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APRESENTACAO

Atecnologia esta ganhando cada dia mais espaco na vida das pessoas e em tudo
que as cerca. Compreende-se por tecnologia todo o conhecimento técnico e cientifico
e sua aplicacao utilizando ferramentas, processos e materiais que foram criados e
podem ser utilizados a partir deste conhecimento. Quando, para o desenvolvimento
da tecnologia estédo envolvidos sistemas biol6gicos, seres vivos ou seus metabdlitos,
passa-se a trabalhar em uma area fundamental da ciéncia, a Biotecnologia.

Toda produgéo de conhecimento em Biotecnologia envolve areas como Biologia,
Quimica, Engenharia, Bioquimica, Biologia Molecular, Engenharia Bioquimica,
Quimica Industrial, entre outras, impactando diretamente no desenvolvimento das
Ciéncias Biologicas e da Saude. A aplicagéo dos resultados obtidos nos estudos em
Biotecnologia esta permitindo um aumento gradativo nos avancgos relacionados a
qualidade de vida da populacéo, preservacéo da saude e bem estar.

Neste ebook & possivel identificar varios destes aspectos, onde a produgao
cientifica realizada por pesquisadores das grandes academias possuem a proposta
de aplicagdes que podem contribuir para um melhor aproveitamento dos recursos
que a natureza nos oferece, bem como encontrar novas solugcdées para problemas
relacionados a manutencéo da vida em equilibrio.

No volume 2 sao apresentados artigos relacionados a Bioquimica, Tecnologia em
Saude e as Engenharias. Inicialmente é discutida a producéo e acao de biocompostos
tais como acido hialurénico, enzimas fungicas, asparaginase, lipase, biossurfactantes,
xilanase e eritritol. Em seguida sdo apresentados aspectos relacionados a anélise
do mobiliario hospitalar, uso de oxigenoterpia hospitalar, engenharia clinica, e
novos equipamentos utilizados para diagnéstico. Também sdo apresentados artigos
que trabalham com a tecnologia da informacdo no desenvolvimento de sistemas e
equipamentos para o tratamento dos pacientes.

No volume 3 estao apresentados estudos relacionados a Biologia Molecular
envolvendo a leptospirose e diabetes melitus. Também foram investigados alguns
impactos da tecnologia no estudo da microcefalia, agregacéo plaquetéaria, bem como
melhorias no atendimento nas clinicas e farmacias da atencao basica em saude.

Em seguida discute-se a respeito da utilizagcdo de extratos vegetais e fungicos
na farmacologia e preservagcdo do meio ambiente. Finalmente sdo questionados
conceitos envolvendo Educacdo em Saude, onde sao propostos novos materiais
didaticos para o ensino de Bioquimica, Biologia, polinizagao de plantas, prevencédo em
saude e educacgao continuada.

Christiane Trevisan Slivinski
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CAPITULO 9

UTILIZACAO DE RESIDUO MILHOCINA COMO FONTE
DE VITAMINAS E NITROGENIO ORGANICO NA
PRODUCAO DE ERITRITOL POR Yarrowia lipolytica

Luana Vieira da Silva
Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Departamento de Engenharia Bioquimica

Rio de Janeiro - Rio de Janeiro - Brasil
Maria Alice Zarur Coelho

Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Departamento de Engenharia Bioquimica

Rio de Janeiro - Rio de Janeiro - Brasil
Priscilla Filomena Fonseca Amaral

Universidade Federal do Rio de Janeiro,
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Patrick Fickers
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Gembloux, Bélgica

RESUMO: Yarrowia lipolytica € uma levedura
osmofilica com capacidade de produzir eritritol
utilizando glicerol como fonte de carbono.
Nitrogénio e vitaminas sdo fatores importantes
na regulacdo de biossintese de polidois por
micro-organismos osmofilicos e as fontes
tradicionalmente utilizadas para este proposito
sao NH4Cl e extrato de l|évedo, que séao
componentes de alto custo. Uma alternativa para
tornar o processo de obtencdo de eritritol por
via biotecnoloégica mais barato é a substituicao
destes componentes por residuos que sao mais
baratos. Milhocina € um residuo obtido como
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principal subproduto do processamento de
amido de milho, sendo uma fonte natural destes
nutrientes e de baixo custo. Portanto, o objetivo
deste estudo foi avaliar a substituicdo destes
componentes mais onerosos por milhocina
na producéo de eritritol por Yarrowia lipolytica
IMUFRJ 50682, utilizando glicerol como fonte
de carbono. O agente de estresse osmético foi
polietilenoglicol 2000, uma vez que aumentou
o rendimento de eritritol comparando com a
producdo obtida em NaCl. No experimento
controle contendo extrato de lIévedo, NH4CI e
PEG 2000, a producao foi de 28,36+1,73 g/L.
Substituindo o extrato de |évedo por milhocina,
a producédo de eritritol foi de 23,34+0,1 e
21,79 g/L na presenca e auséncia de NH4CI,
respectivamente. Portanto, milhocina pode ser
considerada uma fonte alternativa promissora
para a producdo de eritritol por
lipolytica IMUFRJ 50682.
PALAVRAS-CHAVE: Milhocina; polietilenoglicol
2000; glicerol; eritritol; Yarrowia lipolytica

Yarrowia

ABSTRACT: Yarrowia lipolytica is an osmofilic
yeast capables of producing erythritol using
glycerol as the carbon source. Nitrogen and
vitamins are important factors in the regulation
of biosynthesis of polyols
microorganisms and the sources traditionally

by osmofilic

used for this purpose are NH,Cl and yeast
extract, which are high cost components. An
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alternative to making the process of obtaining erythritol cheaper via biotechnology is
to replace these components with waste that is cheaper. Corn steep liquor is a residue
obtained as the main byproduct of corn starch processing, being a natural source of
these nutrients and low cost. Therefore, the objective of this study was to evaluate the
replacement of these more expensive components for corn steep liquor in the erythritol
production by Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682, using glycerol as carbon source.
The osmotic stress agent was polyethylene glycol 2000, since it increased the yield
of erythritol compared to the production obtained in NaCl. In the control experiment
containing yeast extract, NH,Cl and PEG 2000, the production was 28.36 + 1.73 g/L.
Replacing the yeast extract with corn steep liquor, the erythritol production was 23.34
+ 0.1 and 21.79 g/L in the presence and absence of NH,Cl, respectively. Therefore,
corn steep liquor can be considered a promising alternative source for the erythritol
production by Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682.

KEYWORDS: Corn steep liquor; polyethylene glycol 2000; glycerol; erythritol; Yarrowia
lipolytica

11 INTRODUCAO

Eritritol € um componente natural da dieta humana, presente em frutas,
cogumelos, algas e alimentos fermentados (Goossens e Roper, 1994). E utilizado nas
industrias quimica, cosmeéticos, alimentos e farmacéutica. Possui 60-80% de docura
da sacarose e sua aplicacdao na producao de alimentos € apreciada devido a seu
baixo valor calérico, ndo apresenta potencial cariogénico, seu consumo nao afeta o
nivel de insulina no sangue e, ao contrario de outros polidois usados como substitutos
do agucar, ndo causa efeitos colaterais gastricos. Esse poli6l esta crescendo em
popularidade, com um mercado de 23.000 toneladas em 2011 e expectativa crescente.
O preco do eritritol € atualmente cerca de US$ 4,5/kg (Moon et al., 2010). A producao
de eritritol em larga escala ocorre através de processos fermentativos com glicose,
sacarose ou glicose obtida a partir de amidos de milho e trigo hidrolisados quimica ou
enzimaticamente e pode ser produzido por leveduras osmofilicas e algumas bactérias
(Moon et al., 2010).

Yarrowia lipolytica € uma levedura osmofilica capaz de metabolizar diferentes
fontes de carbono e possui diferentes aplicacbes. Esta levedura pertence ao grupo
designado por leveduras “nao-convencionais” que foi adotado para diferenciar as
leveduras pertencentes a este grupo das leveduras mais comumente utilizadas como,
por exemplo, Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe, que séo,
portanto, consideradas leveduras “convencionais” (Barth e Gaillardin, 1997; Fickers et
al., 2005). Estes dois grupos se diferenciam em relacéo a fisiologia, genética, biologia
molecular e aplicacéo biotecnoldgica (Zinjarde, 2014). A levedura Yarrowia lipolytica &
a espécie mais estudada do grupo das leveduras “nao-convencionais” principalmente
por ndo apresentar patogenicidade (Barth e Gaillardin, 1997; Fickers et al., 2005) e
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tem sido utilizada como modelo para o estudo de secregcéo protéica, biogénese de
peroxisomas, dimorfismo (Kawasse et al., 2003), degradacéao de substratos hidrofébicos
(Ferreira, 2009), complexos mitocondriais, acumulo de lipideos, producao de lipase e
sintese de acidos orgéanicos (Zinjarde, 2014). Estudos recentes demonstraram que
cepas de Yarrowia lipolytica sao capazes de transformar glicerol em eritritol e manitol
(Tomaszewska et al., 2014a) e, adicionando NaCl ao meio de producao, o rendimento
e produtividade de eritritol aumentam fortemente, reduzindo a producéo de manitol
devido ao estresse osmotico aplicado ao sistema (Tomaszewska et al., 2014b).

Polietilenoglicol (PEG) € um polimero capaz de aplicar pressao osmotica ao
sistema de interesse (Money, 1989), € um osmolito neutro utilizado no método de
estresse osmoético utilizado para medir forcas intermoleculares em matrizes de
biomacromoléculas, tais como DNA, o colageno e polissacarideos, assim como para
medir a termodindmica de altera¢gbes conformacionais nas enzimas e canais de
membranas (Stanley et al., 2003).

O custo do meio de fermentacdo € um dos fatores principais que determina
a viabilidade econ6mica de producao de eritritol. Logo, € muito importante que os
componentes que fornegcam todas as necessidades nutricionais requeridas ao micro-
organismo de producdo de eritritol sejam de baixo custo. Um dos componentes
necessarios é a adi¢cdo de fontes de nitrogénio e vitaminas. Extrato de Iévedo € uma
fonte rica em aminoacidos, polipeptidios e vitaminas e é usado por pesquisadores
como fonte de nitrogénio e vitaminas na producdo de eritritol (Savergave, 2011).
Embora extrato de Iévedo seja uma fonte de vitaminas favorita na fermentagéo, devido
a seu alto custo, ela poderia n&o ser considerada para uso na producao de eritritol
em larga escala. Milhocina, principal subproduto do processamento de amido de
milho, é usada principalmente como suplemento alimenticio para ruminantes, fonte
de nutrientes para aves, na confeccao de iscas atrativas para as moscas das frutas
e fonte de nutrientes para o processo de fermentacdo industrial (Domingos, 2009).
E uma substancia complexa rica em aminoacidos, vitaminas e polipeptideos e uma
excelente fonte de nitrogénio organico (Xi et al., 2013). Sendo uma fonte alternativa
e econOmica de vitaminas e nitrogénio, milhocina pode substituir os componentes de
meio mais onerosos.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi investigar a capacidade de Yarrowia
lipolytica IMUFRJ 50682 de crescer e produzir eritritol a partir de glicerol como fonte
de carbono, utilizando milhocina como fonte de vitaminas e nitrogénio.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Micro-organismo

O micro-organismo utilizado no presente trabalho é uma cepa selvagem de
Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 selecionada de um estuério no Rio de Janeiro, Brasil
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(Haegler e Mendonga-Haegler, 1981) e identificada pelo Instituto de Microbiologia do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

2.2 Preservacao da Cultura

As células foram conservadas por repiques regulares em placas petri com meio
YPD (“Yeast Extract, Peptone, Dextrose”) contendo (em p/v): extrato de Iévedo 1%,
peptona 1%, glicose 2% e solidificado com agar 1,5%. Apds incubacéo a 28 °C (Barth
e Gaillardin, 1997) por 48 horas na estufa, as culturas foram refrigeradas a 4°C por 3
meses.

2.3 Obtencao do In6culo

A partir das placas contendo as células preservadas em meio solido YPD (descrito
no item 2.2) inoculou-se, de forma estéril com uma alga de platina, 50 mL de meio de
cultivo contendo (em p/v): glicerol 5%, extrato de Iévedo 0,5% e peptona 0,5% em
erlenmeyers de 250 mL o qual foi incubado em um agitador rotatério a 28 °C e 250
rpm de agitacdo por 72 h. Apés este periodo, a absorvancia (600 nm) de uma amostra
desse cultivo foi determinada e, em seguida, calculou-se o volume de meio de cultivo
gue serviu de indculo dos experimentos que serdo descritos nos itens posteriores. O
volume deste inoculo era suficiente para obter-se uma concentracao inicial de células
de, aproximadamente, 0,1 mg p.s.cel/mL nos meios de cultivo.

2.4 Producao de eritritol usando milhocina como fonte de vitaminas e nitrogénio

por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682

Sendo a milhocina uma fonte natural e de baixo custo, o objetivo desta secao foi
avaliar a sua influéncia como fonte de vitaminas e nitrogénio na producéao de eritritol
por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682.

Os experimentos foram conduzidos em erlenmeyers de 250 mL contendo 50
mL de meio de cultura usando glicerol como fonte de carbono, inoculado com células
cultivadas em meio descrito no item 2.3. Este meio de cultivo foi incubado em agitador
rotatorio (shaker) a 28°C e 250 rpm por 240 h com amostragem diaria. A amostra era
centrifugada a 15493g durante 5 min, sendo o sobrenadante congelado (-4°C) para
posterior andlise dos niveis de eritritol, manitol, &cido citrico e glicerol. Os experimentos
foram realizados em triplicata.

Testes foram realizados com o meio de cultivo descrito por Tomaszewska et
al. (2012), que consiste de (g/L): glicerol: 100; NH,CI: 4,56; MgSO,.7H,O: 1; extrato
de lévedo: 1; CuSO,: 0,7x103; MnSO,.H,0: 32,6x10" 3; NaCl: 25 g/L; 0,72M tampao
fosfato, pH = 4,3 com algumas modificacées:

NaCl foi substituido por PEG 2000 (22,84%), pois em estudo anteriores, a

producéo de eritritol por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 foi superior quan-
do PEG 2000 foi utilizado como agente de estresse osmotico (Da Silva et al.
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2018). Este teste foi utilizado como experimento controle.

« Extrato de Iévedo foi substituido por milhocina (10 g/L) na presenca ou au-
séncia de NH4CI (4,56 g/L).

2.5 Métodos Analiticos

Quantificacdo do crescimento celular: A cinética do crescimento celular foi

determinada em espectrofotdmetro por medidas de densidade 6ptica a 600 nm e
esses valores foram convertidos para mg p.s/mL usando-se um fator de conversao
previamente determinado pela curva de peso seco.

Determinacéo das concentracbes de glicerol, eritritol, acido citrico e manitol:
foram determinadas por HPLC utilizando uma coluna AMINEX HPX-87H (Bio-Rad),
tendo como fase movel TFA 15mM (0,60 mL/min) e temperatura da coluna igual a 65

°C. Utilizou-se detector de indice de refracéo (40°C).

2.6 Calculo dos Parametros de Producao

Para comparacéo entre os testes experimentais, parametros de produgéo como

rendimento de eritritol a partir do consumo de glicerol (Y fator de converséao de

P/S) ,

glicerol em células (Y, ), rendimento de eritritol em relagdo a biomassa formada (Y

), )
X/S P/X
e produtividade volumétrica de eritritol (Q,) foram determinados. Seguem as Equagées

utilizadas no calculo destes parametros.

__ B (1)
Y%‘ So—Sr

_X-Xo (2
Ys So—-5r

- Py 3
Y Xr—Xo ©
QE =£ (4)

Onde,

P_. concentracdo de eritritol no tempo t (g/L); S concentragdo do substrato
glicerol no tempo t, (g/L);S,: concentragéo inicial de substrato no tempo t, (g/L);t;
tempo de fermentacéao (h); X concentragao celular no tempo de fermentagao t, (g/L);
Xo:concentracdo inicial celular no tempo t igual a zero (g/L).
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliar a possibilidade de uso de milhocina como fonte de vitaminas e
nitrogénio, testes experimentais foram realizados substituindo extrato de Iévedo
na presenga ou auséncia de NH,Cl por milhocina, utilizando glicerol como fonte
de carbono por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682. O meio de cultivo utilizado foi o
descrito por Tomaszewska et al. (2012), porém utilizando PEG 2000 como agente de
estresse osmotico, uma vez que a producéo de eritritol foi aumentada quando NaCl foi
substituido por PEG 2000 (Da Silva et al. 2018).

Comparando os experimentos, eritritol foi produzido quando Yarrowia lipolytica
IMUFRJ 50682 foi cultivada em meio contendo milhocina ambos na presenca ou
auséncia de NH,ClI, mas foi ligeiramente menor na auséncia (Tabela 1). Milhocina & um
componente complexo rico em vitaminas, como tiamina e inositol, e nitrogénio que séo
essenciais ao metabolismo dos micro-organismos produtores de eritritol. Logo, este
subproduto forneceu quantidades suficientes destes nutrientes a Y. lipolytica IMUFRJ
50682 para que seu metabolismo fosse direcionado a produgéo de eritritol. Portanto,
milhocina pode ser usada como fonte de vitaminas e nitrogénio, substituindo extrato
de Iévedo e NH,Cl na producéo de eritritol por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682. O
meio utilizado por Tomaszewska et al. (2012) & suplementado com os minerais cobre
e manganés que S&0 necessarios, pois estdo relacionados ao aumento da atividade
da enzima eritrose redutase e aumento da permeabilidade do eritritol intracelular,
respectivamente (Lee et al., 2000). Este meio de cultivo também possui 0 mineral
magnésio. Milhocina possui em sua composicao todos estes minerais. Portanto, um
estudo sobre a producéo de eritritol utilizando milhocina também como fonte destes
minerais se faz necessaria.

Acido citrico ndo foi detectado no cultivo de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682
utilizando o meio descrito por Tomaszewska et al. (2012), usando PEG 2000 como
agente de estresse osmotico e milhocina como fonte de vitaminas e nitrogénio, na
presenca e auséncia de NH,Cl. O pH do meio de cultivo foi ajustado para em torno de
4,3 uma vez que em valores préximos a neutralidade, o0 metabolismo de Y. lipolytica é
induzido a producéo de acido citrico.

Manitol, principal subproduto da fermentagdo de eritritol, n&o foi detectado
no cultivo de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 utilizando o meio descrito por
Tomaszewska et al. (2012) com PEG 2000 e milhocina como fonte de vitaminas e
nitrogénio, na presenca e auséncia de NH,Cl. A auséncia de produgéo de manitol foi
devido ao estresse osmético aplicado ao sistema por PEG, impedindo a formacao
deste subproduto.
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Extrato de

n Milhocina NH,CI P Q Y Y Y
Levedo 4 E E E/S E/X XIS H HI#
(/L) (g/L) (/L) (g/L) (@Lh) (gf9) (glg) (glg) Po P
1 0 4,56 28,36+1,73 0,12 0,36 14,19 0,03 4,34 3,16+0,00
0 10 4,56 23,34+0,15° 0,11 0,77 10,85 0,07 4,38 3,60
0 10 0 21,792 0,09 0,74 5,54 0,13 4,40 3,80

Tabela 1 — Par@metros e pH do processo de producao de eritritol por Y.lipolytica IMUFRJ 50682
cultivada em PEG 2000 (22,84%) com extrato de Iévedo e NH,Cl (Da Silva et al. 2018) ou
milhocina na presencga ou auséncia de NH,Cl. Os dados s&o referentes ao tempo de produgéo
maxima de eritritol.

a: calculado em 240 h; ®: calculado em 214 h; pHf*: pH em 240 h.

41 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que eritritol péde ser produzido por Yarrowia lipolytica
IMUFRJ 50682, substituindo os componentes de meio convencionais extrato de Iévedo
e NH,CI por milhocina como fonte de vitaminas e nitrogénio. Sendo a milhocina um
subproduto da industria de amido de milho, a sua utilizacao como nutriente pode agregar
valor significativo ao processo de obtencao de eritritol j& que o custo de obtengao
de eritritol utilizando os componentes convencionais é mais oneroso. O efeito da
milhocina sob pressao osmotica na produg¢ao dos subprodutos acido citrico e manitol
foi investigada. Ambos os subprodutos nédo foram detectados quando milhocina foi
usada substituindo o extrato de lIévedo. Portanto, a milhocina pode usada como uma
fonte econémica alternativa de vitaminas e nitrogénio.
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