de nutrientes, e o requerido para a
manutencgéo de energia ndo diminui (GLAZER, 1998).

A presenca de etanol, no entanto, pode causar eatamionico através das
membranas celulares, alguns dos quais necessaiasapmanutencdo de energia em altas
concentracdes de etanol. De fato, como etanol aandemantdermentagcdes em bateladas, as
células usam uma partilha crescente de ATP pararatencdo do gasto de reproducéo e
fracdo de carbono de glicose. No fermentador isteptesentado pelo fato das células
diminuirem de 14% para 5% ou menos da concentiagial de glicose com correspondente
aumento no rendimento de etanol.



32

Como indicado pela equacéo de Gay-Lussac, tantoc@®@o o etanol sdo produzidos
em quantidades equimolares. Reacdes adicionaigtaraborrem no fermentador, resultando
em de volumes menores de produtos como gliceradio aacético, acido latico e acido
succinico, acetaldeido, furfural e 2,3-butanediz@stes, o glicerol é o que resulta maior
quantidade e é formado pela reducdo do metabdidlitico intermediario, dihidroxiacetona
fosfato para glicerol — 3 — fosfato, que é desfalsido a glicerol. AS. cerevisiaesintetiza
glicerol como um metabdlito osmoregulador em respas altas pressdes osmoticas da
solucdo de acucar no fermentador. A escolha derglicomo um metabdlito osmoregulador
pode ser influéncia do fato de que na via Embdemedef o caminho que leva ao glicerol,
regenera diretamente NAD+ (GLAZER, 1998; INGRAMal.,1998).

2.5 IMPORTANCIA DAS LEVEDURAS NA PRODUCAO DE ETANOL

A leveduraS. cerevisiag& um microrganismo importante para processos indisse
para pesquisas cientificas. A caracteristica fgioch fundamental das leveduras € sua
habilidade de degradar carboidratos, hexoses, canglicose, a componentes de dois
carbonos, em particular etanol, sem completamerigados a dioxido de carbono na
presenca de oxigénio, como muitas leveduras fazddJARTE, PALSO e FU, 2004,
PISKURet al, 2006).

S. cerevisiaege um importante organismo biotecnolégico para peédd de etanol,
proteinas recombinantes, antibioticos ou biomasR#K e WITTMANN, 2005)

Durante a producdo de etanol, a energia para oigresto é provida pela glicolise e
pelas vias de fermentagéo mais do paka via de respiragao oxidativa, sendo a proddedo
etanol a principal rota do catabolismo central dobeno emS. cerevisiaedurante
crescimento em meio contendo glicod¢GUEN et al., 2004; PISKURt al, 2006).

Durante a fermentacdo (aerObica ou anaerObicagweliras reciclam NADH na
conversdo de acetaldeido a etanol. Se oxigénio dispbnivel, o etanol acumulado é
convertido novamente a acetaldeido. A conversawmktaetaldeido é catalisada pela alcool-
desidrogenase (ADH) que pode, em principio, calaisreacdo em ambas dire¢des (PISKUR
et al, 2006).

A competitividade dé&. cerevisiagleve-se a uma combinacdo de muitas propriedades
incluindo crescimento rapido, eficiente utilizagd® glicose e boa habilidade para produzir
etanol, bem como alta concentracdo de etanol eodamtveis de oxigénio (PISKUR e
LANGKAJAR, 2004).
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A importancia industrial das leveduras vem se estietio da fermentacao tradicional.
Atualmente, os produtos da biotecnologia a parér leveduras afetam muitos setores
comerciais importantes, como as industrias de aliose bebidas, biocombustiveis, produtos
quimicos, enzimas industriais, produtos farmacéstiprodutos agricolas e o ambiente. Tem-
se a previsao de que a producéo tradicional delaatdico e a producdo de biomassa irdo
continuar a fornecer a maior quantidade de prodigimsentados do mundo. (PRETORIUS,
TOIT e RENSBURG, 2003)

Devido a importancia econémica dos processos Miotégicos envolvendo a
leveduraS. cerevisiagquer na panificagdo, na producao de cerveja,ovanloutras bebidas
alcodlicas ou ainda na producdo de um combustiidrnativo e renovavel, tal
microrganismo pode ser considerado o eucarioto estiglado e cujo metabolismo € 0 mais
conhecido. (AQUARONE, LIMA e BORZANI, 2001)

Outra importante razdo para a aplicabilidade daderaS. cerevisiaedentro do
campo da biotecnologi& a sua susceptibilidade a modificacdes gengtielas tecnologia do
DNA recombinante (OSTERGAARD, OLSSON e NIELSEN, @p0

No Brasil, indUstrias de acucar e alcool estivesampre intimamente ligadas, desde o
tempo do descobrimento. A crise internacional dmopso em 1974, fez com que o Brasil
iniciasse uma nova fase na producéo de etanol.&atilizacdo deste combustivel alternativo
e 0 aumento da demanda ampliou-se o0 parque camavesd-se modernizacao das destilarias
e uma rapida e importante evolucdo na construcdnatieres para esse combustivel. O plano
de desenvolvimento da producao de alcool no Brdsiipminado Proalcool, ndo foi mais do
gque a continuidade e evolucdo de um programa daasidcool como combustivel, iniciado
em 1931 por ocasido da primeira grande crise dalpet que foi causada pela primeira
guerra mundial(LIMAet al, 2001).

A via fermentativa é a maneira mais importanteapaistencdo de alcool etilico no
pais. Um dos fatores que torna a producédo de efmrolermentacdo da cana-de-agucar a
forma mais econdmica de sua obtencéo € a fartunaatieria prima natural existente em todo
o territorio (LIMA et al, 2001).



34

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a influéncia da agdo de campos magrséstaticos, ndo homogéneos,

na fisiologia da levedur@accharomyces cerevisiagescendo em meio contendo glicose.

2.2 Objetivos especificos
» Estudar a influéncia exercida pela intensidade aitepo magnético utilizado e pela
forma de magnetizacdo no crescimento e na ferm@medcodlica pos. cerevisiae.
e Avaliar a influéncia do campo magnético sobre akcidades especificas de
crescimento celular;
» Verificar o efeito exercido pelo campo magnéticbrsoos rendimentos bioquimicos

da levedura na producéo de etanol a partir daggico
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Experimentos em biorreatores

As fermentagdes foram conduzidas segunds cluadicoes:
1. em biorreatores submetidos a campo magnético (cagmetos);
2. em biorreatores sem magnetos.
Os biorreatores utilizados tinham capacidade iateie 150 mL e foram vedados
com tampao de algodao hidrofébico. As fermenta¢diesn desenvolvidas em estufa a 30 °
C, sem agitacdo mecanica.

O biorreator magnetizado foi constituido usandaisea proveta de 150 mL de
capacidade, onde foram fixadas (fita adesiva) thaases de madeira contendo orificios nos
guais se encontravam os magnetos. Cada haste @éranticha dimensfes 10x2, 5x2 cm e 5
orificios dispostos ao longo do comprimento, come&smo diametro dos magnetos e onde
foram inseridos com espagamento de 13 mm entrerdsos de cada magneto. As duas hastes
de madeira foram longitudinalmente fixadas, diaaletente opostas na parede externa. Os
magnetos foram inseridos no suporte de madeirameafque o CM de um lado do reator
ficou orientado no sentido norte enquanto o dooolgdo foi orientado para o sul. Deste
modo foi conseguido dentro do reator um CM unifgrmmede as linhas de forgca eram
paralelas e tinham a mesma polaridade.

Os biorreatores foram mantidos em estufa micrégioh a 30 ° C durante 24 horas,
periodo utilizado para realizacdo do experimentmpteto. Abaixo uma ilustracdo do
sistema, sendo a foto da direita, o biorreator retzgdo.

i

Figura 3 — llustracéo do sistema de magnetos.
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3.2 Experimentos controle

Neste trabalho, foram usados dois frascos, um sidona@o campo magnético e
um frasco como controle sem a presenca do campaoéteg Para isso, foram utilizados
frascos de vidro, marca LENA, com capacidade talal 150 mL e foram agitados
manualmente, apenas nos momentos das retiradasamastras para analises. Os
experimentos ndo submetidos ao GMnpominados controle, ficaram durante a fermentacao
afastados (2,0 m) do outro reator, a fim de naesaifluéncia, mesmo de baixa intensidade,
proveniente dos magnetos ali fixados .

3.4 Campo Magnético
3.4.1 Geracdo do Campo Magnético

O campo magnético utilizado no experimento foiigo estatico, ndo homogéneo, de
intensidade 220 mT, gerado com o auxilio de 10 ret@agn

3.5 Magnetos

Os magnetos utilizados tinham formato cilindricanstituidos da liga metalica
NdFeB (Neodimio-Ferro-Boro) com ¥z pol de diametro¥e pol de espessura (modelo
27DNE3208 Magnet Sales & Manufacturing Company, UW8A) com densidade residual
de fluxo B = 12.300 Gauss (Figura 3). A densidade de fluxtbago de uma distancia x
do centro da superficie do magneto cilindrico, pselecalculada em funcdo do seu raio
“R” e da sua espessura “L”, com razoavel exatidfiravés da equacao 1 (Magnet Sales &

Manufacturing Company, Inc.).

- L+X X
© 2 RHLE X VRAX? (Eq:2)

Onde: R — Raio da base do magneto, L — espessumagioeto (Figura )
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Figura 4 - Representacéo grafica de um magnetalaitio de raio R e espessura L.

A equacdo 2 pbde ser comprovada experimentalmdragéa da medicdo de
densidade de fluxo magnético por ponta de efeith htilizando um Gaussimetro modelo
9.500, F.W. BELL, USA. As medicdes foram realizades Departamento de Fisica da
Universidade Federal de Pernambuco.

3.6 Microrganismo
O microrganismo utilizado nos experimentos foi aetlura Saccharomyces

cerevisiaeobtida da colecdo do Departamento de AntibioticadJaiversidade Federal de

Pernambuco, classificada como UFPEDA — 1012.
3.7 Meios de Cultura
3.7.1 Meio de Manutencao

A levedura foi mantida em tubos de ensaio contendm de cultivo Sabouraud
Dextrose Agar. O meio foi preparado com pH de 5gsterilizado em autoclave a 120°C
durante 15 minutos. Em seguida, distribuiu-se ebogude 13X180 mm e deixado para

solidificar em posicéo inclinada. Os componentesndio Sabouraud Dextrose Agar e suas
respectivas concentracdes estéo relacionados ela thb

Tabela 1 - Componentes do meio de manutencdo Sabaud Dextrose Agar

Componente Quantidade  Unidade
Peptona 10 g/L
Glicose 40 g/L
Agar 15 g/L

Agua destilada  1.000 mL
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3.7.2 Meios de Pré—fermentacao e Fermentacao

Os meios de crescimento utilizados nas Pré—ferm@asaforam os mesmos meios
utilizados nas fermentacdes. As fermentacdes foemtizadas utilizando um meio contendo
extrato de levedura e glicose, denominado de meiglidose para fermentacao alcoodlica. O
meio foi preparado com pH ajustado para 5 e egetib em autoclave a 120°C durante 15
minutos. Os componentes do meio utilizado e suapentivas concentragdes, estdo
relacionados na Tabela 2.

Tabela 2 - Componentes do meio de glicose para Fegntacao Alcodlica

Componente Quantidade  Unidade
Extrato de levedura 1,0 g/L
Glicose 50,0 g/L
KoHPO, 05 gL
(NH,)2SO, 1,0 glL
Peptona de caseina 1,0 g/L
Agua destilada 1000 mL

4. METODOS

4.1 Manutencdo dos microrganismos

A cultura deSaccharomyces cerevisjddFPEDA - 1012 foi mantida em meio solido,
Sabouraud Dextrose Agar sob refrigeracio a 4°@nsjitantadapara novos meios sélidos, a
cada 30 dias. Depois do transplante, as cultueas arantidas em estufa, por 24 horas, a 30°C
e apds o crescimento eram novamente refrigerad&S.aDesta maneira, manteve-se sempre
uma quantidade de células em estoque suficientesadisfazer a demanda das fermentacoes.
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4.2 Preparo do indculo

A fase de pré-fermentacdo consistiu na inoculag@océlulas deSaccharomyces
cerevisiae, retiradas do meio de manutencédo (sélido) para @ rde pré-fermentacdo
(liquido) estéril. As células inoculadas no meigpdé-fermentacéo foram mantidas em estufa
a 30°C por um periodo de 18 horas. Apds este meréaticionou-se ao meio de fermentacdo
obedecendo ao aumento de volume de cultivo na omem0% (v/v). Para se garantir
concentragdes iniciais de células iguais em amisobiarreatores, os frascos contendo os
volumes de pré-fermentagdo tinham sua turbidez acmdp ao tubo 1 da escala de
McFarland (que corresponde a®if#lulas) e adicionados aos biorreatores contendeio de
fermentacdo. Todas as etapas seguiram-se obedeasrtégnicas estéreil® manuseio de
microrganismos. Durante a fermentacéo os fraswasnf mantidos em estufa microbiologica
a 30°C, sendo retirados apenas para a coleta dgraso

4.3 Coleta de amostras

A retirada de amostras dos biorreatores parasmsafoi realizada com auxilio de
pipeta graduada estéril e através de seringalest@ada 4 horas, eram retirados 500 pL para
realizar a contagem das Unidades Formadoras deni@dl@FC), 2000 pL em seringa estéril
para determinacdo do peso seco e 100 pL paraedalisnagemOs frascos eram abertos e
homogeneizados apenas no momento da retirada derighasempre proximo ao bico de

Bunsen.

4.4 Exposi¢do ao campo magnético

O biorreator teste foi submetido ao campo gerado gmaco pares de magnetos
cilindricos (modelo 27DNE3208 NdFeB fabricados plagnet Sales & Manufacturing, Inc,)
com os polos opostos se defrontando.

Para construgdo desta estrutura, foram inseridesrmente os cinco magnetos em
cada haste de madeira, em orificios de 19,5 mmédeeatro e 9,7 mm de profundidade, com
espacamento de 13 mm entre as bordas de cada magnpolaridade da superficie cada
magneto encaixado foi igual em cada haste de foueaum conjunto tinha o poélo norte e o
outro, o polo sul em contato com a parede exteon@ator. As hastes foram fixadas com fita
adesiva com 180 graus de afastamento entre ariédéa de ambas.
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O campo magnético, gerado na parede interna deebior proximo aos magnetos era
de 265 mT e no ponto médio da distancia entre patlade magnetos no eixo central do
biorreator, era de 45 mT, originando um gradiergecampo horizontal de 220 mT entre o

centro e superficie interna adjacente a cada paragmeto.

4.5. Analises de Acompanhamento da Fermentacao

4.5.1 Pureza dos cultivos

A pureza microbiolégica de amostras coletadas deranexecucdo do trabalho foi
monitorada para a verificacdo da presenca de mossientaminantegada umdoi testada
por plaqueamento direto em meio Agar — Sabouraud.

4.5.2 Avaliagdo do crescimento

O crescimento das leveduras foi avaliado por medamaeso seco e por contagens de

unidades formadoras de colénias (UFC/mL).

4.5.2.1 Avaliacédo do peso seco

Amostras de 2 mL eram coletadas e filtrades/és de membrana previamente tarada, de
porosidade 0,45 um e diametro 25 mm, marca Sclelei@hSchill. A amostra era coletada
através de seringa estéril de 3 mL. Apos a injed@dd® mL de amostra em porta-filtro
contendo a membrana, estas eram lavadas duascaeuegjua destilada e levadas a estufa de
105 ° C durante 40 minutos ( LUNA, LOPES, MASSARIR005).

O tempo de permanéncia em estufa era obtwmlo tgste, de forma que o peso
permanecesse constante, sendo aferido a cada FomirApos resfriamento durante 30
minutos em dessecador, as membranas com as ckubdas e secas foram novamente
pesadas e por diferenca determinaram-se os pestsotiaassas nas aliquotas. A pesagem foi
feita em Balanca Analitica Scaltec GMBH Heiliged$tanodelo SBA31, precisdo 0,1 mg,
Alemanha.

4.5.2.2 Contagem das Unidades Formadoras de Colbnias
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Foram coletados 0,5 mL da amostra e adicionaddsaaco de diluicdo contendo 4,5
mL de agua estéril para realizacdo de diluicaaadar(diluicdo de 1 : 10). Apds a diluicéo,
foram transferidos do udltimo frasco, 5 aliquotas %€l para superficie dos meios
distribuidosem placas de Petri com 60 mm de diametro, contendonll0de meio agar-
Sabouraud estéril por placa.

A incubagdo foi feitam estufa a 30°C durante 24 horas. As coldniasafdas foram
contadas com auxilio do Contador de colénias meoawnia marca Phoenix — CP-602 e os
resultados expressos como Unidades Formadorasl@eri&opor mL (UFC/mL).

4.5.3 Biomassa produzida e velocidade especifcaescimento
Os valores de biomassa produzida foram obtidoganlb-se o valor de biomassa
coletado a cada hora do valor obtido no tempo @ntesu seja, biomassa final menos a

inicial. A medida de velocidade especifica de drasato {ly) foi calculada através da

féormula:

Mx=1 . d. (X2-X1) (Eq.3)
Xd (ti-t)

onde: x = biomassay @ a diferenca de biomassa final menos a inicialéead

diferenca de tempo final menos inicial.

4.5.3 Andlise de Imagem

Para andlise de imagem, uma aliquota de 100 ulmdestea foi coletada e colocada
em lamina, recoberto com laminula, sem adicdo dent®. Em estado fresco, a amostra foi
visualizada em um microscopio Optico utilizandobgetiva 10x e ocular de 40x que resultou
em um aumento final de 400 vezes. Esse processegetido a cada quatro horas para o
controle e para o0 magnetizado.

A aquisicdo das imagens foi feita com o auxilicude camera de video fixada sobre o
microscoépio e conectada a um computador por cartdisicdo. Foram obtidas cerca de 60
imagens das leveduras por amostra a cores.

O sistema de aquisicdo de imagem é formado por ucnosaopio Zeiss (Modelo
Axiostar Plus), sobre o qual é conectada uma ca®amsung SDC-312 digital colorida. O
sinal € enviado ao computador, Pentium 4, atraeésma placa de aquisicdo de imagens
Pinnacle Systems “on board”. As imagens sao coidesriem tons de cinza, através de um
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software desenvolvido pela Dra. Marie-Noelle PoBS8I$IC, INPL / Nancy — Franca) e
disponibilizado para uso no estudo pela propria.

As imagens foram em seguida tratadas automaticenmmorh auxilio do programa
LevMorph® desenvolvido em Visildgv.5 (Noesis, Les Ulis, Franca).

Para a andlise automatica das imagens, foramadt#dez a metodologia e programas
apresentados por Da Motta et al. (2003). Este pmgrapresenta em uma planilha EXcel
(Microsoft, EUA) e os valores sdo dados pixel, unidade béasica de imagem, e convertidos
em milimetros na mesma planilha.

4.5.4 Monitoramento do pH

As afericbes dos valores de pH foram realizadagegapdo-se potencidbmetro marca
Digimed, modelo DM 21, série 18527, Digimed Insteurtacdo Analitica Ltda. As amostras
foram aferidas a cada 4 horas com o liquido desdbaidpos filtracdo de membrana.

4.5.6 Dosagem de etanol

A determinacdo da concentracdo de etanol das amoEir realizada através de
cromatografia a gas, utilizando o cromatografo £&lIGregori, modelo CG 90, Sdo Paulo,
Brasil. O material utilizado para analise da anzofdr 0 mesmo utilizado para a medida de
pH que imediatamente apods afericdo em peagbmetrarerazenado em tubos Eppendoff e
mantido em freezer até o momento da analise.

Condi¢6es do Cromatoégrafo:

1. Temperatura da coluna: 100° C (isotérmica);

Temperatura da coluna vaporizada: 130 ° C;
Temperatura do detector: 150 ° C;
Coluna: Carbowax 20 M, comprimento 2,5 meros, diéon¥'8 polegada;
Fase movel: nitrogénio;
Vazéao da fase mével. 30 ml/min;
Detector: ionizacdo de chama,;
Volume injetado: 5uL;

© ©® N o g bk~ Db

Método de Calculo: padronizacéo externa;
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10. Sistema de aquisicdo de dados: IQ3 — modelo DSIDEQ).

4.5.7 Dosagem de agucares redutores :

A dosagem de glicose das amostras controle e magtas$ foi feita através do
método enzimético de glicose, glicose-oxidase, rouktrico, marca Laborlab. As leituras
foram feitas em espectrofotometro Labormed, mo&glectro UV-VISORS, EUA, a 505 nm
e as amostras analisadas foram as iniciais e fol@isada fermentacdo, apos as diluicbes
pertinentes.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A literatura que trata dos efeitos biologicos resuks da aplicacdo de radiacdes é
controversa. A ndo uniformidade nos resultados raxeatais deve ser devido a larga faixa
de parametros utilizados, variedade das espécieanieais e intensidades dos campos
testados (FREITAS JUNIOR, 2003).

Os valores de variacao de peso seco, acompanhadmsga de cada fermentacéo séo
mostrados na Figura 4. Ao observar as Figuras da WA verifica-se que 0 peso seco
magnetizadanostrou-se maior que o peso controle a cada 4 kerésrmentacédo, Atravées da
analise gréafica dos resultados obtidos, obsenguse partir das 12 horas de fermentacdo ha
uma visivel tendéncia ao aumento de biomassa pidalyzela amostra magnetizada em
relacdo a amostra controle.

@ Controle

| | @ Controle
[ Magnetizada

T| @ Magnetizada

Peso seco (g/l)
Peso seco (g/l)

0 4 8 12 16 20 24
Tempo (h)

Tempo (h)
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Figura 4. Graficos de valores da variacdo de peso em fungcédo do tempo. A —Fermentacgéo
1, B- Fermentacao 2, C- Fermentacao 3, D — Fermp@&otd, E — Fermentacdo 5, F —
Fermentacgéo 6, G — Fermentagéo 7, H- Fermentagé&o 8.
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As Tabelas de 3 a 6 no Apéndice, mostram os valtedsomassa das fermentacdes
analisadas a partir das 12 horas de fermentacamahfse estatistica através do teste T de
Student demonstrou diferencas significativas eagr@amostras controle e magnetizadas das
12, 16, 20 e 24 horas. De acordo com os dados empeelos pelas Tabelas de 3 a 6, as
amostras submetidas a campo magnético obtiveranerdarma producdo de biomassa
quando comparadas as amostras controle, a padirldahoras de fermentagdo, sendo
estatisticamente significantes, com valores deO01; 0,005; 0,001 e 0,001 respectivamente
para as amostras das 12, 16, 20 e 24 horas. Podbéssrvado o aumento na producéo de
biomassa de até 181% em relacdo a amostra nao tizagae como observado nas 20 horas
da Fermentacao 8, evidenciando que o campo magreditnula a producédo de biomassa em
leveduras.

A andlise percentual da variagdo média de peso eefte as médias das amostras
controle e magnetizada, de todas as fermentaca@ésadas, com seus respectivos desvios-
padrdo esta ilustrada na Figura 5.

Pela anélise do grafico pode ser observado qudeeed¢a entre o peso seco das
culturas estimuladas magneticamente sempre forgraristes a 70%, em relacdo ao das
culturas controle. Esta diferenca chegou a dobramlor do peso seco, como pode ser
observado na Fermentacao 4.

As medidas de dispersao (desvio padréo) destagniiies extrapolaram o valor médio
na Fermentacdo 3 e tiveram valores inferiores agoeidia nas fermentacoes 2, 3, 4, e 8.
Estas variacbes dependem do estado em que se rancom$ células e quanto ao ciclo
reprodutivo, no momento da inoculacdo. Quanto miora predominancia de células em
estado de gemulacao, tanto menor sera a dispersaeslltados.

Na Figura 5, percebe-se que o peso seco, medidi dia biomassa, confirmou os
achados das medidas feitas pela contagem de céfidlasis (UFC/mL), os quais deram
resultados mais robustos, em vista do maior nueglulas.

Deste modo, como houve maior nimero de célulasbéoteassa Umida (viva) do que
biomassa seca, infere-se que as células eram mehorosas porém mais numerosas, nas
culturas estimuladas magneticamente. Nao apenastagem das UFC como a diferenca de
brotamento (visto na analise de imagens) confirmaumento da proliferacdo celular nas
culturas magnetizadas.
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Figura 5 — Diferenca percentual de peso seco aniostras controle e magnetizada para cada
fermentacdo realizada.

De acordo com os resultados publicados por Moo&/9)l o crescimento de
microrganismos pode ser estimulado ou inibido erasgmca de campos magnéticos
alternantes, dependendo da intensidade e da freigidm campo. O autor afirma ainda que a
esporulacdo e a frequéncia de mutacdo dos micrisrgas, ndo foram afetadas pelas
intensidades e frequéncias de campos magnéticdzadms nos experimentos. Foram
utilizados nos experimentos campos magnéticosnaltées com freqiiéncias variando de 0 a
0,3 Hz e intensidades de 0,5 mT a 9,mplicados sobre leveduras da espétiamdida
albicans e bactérias das espécid®acillus subtilis (células vegetativas e esporos)
Staphylococcus epidermidis, Pseudomomnas aerugadsalobacterium halobium

Estudos utilizandoS. cerevisiaecomo modelo, tém referido que a proliferacao
aumenta mais do que 25 % a 50 Hz e 0,5 mT de camagnético alternado durante 10 h de
exposicdo (MEHEDINTU e BERG, 1997No entanto, o efeito encontrado por estes autores
quando foi usado 0,2 mT, 50 Hz, foi de uma acautinia de 16 % na proliferacdo celular. A
dependéncia do crescimento celular com a freqU€enigontrada por estes autores, mostra
respostas positivas com mais de 20 % de aumentounwero de células apdés 10 h de
exposicao a 15 e 50 Hz, sugerindo a existéncigjateelas” de frequéncia de proliferacéo
(MEHEDINTU e BERG, 1997).

Potenza e colaboradores (2004) realizaram exmosied&scherichia colia campo
magnético estatico de 300 mT de intensidade, prddugor discos de neodimio. Estes
autores verificaram o crescimento celular e a esgdt@ génica desta bactéria durante 50 horas
de exposicao, a 37° C, com o crescimento de bi@aasdisado a cada 12 horas de exposicao
através de espectrofotometria de luz visivel. Oka@dgs revelaram que as curvas de
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crescimento das células expostas e ndo expostaGMiH apresentaram caracteristicas
semelhantes para as primeiras 8 horas e mostrafarangas significativas as 25 horas de
crescimento.

Efeito do pH

A acidificacdo é considerada um dos mecanismosri@ptes envolvidos na inibi¢cao
da fermentac&o alcodlica e no crescimento de leasd®ROSA e SA CORREIA, 1996).

Os resultados obtidos experimentalmente das amsostoatrole e magnetizada
encontram-se representados nas Tabelas de nimard@BBustradas no Apéndice. Os dados
apresentam o perfil de variagdo do pH das amostomérole e magnetizada, ficando
evidenciado que ocorre decréscimo deste paramétra 242 hora. No entanto, ndo séo
registradas diferencas consideraveis nas fermezgaigsenvolvidas nos dois reatores.

Como resultado, pode ser observado que os valokesdgs fermentagbes se
mantiveram sem grandes oscilacbes e sem diferesiggficativas entre 0s grupos,
permanecendo entre os limites normalmente obsesvafermentacdes dessa natureza.

Variacdo de crescimento da biomassa

A Figura 6 ilustra os graficos da curva de cresotmede biomassa das amostras
experimentais e controle.

Os resultados experimentais apresentados nosagafemonstram que a aplicacéo do
campo eletromagnético prolonga a fase de crescineatalar, mostrando que o campo pode
ser capaz de mudar o perfil da curva de crescimedatanicrorganismo e influenciar na
producdo de biomassa e na velocidade de crescina@ntongo do processo. Na Figura 6
observa-se que a curva de crescimento continuan@dsce com cerca de 20 horas de
fernentacdo nos experimentos magnetizados, enquaoso experimentos controle dos
mesmos experimentos, a curva entra ou esta tendefade estacionaria de crescimento.
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Ruiz Gdmez e colaboradores (2004) aplicaram camggn@tico estéatico e sinusoidal
de 50 Hz (0.35 e 2.45 mT) em culturas de leveddtaante 24 e 72 h e ndo observaram
alteracbes de crescimento na fase exponencial éagace as culturas ndo expostas. O
crescimento celular foi monitorado por medida desd#ade 6ptica a 600 nm. Os dados
indicaram que o CM estatico e sinusoidal de 500425 e 2.45 mT) ndo induzem alteracdes
no crescimento destas leveduras, estando estdadsiegm desacordo com o0s publicados
previamente por Mehedintu e Berg, (1997)

No mesmo estudo anteriormente citado, Potenzaabaadores (2004) observaram
que a exposi¢cdo ao campo magnético de 300 mT, téus@nhoras, fez com que as células
expostas continuassem a proliferar enquanto aslaséloontrole entraram em fase
estacionéria, de forma que o platd ndo pdde sesnadido até as 50 horas de exposicdo ao
campo. Além disso, aqueles autores observaram &d@s de clones genéticos nas células
expostas ao campo, levando a considerar que o QMHzi diferencas nas respostas
metabdlicas em relacdo ao metabolismo de carbo&lrat

Resultados de biomassa medida, biomassa produzela@dade especifica de crescimento

celular (dy)

Nas Tabelas de 7 a 14 estdo apresentados os desulg biomassa, biomassa
produzida e velocidade especifica de crescimenttacd]ly) medidas nos diferentes tempos

de fermentagcdo. A biomassa medida corresponde lap aferido no momento da pesagem
das amostras e biomassa produzida foi obtida sabtrae o valor da biomassa final do valor
inicial para cada medida no tempo.

Foi verificado que os valores de biomassa medidaadaostras magnetizadas foram
superiores aos valores encontrados nas amostraslepsendo estatisticamente significante
para as amostras coletadas as 12, 16, 20 e 24 tmrf@smentacdo. A biomassa produzida
também apresentou diferenca estatistica para ast@msalas 12, 16, 20 e 24 horas com p
0,001, confirmando que o campo magnético otimigeoducéo de biomassa em leveduras.
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Tabela 7. Resultados de biomassa medida, biomeasdazida e velocidade especifica de

crescimento celulafly ) da Fermentacéo 1. A = amostra controle, B = &1@os

magnetizada.
A
Tempo(h) Biomassa produzida Biomassa medida Velocidade especifica (

(g/L) (9/L) Hy)

0 0 0,05 0
4 0,05 0,1 0,25
8 0,2 0,25 0,18
12 0,35 0,4 0,10
16 0,7 0,75 0,12
20 0,9 0,95 0,05
24 1,0 1,05 0,02

B
Tempo(h) Biomassa produzida Biomassa medida Velocidade especifica

(9/L) (/L) (1)

0 0 0,05 0
4 0,1 0,15 0,25
8 0,35 0,4 0,17
12 0,65 0,7 0,11
16 1,05 1,1 0,09
20 1 15 -0,01

24 2,05 2,1 0,12
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Tabela 8. Resultados de biomassa medida, biomeasdazida e velocidade especifica de

crescimento celulafly) da Fermentacéo 2. A = amostra controle, B = ammost

magnetizada
A
Tempo(h) Biomassa produzida Biomassa medida Velocidade
(g/L) (9/L) especifica ()
0 0 0,1 0

4 0,05 0,15 0,25

8 0,25 0,35 0,2

12 0,4 0,5 0,09

16 0,75 0,85 0,11

20 0,9 1 0,04

24 0,95 1,05 0,01

B
Tempo(h) Biomassa Biomassa medida Velocidade
produzida (g/L) (g/L) especifica ()
0 0 0,15 0

4 0,1 0,25 0,25

8 0,4 0,55 0,18

12 0,8 0,95 0,12

16 1,15 1,3 0,07

20 1,5 1,65 0,05

24 2,1 2,25 0,07
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Tabela 9. Resultados de biomassa medida, biomeasdazida e velocidade especifica de
crescimento celulafly ) da Fermentacéo 3. A = amostra controle, B = &1@os

magnetizada.

A
Biomassa Biomassa medida Velocidade
Tempo (h) . "
produzida (g/L) (g/L) especifica ()
0 0 0,2 0
4 0,15 0,35 0,25
8 0,3 0,5 0,12
12 0,35 0,55 0,03
16 0,5 0,7 0,07
20 0,65 0,85 0,05
24 0,7 0,9 0,01
B
Tempo (h) Biomassa Biomassa medida Velocidade
produzida (g/L) (g/L) especifica ()
0 0 0,15 0
4 0,15 0,3 0,25
8 0,5 0,65 0,17
12 0,8 0,95 0,09
16 1,15 1,3 0,07
20 1,5 1,65 0,05

24 2,2 2,35 0,07
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Tabela 10. Resultados de biomassa medida, biorpesdazida e velocidade especifica de

crescimento celulafly ) da Fermentagéo 4, A = amostra controle, B = ar@ost

magnetizada
A
Tempo (h) Biomassa Biomassa medida Velocidade
produzida (g/L) (g/L) especifica ()
0 0 0,15 0

4 0,1 0,25 0,25

8 0,35 0,5 0,17

12 0,45 0,6 0,05

16 0,7 0,85 0,08

20 0,75 0,9 0,01

24 0,9 1,05 0,04

B
Tempo (h) Biomassa Biomassa medida Velocidade
produzida (g/L) (g/L) especifica ()
0 0 0,2 0

4 0,2 0,4 0,25

8 0,5 0,7 0,15

12 0,95 1,15 0,11

16 1,75 1,95 0,11

20 1,9 2,1 0,01

24 2,05 2,25 0,01
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Tabela 11. Resultados de biomassa medida, biorpesdazida e velocidade especifica de

crescimento celulafly ) da Fermentagéo 5. A = amostra controle, B = ammost

magnetizada
A
Tempo (h) Biomassa Biomassa medida Velocidade
produzida (g/L) (g/L) especifica ()
0 0 0,1 0
4 0,1 0,2 0,25
8 0,3 0,4 0,16
12 0,4 0,5 0,06
16 0,65 0,75 0,09
20 0,85 0,95 0,05
24 0,9 1 0,01
B
Tempo (h) Biomassa Biomassa medida Velocidade
produzida (g/L) (g/L) especifica ()
0 0 0,15 0
4 0,1 0,25 0,25
8 0,4 0,55 0,18
12 0,7 0,85 0,10
16 1,3 1,45 0,11
20 1,65 1,8 0,05
24 1,85 2 0,02
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Tabela 12. Resultados de biomassa medida, biorpasdazida e velocidade especifica de

crescimento celulafly ) da Fermentagéo 6. A = amostra controle, B = ar@ost

magnetizada.
A
Tempo (h) Biomassa Biomassa medida Velocidade
produzida (g/L) (g/L) especifica ()
0 0 0,2 0
4 0,1 0,3 0,25
8 0,25 0,45 0,15
12 0,35 0,55 0,07
16 0,65 0,85 0,11
20 0,75 0,95 0,03
24 0,8 1 0,01
B
Tempo (h) Biomassa Biomassa medida Velocidade
produzida (g/L) (g/L) especifica ()
0 0 0,2 0
4 0,15 0,35 0,25
8 0,45 0,65 0,16
12 0,75 0,95 0,10
16 1 1,2 0,06
20 1,55 1,75 0,08

24 2,1 2,3 0,06
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Tabela 13. Resultados de biomassa medida, biorpesdazida e velocidade especifica de

crescimento celulafly ) da Fermentagéo 7. A = amostra controle, B = &aos

magnetizada.
A
Tempo (h) Biomassa Biomassa medida Velocidade
produzida (g/l) (g/L) especifica ()

0 0 0,2 0
4 0,1 0,3 0,25
8 0,35 0,55 0,17
12 0,55 0,75 0,09
16 0,75 0,95 0,06
20 0,9 1,1 0,04
0,95 1,15 0,01

B
Tempo (h) Biomassa Biomassa medida Velocidade especifica

produzida (g/L) (g/L) (Ux)

0 0 0,2 0
4 0,2 0,4 0,25
8 0,55 0,75 0,15
12 0,85 1,05 0,08
16 1,25 1,45 0,08
20 1,55 1,75 0,04

24 2,2 2,4 0,07
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Tabela 14.Resultados de biomassa medida, biomessazpa e velocidade especifica de
crescimento celulafly) da Fermentacédo 8. A = amostra controle, B = ammost

magnetizada.

A
Tempo (h) Biomassa Biomassa medida Velocidade
produzida (g/L) (g/L) especifica ()
0 0 0,2 0
4 0,05 0,25 0,25
8 0,25 0,45 0,20
12 0,35 0,55 0,07
16 0,6 0,8 0,10
20 0,75 0,95 0,05
24 0,95 1,15 0,05
B
Tempo (h) Biomassa Biomassa medida Velocidade
produzida (g/L) (g/L) especifica ()
0 0 0,25 0
4 0,2 0,4 0,25
8 0,55 0,7 0,15
12 0,85 0,9 0,08
16 1,25 1,45 0,08
20 1,55 1,85 0,04

24 2,2 2,45 0,07
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As Figuras de 7 a 14 a seguir apresentam as cdeveslocidade de crescimento das
amostras controle e magnetizada obtidas para eaa@ifitacao.

A velocidade especifica de crescimento € um paré@mdt controle essencial na
producao industrial de fermento por leveduras (H@EK! 1998).

Varela e colaboradores (2004) propdem que a veddeidla fermentacéo € em funcéo
de dois componentes: um componente intracelulprajriedade do metabolismo da célula) e
um componente celular (que é dependente da malssar agivamente em fermentacdo), A
velocidade de crescimento de leveduras pode sedaf@or contelido de nutrientes limitado,
temperaturas extremas e a toxicidade de etanol.

Regenberg e colaboradores (2006) afirmam que madarg; velocidade especifica de
crescimento tém impactos substanciais nos niveisatscricio genética e cerevisiae
sugerindo que a velocidade de crescimento podeaf®l importante na resposta da célula ao
estresse.

A velocidade especifica de crescimento na maioda experimentos mostrou-se
maior nas amostras magnetizadas, o que fica bedermiado na andalise da Figura 17 da
Fermentacdo 7. A inclinacdo da reta correspondeciizlde de crescimento de biomassa,
sendo evidenciada pela representacdo da letrad'@gnacao da reta : ax + b, sendo o valor
de “a” diretamente proporcional a velocidade. A mé&tbs valores de “a” foi calculada para
as amostras controle e magnetizada e os valoradosbforam de 0,040 e 0, 147
respectivamente. Portanto, os maiores valores des& encontrados nas amostras
magnetizadas, como pode ser evidenciado pelogsafibaixo das amostras magnetizadas
possuirem maiores inclinacdes da reta. Na Tabetew4péndice, encontram-se ilustrados 0s
valores de “a” para as amostras controle e maguztidas fermentacdes realizadas,

A analise da velocidade através das Figuras dé4] eonfirma os achados anteriores
de que o crescimento das amostras controle dinaintériormente a amostra magnetizada,
tendo a magnetizada, apresentando prolongamentoedeimento a partir das 20 horas de
fermentacdo. Esse fato pode ser interpretado comoeieito de aceleracdo do campo
magnético sobre o metabolismo celular, podendo aviser um instrumento de uso
biotecnolégico para producdo de biomassa de leasdér importancia desse achado, pode
ser justificada pela afirmacgéao de Ferreira (199® djz que o objetivo geral de um processo
biotecnolégico com crescimento microbiano é minania duracdo da fase de laténcia e
maximizar a taxa de crescimento e a duracéo daefqsmnencial.
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Resultados da Contagem de células, expressas enadési Formadoras de Colbnias
(UFC/mL)

As Tabelas de 15 a 22 apresentam o numero datadléts Formadoras de Colbnias
(UFC/mL) do mosto fermentado. Foram observadosreslauperiores na contagem das
amostras magnetizadas em comparacdo as amostraslesona maioria dos tempos de
fermentacao, sendo a diferenca significativa nassénas coletadas das 16 e 20 horas, com
valores de p = 0,004 e 0,002 respectivamente,

Tabela 15. Resultados da Contagem das UnidadesaBoras de Colbnias (UFC) em funcéo

do tempo da Fermentacgéo 1.

Tempo UFC Controle (UFC/mL)  UFC magnetizada (UFC/mL)
0 1,6 x 10° 2 x 10°
4 1,9x 10° 7 x 10°
8 1,4 x 1¢P 3x10°
12 4x10° 2,2 x 10
16 3x10 7,5 x 10
20 4x 10 5,6 x 10°
24 35x1¢ 6 x 10°

p >0,005
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Tabela 16. Resultados da Contagem das UnidadesaBoras de Colbénias (UFC) em funcéo

do tempo da Fermentacéao 2.

Tempo (h) UFC Controle (UFC/mL) UFC magnetizada QAmL)
0 1,3x 10 1,5 x 10°
4 1,9x 10° 3x10°
8 1,2 x 1¢P 3x10°
12 2 x 10° 4,7 x 10°
16 3x10° 1x 10’
20 2 x10° 7 x 10°
24 1x10° 3x 10°
p >0,005

Tabela 17. Resultados da Contagem das UnidadesaBoras de Colbnias (UFC) em funcéo
do tempo da Fermentacgéo 3.

Tempo (h) UFC Controle (UFC/mL) UFC magnetizada QL)
0 1x10° 1,2 x 10°
4 1,5x 10° 3x10°
8 4x10° 6 x 10°
12 1x10° 6 x 10°
16 2 x10° 1,5 x 10’
20 3x10° 2 x 10’
24 1x10° 4 x 10’

p >0,005
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Tabela 18. Resultados da Contagem das UnidadesaBoras de Colbénias (UFC) em funcéo

do tempo da Fermentacéao 4.

Tempo UFC Controle (UFC/mL) UFC magnetizada (UFCymL

2x10° 2 x10°
4 2,3x 10 4x10°
8 3x10° 5,6 x 10°
12 1x1¢° 3x 10°
16 3x 10 2 x 10’
20 1,2x 10 1 x 10’
24 1x10° 6 x 10°

p >0,005

Tabela 19. Resultados da Contagem das UnidadesaBoras de Colbnias (UFC) em funcéo

do tempo da Fermentagéo 5.

Tempo UFC Controle (UFC/mL) UFC magnetizada (UFCYmL
0 1x10° 1x10°
4 1,3x 10 2 x10°
8 3x10° 1x 10°
12 1x1¢° 2 x 10°
16 3,5x1¢ 2,9 x 10
20 3x 10° 1x 10’
24 1,5 x 16 7 x 10°

p >0,005
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Tabela 20. Resultados da Contagem das UnidadesaBoras de Colbénias (UFC) em funcéo
do tempo da Fermentacéao 6.

Tempo UFC Controle (UFC/mL) UFC magnetizada (UFCYmL
0 1x10° 1,3x 10°
4 1,8 x 10° 4x10°
8 5x 10° 1 x 10°
12 1x10° 4x10°
16 2,7x1¢ 5 x 10’
20 2 x 10° 1x 10’
24 2 x10° 6 x 10°
p >0,005

Tabela 21. Resultados da Contagem das UnidadesaBoras de Colonias (UFC) em

funcdo do tempo da Fermentacao 7.

Tempo UFC Controle UFC magnetizada
(h) (UFC/mL) (UFC/mL)
0 1,5x0° 1,6 x 10°
4 2x10° 3x10°
8 1x10° 2 x 10°
12 1,4 x 10 5 x 10°
16 3x10° 3x 10’
20 2,8x 10 1x 10’
24 1x10° 5 x 10°

p >0,005
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Tabela 22. Resultados da Contagem das UnidadesaBoras de Colbnias (UFC) em funcéo
do tempo da Fermentacéo 8 .

Tempo UFC Controle (UFC/mL) UFC magnetizada (UFCYmL
0 1x10 1x10°
4 3,4x 10 4,2 x 10°
8 5x 10° 1x10°
12 1x10° 4,9 x 10°
16 2,2x 10 7 x 10°
20 3x10° 4 x 10’
24 1x10° 7 x 10°
p >0,005

Novak e colaboradores (2006) afirmaram que a centggpr UFC € o melhor método
para avaliar as mudancas no cresciment&®.deerevisiaeEstes mesmos autores relataram
efeitos inibitérios no crescimento de levedurassap¥posicdo ao campo magnético de 10
mT, durante 60 minutos a temperatura de 24 a 26gFi observado, que a inibi¢cdo iniciou-
se imediatamente ap0s a cultura de levedura sesexpo campo magnético. Dessa forma,
0S autores sugerem que 0 campo magnético, ou ent®iinduzida por ele, destréi parte das
leveduras (talvez as mais sensiveis a campos ez)eeno restante das células sobrevive e
continua seu desenvolvimento sem qualquer distirbio

Fojt e colaboradores (2004) compararam o efeitoexigosicdo de CM em trés
linhagens de bactériaEscherichia coli, Leclercia adecarboxylata e st@plioccus aureua
intensidade de campo de 10 mT, 50 Hz, durante 3futos, para estudo da viabilidade
celular através da contagem das Unidades FormadiaaSolonias (UFC). Estes autores
observaram que a viabilidade celular diminui comasor tempo de exposi¢éo, sendo o efeito
do campo dependente da linhagem bacteriana ufliz&d maior efeito da exposicdo ao
campo e da diminuicdo da viabilidade foi observanhdE. coli concluindo que a diminui¢ao
na UFC inicia imediatamente apés aplicacdo do cangm autores creditam o fato da
diminuicdo exponencial do nimero de UFC ao fatcz@mpo magnético afetar o transporte
ibnico no interior da célula resultando em mudargaidgicas nos organismos vivos, além

de possivel formacéo de radicais livres decorrasdesxposicao.
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Baseando-se nos resultados encontrados nestentsapatie-se observar que o campo
magnético de intensidade de 220 mT acarreta aumentdimero de unidades formadoras de
coldnias, que pode ser observado a partir dasak i@ exposicéo, alcancando ao final das 24
horas de fermentacdo, um aumento de até 4 vezal®roda amostra controle, como pode ser
evidenciado na Tabela 17 da Fermentacdo 3. Essmagfo sugere que o0 campo
eletromagnético tenha efeito estimulador no crescim celular, pelo menos, na intensidade
utilizada, contrastando com os achados anteridbesms possibilidades poderiam explicar as
diferencas encontradas: é possivel que o efeitoesab leveduras varie em funcdo da
intensidade do campo e também de acordo com Fogtlaboradores (2004), a linhagem
utilizada.

Resultados da producgéo de etanol, de consumoatesgle de rendimento bioquimico

Os valores da producéo de etanol, de consumo desglie de rendimento bioquimico
para cada fermentacéo realizada estédo represemadabela 23.

A andlise de etanol através de Cromatografia Gaswssstiu da afericdo do valor nos
tempos 0 e 24 horas de fermentacdo. A producadatel€oi obtida subtraindo-se o valor
final do etanol inicial. Os resultados de etano&ifio submetidos a analise estatistica do teste t
de Student apoOs aplicacdo do principio de excludgioChauvernet. Apds analise dos
resultados, verificou-se que, estatisticamentejferetica na producdo de etanol entre a
fermentacdo controle e a magnetizada nao foi stgtifa, apesar de serem observados
valores superiores da producdo de etanol na maiasaamostras submetidas ao campo
magnético.

O consumo de glicose foi quantificado através d¢etenzimatico de glicose. Da
mesma forma que para producdo de etanol, os vategsram o principio de exclusao de
Chauvernet e posterior aplicagdo do teste t deeBtuds dados apresentaram diferenca
estatisticamente significativa quando comparadogséma controle e magnetizada, conx p
0,05. Esse fato justifica-se pelo fato das levaslunagnetizadas apresentarem aumento de
sua populacao (verificado através das UFC/mL e &gz medida e produzida) em relacdo as
amostras controle, de forma que as células emigresto se utilizaram da glicose como
fonte de carbono; comprovando o efeito do campaonétagp sobre o metabolismo celular das
leveduras.

De acordo com Lagunas (1986), o metabolismo desgi@ oxigénio er8. cerevisiae
pode ser relacionado ao efeito Pasteur, que éidieficomo a inibicdo do metabolismo
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fermentativo pelo oxigénio, sendo este fendbmeneermbslo nestas leveduras em fluxos
glicoliticos baixos.

Tabela 23. Resultados da producéo de etanol, candarglicose e rendimento bioquimico
para as fermentacdes realizadas.

Valores médios dag Consumo de Producéo de Rendimento
Fermentacdes glicose (g/L) etanol (g/L) Bioquimico (%)
realizadas
Amostras 51,7 11,4 47,8
Controle
Amostras 81,0 13,6 38,3
Magnetizadas

Os dados referentes ao rendimento bioquimic&.deerevisiaalemonstram que as
fermentacdes realizadas ndo apresentaram difeestgtistica significante entre as amostras
com valor de p = 0,53.

A andlise do rendimento bioguimico revela que avems#@io glicose em etanol nas
culturas estimuladas magneticamente se mostrowndida, obtendo valores cuja média foi
27% inferior a das culturas controle. Esta afirnsag&@monstra que em nossa pesquisa 0
campo magnético exerceu efeito maior na producébiateassa, desviando o metabolismo
celular para producéo de células em detriment@duygéo de etanol.

Andlise da Imagem

Foram calculados diversos parametros morfologicas léveduras, tanto isoladas
como aglomeradas. Os resultados apresentadososeléos objetivaram mostrar a estrutura
morfologica das leveduras e a reprodutibilidaderdasmas com e sem influéncia do campo
magnético.

Dos oito experimentos realizados, foram seleciogdds para se proceder ao estudo
através do tratamento de imagens. A selecao feadasna reprodutibilidade do aumento da
producédo de etanol com as amostras que obtiveratiamé 19% a mais de alcool em relacao
ao controle. Foram analisadas entdo as imagentedaentacdes 5, 6 e 8 e analisadas as
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amostras controle e magnetizadas. Ressalta-se siaeselecdo foi realizada antes do
tratamento estatistico dos resultados de produgabcdol.

Cada pacote de imagens foi tratado separadameluieoqmgrama Levures.sc5, que
funciona em ambiente Visilog 5 (Noesis, Francagual foi desenvolvido pela Prof2, Marie
Noelle Pons (ENSIC — Nancy/Franca). Os dados formatados em Excel e fez-se uma
adimensionalizagdo dos resultados, dividindo-se resultados dos parametros dos
experimentos com campo magnético pelos resultanlgsmtrole (sem CM).

Pode-se observar através da Figura 15 que a djfemsrire o didmetro equivalente das
leveduras submetidas ao campo magnético em re&@o controle (sem campo) sédo, em
sua maioria, inferiores a 5%, estando assim deafdrerro do programa, o que significa em
nao ter sido observado diferenca estatistica,
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Figura 15. Variacao relativa do diametro equivagiteq) magnetizada/ Deq controle ao

longo da fermentacao,

Em experimentos anteriores, Da Motta e colaborad@603) também verificaram
gue o campo nao influenciava o diametro equivalel@e leveduras. Contudo eles néo
monitoraram o0 consumo de agucar, nem 0 peso st @ouco a producdo de etanol, para
ver se houve alguma diferenca entre os experimeN@este caso, 0s resultados mostraram
aumento médio na producgdo de &lcool da ordem d&,18pesar de ndo apresentar valor
estatistico significante,

Para a relagdo entre o comprimento e a largurabdamndo foram verificadas
diferencas significativas (Figura 16). Todavia, gpay numero de brotos (Figura 24),
observam-se diferencas superiores a 5,0 %. Estaniafdo comprova os resultados obtidos a
partir do peso seco, nos quais a massa de leveduagsetizadas apresentou um valor
superior ao do controle.
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Figura 16. Variacao relativa do razdo ComprimeRtd)(Largura (Fm) magnetizada /

controle ao longo da fermentacéo.
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Figura 17. Variacao relativa do Numero de brotads)(iagnetizada / controle ao longo da

fermentacéo.

Desta maneira, pode-se concluir que o aumento ddup@o de alcool quando a
fermentacdo estd sob acdo do campo magnético, davida a modificacdes morfologicas.
Assim, a acdo do campo devera estar agindo soletaspmetabdlicos, como o aumento da
reproducdo ou através do aumento na producdo demasizisto parece ter importancia
quanto a sua aplicagdo industrial, visto a magagdia promover aumento da producgéo de
in6culo em tempo menor, otimizando a aplicacdoatopo magnético na pratica industrial e

biotecnoldgica.
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CONCLUSAO

A forma de magnetizacdo teve influéncia marcantecrescimento da levedura.
cerevisiag favorecendo o aumento de biomassa e aumento nmerodde Unidades
Formadoras de Col6nias (UFC/mL).

A aplicacdo desta intensidade de magnetizagaotoesein aumento do consumo
glicolitico pela amostra magnetizada confirmandoackados anteriores. No entanto, a
producdo de etanol ndo obteve aumento significaugerindo que o campo deve desviar
foco do metabolismo celular para producéo de cekilado de etanol.

Para isto, a aplicagdo de campo eletromagnétice ped usada para o aumento da
velocidade de crescimento e aumento de biomassajo tgotencial aplicagdo em
biotecnologia.

A necessidade de maiores estudos a fim de investigeefeitos provocados pelo
campo magnético na atividade metabdlica e de uste ggocesso em grande escala, sdo

sugestdes para trabalhos futuros.
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Tabelas com resultados de variacdo de biomassatdwas fermentacoes.

Tabela 3. Resultados da variagéo de biomassdl 2dmras de fermentacéo.

Fermentagbe = Biomassa contro  Biomassemagnetizad

1 0,4 0,7

2 0,t 0,9¢

3 0,5¢ 0,9t

4 0,€ 1,1t

5 0,t 0,8t

6 0,5¢ 0,9t

7 0,7¢ 1,08

8 0,5¢ 0,
Médie 0,5¢ 0,9¢
Desvio pidrac 0,1C 0,1<

P < 0,001

Tabela 4. Resultados da variacdo de biomassa cdraraé de fermentacéao.

Fermentagbe = Biomassa contro  Biomassemagnetizad

1 0,7¢ 11

2 0,8t 1,2

3 0, 1,2

4 0,8t 1,9t

5 0,7t 1,4¢

6 0,8t 1,2

7 0,9t 1,4¢

8 0,¢ 1,4t
Média 0,8 1,
Desvio Padréao 0,07 50,2

p<0,005




Tabela 5. Resultados da variacdo de biomassa cdrara8 de fermentacéao.

Fermentagode Biomassa contro Biomasseémagneizade

1 0,9t 1,
2 1 1,65
3 0,8t 1,65
4 0,¢ 2,1
5 0,9t 1,6
6 0,9t 1,7¢
7 11 1,7¢
8 0,9¢ 1,8t
Média 0,9t 1,7¢
Desvio Padrao 0,07 0,17
p<0,001

Tabela 6. Resultados da variacdo de biomassa cdrarad de fermentacéao.

Fermentagoe Bioma:sa controls Biomasseémagnetizad
1 1,08 2,2¢
2 1,08 2,2t
3 0,¢ 2,3t
4 1,08 2,2¢
5 1 2
6 1 2,3
7 1,1t 2,4
8 1.t 2,4F

Média 1,0¢ 2,2¢

Desvio Padré 0,1¢ 0,1z

p< 0,001




Tabela 25. Resultados de variacdo de biomassatdwadrermentacéo 1

Tempo (h) Pes(sect Peso seco
controle (g/L) magnetizada
0 0,0t 0,0t
0,1 0,15
0,25 0,4
12 04 0,7
16 0,75 11
2C 0,95 15
24 1,05 21
Médie 0,5C 0,8t
Desvio padré 0,4C 0,7t
p >0,0(5

Tabela 26. Resultados de variacdo de biomassatdwadermentacao 2.

Tempo (h) Peso seco Peso seco
controle (g/L) magnetizada

0 0,1 0,15
0,15 0,25

8 0,35 0,55

12 0,5 0,95

16 0,85 1,3

20 1 1,65

24 1,05 2,25
Média 0,57 1,01
Desvio padréao 0,3¢ 0,59

p >0,005
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Tabela 27. Resultados de variagéo de biomassatdwrdrermentacéo 3.

Tempo (h) Peso seco Peso seco
controle (g/L) magnetizada
0 0,2 0,15
0,35 0,3
8 0,5 0,65
12 0,55 0,95
16 0,7 1,3
20 0,85 1,65
24 0,9 2,35
Média 0,57 1,05
Desvio Padrao 0,25 0,78
p >0,005

Tabela 28. Resultados de variacdo de biomassatdwadermentacao 4.

Tempo (h) Peso seco Peso seco
controle (g/L) magnetizada

0 0,1% 0,2
0,25 04

0,5 0,7
12 0,6 1,15
16 0,85 1,95

20 0,9 2,1

24 1,0t 2,25
Médie 0,61 1,2t
DesvioPadréa 0,3¢ 0,8t

p>0,0(5
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Tabela 29. Resultados de variacdo de biomassatdwdermentacao 5.

Tempo (h) Peso seco Peso seco
controle (g/L) magnetizada
0,1 0,1t
0,2 0,25
0,4 0,55
12 0,5 0,85
16 0,75 1,45
20 0,95 1,8
24 1 2
Médie 0,5t 1,0C
Desviopadrac 0,3t 0,74
p >0,005

Tabela 30. Resultados de variagéo de biomassatdwrdrermentacéo 6.

Tempo (h) Peso seco Peso seco
controle (g/L)  magnetizada

0 0,2 0,2

0,3 0,35

0,45 0,65

12 0,55 0,95

16 0,85 1,2

20 0,95 1,75

24 1 2,3
Médie 0,5t 1,0C
Desvio Padré 0,3t 0,74

p>0,0(5




Tabela 31. Resultados de variagéo de biomassatdwrdrermentacéo 7.

Tempo (h) Peso sect Peso seci
controle (g/L) magnetizada
0,2 0,2
0,3 0,4
0,55 0,75
12 0,75 1,05
16 0,95 1,45
20 11 1,75
24 1,15 2,4
Médie 0,61 1,0t
Des\io Padré 0,32 0,7¢
P >0,0(5

Tabela 32. Resultados de variacdo de biomassatdwdrermentacao 8.

Tempo (h) Peso seci Peso sec
controle (g/L) magnetizada
0,2 0,2t
0,25 04
0,45 0,7
12 0,55 0,9
16 0,8 1,45
20 0,95 1,85
24 1,15 2,45
Médie 0,71 1,14
Desvio padré 0,37 0,77

p >0,005
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As tabelas abaixo mostram os resultados da var@e@dl nas fermentacdes realizadas.

Tabela 33. Resultados de variagao de pH duranéeradhtacao 1.

Tempo (h) pH controle pH Magnetizada
0 4,57 4,49
8 3,61 3,68
12 3,31 3,26
16 3,2 2,85
20 2,95 2,72
24 3,38 3,32
Médie 3,60 3,48
Desvio Padré 0,58 0,64

p >0,0(5

Tabela 34. Resultados de variagao de pH duranéeraghtacao 2.

Tempo (F pH contrde pH Magnetizad

0 4,75 4,98

4 4,43 4,28

8 3,98 3,83

12 3,74 3,65

16 3,57 3,52

20 3,47 3,3¢

24 3,29 3,21
Médie 3,89 3,83
Desvio Padré 0,53 0,6C

p>0,0(5




Tabela 35. Resultados de variacdo de pH duranéeradntacao 3.

Tempo (h pH contiole pH Magnetizad
0 4,5 4,36
4 4,04 3,85
8 3,26 3,03
12 3,05 2,88
16 2,89 2,68
20 2,68 2,59
24 2,63 2,51
Médie 3,28 3,12
Desvio Padré 0,71 0,70

p >0,0(5

Tabela 36. Resultados de variagao de pH duranéeradhtacao 4.

Tempo (h pH conrole pH Magnetizad

0 4,36 4,27
4 3,95 3,81
8 3,14 3,33
12 2,83 2,59
16 2,59 24
20 2,32 2,3
24 2,43 2,31
Médie 3,08 3,00
Desvio Padré 0,78 0,80

p>0,0(5




Tabela 37. Resultados de variacdo de pH duranéeradhtacao 5.

Tempo (h pH contiole pH Magnetizad
0 4,18 4,21
4 3,25 4,2
8 3,4¢ 3,33
12 3,04 3,06
16 2,76 2,75
20 2,96 2,81
24 2,82 2,53
Médie 3,21 3,27
Desvio Padré 0,49 0,68

p >0,0(5

Tabela 38. Resultados de variagao de pH duranéeraghtacao 6.

Tempo (h pH contole  pH Magnetizad
0 4,56 4,4
4 4,1 4
8 3,6 3,2
12 34 2,93
16 2,92 2,66
20 2,88 2,54
24 2,71 2,43
Médie 3,45 3,16
Desvio Padré 0,68 0,75

p>0,0(5




Tabela 39. Resultados de variacdo de pH duranéeradntacao 7.

Tempo (h pH controle pH Magnetizad
0 4,75 4,73
4 4,5 4,2
8 4 3,94
12 3,85 3,52
16 31 2,87
20 2,84 2,53
24 2,73 2,4
Médie 3,68 3,45
Desvio Padré 0,8C 0,88

p >0,0(5

Tabela 40. Resultados de variagao de pH duranéeraghtacao 8.

Tempo (h pH controle pH Magnetizade

0 4,4 4,6
4 3,95 4

8 3,78 3,7

12 3,66 3,2
16 342 2,96
20 3 2,84

24 2,55 24
Médie 3,53 3,38
Desvio Padré 0,61 0,75

p>0,0(5
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A tabela abaixo mostra os valores de “a” enconsauts experimentos para a equacao da reta
ax+ b, aplicada na variacdo da velocidade de cnestp das amostras nas fermentacOes

realizadas.

Tabela 41. Valores de “a” da equacao da reta dassude velocidade das Fermentacfes

realizadas.
Fermerntacgbes Amodra controle AmograMagnetizad.
1 0,046« 0,077:
2 0,045: 0,087¢
3 0,029t 0,088¢
4 0,038¢ 0,096¢
5 0,040¢ 0,085:
6 0,036¢ 0,086:
7 0,043 0,089:
8 0,041: 0,089:
Médie 0,04( 0,147

Tabela 42. Resultados da analise da producdo del g@ra cada fermentacéo realizada.

Fermentacbes  Producac de etanol (g/I- Producéo etanol (g/l)- magnetizada
Fermentacéo 1 6,3 5,63
Fermentacéo 2 5,64 9,78
Fermentacéo 3 10,95 11,55
Fermentacéo 4 16,58 16,93
Fermentacédo 5 23,35 27,71
Fermentacéo 6 13,64 16,14
Fermentacéo 7 4,71 8,44
Fermentacéo 8 10,6 12,9
Média 11,47 13,63
Desvio Padréo 6,81 6,82

p >0,005
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