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APRESENTAÇÃO 

A tecnologia está ganhando cada dia mais espaço na vida das pessoas e em tudo 
que as cerca. Compreende-se por tecnologia todo o conhecimento técnico e científico 
e sua aplicação utilizando ferramentas, processos e materiais que foram criados e 
podem ser utilizados a partir deste conhecimento. Quando, para o desenvolvimento 
da tecnologia estão envolvidos sistemas biológicos, seres vivos ou seus metabólitos, 
passa-se a trabalhar em uma área fundamental da ciência, a Biotecnologia.

Toda produção de conhecimento em Biotecnologia envolve áreas como Biologia, 
Química, Engenharia, Bioquímica, Biologia Molecular, Engenharia Bioquímica, 
Química Industrial, entre outras, impactando diretamente no desenvolvimento das 
Ciências Biológicas e da Saúde. A aplicação dos resultados obtidos nos estudos em 
Biotecnologia está permitindo um aumento gradativo nos avanços relacionados a 
qualidade de vida da população, preservação da saúde e bem estar.

Neste ebook é possível identificar vários destes aspectos, onde a produção 
científica realizada por pesquisadores das grandes academias possuem a proposta 
de aplicações que podem contribuir para um melhor aproveitamento dos recursos 
que a natureza nos oferece, bem como encontrar novas soluções para problemas 
relacionados à manutenção da vida em equilíbrio.

No volume 2 são apresentados artigos relacionados a Bioquímica, Tecnologia em 
Saúde e as Engenharias. Inicialmente é discutida a produção e ação de biocompostos 
tais como ácido hialurônico, enzimas fúngicas, asparaginase, lipase, biossurfactantes, 
xilanase e eritritol. Em seguida são apresentados aspectos relacionados a análise 
do mobiliário hospitalar, uso de oxigenoterpia hospitalar, engenharia clínica, e 
novos equipamentos utilizados para diagnóstico. Também são apresentados artigos 
que trabalham com a tecnologia da informação no desenvolvimento de sistemas e 
equipamentos para o tratamento dos pacientes. 

No volume 3 estão apresentados estudos relacionados a Biologia Molecular 
envolvendo a leptospirose e diabetes melitus. Também foram investigados alguns 
impactos da tecnologia no estudo da microcefalia, agregação plaquetária, bem como 
melhorias no atendimento nas clínicas e farmácias da atenção básica em saúde.

Em seguida discute-se a respeito da utilização de extratos vegetais e fúngicos 
na farmacologia e preservação do meio ambiente. Finalmente são questionados 
conceitos envolvendo Educação em Saúde, onde são propostos novos materiais 
didáticos para o ensino de Bioquímica, Biologia, polinização de plantas, prevenção em 
saúde e educação continuada. 

Christiane Trevisan Slivinski
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UTILIZAÇÃO DE RESÍDUO MILHOCINA COMO FONTE 
DE VITAMINAS E NITROGÊNIO ORGÂNICO NA 

PRODUÇÃO DE ERITRITOL POR Yarrowia lipolytica

CAPÍTULO 9

Luana Vieira da Silva
Universidade Federal do Rio de Janeiro, 

Departamento de Engenharia Bioquímica
Rio de Janeiro - Rio de Janeiro - Brasil

Maria Alice Zarur Coelho
Universidade Federal do Rio de Janeiro, 

Departamento de Engenharia Bioquímica
Rio de Janeiro - Rio de Janeiro - Brasil

Priscilla Filomena Fonseca Amaral
Universidade Federal do Rio de Janeiro, 

Departamento de Engenharia Bioquímica
Rio de Janeiro - Rio de Janeiro - Brasil

Patrick Fickers
University of Liège - Gembloux Agro-Bio 

Tech Microbial Processes and Interactions (MiPI) 
Gembloux, Bélgica

RESUMO: Yarrowia lipolytica é uma levedura 
osmofílica com capacidade de produzir eritritol 
utilizando glicerol como fonte de carbono. 
Nitrogênio e vitaminas são fatores importantes 
na regulação de biossíntese de polióois por 
micro-organismos osmofílicos e as fontes 
tradicionalmente utilizadas para este propósito 
são NH4Cl e extrato de lêvedo, que são 
componentes de alto custo. Uma alternativa para 
tornar o processo de obtenção de eritritol por 
via biotecnológica mais barato é a substituição 
destes componentes por resíduos que são mais 
baratos. Milhocina é um resíduo obtido como 

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 substituição destes 
componentes mais onerosos por milhocina 
na produção de eritritol por Yarrowia lipolytica 
IMUFRJ 50682, utilizando glicerol como fonte 
de carbono. O agente de estresse osmótico foi 
polietilenoglicol 2000, uma vez que aumentou 
o rendimento de eritritol comparando com a 
produção obtida em NaCl. No experimento 
controle contendo extrato de lêvedo, NH4Cl e 
PEG 2000, a produção foi de 28,36±1,73 g/L. 
Substituindo o extrato de lêvedo por milhocina, 
a produção de eritritol foi de 23,34±0,1 e 
21,79 g/L na presença e ausência de NH4Cl, 
respectivamente. Portanto, milhocina pode ser 
considerada uma fonte alternativa promissora 
para a produção de eritritol por Yarrowia 
lipolytica IMUFRJ 50682.
PALAVRAS-CHAVE: Milhocina; polietilenoglicol 
2000; glicerol; eritritol; Yarrowia lipolytica 

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 by osmofilic 
microorganisms and the sources traditionally 
used for this purpose are NH4Cl 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, NH4Cl 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 NH4Cl, 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 

1 | 	INTRODUÇÃO

Eritritol é um componente natural da dieta humana, presente em frutas, 
cogumelos, algas e alimentos fermentados (Goossens e Röper, 1994). É utilizado nas 
indústrias química, cosméticos, alimentos e farmacêutica.  Possui 60-80% de doçura 
da sacarose e sua aplicação na produção de alimentos é apreciada devido a seu 
baixo valor calórico, não apresenta potencial cariogênico, seu consumo não afeta o 
nível de insulina no sangue e, ao contrário de outros polióois usados como substitutos 
do açúcar, não causa efeitos colaterais gástricos. Esse poliól está crescendo em 
popularidade, com um mercado de 23.000 toneladas em 2011 e expectativa crescente. 
O preço do eritritol é atualmente cerca de US$ 4,5/kg (Moon et al., 2010). A produção 
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 química ou 
enzimaticamente e pode ser produzido por leveduras osmofílicas e algumas bactérias 
(Moon et al., 2010). 

Yarrowia lipolytica é uma levedura osmofílica capaz de metabolizar diferentes 
fontes de carbono e possui diferentes aplicações. Esta levedura pertence ao grupo 
designado por leveduras “não-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 são, 
portanto, consideradas leveduras “convencionais” (Barth e Gaillardin, 1997; Fickers et 
al., 2005). Estes dois grupos se diferenciam em relação à fisiologia, genética, biologia 
molecular e aplicação biotecnológica (Zinjarde, 2014). A levedura Yarrowia lipolytica é 
a espécie mais estudada do grupo das leveduras “não-convencionais” principalmente 
por não apresentar patogenicidade (Barth e Gaillardin, 1997; Fickers et al., 2005) e 
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tem sido utilizada como modelo para o estudo de secreção protéica, biogênese de 
peroxisomas, dimorfismo (Kawasse et al., 2003), degradação de substratos hidrofóbicos 
(Ferreira, 2009), complexos mitocondriais, acúmulo de lipídeos, produção de lipase e 
síntese de ácidos orgânicos (Zinjarde, 2014). Estudos recentes demonstraram que 
cepas de Yarrowia lipolytica são capazes de transformar glicerol em eritritol e manitol 
(Tomaszewska et al., 2014a) e, adicionando NaCl ao meio de produção, o rendimento 
e produtividade de eritritol aumentam fortemente, reduzindo a produção de manitol 
devido ao estresse osmótico aplicado ao sistema (Tomaszewska et al., 2014b). 

Polietilenoglicol (PEG) é um polímero capaz de aplicar pressão osmótica ao 
sistema de interesse (Money, 1989), é um osmólito neutro utilizado no método de 
estresse osmótico utilizado para medir forças intermoleculares em matrizes de 
biomacromoléculas, tais como DNA, o colágeno e polissacarídeos, assim como para 
medir a termodinâmica de alterações conformacionais nas enzimas e canais de 
membranas (Stanley et al., 2003).

O custo do meio de fermentação é um dos fatores principais que determina 
a viabilidade econômica de produção de eritritol. Logo, é muito importante que os 
componentes que forneçam todas as necessidades nutricionais requeridas ao micro-
organismo de produção de eritritol sejam de baixo custo. Um dos componentes 
necessários é a adição de fontes de nitrogênio e vitaminas. Extrato de lêvedo é uma 
fonte rica em aminoácidos, polipeptídios e vitaminas e é usado por pesquisadores 
como fonte de nitrogênio e vitaminas na produção de eritritol (Savergave, 2011). 
Embora extrato de lêvedo seja uma fonte de vitaminas favorita na fermentação, devido 
a seu alto custo, ela poderia não ser considerada para uso na produção de eritritol 
em larga escala. Milhocina, principal subproduto do processamento de amido de 
milho, é usada principalmente como suplemento alimentício para ruminantes, fonte 
de nutrientes para aves, na confecção de iscas atrativas para as moscas das frutas 
e fonte de nutrientes para o processo de fermentação industrial (Domingos, 2009). 
É uma substância complexa rica em aminoácidos, vitaminas e polipeptídeos e uma 
excelente fonte de nitrogênio orgânico (Xi et al., 2013).  Sendo uma fonte alternativa 
e econômica de vitaminas e nitrogênio, 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 nitrogênio.

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

2.1	Micro-organismo

O micro-organismo utilizado no presente trabalho é uma cepa selvagem de 
Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 selecionada de um estuário no Rio de Janeiro, Brasil 



Impactos das Tecnologias nas Ciências Biológicas e da Saúde 2 Capítulo 9 78

(Haegler e Mendonça-Haegler, 1981) e identificada pelo Instituto de Microbiologia do 
Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

2.2	Preservação 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 lêvedo 1%, 
peptona 1%, glicose 2% e solidificado com agar 1,5%. Após incubação a 28 ºC (Barth 
e Gaillardin, 1997) por 48 horas na estufa, as culturas foram refrigeradas a 4ºC por 3 
meses.

2.3	Obtenção do Inóculo

A partir das placas contendo as células preservadas em meio sólido YPD (descrito 
no item 2.2) inoculou-se, de forma estéril com uma alça de platina, 50 mL de meio de 
cultivo contendo (em p/v): glicerol 5%, extrato de lêvedo 0,5% e peptona 0,5% em 
erlenmeyers de 250 mL o qual foi incubado em um agitador rotatório a 28 ºC e 250 
rpm de agitação por 72 h. Após este período, a absorvância (600 nm) de uma amostra 
desse cultivo foi determinada e, em seguida, calculou-se o volume de meio de cultivo 
que serviu de inóculo dos experimentos que serão descritos nos itens posteriores. O 
volume deste inóculo era suficiente para obter-se uma concentração inicial de células 
de, aproximadamente, 0,1 mg p.s.cel/mL nos meios de cultivo.

2.4	Produção de eritritol usando milhocina como fonte de vitaminas e nitrogênio 

por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682

Sendo a milhocina uma fonte natural e de baixo custo, o objetivo desta seção foi 
avaliar a sua influência como fonte de vitaminas e nitrogênio na produção 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 
rotatório (shaker) a 28ºC e 250 rpm por 240 h com amostragem diária. A amostra era 
centrifugada a 15493g durante 5 min, sendo o sobrenadante congelado (-4ºC) para 
posterior análise dos níveis de eritritol, manitol, ácido cítrico 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; NH4Cl: 4,56; MgSO4.7H2O: 1; extrato 
de lêvedo: 1; CuSO4: 0,7x10-3; MnSO4.H2O: 32,6x10- 3; NaCl: 25 g/L; 0,72M tampão 
fosfato, pH = 4,3 com algumas modificações:

•	 NaCl foi substituído por PEG 2000 (22,84%), pois em estudo anteriores, a 
produção de eritritol por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 foi superior quan-
do PEG 2000 foi utilizado como agente de estresse osmótico (Da Silva et al. 
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2018). Este teste foi utilizado como experimento controle.

•	 Extrato de lêvedo foi substituído por milhocina (10 g/L) na presença ou au-
sência de NH4Cl (4,56 g/L).

2.5	Métodos Analíticos

Quantificação do crescimento celular: A cinética do crescimento celular foi 
determinada em espectrofotômetro por medidas de densidade óptica a 600 nm e 
esses valores foram convertidos para mg p.s/mL usando-se um fator de conversão 
previamente determinado pela curva de peso seco.

Determinação das concentrações de glicerol, eritritol, ácido cítrico e manitol: 
foram determinadas por HPLC utilizando uma coluna AMINEX HPX-87H (Bio-Rad), 
tendo como fase móvel TFA 15mM (0,60 mL/min) e temperatura da coluna igual a 65 
°C. Utilizou-se detector de índice de refração (40°C).

2.6	Cálculo dos Parâmetros de Produção

Para comparação entre os testes experimentais, parâmetros de produção como 
rendimento de eritritol a partir do consumo de glicerol (YP/S), fator de conversão de 
glicerol em células (YX/S), rendimento de eritritol em relação à biomassa formada (YP/X) 
e produtividade volumétrica de eritritol (QE) foram determinados. Seguem as Equações 
utilizadas no cálculo destes parâmetros.

 

(1)

(2)

(3)

(4)

Onde, 
PE: concentração de eritritol no tempo tf (g/L); Sf: concentração do substrato 

glicerol no tempo tf (g/L);S0: concentração inicial de substrato no tempo t0 (g/L);tf: 
tempo de fermentação (h); fX : concentração celular no tempo de fermentação tf (g/L);

0X :concentração inicial celular no tempo t igual a zero (g/L).
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3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

Para avaliar a possibilidade de uso de milhocina como fonte de vitaminas e 
nitrogênio, testes experimentais foram realizados substituindo extrato de lêvedo 
na presença ou ausência de NH4Cl 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 osmótico, uma vez que a produção de eritritol foi aumentada quando NaCl foi 
substituído 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 presença ou 
ausência de NH4Cl, mas foi ligeiramente menor na ausência (Tabela 1). Milhocina é um 
componente complexo rico em vitaminas, como tiamina e inositol, e nitrogênio que são 
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 produção de eritritol. Portanto, 
milhocina pode ser usada como fonte de vitaminas e nitrogênio, substituindo extrato 
de lêvedo e NH4Cl na produção de eritritol por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682. O 
meio utilizado por Tomaszewska et al. (2012) é suplementado com os minerais cobre 
e manganês que são necessários, pois estão 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 o mineral 
magnésio. Milhocina possui em sua composição todos estes minerais. Portanto, um 
estudo sobre a produção de eritritol utilizando milhocina também como fonte destes 
minerais se faz necessária.

Ácido cítrico não 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 osmótico e milhocina como fonte de vitaminas e nitrogênio, na 
presença e ausência de NH4Cl. O pH do meio de cultivo foi ajustado para em torno de 
4,3 uma vez que em valores próximos a neutralidade, o metabolismo de Y. lipolytica é 
induzido a produção de ácido cítrico. 

Manitol, principal subproduto da fermentação de eritritol, não 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 
nitrogênio, na presença e ausência de NH4Cl. A ausência de produção de manitol foi 
devido ao estresse osmótico aplicado ao sistema por PEG, impedindo a formação 
deste subproduto. 
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Extrato de 
Lêvedo
 (g/L)

Milhocina 
(g/L)

NH4Cl
(g/L)

PE
(g/L)

QE
(g/L.h)

YE/S
(g/g)

YE/X
(g/g)

YX/S
(g/g) pH0 pHf#

1 0 4,56 28,36±1,73a 0,12 0,36 14,19 0,03 4,34 3,16±0,00

0 10 4,56 23,34±0,15b 0,11 0,77 10,85 0,07 4,38 3,60

0 10 0 21,79a 0,09 0,74 5,54 0,13 4,40 3,80

 Tabela 1 – Parâmetros e pH do processo de produção de eritritol por Y.lipolytica IMUFRJ 50682 
cultivada em PEG 2000 (22,84%) com extrato de lêvedo e NH4Cl (Da Silva et al. 2018) ou 

milhocina na presença ou ausência de NH4Cl. Os dados são referentes ao tempo de produção 
máxima de eritritol.

a: calculado em 240 h; b: calculado em 214 h; pHf#: pH em 240 h.

4 | 	CONCLUSÃO

O presente estudo mostrou que eritritol pôde ser produzido por Yarrowia lipolytica 
IMUFRJ 50682, substituindo os componentes de meio convencionais extrato de lêvedo 
e NH4Cl por milhocina como fonte de vitaminas e nitrogênio. Sendo a milhocina um 
subproduto da indústria de amido de milho, a sua utilização como nutriente pode agregar 
valor significativo ao processo de obtenção de eritritol já que o custo de obtenção 
de eritritol utilizando os componentes convencionais é mais oneroso. O efeito da 
milhocina sob pressão osmótica na produção dos subprodutos ácido cítrico e manitol 
foi investigada. Ambos os subprodutos não foram detectados quando milhocina foi 
usada substituindo o extrato de lêvedo. Portanto, a milhocina pode usada como uma 
fonte econômica alternativa de vitaminas e nitrogênio.
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de Ciência e Tecnologia de Alimentos.
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