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RESUMO 

 

A utilização de microrganismos para obtenção de produtos e serviços é uma prática 

milenar usada de forma empírica desde os primórdios da sociedade. Estudos sobre 

metabolismo celular são de suma importância para uma melhor compreensão bioquímica 

e para o estabelecimento de condições de cultivo apropriadas para a obtenção de 

bioprodutos de interesse através de “fábricas celulares”. O objetivo buscado com este 

trabalho foi avaliar a fisiologia de células em repouso (resting cells) da levedura 

Saccharomyces cerevisiae CAT-1 após pulsos de fontes de carbono e de nitrogênio. 

Utilizou-se meio de mineral M9 com adaptações e uma limitação de fonte de nitrogênio 

para estabelecimento do estado de repouso. Estudos cinéticos para obtenção de consumos 

de substratos e produção de metabólitos secundários foram realizados em microculturas 

utilizando-se uma leitora de microplacas e posteriormente avaliados em cromatógrafo 

HPLC. Posterior análise enzimática foi realizada também em microculturas para 

avaliação da atividade de invertase no meio, frente aos pulsos de sacarose. A utilização 

de uma menor concentração de fonte de nitrogênio (0,25 mM de NH4Cl) permitiu o 

estabelecimento da melhor condição de repouso (curva com 0,5 de densidade óptica) para 

realização dos pulsos. Após estes, o crescimento foi restabelecido na condição de 0,1% 

de sacarose com aumento da biomassa chegando a valores de 0,764 de absorbância, 

entretanto sem aumento da produção de etanol. Uma segunda condição limitante foi 

observada no tratamento com adição da fonte de nitrogênio sem carbono, onde a ausência 

dessa segunda fonte pode ter afetado o crescimento celular e até mesmo o mecanismo de 

glicólise. Além das variações de consumo de substrato e produção de metabólitos, a 

atividade de invertase também foi medida durante o período de repouso e após os pulsos. 

Resultados indicaram presença da atividade enzimática (2,11 U mL-1) no exato momento 

em que foi adicionado sacarose ao meio, indicando a natureza constitutiva da enzima. 

Embora o objetivo do trabalho tenha sido alcançado, existe a necessidade de estudos 

complementares para melhor entendimento com relação ao comportamento metabólico 

em resposta a essas perturbações.  

 

Palavras-chave: Pulsos; Cinéticas; Invertase; Limitação.  



ABSTRACT 

 

The use of microorganisms to obtain products and services is an ancient practice that has 

been used empirically since the beginning of the society. Studies on cell metabolism are 

of paramount importance for a better biochemical understanding and for the 

establishment of appropriate cultivation conditions for obtaining bioproducts of interest 

through “cell factories”. The aim of this work was to evaluate the physiology of resting 

cells of the yeast Saccharomyces cerevisiae CAT-1 after carbon and nitrogen pulses. M9 

mineral medium with adaptations and a nitrogen source limitation were utilized to 

establish the resting cells state. Kinetic studies to substrate consumption and secondary 

metabolites production were performed in microcultures using a microplate reader and 

posteriorly were evaluated in HPLC chromatography. The use of a lower concentration 

of nitrogen source (0,25 mM de NH4Cl) allowed the establishment of the best resting 

condition (0.5 optical density curve) to carry out the pulses. After these, growth was 

restored at the sucrose 0,1% condition with increase of biomass reaching absorbance 

values of 0.764, however there was no increase in the ethanol production. A second 

limiting condition was observed in the treatment with the addition of the nitrogen source 

in the absence of the carbon source, which may have affected cell growth and even the 

mechanism of glycolysis. In addition to variations in substrate consumption and 

metabolite production, invertase activity was also measured during the resting period and 

after the pulses. Results indicated presence of enzymatic activity (2,11 U mL-1) at the 

exact moment of the sucrose addition in the medium, explaining the constitutive nature 

of the enzyme. Although the aim of this work had been reached, there is a necessity of 

additional studies to better understanding the metabolic behavior in response to these 

disturbances. 

 

Keywords: Pulses; Kinetics; Invertase; Limitation. 
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1. INTRODUÇÃO 

A utilização de microrganismos para obtenção de produtos e em processos 

industriais é uma prática biotecnológica de grande impacto em nossas vidas (Taylor, 

2001). Esses organismos são como “fábricas celulares”, com potencial industrial para e.g. 

a produção de ácidos orgânicos, aminoácidos, proteínas recombinantes, moléculas 

farmacológicas e biocombustíveis, entre outros, o que ao mesmo tempo requer uma maior 

eficiência de produção e amplo conhecimento sobre seus processos fisiológicos (Peebo e 

Neubauer, 2018). Para que isso ocorra, alguns parâmetros são indispensáveis, como: alto 

rendimento, alta produtividade, estabilidade no processo, tolerância à toxicidade causada 

por metabólitos produzidos, entre outros (Liu et al., 2010). 

No entanto, algumas limitações como a escassez de conhecimento sobre os 

metabólitos microbianos, acúmulo de moléculas tóxicas ao próprio organismo e 

consequente diminuição da viabilidade celular são barreiras a serem enfrentadas pela falta 

de uma abrangente compreensão acerca da fisiologia microbiana (Liu et al., 2010; Mosier 

et al., 2013). 

Buscas pelo conhecimento sobre como ocorrem as interações fisiológicas destes 

microrganismos são necessárias para superar estas dificuldades e melhorar os processos 

biológicos relacionados. Dentre os métodos existentes para o estudo fisiológico celular, 

podem ser utilizadas culturas com meios de cultivo em frascos ou biorreatores, no qual 

são avaliados a taxa de crescimento e o consumo de substratos específicos, entre outros 

parâmetros (Elias et al., 2008, 2005). Segundo estes autores, de acordo com a capacidade 

de adaptação de alguns organismos à mudança ambiental, existem modos de cultivos que 

podem favorecer estudos “ômicos” de acordo com a resposta da exposição dessas culturas 

à variação do meio de cultivo (limitação de nitrogênio, carbono) conhecido como cultivos 

em quimiostase ou células em repouso (resting cells). 

Cultivos com células em repouso são caracterizados pela não multiplicação 

celular, obtida geralmente pela manutenção das mesmas sob condições de estresse, como 

por exemplo a limitação da fonte de nitrogênio (Fontes et al., 2008). Esse modo de cultivo 

pode ser utilizado como biocatalisador eficiente para produção de biossurfactantes e 

expressão de proteínas em organismos recombinantes (Zehentgruber et al., 2010), uma 

vez que toda e qualquer expressão metabólica nesse modo de cultivo se deva 

exclusivamente ao objetivo em questão. A utilização deste método de cultivo é de certo 

modo interessante e vem sendo implementada frequentemente para estudos metabólicos, 
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uma vez que devido ao estado de estabilidade das células, qualquer interação seja por 

meio de produção de metabólitos, variação transcricional ou consumo de substratos, tem 

como resultado os testes dirigidos em questão (Iwasaki et al., 2010). 

Devido à capacidade quase instantânea dos microrganismos de se adaptarem às 

mudanças ambientais, a utilização de pulsos e a avaliação das interações metabólicas em 

resposta a essa perturbação pode ser interessante na utilização como modelo para 

desenvolvimento de métodos para estudo fisiológico (Kresnowati et al., 2008). 

Neste estudo, foram realizadas cinéticas de crescimento em Resting Cells com 

pulsos de fonte de carbono e nitrogênio em diferentes condições, utilizando a levedura 

Saccharomyces cerevisiae CAT-1 para avaliação do método de cultivo como modelo para 

estudo fisiológico. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

O objetivo geral foi estudar a fisiologia da levedura Saccharomyces cerevisiae 

CAT-1 em condição de repouso. 

 

2.2. Objetivos específicos 

Os objetivos específicos foram: 

- Avaliar o modo de estudo fisiológico para células em repouso utilizando 

Saccharomyces cerevisiae CAT-1 como organismo modelo; 

- Estabelecer a concentração ideal da fonte de nitrogênio em meio de cultivo M9 

para a condição de estudo; 

- Realizar pulsos de fonte de carbono e nitrogênio a fim de promover uma 

perturbação ambiental e observar os possíveis efeitos ao microrganismo; 

- Determinar o crescimento de células, o consumo de substratos e a produção de 

metabólitos antes e após os pulsos; 

- Quantificar a atividade da enzima invertase antes e após os pulsos. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Manutenção do microrganismo 

A levedura Saccharomyces cerevisiae CAT-1 utilizada nos experimentos foi 

mantida em glicerol 20 % (m/v) a -80 °C (Fonseca et al., 2013). Para o cultivo, 1 mL de 

alíquota estoque foi crescida em meio líquido YPD (extrato de levedura 10 g L-1, peptona 

20 g L-1, glicose 20 g L-1 e ágar 20 g L-1) e para a realização dos experimentos foram 

realizados repiques em cultivos sólidos com meio YPD e incubados a 30 ºC. 

 

3.2.Meios minerais para pré-cultivo e cultivo principal 

Para realização dos experimentos com células em repouso (resting cells) foi 

utilizado o meio mineral M9 com adaptações (Emmerling et al., 2002) 

Os meios de pré-inóculo e o inóculo principal foram preparados a partir de uma 

solução de: 5 g L-1 (NH4)2SO4; 0,5 g L-1 NaCl; 5,3 g L-1 Na2HPO4; 3 g L-1 KH2PO4; 0,011 

g L-1 CaCl2; 0,2 g L-1 MgSO4 diluídos em 806 mL de água destilada. O meio de cultivo 

principal sofreu alteração na composição da solução de sais, ao qual passou-se a utilizar 

0,025 g L-1 de NH4Cl como fonte de nitrogênio enquanto no pré-inóculo, utilizou-se 5 g 

L-1 (NH4)2SO4. 

Em ambos os meios foram adicionados 10 mL de solução traço (filtrada) 

preparada nas seguintes concentrações: 16,67 g L-1 FeCl3 6H2O; 0,18 g L-1 ZnS04 7H2O; 

0,12 g L-1 CuCl2 2H2O; 0,12 g L-1 MnSO4 H2O; 0,18 g L-1 CaCl2 6H2O; 22,25 g L-1 Na2 

EDTA 2H2O. Além da solução traço, 4 mL de uma solução de 0,1 g L-1 de cloridrato de 

tiamina foi adicionada a ambos os meios, além de glicose como fonte de carbono na 

concentração de 10 g L-1 numa solução contendo 180 mL de água destilada.  

 

3.3. Cultivos e pulsos de fonte de carbono e nitrogênio em células em repouso 

Foram realizados pré-inóculos, no qual as leveduras foram transferidas por meio 

de três alçadas a partir do meio sólido (YPD) para frascos tipo Erlenmeyer de 500 mL, 

contendo 250 mL de meio mineral e fonte de carbono (Emmerling et al., 2002). Os pré 

cultivos foram conduzidos para incubadoras com agitação orbital em 200 rpm a 30 ºC por 

aproximadamente 12 h.  
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Em todos os ensaios, a alíquota necessária para o começo da cinética foi 

concentrada centrifugando-se a amostra à 3.260 x g para que a densidade óptica à 600 nm 

(DO600) inicial fosse 0,2, resultando assim, numa concentração inicial de células maior 

sem que houvesse a necessidade do aumento da alíquota em volume para o inóculo 

principal.  

O inóculo principal ocorreu em microplacas de 96 poços. Cada poço possuía 100 

µL de meio, 25 µL de fonte de carbono e inóculo de aproximadamente 40 µL de células 

concentradas totalizando 165 µL no poço.  

Após inoculação, as placas foram dispostas sobre agitação linear utilizando uma 

leitora de microplacas (Biochrom Anthos Zenyth 200 rt) com temperatura constante de 

30 ºC e leituras da DO600 a cada 30 min. (método adaptado de Nielsen et al., 2017). 

Alcançada a condição fisiológica desejada (células em repouso) na décima 

segunda hora de cultivo, foram induzidos os pulsos de sacarose nas concentrações de 0,1 

e 1% no volume de 50 µL e fonte de nitrogênio (NH4)2SO4 nas concentrações de 1 e 10  

mM no volume de 50 µL. Amostras foram armazenadas em gelo e metanol em baixa 

temperatura para parada total do metabolismo (Prasad Maharjan and Ferenci, 2003) nos 

tempos de 0, 5, 10 e 30 min. após os pulsos. 

Todos os tratamentos foram realizados em triplicata e divididos em dois grupos: 

um grupo para análise de metabólitos e outro para análise enzimática.  

 

3.4. Consumo da fonte de carbono, produção de metabólitos e balanço de 

carbono 

Para determinação do consumo da fonte de carbono e produção de metabólitos, os 

sobrenadantes retirados foram submetidos a análise em cromatografia liquida de ultra 

eficiência, utilizando um HPLC Agilent 1290 em uma coluna de exclusão iônica Aminex 

HPX-87H (300 x 7,8 mm). A corrida foi realizada de maneira isocrática, utilizando água 

acidificada com ácido trifluoroacético (TFA) a 0,005 M como fase móvel e uma vazão de 

0,6 mL x min-1. Estes compostos foram detectados utilizando um RID (detector 

refratômetro diferencial), ligado a um módulo de aquisição de dados.  
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O balanço de carbono foi resultado da quantificação e soma dos metabólitos e 

biomassa produzidos em razão do consumo de açúcar do cultivo. Ao final, todos os 

resultados obtidos foram convertidos em C-mol (carbomol).  

 

3.5. Determinação da atividade de invertase 

Os cultivos foram realizados em microplacas com volume total de 200 µL por 

poço. Foram separados 4 poços de cada tratamento para avaliação da atividade 

enzimática. As análises para realização desse ensaio foram realizadas com a suspensão 

celular, amostras não foram centrifugadas para lise celular devido ao baixo volume das 

mesmas. A composição da reação foi 0,9 mL de tampão acetato de sódio a 0,1 M com pH 

5 e 1% de sacarose, juntamente com 0,1 mL da solução celular (adaptado de Barbosa et 

al., 2018). Para a reação, a mistura foi incubada em banho-maria a 50 ºC por 10 min. Após 

passado o tempo necessário para reação, a mesma foi interrompida pela adição de 1 mL 

de DNS (ácido- 3,5-dinitrosalicílico) e 8 mL de água destilada. A solução foi então 

fervida em banho de ebulição e o açúcar redutor (produto final da reação) foi quantificado 

por espectrofotometria a 540 nm conforme método de DNS (Miller, 1959). Uma curva 

padrão foi feita previamente para determinação da atividade.   

 

3.6. Análise estatística 

Para a análise estatística descritiva e a análise de variância, utilizou-se o programa 

Microsoft Office Excel 2016. Foi aplicado o teste de comparação de médias de Tukey à 

5% de significância para a comparação dos diferentes tratamentos. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Concentração da fonte de nitrogênio para estabelecimento da condição 

de repouso celular 

Os resultados obtidos para alcance da condição proposta são apresentados na 

Figura 1. Ensaios foram realizados em meio de cultivo M9 proposto por Emmerling et 

al., 2000. Estudos realizados pelo mesmo demonstram que o meio utilizado foi 

responsável para atingir a condição de células em repouso em bactérias. No entanto, com 

a utilização de outro modelo biológico, experimentos variando a concentração do 

nutriente limitante para obtenção do estado fisiológico foram necessários. 

A utilização da fonte nas suas menores concentrações (0,25 e 0,5 mM de NH4Cl) 

foram ideais para obtenção do estado estável de células em repouso em aproximadamente 

12 h de cultivo, alcançando 0,5 de densidade óptica, entretanto devido a maior 

confiabilidade quando avaliado os desvios padrão entre os dois ensaios, a concentração 

0,25 foi escolhida para condução dos posteriores ensaios. De acordo com os resultados 

apresentados, pôde-se concluir que a entrada do organismo neste estado foi inversamente 

proporcional à disponibilidade da fonte de nitrogênio, assim como foi observado que em 

maiores concentrações do NH4Cl (0,75 mM; 1,5 mM; 2 mM) as células continuaram em 

constante crescimento. Em concentrações maiores que 0,5 mM do nutriente limitante foi 

possível observar que o microrganismo não entrou na condição de repouso, continuando 

lentamente o seu crescimento em relação à menor concentração (Figura 1). 

Uma vez que as concentrações dos nutrientes são insuficientes para manter o 

ciclo celular e o crescimento constante, alguns organismos têm a capacidade de adentrar 

uma fase estacionária, suportando assim a condição de estresse do ambiente ao qual está 

inserido (Navarro Llorens et al., 2010). Devido às condições ambientais, à inibidores de 

crescimento ou à escassez de nutrientes, as células de leveduras saem de sua fase mitótica 

entrando em um tipo de repouso mal definido, obtendo como características a redução 

substancial da tradução, perfil específico de transcrição, espessamento da parede celular 

e consequente melhoria na resistência à pressão osmótica, além de uma maior presença 

de carboidratos de armazenamento (Klosinska et al., 2011).  
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Figura 1. Ensaio das concentrações da fonte de nitrogênio NH4Cl para estabelecimento da 

condição de Resting cells. 
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Foi reportado que quando o nutriente se trata de uma fonte nitrogênio utilizada 

em baixa concentração, as células mantêm sua viabilidade, sendo assim possível estudos 

sem o comprometimento do cultivo. Além disso, a disponibilidade desse nitrogênio 

assimilável é o fator responsável pela modulação da morte celular associado com esta 

limitação nutritiva (Duc et al., 2017). 

(Brauer et al., 2008) relatam que quando o nitrogênio é limitante, as células de 

levedura desaceleram seu crescimento, primeiramente através da diminuição do seu 

mecanismo de tradução, aumentando assim a duração da sua fase G1 do ciclo celular. Em 

contraposto, as células quando submetidas a concentrações mínimas ou esgotantes de 

nitrogênio limitante (0,25 e 0,5 mM) foram capazes de entrar num estado estável, onde 

não foi observado o aumento de biomassa celular no meio. Isto ocorreu porque quando 

há o esgotamento do nitrogênio, mesmo com a disponibilidade e excesso dos demais 

nutrientes, as células param seu crescimento e entram num estado de repouso nitrogênio-

específico (Broach, 2012). 

 

4.2. Pulsos em células em repouso 

Após determinada a concentração ideal da fonte limitante de nitrogênio para 

estabelecimento da condição de células em repouso, foram realizados testes visando 

validar o potencial e o uso do estado para estudos fisiológicos. Foi possível observar que 

quando em pulso com sacarose a 0,1% como fonte de carbono, S. cerevisiae CAT-1 foi 

capaz de restabelecer sua condição de crescimento normal (Figura 2). Isto indica a saída 

de seu estágio fisiológico estável devido à presença de fonte de nitrogênio residual no 

meio. No presente trabalho isto ocorreu devido a hidrólise da sacarose utilizada no pulso, 

o que explica o aumento da biomassa com absorbância de 0,764, uma vez que o aumento 

repentino na concentração de glicose no meio leva ao aumento de captação de glicose 

(Kresnowati et al., 2008). 
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Figura 2. Cinética de crescimento de Saccharomyces cerevisiae CAT-1 em células em repouso com pulsos após 

12h de cultivo. 

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

Horas

B
io

m
a
s
s
a
 (

O
D

6
0
0

n
m

)

 

Legenda: Quadrado vazio, sem pulso; Círculo preenchido, sacarose 0,1%; Triângulo preenchido, sacarose 1%; 

Triângulo vazio, 10 mM de Fonte de nitrogênio; Losango preenchido, Sacarose 0,1% + 1 mM de fonte de 

nitrogênio; Losango vazio, Sacarose 1% + 10 mM de fonte de nitrogênio. A(s) seta(s) indica(m) o momento de 

pulso(s).
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Tabela 1. Produção de metabólitos (C-mol-1) e Carbono recuperado (%) dos pulsos em Saccharomyces cerevisiae CAT-1 em células em repouso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Letras maiúsculas iguais indicam que, não há diferença estatística entre os tempos equivalentes dos pulsos.

PULSOS 

Açúcares 

totais* 

(C-mol-1) 

Biomassa 

formada** 

(C-mol-1) 

Ácido 

Acético 

(C-mol-1) 

Glicerol 

(C-mol-1) 

Etanol 

(C-mol-1) 

Balanço de 

Carbono 

(%) 

Sacarose 0,1% (T0 min.) 0,15C 0 0 0 0 100 

T5 min 0,50C 0,004B 0 0 0,05B 92,9 

T10 min. 0,45C 0,009C 0,02E 0 0,15C 97,3 

T30 min. 0,34C 0,014C 0,04E 0,01E 0,34C 97,3 

       

Sacarose 1% (T0 min.) 0,18B 0 0 0 0 100 

T5 min. 3,90B 0,001C 0,17A 0,03A 0,13A 93,3 

T10 min. 3,61B 0,021A 0,09B 0,06A 0,50A 90,9 

T30 min. 2,79B 0,029A 0,05C 0,26A 1,23A 91,2 

       

10 mM (NH4)2SO4 (T0 min.) 0,20A 0 0 0 0 100 

T5 min. 0,09E 0,001C 0,06C 0,03A 0,01C 101,1 

T10 min. 0,04E 0,003D 0,05D 0,07A 0,02E 95,4 

T30 min. 0,02D 0,005D 0,04D 0,10D 0,02E 99,7 

       

0,1% Sac + 1 mM (NH4)2SO4 (T0 min.) 0,20A 0 0 0 0 100 

T5 min. 0,42D 0,004B 0,05D 0,11A 0,01C 101,0 

T10 min. 0,37D 0,009C 0,06C 0,12A 0,02D 96,5 

T30 min. 0,32C 0,014C 0,09B 0,12C 0,04D 97,9 

       

1% Sac + 10 mM (NH4)2SO4 (T0 min.) 0,20A 0 0 0 0 100 

T5 min. 4,03A 0,009A 0,08B 0,08A 0,06B 97,3 

T10 min. 3,71A 0,014 B 0,13A 0,12A 0,27B 92,4 

T30 min. 3,41A 0,019 B 0,27A 0,19B 0,40B 98,4 
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No pulso de 1% de sacarose como fonte de carbono também houve perda da 

condição de estado estável das células em repouso, onde a biomassa do cultivo alcançou 

valores de absorbância de 0,9 no seu tempo máximo de crescimento. Além de ter ocorrido 

um aumento na produção de biomassa e consequente presença de açúcares residuais no 

pulso de 1% de sacarose, quando comparado ao de 0,1%, houve aumento expressivo na 

produção de etanol, pois ambos os pulsos revelaram valores de 1,23 e 0,34 C-mol-1 de 

etanol, respectivamente (Tabela 1). Pode-se concluir, posto que na condição de 1% de 

fonte de carbono favoreceu um acúmulo maior de células, que possivelmente a limitação 

de nitrogênio do cultivo inicial necessária para obtenção do estado fisiológico, não tenha 

tido efeito direto na produção de etanol. Apesar desta diferença na produção de etanol, de 

acordo com trabalhos prévios, esse fenômeno não deve ser associado com a condição de 

nutriente limitante sendo esse aumento, possivelmente, devido a presença de uma maior 

concentração de fonte de carbono no meio (Fonseca et al., 2013). Foi demonstrado que, 

em linhagens diferentes da S. cerevisiae, mesmo na presença de maiores concentrações 

da fonte de carbono, apesar da formação de etanol não ser afetada pela limitação de outros 

nutrientes presentes no meio, há um impacto direto no rendimento de biomassa (Fonseca 

et al., 2013, 2007), como demonstrado nos valores de 0,029 e 0,014 C-mol-1 para os 

tratamento de 0,1 e 1% de sacarose, respectivamente. 

Em relação à biomassa foi possível observar que em ambas as concentrações, a 

partir das 15 h de cultivo, houve maior crescimento nos tratamentos que continham 

nitrogênio. Em sacarose a 0,1% contendo 1 mM de fonte de nitrogênio associado foi 

possível observar uma pequena atenuação em relação ao mesmo tratamento com sacarose, 

porém com a ausência da fonte de nitrogênio (Figura 2). (Bell and Henschke, 2005) 

apontam a limitação do nitrogênio como um dos principais motivos para lentidão e/ou 

parada da fermentação, devido a amônia ser a fonte de nitrogênio preferida da levedura 

e, quando em quantidade adequada, reprime a expressão de vias catabólicas que usam 

outros compostos nitrogenados (Boeckstaens et al., 2007) sendo assim, aumentando os 

níveis de nitrogênio no meio, é possível alcançar maiores taxas de crescimento de 

biomassa (Gutiérrez et al., 2012) como observado nos resultados acima apresentados. Não 

houve influência direta entre as concentrações da fonte de nitrogênio no estabelecimento 

da condição de células em repouso e os rendimentos fermentativos. Isso é explicado por 

Airoldi et al., 2016, que afirmaram que a limitação da fase exponencial é indiferente à 

fonte de nitrogênio utilizada pois o controle genético apresenta o mesmo padrão. 
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Comparando as condições nas quais foram pulsados 0,1% da fonte de carbono, 

embora os valores não apresentem diferença estatística, foi observado uma absorção mais 

rápida dos açúcares nos três tempos posteriores ao pulso (5,10 e 30 min.) com fonte de 

nitrogênio presente, sendo então os valores de 0,50; 0,45 e 0,34 C-mol-1 para a condição 

sem o pulso de sulfato de amônia e 0,42; 0,37 e 0,32 C-mol-1 para o tratamento com o 

nitrogênio presente. A explicação para esse fenômeno foi feita por Yue et al., 2012, que 

sugeriram que a fonte de nitrogênio presente na fase de crescimento exponencial e fase 

estacionária pode potencializar o sistema de glicólise e também a síntese enzimática 

justamente devido a presença de nitrogênio abundante, além de evitar a formação de 

subprodutos e aumentar o rendimento de etanol para leveduras como S. cerevisiae. 

Tal como nos outros resultados obtidos, o perfil de crescimento pulsado com 10 

mM de sulfato de amônia como fonte de nitrogênio sem fonte de carbono aliado 

apresentou-se interessante. Assim como nos outros cultivos, a partir das 12 h houve 

entrada na fase de células em repouso. No entanto, mesmo sem fonte de carbono 

adicional, foi possível observar uma segunda fase de crescimento aproximadamente após 

17 h de cultivo no perfil em questão. Em meios suplementados com sulfato de amônia, 

na ausência da glicose a levedura pode, de forma lenta, consumir outros metabólitos como 

o etanol, apresentado baixo acúmulo de biomassa (Cruz et al., 2002).  

No tratamento pulsado com alta concentração de fonte de nitrogênio e sem 

sacarose aliada foi observada uma diminuição na produção dos metabólitos como 

demonstrado na tabela 1. A partir destes resultados obtidos, presumiu-se que a própria 

ausência da fonte de carbono tenha causado uma segunda condição limitante na célula, 

além de um aumento no armazenamento de carboidratos por parte do microrganismo, o 

que é característico da limitação nutritiva (Zaman et al., 2008). Também ocorreu a 

diminuição da taxa de crescimento e possível mudança metabólica da glicólise para um 

possível consumo aeróbico do etanol, já que leveduras possuem capacidade de oxidar 

uma variedade de produtos de fermentação, como glicerol, etanol e lactato (Zaman et al., 

2008).  

Neste mesmo tratamento, foi observado uma baixa produção de etanol comparado 

aos outros tratamentos, possivelmente devido à baixa disponibilidade de açúcares, uma 

vez que o teste foi conduzido sem adição de mais fonte de carbono. Estudos mostram que 

meios de cultivo utilizando (NH4)2SO4 possuem um efeito negativo na produção de 
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etanol, indicando que a natureza da fonte de nitrogênio escolhida afeta diretamente a 

capacidade fermentativa da levedura (Pereira et al., 2010) 

 

4.3. Atividade de invertase em células em repouso 

Além dos ensaios avaliando que a produção de metabólitos e crescimento do 

organismo sobre limitação de nitrogênio, outro passo importante para este trabalho foi a 

avaliação do método de células em repouso para estudo fisiológico de S. cerevisiae CAT-

1. Assim, foram avaliadas atividades enzimáticas pós pulso com sacarose e fonte de 

nitrogênio em todos os tratamentos. De acordo com os dados obtidos foi possível observar 

atividade de invertase antes do pulso de sacarose. Como apresentado na Tabela 2, no 

tempo 0 min., exato momento em que foi adicionada sacarose no meio, já é possível 

observar atividade de 2,11 U mL-1 de invertase. Estudos prévios descrevem a invertase 

produzida pela S. cerevisiae CAT-1 como uma enzima de natureza constitutiva 

(Nascimento et al., 2020), ou seja, produzida independente da presença de um específico 

substrato no meio de cultivo.  

Embora tenha sido possível confirmar a presença da enzima previamente à adição 

do substrato, não houveram variações na atividade com relação à concentração do 

substrato e também da presença da fonte de nitrogênio nos tempos de coleta estudados, 

isso também se explica pelo fato da mesma ser constitutiva (Barbosa et al., 2018; 

Nascimento et al., 2020). Talvez seja necessário um tempo maior para uma mudança a 

nível transcricional e a fim de se visualizar um impacto relevante na atividade de 

invertase, sendo imprescindível uma otimização da cinética do protocolo em si para 

obtenção de maiores volumes de amostra utilizados para prolongação do estudo. 
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Tabela 2. Atividade de invertase (U/mL-1) da levedura Saccharomyces cerevisiae CAT-1 após os pulsos em Resting Cells. 

Pulsos Sacarose 0,1% Sacarose 1 % 10 mM (NH4)2SO4 
0,1% Sac + 1 mM 

(NH4)2SO4 

1% Sac + 10 mM 

(NH4)2SO4 

Tempos 

(min.) 
     

0 2,11a 2,11c 2,11d 2,11a 2,11a 

5 2,09a 2,08b 2,25a 2,11a 2,1a 

10 2,21a 2,06b 2,18b 2,09b 1,98b 

30 1,91a 2,16a 2,14c 1,97c 2,1a 

*Letras minúsculas iguais indicam que, não diferença estatística entre os valores dos tempos de cada pulso individualmente. Letras maiúsculas iguais indicam que, 

não há diferença estatística entre os tempos equivalentes dos pulsos. 
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5. CONCLUSÃO 

Conforme resultados apresentados, a limitação de nitrogênio na sua menor 

concentração foi suficiente para a obtenção do estado fisiológico de células em repouso, 

possibilitando então a utilização de pulsos para avaliação da resposta fisiológica da 

levedura a perturbações. 

A adição de mais fonte de carbono provocou o restabelecimento da multiplicação 

celular e consequente o crescimento, independente da disponibilidade da fonte de 

nitrogênio ou da adição da mesma. O pulso com fonte de carbono não resultou em 

produção relevante de etanol. 

Na condição em que foi pulsado 10 mM de fonte de nitrogênio a presença de 

sulfato de amônia e ausência da fonte de carbono resulta em menor crescimento e uma 

limitação nutritiva comparado aos demais 

Além das variações fisiológicas, através dos pulsos foi possível observar a 

natureza da enzima invertase da S. cerevisiae CAT-1, sendo ela constitutiva, produzida 

antes mesmo da introdução de sacarose no meio de cultivo. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Embora tenha-se alcançado o objetivo do trabalho que seria a utilização dos pulsos 

em células em repouso para estudos fisiológicos em S. cerevisiae CAT-1, acredita-se que 

são necessários estudos complementares para uma melhor elucidação do comportamento 

metabólico da mesma em resposta a perturbações. Devido à rápida adaptação da levedura 

à mudança ambiental, uma análise transcricional seria de grande valia para determinação 

dos padrões gênicos expressos durante esse processo, fornecendo um melhor 

entendimento sobre como o microrganismo reage frente a condição de cultivo e aos testes 

realizados. 
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8. APÊNDICE 

Foi utilizada uma versão desktop da ferramenta ZOTERO para contribuição da 

elaboração deste trabalho. É uma ferramenta gratuita, que permite armazenar, organizar, 

citar e partilhar referências bibliográficas e que funciona com processadores de texto 

como o MS Word, Open Office e LateX. 

A partir desta ferramenta, as citações e referências contidas neste trabalho foram 

formatadas seguindo padrões do periódico científico Journal of Biotechnology. 
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