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MICROCALORIMETRY: A USEFUL TECHNIQUE FOR STUDYING THE DIAUXISM OF SAC-
CHAROMYCES CEREVISIAE. In this work we first introduce the reader to the basic concepts of
biology, bioenergetics and biochemistry, concerning the area of cell biology. Then we explain what
diauxism is and an example of this phenomenon, applied to S. cerevisiae, is presented. Finally,
thermograms obtained by microcalorimetry, from S. cerevisiae that undergo diauxism, are discussed

from a biochemical point of view.
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Apresentaremos inicialmente alguns conceitos bdsicos de
biologia. Em seguida, uma introdugdo a bioenergética celular e
a bioquimica da Saccharomyces cerevisiae. O fenémeno do
diauxismo serd abordado na seqiiéncia e, por fim, iremos
correlacionar este diauxismo com termogramas obtidos pela
técnica de microcalorimetria.

INTRODUGCAO: CONCEITOS BASICOS DE BIOLOGIA

As primeiras observagdes de organismos unicelulares ao
miscrocopio, relatadas com desenhos e descri¢cdes precisas, fo-
ram feitas pelo naturalista holandés Antonie van Leeuwenhoek.
Numa carta dirigida a Sociedade Real de Londres em 9 de ou-
tubro de 1676, ele escreveu:

“No ano de 1675 descobri seres vivos na dgua da chuva que
havia ficado, por apenas alguns dias, num pote de barro
vitrificado por dentro.”

Ele chamou estes seres vivos de “animélculos”!. Por volta
da mesma época Robert Hooke foi quem chamou de “células”
as unidades microscépicas que havia observado em amostras
de cortica.

Duzentos anos se passaram até que os pesquisadores
Theodor Schwann e Matthias Schleiden reconheceram que a
célula era a unidade bdsica da vida, uma unidade que podia se
dividir, enfim, uma unidade que possuia vida“.

Atualmente, a célula é definida como a unidade bdsica estru-
tural e funcional de todos os organismos vivos, unidade esta que
pode se reproduzir exatamente>*. As células podem ser classifi-
cadas em dois grupos: procariontes ou eucariontes. A principal
diferenga entre ambos € a existéncia ou ndo de uma organela
que contém o DNA da célula. Quando esta estrutura estd presen-
te, diz-se que a célula possui nicleo e que, portanto, é uma
célula eucaridtica. Caso contrario, a célula é procaridtica e o seu
DNA se encontra mais ou menos livre no citoplasma’.

Antes de classificar a Saccharomyces cerevisiae, continuare-
mos com mais algumas defini¢des. Microrganismos sdo organis-
mos que existem na forma de células livres ou como “clusters”
(agrupamentos) de células que somente podem ser observados
mediante o uso de um microscépio. As células microbianas sdo
distintas das células animais e vegetais porque estas ultimas sdo
incapazes de sobreviver na natureza a nfo ser como partes de
um organismo multicelular®. O reino Fungi é constituido pelos
microrganismos eucariéticos, ndo fotossintéticos, que possuem
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parede celular rigida. Por fim, as leveduras sdo organismos
unicelulares pertencentes ao reino Fungi. Desta forma, fica facil
dizer que a Saccharomyces cerevisiae é uma levedura’?®,

BIOENERGETICA

Na Figura 1 temos o perfil caracteristico do crescimento de um
microrganismo unicelular. A fase A, chamada de “lag”,
corresponde a uma fase de adaptacdo fisioldgica das células ao
novo meio de cultura no qual elas foram introduzidas. Nesta fase
o metabolismo das células estd ativo (sintetizando enzimas e
coenzimas) de modo a criar as condi¢cdes para que elas possam se
dividir. Portanto, na fase “lag” as células nio estdo se dividindo.
A fase B é conhecida como a fase exponencial de crescimento
porque o niimero de células aumenta exponencialmente com o
tempo. A fase C é a fase estacionaria, onde o niimero de células
vidveis se mantém constante, isto €, sdo iguais os nimeros corres-
pondentes as células que nascem e as que morrem. A fase D é a
fase de morte pois as condi¢des do meio véo se tornando cada
vez mais imprdprias para as células sobreviverem®!?,

Log do nidmero de células

Tempo em horas

Figura 1. Curva tipica de crescimento celular. (A) fase “lag”; (B)
fase exponencial de crescimento; (C) fase estacionaria; (D) fase de
morte. (Extraido e modificado da fig. 7-5 da ref. 9).

O metabolismo de uma célula é a soma do seu catabolismo e
anabolismo e depende do meio de cultura utilizado e da fase (A,
B, C ou D) na qual a célula se encontra. Grande parte dos proces-
sos metabdlicos celulares requerem ATP, o qual, em geral, é pro-
duzido a custa da oxidag¢@o de uma fonte de carbono (e.g., glicose,
sacarose)!!. A fase exponencial de crescimento, por exemplo, é
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uma fase de intenso metabolismo celular porque, para crescer
exponencialmente, é preciso muita energia, isto €, a célula neces-
sita produzir grandes quantidades de ATP a custa de um grande
consumo de uma fonte de carbono. Este processo catabdlico (pro-
dugio de ATP a partir de uma fonte de carbono) é exotérmico'>!3
e o balanco deste com os demais processos catabdlicos e
anabdlicos que ocorrem no interior da célula também € exotérmico.
Em outras palavras, uma célula libera calor quando estd ativa
metabolicamente'*!3, logo, a microcalorimetria é uma técnica que
pode ser utilizada no estudo da bioenergética celular.

Alguns exemplos quantitativos: um eritrécito (hemadcia) pro-
duz em torno de 0,01 pW (10'12 J s'l) de calor; uma bactéria
Klebsiella aerogenes libera entre 0,5 a 5 pW; um linfécito (um
tipo de glébulo branco) 2 pW; um fibroblasto de pele humana, 40
pW!'%. Um microcalorimetro detecta efeitos térmicos na faixa de
microwatts (UW)!7, portanto para detectar o calor produzido por
uma suspensdo de células é necessdrio que esta contenha no mi-
nimo um milhdo delas. Facilmente consegue-se preparar uma sus-
pensdo com mais de 1 milhdo de células por mililitro, por isso, a
microcalorimetria € uma técnica promissora no estudo dos feno-
menos térmicos e energéticos associados a sistemas celulares.

BIOQUIMICA

O catabolismo da glicose pela Saccharomyces cerevisiae, com
0 objetivo de produzir ATP, pode se dar pela via aerébia ou
anaerdbia (ver Figura 2). A via glicolitica é comum as duas e,
ao chegar no piruvato, o leitor poderd se perguntar: o que deter-
mina a via a ser seguida? Evidentemente que na auséncia de O,
a Unica possibilidade € a via anaer6bia mas, mesmo na presenga
de oxigénio, a via anaerdbia também ¢ a escolhida se a concen-
tracdo de glicose estiver acima de um valor chamado concentra-
¢Ao critica (Cerp)'®1%2°. A S. cerevisiae faz uso exclusivo da via
aerdbia somente em concentracdes abaixo da Ceyir.

A explicagdo deste comportamento estd no fendmeno cha-
mado de repressdo por glicose, que, como veremos mais adi-
ante, ¢ o responsdvel pelo diauxismo. Na presen¢a de concen-
tragdes acima da C, a glicose reprime a expressdo dos genes
que codificam enzimas do ciclo de Krebs, enzimas da cadeia
respiratoria e estruturas mitocondriais'®?!. Desta forma,

encontrando-se reduzida a atividade mitocondrial na S
cerevisiae, a via a ser seguida pelo piruvato é a anaerébia com
formacdo de etanol. Por outro lado, em concentragdes de glicose
abaixo da Cg e na presenca de O,, o piruvato seguird a via
aerdbia porque, ao ndo se encontrarem reprimidos os genes em
questdo, a S. cerevisiae possuird alta atividade mitocondrial.

As equacgdes quimicas simplificadas do catabolismo da
glicose, pelas vias aerdbia (respiratéria) e anaerébia (fermenta-
tiva), se encontram a seguir

CeH1206 + 6 0, — 6 CO, + 6 H,O (I) AG®'= -2.873 kJ mol’!

(respiragdo)
C¢H12,06 — 2 HO-CH,CH; + 2 CO, (II) AG®= -235 kJ mol’!
(fermentacao)

As variacdes de energia livre nos mostram claramente que,
para quantidades iguais de glicose consumida, a respiracdo ¢ a
via capaz de realizar uma maior quantidade de trabalho. Em
outras palavras, um maior nimero de moléculas de ATP po-
dem ser sintetizadas pela via respiratéria. A sintese de 1 mol
de ATP demanda 31 kJ de energia®>:

ADP + Pi — ATP + H,0 (III) AG®'= +31 kJ mol!

Em teoria, uma molécula de glicose poderia fornecer 92
moléculas de ATP pela via respiratéria e apenas 7 pela via
fermentativa. Na prdtica sdo produzidas 38 moléculas de ATP
pela via aerébia e apenas 2 pela anaerébia®*

CeH,06 + 6 O, + 38 ADP + 38 Pi - 6 CO, + 6 H,O + 38
ATP (IV) (respiragdo)

CgH 206+ 2 ADP + 2 Pi - 2 HO-CH,CH3 + 2 CO, + 2 ATP (V)
(fermentacdo)

As reagdes (IV) e (V) s@o exotérmicas (AH<0)™, o que signi-
fica que, se células de uma suspensao estdo respirando ou fermen-
tando, o fluxo de calor liberado (dQ/dt) pode ser detectado por
um microcalorimetro. Quanto maior for o catabolismo celular, isto
é, quanto maior for o niimero de moléculas de glicose consumidas
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Figura 2. Diagrama do catabolismo da glicose em células de S. cerevisiae.
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por unidade de tempo, maior serd a energia liberada e conseqiien-
temente maior serd o efeito térmico registrado. O principal incon-
veniente da técnica € a falta de especificidade dos resultados ex-
perimentais. Em outras palavras, se diferentes processos
bioquimicos estiverem ocorrendo ao mesmo tempo, e isto sempre
acontece, a microcalorimetria somente consegue “‘enxergar’ o efei-
to térmico resultante da combinagdo dos diferentes processos.

DIAUXISMO

Comecemos pela etimologia da palavra: di, do grego, significa
duplo; aux, também do grego, crescimento; ismo, o processo de?.
Portanto, quando nos referimos ao diauxismo da Saccharomyces
cerevisiae, estamos considerando o fendmeno responsdvel por
fazer a levedura apresentar dois perfis de crescimento.

Isto pode ser facilmente visto na Figura 3. A curva X (cor-
respondente ao peso seco da levedura) cresce até a exaustdo da
glicose (curva Cg). Durante esta primeira fase de crescimento,
o quociente de respiracdo (QR = moles de CO, formados/moles
de O, consumidos) se mantém alto (curva QR), indicando que
a glicose ¢ praticamente toda “canalizada” para a via fermen-
tativa, gerando etanol (curva Ce). Em seguida pode-se obser-
var um pequeno patamar na curva X, evidenciando o
cessamento da proliferagdo celular. Concomitantemente, inicia-
se o consumo do etanol pela via aerébia (pois o QR cai). Nesta
respiracdo do etanol (ver via indicada pelas linhas tracejadas
na Figura 2), o precursor do acetil-CoA é o acetato e ndo o
piruvato. O reinicio do crescimento celular ocorre pouco tem-
po depois, caracterie“ndo assim o diauxismo.
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Figura 3. Crescimento em batelada da S. cerevisiae sob condigoes
aerdbias em meio de cultura contendo 0,92% de glicose. Curva X
(biomassa determinada pelo método do peso seco); curva Cg (concen-
tracdo de glicose); curva Ce (concentracéo de etanol); curva QR (quo-
ciente de respiracgdo). (Extraido e modificado da fig. 1A da ref. 26).

A repressdo por glicose € a responsével pelo surgimento deste
diauxismo. Na presenca de altos niveis de glicose (acima da
Cit), 0s genes, que codificam as enzimas necessdrias para cons-
tituir a via aerdbia, estdo reprimidos. Assim, a glicose é fermen-
tada produzindo etanol. O mecanismo de repressdo baseia-se na
interac@o entre um sinal, decorrente da glicose, e a(s) proteina(s)
regulatdria(s) da expressdo génica, ativando proteinas repressoras
ou inibindo proteinas ativadoras®’. Ao esgotar-se a glicose, estes
genes sdo desreprimidos e criam-se as condi¢gdes para que agora
a fonte de carbono presente (o etanol - produzido pela prépria S
cerevisiae) seja “canalizado” pela recém reconstituida via aer6bia
(linhas tracejadas da Figura 2)'°. O leitor podera perguntar: a
concentracdo de glicose do meio cai para valores abaixo da Ce
antes de se esgotar, portanto, quando isto acontece, a S.
cerevisiae passa a oxidar a glicose pela via aerdbia; certo? Erra-
do, pois os valores de concentracdo critica sdo em geral baixos
(e.g., entre 0,09 ¢ 0,9 % em massa de glicose)'® e, num experi-
mento em batelada, as células acabam degradando a glicose re-
manescente pela via anaerébia antes que elas possam recuperar
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a atividade mitocondrial. Os experimentos que fazem uso da
técnica de cultura continua sdo os que permitem constatar a
respiracdo da glicose pela S. cerevisiae®.

O diauxismo também pode ser observado quando a S
cerevisiae se defronta com duas fontes de carbono diferentes
no meio de cultura (e.g., glicose mais galactose). Iremos ex-
plorar este assunto no préximo tépico.

A MICROCALORIMETRIA “ENXERGANDO”
O DIAUXISMO

Veremos agora como se dd a produgdo de calor pela S
cerevisiae quando primeiro ela fermenta a glicose e depois
respira o préprio etanol produzido.

A Figura 4 mostra que, concomitantemente a queda acentu-
ada da concentracdo de glicose (curva Cg) e aumento da con-
centragdo do etanol (curva Ce), ha uma primeira banda de
poténcia com médximo no tempo = 12,5 horas (curva dQ/dt). O
catabolismo da glicose pela via anaerdbia é exotérmico e o
balango deste processo com 0s processos anabdlicos também ¢é
exotérmico’®. Assim, pode-se interpretar esta banda de potén-
cia como sendo o calor resultante liberado pelo balanco do
catabolismo anaerdbio da glicose e o conseqiiente anabolismo.
Uma segunda banda significativa de poténcia (com maximo
em = 19 horas) surge quando a concentracdo de etanol comeca
a diminuir devido a respiragdo do mesmo. A biomassa (curva
X) retoma o crescimento e fica caracterizado assim o diauxismo
da levedura. Portanto, este diauxismo fica evidenciado pelas
duas bandas de poténcia que aparecem no termograma (curva
poténcia-tempo) da Figura 4.
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Figura 4. Crescimento em batelada da S. cerevisiae sob condicGes
aerdbias em meio de cultura contendo glicose. Curva X (biomassa deter-
minada pelo método do peso seco); curva Cg (concentragdo de glicose);
curva Ce (concentragéo de etanol); curva dQ/dt (producdo de calor em
unidades de poténcia). (Extraido e modificado da fig. 2 da ref. 29).

O diauxismo também pode ocorrer quando a S. cerevisiae é
posta para crescer, em condigdes anaerdbias, num meio de
cultura contendo dois agtcares diferentes.

Os termogramas das Figuras 5, 6 e 7 mostram duas bandas
de poténcia cada. A primeira banda (nos 3 casos) € resultante do
catabolismo da glicose, enquanto que a segunda, do catabolismo
do segundo agtcar presente no meio. Novamente a represséo
por glicose explica porque o segundo agiicar ndo pode ser
catabolizado juntamente com a glicose. No caso da glicose +
sacarose (Figura 5), o monossacarideo entra diretamente na via
glicolitica, resultando na primeira banda de poténcia com méxi-
mo em = 7 h, enquanto que a sacarose precisa ser hidrolisada a
glicose e frutose para que depois ambos os acucares sejam
catabolizados. Apds esta hidrdlise, a glicose entra na via
glicolitica e a frutose mais ATP (na presenga de hexoquinase -
a enzima que catalisa a primeira etapa da via glicolitica)>? for-
mam a frutose-6-fosfato que ja € um intermedidrio da via
glicolitica (ver Figura 2). Mas para formar glicose e frutose a
partir da sacarose, faz-se necessdria a presenga da enzima cha-
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mada invertase®® (ou B-D-frutofuranosidase). Em altas concen-
tragcdes de glicose, a expressdo do gene que codifica a invertase
é reprimida®*, portanto, a sacarose é catabolizada somente quan-
do a glicose é exaurida. Assim, no termograma, a primeira ban-
da corresponde ao catabolismo da glicose e a segunda, ao da
sacarose. O leitor poderd se fazer a seguinte pergunta: a glicose
produzida na hidrélise da sacarose é capaz novamente de causar
repressdo? A resposta é ndo, porque esta glicose € catabolizada
logo apds a sua formacio (i.e., a glicose produzida nesta hidrdlise
ndo supera nem atinge a C;; para causar repressio).
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Figura 5. Termograma do crescimento em batelada da S. cerevisiae
sob condi¢cBes anaerdbias em meio de cultura contendo 0,25% de
glicose + 0,15% de sacarose. Curva P (densidade 6ptica que é pro-
porcional a biomassa). (Extraido e modificado da fig. 2C da ref. 31).
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Figura 6. Termograma do crescimento em batelada da S. cerevisiae sob
condigdes anaer 6bias em meio de cultura contendo quantidades iguais de
glicose e galactose. (Extraido e modificado da fig. 11 da ref. 14).
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Figura 7. Termograma do crescimento em batelada da S. cerevisiae sob
condicdes anaerdbias em meio de cultura contendo quantidades iguais de
glicose e maltose. (Extraido e modificado da fig. 10 da ref. 14).

A galactose também precisa ser transformada num interme-
didrio da via glicolitica para poder ser catabolizada. Isto ¢ fei-
to pela via de Leloir, na qual a galactose € transformada em
glicose-6-fosfato® (ver Figura 8). As enzimas envolvidas nesta
via somente sdo sintetizadas por inducéo, isto é, a S. cerevisiae
somente vai sintetizd-las se a galactose estiver presente. Por outro
lado, devido a repressdo por glicose, os genes responséaveis pela
sintese destas enzimas nao sio transcritos na presenca de glicose.
Na presenca de ambos os monossacarideos (glicose e galactose),
a repressao se sobrepde a indugdo. Por isto, a primeira banda de
poténcia no termograma da Figura 6 € devida ao catabolismo da
glicose e a segunda banda, ao da galactose.
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Figura 8. Conversdo da galactose em glicose-6-fosfato (via de Leloir).
(Extraido e modificado da fig. 3-22 da ref. 36).

Analogamente ao caso da sacarose, a maltose precisa ser
hidrolisada a duas moléculas de glicose para que estas sejam
catabolizadas pela via glicolitica. A maltase catalisa esta
hidrélise®® e, da mesma forma que no caso da galactose, a
maltose induz a biossintese da maltase'®. Na presenca de
glicose (em alta concentragdo) e maltose, a S. cerevisiae nao
produz maltase devido a repressdo por glicose’’. Aqui nova-
mente, a repressdo se sobrepde a indugdo. Logo, o termogra-
ma da Figura 7 mostra uma primeira banda de poténcia devido
ao catabolismo da glicose e uma segunda devido ao da maltose.

A Figura 9 mostra dois termogramas sobrepostos. Cada um
corresponde 2 fermentagdo, pela S. cerevisiae, do respectivo agu-
car na auséncia de outros. Pode-se concluir que o tempo de
indugdo, pela galactose, para sintetizar as enzimas da via de
Leloir, é menor que o tempo de indugdo, pela maltose, para
sintetizar a maltase.
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Figura 9. . Termograma do crescimento em batelada da S. cerevisiae sob
condi¢des anaerdbias em meio de cultura contendo quantidades iguais de
galactose e maltose. (Extraido e modificado da fig. 9 da ref. 14).

Outros dois exemplos de diauxismo da S cerevisiae podem ser
observados nos termogramas das Figuras 10 e 11. Da mesma for-
ma que a glicose, a frutose e a manose sao acucares de rdpida
fermentagdo capazes também de promover o fendmeno da repres-
s80 por glicose”. Desta maneira, o microcalorimetro consegue
detectar o diauxismo quando no meio de cultura se encontram
disponiveis pelo menos um agucar de rdpida fermentagdo e um de
lenta. Nas duas figuras, a primeira banda de poténcia corresponde
ao catabolismo do respectivo agicar de rdpida fermentagdo en-
quanto que a segunda banda, ao catabolismo da maltose.

Um dado interessante que diz respeito a propor¢do dos agu-
cares ¢ exemplificado pelo termograma da Figura 11. A maltose
estd em maior quantidade que a manose (proporcao 3:1) e isto
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Figura 10. Termograma do crescimento em batelada da S. cerevisiae
sob condi¢Bes anaerdbias em meio de cultura contendo frutose e
maltose. (Extraido e modificado da fig. 3 da ref. 29).
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Figura 11. Termograma do crescimento em batelada da S. cerevisiae
sob condigbes anaerdbias em meio de cultura contendo 0,1% de
manose + 0,3% de maltose. Curva P (densidade Optica que é propor-
cional a biomassa). (Extraido e modificado da fig. 2B da ref. 31).

se reflete no termograma através de uma maior drea sob a curva
do actcar mais abundante.

CONCLUSAO

A técnica de microcalorimetria é uma ferramenta de grande
potencial para o estudo da producdo e absor¢do de calor (na
faixa dos uJ.s™!) de sistemas biolégicos em geral. Neste traba-
lho abordaram-se especificamente aspectos da bioenergética da
levedura Saccharomyces cerevisiae.

O diauxismo da S cerevisiae é detectado pela microcalorimetria
com mais resolu¢do que outras técnicas, como por exemplo, a
densidade optica (ver Figuras 5 e 11). Por outro lado, o calor
detectado € o resultado do balango energético das reagdes bioqui-
micas que ocorrem dentro da célula, e este é o motivo que faz a
técnica ser ndo-especifica. Logo, torna-se imprescindivel acoplar
diversas outras técnicas a microcalorimetria, a fim de entender
melhor a energética do sistema biolégico em estudo.
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