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1 INTRODUCAO

AYRES e CAMARGO (1961) verificaram que células de
Saccharomyces carlsbergensis crescidas em caldo de cana, co-
locadas em mandémetro de Warburg nao fermentaram galac-
tose e maltose, fato que colide frontalmente com as indica-
coes e caracteristicas sistematicas para o citado microorga-
nismo.

Atribuimos entao, com base em literatura sébre o assun-
to, essa aparente disparidade de resultados, & necessidade de
uma possivel adaptagao da levedura ao substrato a ser fer-
mentado, ou pelo menos a exigéncia de um periodo de incuba-
cao.

No presente trabalho verificamos realmente, a necessi-
dade de um periodo de adaptacao das células desta levedura
a galactose e a maltose para que éstes substratos fossem fer-
mentados em Warburg.

2 — MATERIAL E METODOS

O microorganismo utilizado, obviamente, foi o mesmo
que suscitou as duvidas anteriores: Saccharomyces carlsber-
gensis 1Z-1834.

As células foram multiplicadas em meio DPE, sendo a
fonte de carbono glicose, ou galactose, ou maltose, em con-
centraciao de 1,5 g/100 ml de meio.

O periodo de multiplicagao e adaptacao foi realizado em
duas fases, com reincubacio, e portanto, as células colhidas
para ensaio em Warburg provieram de uma segunda adapta-
¢a0. Cada fase de crescimento durou 24 horas e se processou
em agitacdo a 250 r, p. m..

As células de segunda geracao foram colhidas separada-
mente, centrifugadas a 4° C, lavadas ¢ vézes com KC1 0,154
M, 4 mesma temperatura e suspensas em tampio de fosfato
0,1 M para pH 5,60, igualmente a 4° C. Um ml desta suspen-
sao continha 20 mg de células (péso timido).

O sistema em Warburg foi o seguinte: 2,50 ml de sus-
pensdo de células (50 mg péso umido) e 0,3 ml de soluciao
aquosa contendo 10 micréomoles de substrato. Vf = 2,80 ml.
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Passagem de nitrogénio durante 10 minutos. Tempo de equi-
librio, 10 minutos. Temperatura, 30° C, Leituras de 15 em 15
minutos.

3 — RESULTADOS OBTIDOS

Os resultados obtidos apéds 210 minutos de fermentagao
em mandémetros de Warburg estdo sumarizados no quadro 1
e figuras II, III e IV.

QUADRO 1

>rodugdo de CO2 apds 210 minutos de fermentagdo, em microlitros

Substratos
\ Glicose Galactose Maltose Rafinose
Células
Células crescidas 356 21 14 324
em glicose ....
Células crescidas 370 20 340 1.000
em galactose . |’
Células crescidas 334 27 621 415

em maltose .. i

4 — DISCUSSAO

As férmulas estruturais da glicose, galactose, maltose e
rafinose sdo as apresentadas na fig. 1,

Sabe-se que a metabolizacdo da glicose e da frutose se
inicia por reacao enzimatica de fosforilacdo, a partir de
ATP, sendo hexoquinase o enzima que cataliza a reagdo e
Mg+ + o ativador:
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hexoquinase :
Glicose + ATP : glicose -6-P + ADP
Mg+ +
hexoquinase
Frutose + ATP frutose-6-P + ADP
Mg+ +

A metabolizacido da galactose se inicia pela sua fosfori-
lacdo no C-1 por transfosfatase especifica, a galactoquinase:

galactoquinase
Galactose + ATP galactose-1-P + ADP

Mg+ +

A galactose-1-fosfato serd enquadrada no sistema glicoli-
tico EMP pela sua convers@o enzimatica a glicose-1-fosfato
pelo sistema da galactowaldenase, sendo UDPG o coenzima.
A reacdo é a inversao de Walden.

A maltose é hidrolizada pela maltase, resultando desta
hidrolise enzimatica, duas moléculas de glicose, pela ruptura
da ligacao alfa-1,4.

A rafinose, pela acao da invertase libera frutose e meli-
biose; e pela acado da alfa-galactosidase se desdobra em galac-
tose e sacarose.

As células de S. carisbergensis crescidas em glicose, fer-
mentaram em Warburg (fig. IT) glicose e 1/3 da rafinose, e
nio fermentaram maltose e galactose: portanto, elas devem
ter sacarase que rompeu a ligacao glicose-frutose da rafinose,
liberando a frutose, e nao devem ter maltase e galactosidase.
A glicose e a frutose (esta liberada da rafinose) foram entao
esterificadas, dando respectivamente, glicose-6-fosfato e fru-
tose-6-fosfato.

As células crescidas em maltose, em Warburg fermen-
taram glicose, maltose e 1/3 da rafinose e nao fermentaram
galactose; devem ter portanto sacarase (&4 semelhanca das
células crescidas em glicose) e maltase (fig. III).

Abreviagdes utilizadas:
ATP — trifosfato de adenosina

ADP -—- difosfato de adenosina
UDPG — uridin-difosfato-glicose
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Liberadas a frutose (constituinte da rafinose) e glicose
+ glicose (constituintes da maltose) ésses monossacarideos
foram igualmente esterificados a respectivamente frutose-6-
fosfato e glicose-6-fosfato.

As células crescidas em galastose, em Warburg fermen-
taram glicose, galactose e rafinose (inteiramente) e nao fer-
mentaram maltose (fig. IV), Estas células devem portanto
ser portadoras de sacarase (que liberou frutose da rafinose);
alfa-galactosidase que rompeu 4 melibiose (constituinte da
mesma rafinose) liberando galactose e glicose, Déste modo,
ficaram & sua disposi¢ao glicose, galactose e frutose que é
licito admitir, foram esterificados a glicose-6-fosfato, galacto-
se-1-fosfato e frutose-6-fosfato. A galactose-1-fosfato deve ter
sido isomerizada a glicose-1-fosfato pela galactowaldenase e
tudo se incluiu no esquema EMP.

5 — CONCLUSOES

O S. carlsbergensis 1Z 1834 deve ter entre outros, como
enzimas constitutivos, sacarase e hexoquinase; e como enzi-
mas adaptativos entre outros, alfa-galactosidase, maltase e ga-
lactowaldenase.

6 — SUMARIO

Células de S. carlsbergensis crescidas em meio de cultura
DPE diferenciados apenas em sua principal fonte de carbono
(glicose, galactose e maltose) tiveram diferentes comporta-
mentos quando postas a fermentar glicose, galactose, maltose
e rafinose, em manometro de Warburg.

Presume-se que sejam enzimas constitutivos para o citado
microorganismo, sacarase € hexoquinase e enzimas adapta-
tivos, maltase, alfa-galactosidase e galactowaldenase

7 — SUMMARY

Cells of Saccharomyces carlsbergensis growing in me-
dium DPE and with glucose, or galactose, or maltose have
different fermenting capacities for galactose, maltose and
raffinose.
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From these observations we can considered that they ha-

ve as constitutive enzymes maltase, galactosidase and galac-
towaldenase.
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Fig. 1 — Formulas estruturais da glicose, da galactose, da maltose
e da rafinose.
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Saccharomyces cakisbergensis

Fermentagdo de carbohidratos por células crescidas
em glicose
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Fig. 2: 1 — Maltose; 2 — Galactose; 3 — Rafinose; 4 — Glicose
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Saccharomyces carlsbergensis

Fermentagdo de carbohidratos por células crescidas

em maltose

700 4

Y Y T X T 3

90 120 150 180 210
TEMPO EM MINUTOS *

Fig. 3: 1 — Galactose; 2 — Glicose; 3 — Rafinose; 4 — Maltose.



276 Anais da E. S A. «Luiz_de Queirozy

MICROLITROS de CO, EVOLUIDO

Saccharomyces carlsbergensis

Fermentagdo de carbohidratos por células crescic
em galactose
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Fig. 4: 1 — Maltose; 2 — Galactose; 3 — Glicose; 4 — Rafinose



