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RESUMO GERAL

O Eritritol € um poliol que atualmente é produzido em processos biotecnoldgicos ja que a
sintese quimica parece ser ineficaz. Possui inUmeras caracteristicas que o tornam interessante
para as industrias alimenticias tais como baixas calorias, sabor muito semelhante a sacarose,
seguro para o consumo dos diabéticos e ndo cariogénico. Espécies microbianas, especialmente
leveduras, séo de grande importancia para a producdo de eritritol. Neste trabalho trinta e duas
leveduras da Cole¢do de Culturas da Microbiologia Agricola (CCMA), foram utilizadas para
testes de crescimento, consumo da fonte de carbono e producéo de eritritol em meios contendo
glicerol ou glicose, na concentracdo de 100g/L. Os resultados mostraram que das trinta e duas
leveduras testadas, trés se mostraram mais eficientes na producdo de eritritol: Candida rugosa
CCMA 0371, e duas cepas de Yarrowia lipolytica CCMA 0242 e CCMA 0357. Além de eritritol
também foi detectada a presenca de manitol e arabitol tanto em glicose como em glicerol, sendo

o glicerol considerado melhor do que a glicose para a producao de eritritol, manitol e arabitol.

Palavras-chave: Eritritol. Manitol. Arabitol. Glicerol. Glicose.



GENERAL ABSTRACT

Erythritol is a polyol that is currently produced in biotechnological processes since chemical
synthesis appears to be ineffective. It has numerous characteristics that make it interesting for
the food industries like low calories, taste very similar to sucralose, safe for the consumption
of diabetics and non-cariogenic. Microbial species, especially yeasts, are of great importance
for the production of erythritol. In this work, thirty-two yeasts from the Collection of Cultures
of Agricultural Microbiology (CCMA) were used for growth tests, carbon source consumption
and erythritol production in media containing glycerol or glucose at 100g / L concentration.
The results showed that of the thirty-two yeasts tested, three were more efficient in the
production of erythritol: Candida rugosa CCMA 0371, and two strains of Yarrowia lipolytica
CCMA 0242 and CCMA 0357. In addition to erythritol, the presence of mannitol and arabitol
Both in glucose and glycerol, and glycerol is considered better than glucose for the production

of erythritol, mannitol and also arabitol.

Keywords: Erythritol. Mannitol. Arabitol. Glycerol. Glucose.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

Dos produtos gerados por leveduras a partir da converséo do glicerol, a literatura destaca
a producgdo de alguns polidis (KHAN et al., 2009; RYMOWICZ; RYWINSKA, 2009). Os
polidis sdo também conhecidos como agulcares alcoois e se encontram distribuidos no reino
vegetal e animal. Mesmo sendo compostos naturais de muitas plantas e animais sua extracao se
torna inviavel, devido aos baixos teores e etapas de extracdo envolvidas. Os polidis sdo muito
utilizados em industrias alimenticias dada a sua capacidade de conferir “corpo” aos alimentos
além de substituem ou restringem a adi¢do de acglcar sem alterar o sabor ou a textura do
alimento (GOMES et al., 2007). Os principais poliois para esses fins sdo: 0 manitol, o xilitol,

o eritritol, o isomalte, o lactitol, o sorbitol e hidrolisados de amido hidrogenado.

O eritritol € um poliél constituido de quatro carbonos, se encontra distribuido
amplamente na natureza em frutas, algas, cogumelos e em alguns alimentos fermentados, é
derivado do monossacarideo eritritose e estad presente na alimentacdo do homem desde o0s
tempos antigos. E considerado um polidl perfeitamente adequado para a utilizacdo em balas e
chocolates, podendo substituir totalmente o agucar, reduzindo cerca de 30% o valor cal6rico do

alimento que pode ser consumido por diabéticos (WANKENNE et al., 2013).

Porém o que o destaca dos demais edulcorantes sao suas caracteristicas fisico-quimicas
e fisioldgicas Unicas, que o permite ser empregado isoladamente ou combinado com
edulcorantes intensos permitindo-se obter produtos com qualidades sensoriais e tecnoldgicas
mais proximas possiveis dos produtos preparados com sacarose, com o beneficio de apresentar
reducdo caldrica em torno de 90% (AOKI, 1993).

Segundo Zorn e Czermak (2013), a producdo de eritritol por microrganismos esta
normalmente associada a fungos e leveduras osmofilicas, esses microrganismos sdo descritos
como acumuladores de polidis ou de seus derivados em resposta ao aumento da pressao

osmotica externa.

Gragas a demanda de mercado e o grande interesse das industrias alimenticias no uso
do eritritol, pesquisadores tem concentrado esfor¢cos em maneiras de reduzir o custo da
producdo de eritritol. Desta forma, surgiu na Gltima década a possibilidade de utilizagdo de

subprodutos como substratos de baixo custo para 0s processos microbiologicos. Neste cenario,
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muita atencdo tem sido dada ao potencial biotecnolégico da levedura Yarrowia lipolytica que
pode converter o glicerol em eritritol (TOMASZKEWSK; RYMOWICZ; RYWINKA, 2013).

O eritritol, encontrado em pequenas concentracGes na natureza, pode ser sintetizado
qguimicamente ou em processos microbioldgicos. Com o avango das pesquisas, foram
descobertas e descritas uma grande variedade de microrganismos produtores de eritritol:
Aspergillus niger, Aurobasidium sp., Beauveria bassiana, Candida magnoliae, Moniliella sp.,
Penicillium sp., Pseudozima tsukubaensis, Torula corallina, Trigonopsis variabilis,
Trichosporonoides sp., Ustilagomycetes sp. e Yarrowia lipolytica (ZORN; CZERMAK, 2013).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Polidis e sua importancia

Os polidis ou agucares alcoois, sdo também conhecidos como edulcorantes de corpo
constituindo uma classe importante de carboidratos que podem ser monossacaridicos (sorbitol,
manitol, xilitol, eritritol), dissacaridicos (isomalte, latitol, lactitol) ou até mesmo uma mistura
de sacarideos e polissacarideos hidrogenados. Os polidis que sdo monossacarideos podem ser
encontrados em frutas, verduras e até mesmo como produto do metabolismo intermediario de
carboidratos em animais. Nas industrias sdo utilizados como emulsificantes, estabilizantes,
umectantes, crioprotetores e redutores do ponto de congelamento (BAUCHART;
AUROUSSEOU; AUCLAIR, 1985; GEAY; RICHET; THIVEND, 1992; WANKENNE et al.,
2013).

Candido e Campos (1996) afirmaram em seus estudos que 0s poliois sdo obtidos a partir
da conversdo do grupo carbonilico (aldeido e cetona) dos agucares em alcool por hidrogenacao
catalitica, essa conversdao confere aos poliodis propriedades importantes como resisténcia ao
escurecimento, maior estabilidade quimica, maior afinidade por agua e menor susceptibilidade
a fermentacdo, que sdo caracteristicas importantes e particularmente interessantes para a

aplicacdo em industrias de alimentos.

Uma das principais utilidades dos polidis € a de conferir “corpo” aos alimentos. Para
obter-se um alimento diet e light com qualidade, é fundamental o uso de ingredientes de baixa
caloria capazes de substituir o agucar sem prejudicar o sabor e as caracteristicas fisicas do
produto. Os ingredientes que fazem essa substituicdo podem ser divididos em dois grupos
distintos de compostos: os edulcorantes de alta intensidade e os de baixa intensidade que podem
ser denominados de agentes de corpo. (GOMES et al., 2007)

Em indUstrias alimenticias estes poliois sdo empregados em mistura com edulcorantes
intensos quando ha necessidade de restringir o aglcar, ndo promovendo reducdo calorica mas
permitindo que o sabor e a textura permanecam satisfatorios para o consumo. Os polidis se
comportam como carboidratos sendo absorvidos lentamente pelo intestino delgado
independentemente da insulina por absorgéo passiva, ndo elevando a taxa de insulina no sangue
(WANKENNE et al., 2013).
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As principais aplicagdes dos polidis em alimentos sdo em confeitos isentos de agucar
como balas, geleias, chocolates bem como em pées, bebidas ndo alcdolicas e produtos lacteos.
Entre os poliois mais utilizados nas inddstrias alimenticias estéo o eritritol, o isomalte, o lactitol,
o maltitol, o manitol, o sorbitol e o xilitol (GOMES et al.; 2007)

A maioria dos polidis apresentam caracteristicas fisicas e quimicas similares aos
acucares com a vantagem de apresentarem menos calorias ndo serem cariogénicos, estas
caracteristicas ampliam suas aplica¢des em alimentos e produtos farmacéuticos (RODRIGUES,
2005; TALJA; ROOCS, 2001)

Segundo Tomaszewak, Rywinska e Gladkowski 2012, o eritritol € um alcool de aglcar
com quarto carbonos produzido por leveduras osmofilicas em processos microbioldgicos ja que
sua producdo quimica é ineficaz, podendo ser também encontrado em frutas, algas, cogumelos

e em alguns alimentos fermentados.

Este polidl apresenta um perfil de sabor semelhante ao da sacarose e embora possua
apenas 6% das calorias de um agucar ainda tem 70% da docura (Figura 1), além disso ndo é
cariogénico. Seu uso na alimentacdo € amplamente aprovado, ja que possui auséncia de efeitos
colaterais gastricos. (TOMASZEWAK; RYWINSKA; GLADKOWSKI, 2012)

O xilitol € um poliol com importancia em diversas areas industriais gracas ao seu poder
edulcorante equivalente ao da sacarose, tendo seu maior emprego em produtos nao cariogénicos
(CHOI et al., 2000; YLIKAHRI, 1979). Na industria alimenticia o uso do xilitol é amplamente
desejavel por se tratar de uma substancia atoxica, sendo seu uso seguro para humanos, por essa
razdo, é potencialmente aplicado na fabricacdo de alguns alimentos como: balas, gomas de

mascar, sorvetes, chocolates, entre outros (CORTEZ, 2005).

O manitol possui seis carbonos e tem inUmeras aplicacfes nas industrias alimenticias e
farmacéuticas. Se encontra distribuido na natureza em diversos tipos de plantas, algas, micélios
de fungos e cogumelos (TOMASZEWAK; RYWINSKA; GLADKOWSKI, 2012). E bastante
conhecido por apresentar efeitos que sdo benéficos a salde, por esta razdo sao amplamente
adicionados em produtos com valor extranutricional (WISSELINK et al., 2002). Assim como
0s demais acucares alcoois, 0 manitol € parcialmente absorvido pelo organismo néo
influenciando o nivel de insulina no sangue, evitando assim uma hiperglicemia sendo entéo
aplicado em alimentos destinados a diabéticos (GRIFFIN; LYNCH, 1972).
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O sorbitol, que também é conhecido como D-sorbitol, D-glucitol e D-sorbito foi
descoberto em 1872, é o polidl mais encontrado na natureza em frutas como a maca, a pera, 0
péssego, a ameixa, a cereja, bem como em algas marinhas e bebidas fermentadas como a cidra.
Apresenta cerca de metade do valor energético da sacarose (Figura 1). (CALORIE CONTROL
COUNCIL, 2010). E um agente umectante utilizado em industrias como melhorador de textura,
com alto poder dulgor, cerca de 0,6 % maior que a sacarose possuindo acdo refrescante. E
utilizado em produtos que apresentam tendéncia ao endurecimento e ressecamento, como
alguns doces, produtos panificados e chocolate. Quando consumido em excesso, apresenta
efeito laxativo (LE; MULDERING, 2001).

De acordo com Wankenne et al. (2013), o isomalte apresenta propriedades fisicas e
quimicas muito semelhantes ao agucar, possui estabilidade quimica, térmica, microbioldgica e
enzimatica, por essa razdo apresenta de 10 & 15 vezes mais resisténcia a hidrolise acida e
enzimatica do que a sacarose. Em experiéncia com animais, ingerir este poliél em altas doses
ocasionou diarreia e distarbios metabolicos, porém, tanto animais como seres humanos, tendem
a se adaptar mais rapidamente a altas doses de isomalte do que de outro polidl. O isomalte é
utilizado em industrias para substituir o uso da sacarose, sendo empregado em sorvetes, gomas
de mascar, gelatinas e recheios. Por absorver menos agua que a sacarose, Seu uso permite maior

crocancia quando utilizado em produtos panificados light (SCIFFMAN et al., 1995).

O lactitol também é um poliél muito utilizado em industrias devido ao seu sabor suave
e agradavel, cerca de 0,4 vezes maior que a sacarose, entretanto, ndo apresenta sabor residual.
Possui acdo prebidtica, que tem sido estudada para o crescimento e estimulacdo de
Lactobacillus (SCIFFMAN et al., 2001; VAN VELTHUIJSEN; BLANKERS, 2001).

Os hidrolisados hidrogenados de amido (HSH) se referem a misturas de oligo e
polissacarideos hidrogenados adicionados com poliois (sorbitol, manitol e maltitol). Incluem
Xaropes que por ndo apresentarem predominancia de uma substancia, recebem a designacao
genérica de hidrolisado. Sdo mais doces que a sacarose e sdo empregados como corantes,
enzimas, produtos dietéticos e veiculos em aromas (EBERHARDT; TOLABA; SUAREZ,
2001).

O maltitol pode ser utilizado como substituto de gordura e agtcar, como melhorador de
cremosidade em chocolates e bolos dietéticos. Possui sabor similar a sacarose, sendo

ligeiramente refrescante. Por apresentar baixa solubilidade, ndo é utilizado em produtos como
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sorvetes, frutas em conserva, refrigerantes e confeitos. E encontrado na natureza em alguns

vegetais, frutas, cogumelos e algas marinhas (WANKENNE et al., 2013).

Figura 1 — Valor energético dos polidis (NABORS, 2002)

poliol energia* (kcallg)
eritritol 0,2
manitol 1.6
isomalte 2,0
lactitol 20
maltitol 21

xilitol 24
sorbitol 2,6
hidrolisados 3,0
hidrogenados de amido

*sacarose 4 kcallg

2.2 Sintese de Polidis por Microrganismos

A via biotecnoldgica é uma alternativa para a producéo de alguns poliois com utiliza¢do
em industrias. Poliois como xilitol, sorbitol, manitol, eritritol, sorbitol e lactitol, sdo alguns
exemplos de alcoois de acUcar utilizados e disponiveis comercialmente (WANKENNE et al.,
2013)

O glicerol, é uma molécula que pode ser absorvida pela célula microbiana através de
difusdo facilitada. E uma molécula simples em sua composicdo e muito abundante, por essa
razdo, alguns microrganismos utilizam o glicerol como fonte de carbono, convertendo-o em
diferentes intermediarios metabolicos (DOBSON; GRAY; RUMBOLD, 2012).

Existem duas vias bem conhecidas para o metabolismo do glicerol em leveduras: a via
fosforilativa (via do glicerol — 3fosfato) e a via oxidativa (via da dihidroxiacetona) que podem

ser observadas na Figura 2. Algumas leveduras utilizam essas duas vias metabolicas para
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assimilacdo do glicerol, outras espécies fazem uso apenas de uma dessas vias, como € 0 caso
da levedura Yarrowia lipolytica, que utiliza apenas a via fosforilativa. (ERKAMOVA,
MORGUNOV, 1987; LEVINSON; KURTZMAN; KUO, 2007; MAKRI; FAKAS; AGGELIS,
2010).

Figura 2 - Viséo simplificada das vias metabdlicas de utilizac&o do glicerol em leveduras
SILVA, 2013

VIA OXIDATIVA
Dihidroxiacetona quinase Glicarol desidrogenase
Dihidroxiacetona

REDUGAD v NADYPIH
GLICOLISE NADEIH SN an
. he
NADgFY= OXIDACAD
Y
Dihidroxiacetona .
fosfato Glicerol
A
. 1~ FADH,
" mabH T\
W FAD
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Dos produtos gerados por leveduras a partir da converséo do glicerol, a literatura destaca
a producédo de alguns poliéis (KHAN; BIDE; GADRE, 2009; RYMOWICZ; RYWINSKA,
2009).

A producdo industrial dos poliois tem se realizado por meio de processos quimicos que
envolvem hidrogenacdo de acUcar com adicdo de catalizadores quimicos (KUSSEROW;
SCHIMPF; CLAUS, 2003), esses processos sdo dificeis, o que tem impulsionado o estudo e
grande interesse no desenvolvimento de processos bioquimicos microbianos (ALMEIDA,
FAVARO; QUIRINO, 2012).

A producdo microbiana € uma alternativa para a producdo de xilitol, o processo de
bioconversdo apresenta baixo custo e alto rendimento, sendo as leveduras consideradas os

melhores microrganismos para producdo de xilitol, destacando-se o género Candida
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(BARBOSA et al., 1988; CHOI et al., 2000). Algumas espécies de bactérias sdo capazes de
converter D-xilose a xilitol, porém esse processo de conversao ndo tem atraido o interesse de
pesquisadores devido a baixa produtividade (WINKELHAUSEN; KUZMANOVA, 1998).

A utilizacdo de processos fermentativos para a producéo de sorbitol, tornou-se uma
solucdo viavel, ja que o processo diminui oS custos e impactos ambientais. Dentre 0s
microrganismos candidatos a producgédo industrial, tem se destacado Zymomonas mobilis
(FARIA, 2002), que sob condicdes de estresse, como por exemplo a alta concentracdo de
acucares, a enzima glicose-frutose-oxidorredutase fornece a célula uma alta concentragdo de
sorbitol para balancear os efeitos da desidratacdo causada pela diferenca de concentracdo do

meio intra e extracelular.

Dentre os polidis mencionados anteriormente, 0 manitol € uma molécula amplamente
usada em industrias alimenticias, tem sua obtencdo industrial a partir da alta pressdo da
hidrogenagdo catalitica da mistura de frutose e glicose. Algumas leveduras como Torulopsis
mannitofaciens (CBS 5981), T. versatilis (CBS 1752) e a (NCIM 3470) Candida magnoliae,
sdo exemplos de microrganismos envolvidos na producdo de manitol a partir de glicerol. O
processo de bioconversdo por essas leveduras, mostrou grande vantagem pois ndo produz outros
metabolitos detectaveis nas analises, tendo por resultado uma solucdo aquosa limpa a partir da
qual a recuperacdo da molécula torna-se relativamente facil (SILVA; OLIVEIRA, 2013).

De acordo com Insumos 2008, o eritritol € um polidl que possui origem natural e por
esse motivo, pode ser obtido por processos biotecnolégicos em duas etapas distintas. Na
primeira etapa é obtida a glicose através de hidrdlise enzimatica do amido de milho ou trigo,
essa glicose € posteriormente fermentada na segunda etapa do processo, através de leveduras

osmofilicas, a eritritol.

Segundo Silva e Oliveira (2013), a utilizacdo de substratos mais baratos como o glicerol
bruto, pode reduzir os custos na producdo de eritritol. A espécie de Y. lipolytica tem chamado
a atencdo de cientistas pois se mostra capaz de metabolizar uma grande variedade de

subprodutos industriais.

2.3 Producéo de Eritritol por Microrganismos
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O eritritol € um polidl utilizado como edulcorante de baixas calorias, seguro para o
consumo, nao cariogénico, apresenta um perfil de sabor semelhante ao da sacarose e no corpo
humano o eritritol é excretado na urina, sem alterar o nivel de insulina, sendo assim, é seguro
para o consumo de diabéticos (WANKENNE et al., 2013).

Segundo Tomaszewak, Rymowicz e Rywinska (2013), como sua producdo quimica é
ineficaz, o eritritol é o Unico polidl produzido em processos biotecnol6gicos. A capacidade de
sua producdo tem sido relatada para leveduras osmofilicas, alguns fungos e bactérias, utilizando
substratos tradicionais como glicose, frutose, sacarose e hidrolisados de amido. Com o intuito
de reduzir o custo na producédo de eritritol, muitos esforcos tém sido focados para avaliar o
impacto de fatores como a temperatura, 0 pH, a pressdo osmatica, as fontes de carbono, a
concentracdo dos substratos utilizados, a adi¢do de NaCl e a suplementa¢do com vitaminas e

minerais.

Existe no mercado atual uma crescente demanda por este produto, por esta razéo a
producdo de eritritol por processos biotecnoldgicos esta a tornar-se cada vez mais importante,

sendo os processos de fermentacdo utilizados para esta finalidade. (MIRONEZUK et al., 2014)

Microrganismos produtores de eritritol ja sdo conhecidos ha muitos anos. Trabalhos
relatam microrganismos que produzem rendimentos de 35 a 40% do agUcar utilizado no meio.
Com o avango das pesquisas, foram descobertas e descritas uma grande variedade de
microrganismos produtores de eritritol: Aspergillus niger, Aurobasidium sp., Beauveria
bassiana, Candida magnoliae, Moniliella sp., Penicillium sp., Pseudozima tsukubaensis,
Torula corallina, Trigonopsis variabilis, Trichosporonoides sp., Ustilagomycetes sp. e
Yarrowia lipolytica, sendo que cada diferente microrganismo faz uso de diferentes caminhos
para a sintese de eritritol. Trichosporonoides megachiliensis, por exemplo, utiliza
principalmente o caminho das pentoses fosfato, para producéo de eritritol, bem como Yarrowia
lipolytica que converte glicose em eritrose 4-fosfato pela via das pentose fosfato (Figuras 3 e
4) (ZORN; CZERMAK, 2013).

Nas ultimas décadas, varios estudos foram realizados relatando a producéo de &cido
citrico a partir do glicerol pela levedura Yarrowia lipolytica, identificando que durante a
biossintese do &cido citrico a partir do glicerol, estavam presentes nos caldos de cultura dois
subprodutos predominantes: eritritol e manitol. Os autores observaram a capacidade de
producdo de eritritol para leveduras osmofilicas dos seguintes géneros: Pichia, Zygopichia,
Candida, Debaryomyces, Moniliella, Torula, Torulopsis, Trigonopsis, Trichosporon,



23

Trichosporonoides, Pseudozyma, e Ustilago. Vale a pena ressaltar que glicose, frutose, sacarose
e hidrolisados de amido sdo os principais substratos utilizados para a producéo de eritritol por
leveduras osmofilicas (TOMASZEWSK et al., 2014).

A biossintese de acidos alcoois por leveduras osmofilicas envolve reacGes das vias de
Embdem-Meyerhof e das pentoses fosfato. A formacéo do eritritol, em especial, se da pela acdo
da enzima transcetolase sobre a frutose-6-fosfato, deixando como produto da reacdo um
fragmento de 4 carbonos, a eritrose 4-fosfato, um intermediario do ciclo das pentoses fosfato,
que possivelmente é desfosforilado e reduzido (Figura 4). A enzima chave na sintese de eritritol

é a eritrose redutase que catalisa a Ultima etapa da transformacao (AOKI, 1993)

Figura 3- Principais rotas da via das pentoses fosfato (ZEIGER, et al., 2012).
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Figura 4 - Rota da biossintese de eritritol em leveduras e bactérias. Enzimas envolvidas, EPDH
eritritol-4-fosfato-desidrogenase, PK fosfocetolase, E4PK eritrose-4-fosfato quinase,
PTase fosfatase, ER eritrose redutase
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2.4 Leveduras

As leveduras constituem um grupo de microrganismos eucariéticos unicelulares
integrados no reino Fungi, dominio Eukaria e sdo caracterizadas por possuirem um crescimento
vegetativo unicelular e por apresentarem possibilidade de formacao de estruturas sexuadas ndo
contidas em corpos de frutificacdo (KURTZMAN, 1994; PHAFF; MILLER; MRAK, 1978).

Estes microrganismos tém sido utilizados para producdo de um grande nimero de
produtos de interesse industrial, especialmente na industria alimenticia e também no
desenvolvimento de varios processos biotecnoldgicos devido a diversidade de ambientes em
gue podem ser encontradas e sua adaptacdo a diversos tipos de substratos (JAQUES;
CASEREGOLA, 2008).

As industrias cada vez mais introduzem e aperfeicoam processos de fermentacao
utilizando leveduras aproveitando do potencial de matérias primas renovaveis para se obter
produtos como bebidas, alimentos, farmacos, enzimas, biofertilizante, bioinseticidas, entre
outros. Neste cenario os residuos agricolas e agroindustriais, tais como 0 melaco de cana de

acucar, farelos de soja, milho, trigo, aveia, glicerol bruto, residuos celuldsicos e da industria de
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papel, vem ganhando destaque com uma gama de processos fermentativos (SERAFINI;
BARROS; AZEVEDO, 2002).

Segundo Pahff, Miller e Mrak (1978), as leveduras por serem microrganismos quimio-
organo-heterotréficos sdo capazes de utilizar diferentes fontes de carbono e de energia, e, a
escolha por determinado nutriente é determinante para a diversidade das espécies em diferentes

nichos.

Estes microrganismos s@o amplamente encontrados na natureza em ambientes muito
diversos: terrestres, aquaticos e aereos, onde as plantas parecem constituir os nichos mais
comuns (INACIO et al., 2002).

2.4.1 Leveduras do género Candida

Candida é uma levedura que faz parte da microbiota do corpo humano e animais,
colonizando a pele e mucosas dos tratos digestivos e urinario, bucal e vaginal. Atualmente sdo
descritas 197 espécies do género Candida que pertencem ao reino Fungi, divisdo Eumycota,
subdivisdo Deuteromycota, classe Blastomycetes e familia Cryptococcaceae, havendo algumas
espécies classificadas na subdivisdo Ascomycota. Pouco mais de 20 espécies estdo relacionadas
a infec¢des no homem (LACAZ; PORTO; MELO, 1998).

Em meio sélido as leveduras desse género apresentam colénias cremosas de aspecto liso
ou rugoso, possuindo coloracao branco/amarelada. Em microscépio essas células sdo globosas,
ovaladas ou ovaladas alongadas tendo em média de 3 a 14 um (LACAZ; PORTO; MELO,
1998).

De acordo com Gilfillan et al. (1998), Candida é um ascomiceto geralmente unicelular,
porém existem algumas espécies que possuem capacidade de desenvolver hifas como as que
podem ocorrer em infecgdes oportunistas. A patogenicidade das espécies do género Candida é
atribuida ao dimorfismo, a aderéncia, a secre¢do de enzimas, a diversidade de gendtipos e a
variabilidade de antigenos, desta forma a candidiase é na maioria das vezes de origem enddgena
ocorrendo como consequéncia de um distdrbio imunolégico do hospedeiro. Dentre as espécies
deste género Candida albicans tem sido relatada como a mais prevalente em infec¢des no

homem, seguida de C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei.
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Além da importancia para a satde publica, o género Candida apesenta muitos outros
interesses, sendo a inddstria alimenticia uma das principais areas de aplicacdo dessas leveduras,
por exemplo: C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei sdo empregadas na producéo
de glutamato monossaddico e acido citrico (OKl et al., 1971; PAZOUKI et al., 2000).

Dentre as espécies ja estudadas para producdo de eritritol, a levedura Candida
magnoliae tem sido utilizada ha décadas em processos biotecnoldgicos utilizando glicose.
Algumas espécies de Candida foram descritas como ineficientes para produgdo de eritritol
devido a alta formacéo de subprodutos (MIRONCZUK et al., 2010).

2.4.2 Yarrowia lipolytica e suas aplicagdes

Yarrowia lipolytica é uma levedura estritamente aerdbica, pertencente ao reino Fungi, a
classe dos Ascomicetos, subclasse Hemiascomicetos. Era conhecida e originalmente
classificada como Candida lipolytica, posteriormente foi reclassificada como
Saccharomycopsis lipolytica e hoje é conhecida como Yarrowia lipolytica. E uma espécie de
levedura cuja pesquisa cientifica estd em plena ascensdo, por isso, tem sido um interessante
objeto de estudo devido as varias lacunas hoje preenchidas sobre o seu metabolismo, o que tem
atraido um grande interesse na area biotecnoldgica por possuir a capacidade de excretar
diversos metabdlitos de interesse (BARTH; GAILLARDIN, 1997).

Esta levedura apresenta dimorfismo, que se refere a capacidade que alguns fungos tém
de crescerem em duas formas morfoldgicas distintas, geralmente como células ovais individuais
ou como hifas filamentosas, sendo reversiveis entre as duas formas. Dependendo das condicdes
ambientais e nutricionais pode crescer como célula oval, pseudo-hifa ou hifa septada. Fala-se
que o dimorfismo desta levedura, assim como em outras espécies de leveduras, constitui um
mecanismo de resposta a condi¢des adversas como mudangas de temperatura ou condigcdes
nutricionais (KAWASSE et al., 2003).

Possuem vigoroso crescimento em diferentes valores de pH, e exibem crescimento
0timo a 30°C embora sejam capazes de crescer em uma ampla faixa de temperatura (BARTH;
GAILLARDIN,1997; FICKERS et al., 2004)

Muita atencdo tem sido dada a capacidade que essa levedura possui metabolizar

hidrocarbonetos e lipideos, essa capacidade pode ser associada com seu habitat, pois possui
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como nicho substratos ricos em lipideos e proteinas, porem algumas espécies tém sido isoladas
do solo, rede de tratamento de esgotos e ambientes contaminados com dleo (BARTH,;
GAILLARDIN, 1997; DOMINGUEZ et al., 2000).

Segundo Mironczuk et al. (2015), Y. lipolytica apresenta um grande potencial
biotecnoldgico para producdo de diversos metabdlitos em grandes quantidades, como &cidos
organicos, poliois, 6leos, proteinas extracelulares e outros. Cepas de Y. lipolytica sdo capazes
de transformar glicerol em eritritol e manitol (Figura 5), e, quando NaCla é adicionado ao meio
de producdo esse rendimento € aumentado, pois a pressdo osmdtica causada no processo

fermentativo, desencadeia a producdo de eritritol como uma forma de resposta ao estresse
osmatico.

Figura 5 - Via de biossintese de eritritol a partir de glicerol em Yarrowia lipolytica
(MIRONKZUK et al., 2015).
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Além disso, o glicerol também tem sido usado por Y. lipolytica como fonte de carbono para
producdo de biossurfactantes. Fontes (2008), utilizou glicerol bruto (proveniente da producgéo
de biodiesel) como substrato para o crescimento celular e producéo de biossurfactante e obteve
resultados satisfatérios, com uma reducdo da tensdo superficial de 22mN/m e um indice de
emulsificacdo de 70,22%.

Y. lipolytica j& foi utilizada em aplica¢des industriais como na producéo de proteinas de
microrganismos unicelulares, flavour de péssego e acido citrico, em processos considerados
pela American Food and Drug Administration como GRAS (Generally Regarded As Safe).
Além disso, excreta varias enzimas, como proteases, lipases, esterases e fosfatases, todas de
grande interesse biotecnoldgico. A gama de substratos utilizados por Yarrowia lipolytica inclui
alcanos, acidos graxos, acidos organicos, proteinas e alguns acutcares (principalmente glicose)
(NICAUD et al., 2002).
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CAPITULO 2

PRODUCAO DE ERITRITOL POR LEVEDURAS CULTIVADAS EM MEIO
CONTENDO GLICEROL COMO FONTE DE CARBONO

RESUMO

Eritritol € um poliol encontrado naturalmente em frutas, cogumelos, algas e em alguns
alimentos fermentados. Possui muitas caracteristicas fisico-quimicas que o tornam um produto
de alto valor agregado, pois possui um elevado poder adocante, ndo é metabolizado pela
microbiota bucal evitando assim o desenvolvimento de caries, € um produto de baixas calorias,
0 que o torna recomendavel para pessoas com doengas relacionadas ao consumo excessivo de
acucar. Neste estudo foram testadas a capacidade de trinta e duas leveduras, pertencentes a
colecdo de culturas da Microbiologia Agricola CCMA, de produzirem eritritol em meio
contendo 100 g/L de glicerol ou glicose como fontes de carbono. Das leveduras testadas,
Candida rugosa CCMA 0371 e duas cepas de Yarrowia lipolytica CCMA 0242 E CCMA 0357
apresentaram a maior producao de eritritol com 10,6987 g/L + 0,01, 5,1894 g/L + 0,58 e 4,6039
g/L £ 0,63 respectivamente. Foi observado um maior nimero de leveduras que apresentaram
viabilidade em glicerol do que em glicose. Observou-se a presenca de outros polidis como
manitol e arabitol. Pode-se destacar que essas leveduras apresentam potencial para producao de

eritritol em meio contendo glicerol como fonte de carbono.

Palavras-chave: Eritritol. Manitol. Arabitol. Glicerol. Glicose.
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ABSTRACT

Erythritol is a polyol found naturally in fruits, mushrooms, algae and some fermented foods. It
has many physico-chemical characteristics that make it a product of high added value, because
it has a high sweetening power, it is not metabolized by the oral microbiota thus avoiding the
development of caries, it is a low calorie product, which makes it recommendable for people
With diseases related to excessive consumption of sugar. In this study, the capacity of thirty-
two yeasts belonging to the CCMA Agricultural Microbiology cultures collection to produce
erythritol in medium containing 100 g/ L of glycerol or glucose as carbon sources were tested.
Of the yeasts tested, Candida rugosa CCMA 0371 and two strains of Yarrowia lipolytica CCMA
0242 and CCMA 0357 showed the highest production of erythritol with 10.6987 g / L + 0.01,
51894 g/ L £ 0.58 and 4, 6039 g / L £ 0.63 respectively. A greater number of yeasts were
observed that showed viability in glycerol than in glucose. The presence of other polyols such
as mannitol and arabitol was observed. It is possible to emphasize that these yeasts present

potential for the production of erythritol in medium containing glycerol as carbon source

Keywords: Erythritol. Mannitol. Arabitol. Glycerol. Glucose.
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1 INTRODUCAO

Os polidis integram um grupo de carboidratos de digestdo lenta derivados da
hidrogenagdo de sua fonte de agtcar ou xarope. Um poli6l é um &lcool que contem multiplos
grupos hidroxila, sdo amplamente utilizados em inddstrias quimicas e de alimentos. Nas
industrias alimenticias esses edulcorantes possuem sabor agradavel e vantagens excelentes. Os
principais poliois para esses fins sdo: o manitol, o xilitol, o eritritol, o isomalte, o lactitol, o
sorbitol e hidrolisados de amido hidrogenado (BAUCHART; AUROUSSEAU; AUCLAIR,
1985; GEAY; RICHET; THIVEND, 1992)

O eritritol é um acucar utilizado como aditivo alimentar, no Brasil produtos com eritritol
ja se encontram disponiveis no mercado na area de comestiveis. Também conhecido por eritrol,
eritoglucina ou eritromanite, este polialcool encontra-se naturalmente presente em alguns frutos
e alimentos fermentados. Industrialmente eritritol é produzido por processos biotecnoldgicos
utilizando substratos como glicose e sacarose (RAKICKA et al., 2016; WANKENNE et al.,
2013)

A importancia econdmica e social do eritritol que o insere como produto de alto valor
agregado, esta em seu alto poder adocante, seu baixo teor caldrico, sua propriedade
anticariogénica e seu metabolismo insulina-dependente que garantem sua aplicagdo nas
inddstrias alimenticias (AOKI, 1993; WANKENNE et al., 2013)

O eritritol é provavelmente o acucar alcool melhor tolerado, existem poucos testes em
humanos, mas estes, mostram que aumentando-se gradualmente a quantidade consumida em
doses espalhadas ao longo do dia, a maior parte das pessoas podem tolerar grandes quantidades
de eritritol sem desconforto (KROGER; MEISTER; KAVA, 2006)

Do ponto de vista quimico, o eritritol € um sélido cristalino de cor branca, tem docgura
semelhante a da sacarose, cerca de 60 a 70%, entretanto, ndo € calorico e apresenta sabor
refrescante. E muito solivel em agua e possui elevada estabilidade térmica e quimica o que o
torna resistente em meio acido e alcalino podendo se manter estavel por longos periodos
(WANKENNE et al., 2013).
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No corpo humano a maior parte do eritritol ingerido é absorvido pela corrente sanguinea
no intestino delgado e excretado pelo trato urinario, como a maior parte ndo entra no intestino
grosso, normalmente ndo ocorrem efeitos laxativos (TOMASZEWAK; RYWINSKA;
GLADKOWSKI, 2012).

Processos fermentativos tém sido relatados para promover a formacdo de diferentes
polidis utilizando leveduras osmofilicas e fontes de carbono como glicose e glicerol. O glicerol
€ uma molécula abundante e de composicdo simples podendo ser absorvida pela célula
microbiana através de difusdo facilitada. Alguns microrganismos sdo descritos pela literatura
como sendo capazes de utilizar o glicerol como fonte de carbono, podendo converte-lo a
diferentes intermediarios metabolicos (DUARTE et al., 2003).

Este estudo teve por objetivo avaliar o crescimento de trinta e duas leveduras
pertencentes a Colecdo de Culturas da Microbiologia Agricola CCMA em meio contendo
glicose e glicerol e avaliar a capacidade que essas leveduras possuem de utilizar essas fontes de

carbono para producao de eritritol.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismos

Os microrganismos utilizados neste trabalho foram trinta e duas linhagens de leveduras
provenientes da colecdo de culturas da Microbiologia Agricola CCMA. As linhagens estudadas

encontram-se apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Leveduras obtidas junto a Colecdo de culturas da Microbiologia Agricola CCMA
utilizadas no teste para crescimento em glicerol puro e glicose e avaliacdo da

producdo de poliois com seus respectivos codigos e origem de coleta.

Cadigo Espécie Origem
CCMA 0040 Candida sojae Solo seco
CCMA 0034 Lindnera saturnus Solo cerrado
CCMA 0077 Debaromyces pseudopolinaphus Solo cerrado
CCMA 0377 Candida frijolensis Solo cerrado
CCMA 0029 Trichosporon loubieri Solo seco
CCMA 0020 Candida tropicalis Solo imido
CCMA 0200 Saccharomyces cerevisae Cana-de-acucar
CCMA 0486 Candida glabatra Grdo de café
CCMA 0051 Pichia kudriavzeir Silagem da cana
CCMA 0378 Candida ethanolica Bebida indigena Taruba
CCMA 0141 Debaromyces polimorphus Solo cerrado
CCMA 0384 Candida paralopsis Kefir (leite)
CCMA 0035 Debaromyces hansenii Solo seco
CCMA 0382 Pichia sp. Cacau
CCMA 0465 Pichia fermentans Gréo de café (processamento

umido)

CCMA 0371 Candida rugosa Bebida indigena Taruba
CCMA 0468 Debaromyces hansenii Gréo de café
CCMA 0026 Pichia kudriavzevii Solo Umido
CCMA 0023 Candida neerlandica Solo imido
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CCMA 0027 Candida labiduridarum Solo imido
CCMA 0019 Pichia guilhermondi Bebida indigena
CCMA 0045 Debaromyces etchellsii Silagem de cana
CCMA 0037 Cryptococcus flanescens Solo seco
CCMA 0022 Candida tetrigidarum Solo mido
CCMA 0016 Pichia membranifaciens Bebida indigena Caxiri
CCMA 0043 Candida glabrata Solo seco
CCMA 0047 Candida ortolopsis Solo cerrado
CCMA 0038 Cndida railensis Solo cerrado
CCMA 0024 Candida glabrata Solo Umido
CCMA 0379 Pchia kudriavzevii Bebida indigena
CCMA 0242 Yarrowia lipolytica 25 Kefir
CCMA 0357 Yarrowia lipolytica 9.4 Solo Amazonia

Todos os microrganismos foram inicialmente reativados transferindo-se 200 do

estoque para tubos de ensaio contendo 2 mL de meio de cultivo YEPG (10 g/L de extrato de
levedura, 20 g/L de peptona, 20 g/L de glicose) por 24 horas em temperatura de 28 °C e agitacdo
de 120 rpm.

2.2 Meios de cultivo, condicdes e preparo do indculo

O meio de cultivo utilizado para producéo de eritritol foi composto por, em g/L: glicose
100 ou glicerol puro 100; NH4Cl, 2,0; KH2PO4, 0,2; MgSO4 . 7H20, 1,0; extrato de levedura,
1,0; NaCl 2,5; Agua de torneira (TOMASZEWAK; RYWINSKA; GLADKOWSKI, 2012).

Na realizacdo do experimento em glicose ou glicerol puro, foi inoculada uma populagéo
de 108 cél/mL em frascos de 500 mL contendo 120 mL de meio de cultivo acima mencionado,
que foi submetido a agitacdo de 240 rpm, a 28°C, pH 5,0, por 12 dias. O crescimento das
leveduras foi monitorado pela contagem de células em cadmara de Neubauer e medida da
densidade optica em leitor de microplacas (Multskan FC — Thermo Scientific) a 595 nm a cada
24 horas.

A biomassa foi analisada gravimetricamente apds secagem em um secador a 75 °C até
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obtencgéo de um peso constante.

A cada 24h foram retirados 1 mL de amostra para posterior analise em HPLC para avalia¢do
da producdo de polidis e consumo de glicose e glicerol, o experimento foi realizado em
triplicata.

Os tempos finais de cada levedura que apresentou viabilidade ap6s 24 horas de fermentacéao
foram analisados em HPLC.

2.3 Métodos analiticos

A analise do consumo de glicerol, glicose e producao de eritritol, manitol, maltitol,
dulcitol, sorbitol, arabitol, ribitol e xilitol foram mensuradas por HPLC. As amostras do cultivo
foram centrifugadas por 10 min, a 4°C, a 5500 rpm e filtradas a 0,22 um para separacdo do

sobrenadante.

No sobrenadante, a analise da presenca de polidis foi realizada em HPLC — Shimadzu,
modelo LC-10Ai (Shimadzu Corp.,Japan), equipado com sistema duplo de deteccéo constituido
por detector UV (SPD + 10Ai) e detector de indice de refracdo (RID — 10A). Uma coluna SCR
101H com respectiva pré-coluna e fase movel de agua MilliQ com pH ajustado para 2,1 com
20 mM de acido perclorico, foi utilizada. Foram injetados 20uL da amostra com fluxo de 0,6
mL/min, e deteccdo feita por UV visivel 210 nm e temperatura a 65 °C (TOMASZEWAK;
RYWINSKA; GLADKOWSKI, 2012).

A quantificacdo de glicerol, glicose e polidis presentes nas amostras, foi realizada
através de curvas padrées com os mesmos P.A. A identificacdo foi feita pela comparacdo de
seus tempos de retencéo.

2.4 Parametros de producao

Parametros de producdo tais como o rendimento de eritritol a partir do consumo de
glicerol (YP/S), fator de converséo de glicerol (YX/S), rendimento de eritritol em relagéo a
biomassa formada (YP/X), e a produtividade volumétrica de eritritol (QE), foram analisados e

determinados. As equac0es utilizadas nos calculos seguem abaixo:
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Onde,

PE: concentracdo de eritritol no tempo tf (g/L); Sf: concentracdo do substrato glicerol
no tempo tf (g/L); SO: concentracdo inicial de substrato no tempo t0 (g/L);tf: tempo de
fermentacdo (h); Xf :concentragéo celular no tempo de fermentacdo tf (g/L); X 0 :concentragédo

inicial celular no tempo t igual a zero (g/L);V: volume inicial da cultura liquida (L).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Selecéo de Leveduras

Foi observado que das trinta e duas leveduras testadas apenas 9 permaneceram viaveis
durante os 12 dias de fermentacdo quando o meio foi acrescido de glicose, ja em glicerol puro,
24 leveduras apresentaram viabilidade até o tempo final de fermentacéo de 12 dias (Tabela 2).

Tabela 2 - Valores de absorbancia (595 nm) durante crescimento das trinta e duas leveduras
em glicerol puro e glicose ao longo de 12 dias de fermentag&o.

Caodigo Espécie Glicose Glicerol Puro

CCMA 0040 Candida sojae 0,9163 = 0,001 1,7206 + 0,008
(T2) (T12)

@~ cleels s Lindnera saturnus 1,7794 + 0,017 1,8203 + 0,005
(T6) (T12)

CCMA 0077 Debaromyces 2,6066 + 0,005 0,5194 + 0,003
pseudopolinaphus (T9) (g

CCMA 0377 Candida 0,2076 £ 0,006 2,1795 £ 0,068
frijolensis (T1) iz

CCMA 0029 Trichosporon 2,7201 + 0,007 1,4456 = 0,003
loubieri (T11) (T12)

CCMA 0020 Candida 1,0326 + 0,002 2,1503 £ 0,023
tropicalis (s (T12)

G A Saccharomyces 2,3076 £ 0,006 1,7695 + 0,018
. (T12) (T12)

cerevisae

e aeikls Candida glabatra 0,4810 + 0,001 1,7677 + 0,002
(T2) (T12)

CCMA 0051 Pichia 2,4330 £ 0,007 2,3604 £ 0,001
kudriavzeir e Wiz

CCMA 0378 Candida 2,5132 £ 0,006 2,2589 £ 0,007
ethanolica iz Wiz

CCMA 0141 Debaromyces 2,3243 + 0,007 2,2427 + 0,006
. (T12) (T12)

polimorphus




CCMA 0384

CCMA 0035

CCMA 0382

C.0\[AC0AEE - Pichia fermentans

CCMA 0371

CCMA 0468

CCMA 0026

CCMA 0023

CCMA 0027

CCMA 0019

CCMA 0045

CCMA 0037

CCMA 0022

CCMA 0016

CCMA 0043

CCMA 0047

CCMA 0038

CCMA 0024

Candida
paralopsis
Debaromyces
hansenii

Pichia sp.

Candida rugosa

Debaromyces
hansenii
Pichia
kudriavzevii
Candida
neerlandica
Candida
labiduridarum
Pichia
guilhermondii
Debaromyces
etchellsii
Cryptococcus
flanescens
Candida
tetrigidarum

Pichia

membranifaciens

Candida glabrata

Candida
ortolopsis

Cndida railensis

Candida glabrata

2,4594 + 0,007
(T12)

2,2938 £ 0,102
(T12)

2,2222 + 0,006
(T7)
0,5698 + 0,001
(T1)
2,4592 + 0,009
(T12)
1,9980 + 0,016
(T4)

2,4880 + 0,010
(T8)

2,3755 + 0,012
(T8)

0,9785 + 0,010
(T2)

1,8915 + 0,092
(T7)

1,9851 + 0,020
(T9)

1,7803 + 0,007
(T9)

0,9854 + 0,008
(T1)

1,7802 + 0,008
(T6)

1,2014 + 0,001
(T2)
2,3142 + 0,005
(T10)

1,0231 + 0,001
(T2)
0,6871 + 0,020
(T2)

2,3387 + 0,004
(T12)

2,008 + 0,007
(T4)

2,2288 + 0,002
(T12)
2,3367 + 0,004
(T12)
2,2649 + 0,004
(T12)
2,2856 + 0,001
(T12)

1,9878 + 0,003
(T3)

2,1484 + 0,001
(T5)

2,4186 + 0,002
(T12)

2,3672 + 0,005
(T12)

2,2781 £ 0,003
(T12)

2,4381 + 0,002
(T12)

2,0844 + 0,028
(T12)

2,2185 % 0,001
(T12)

2,2964 0,010
(T12)
1,9240 + 0,005
(T3)

2,2809 * 0,004
(T12)
2,0721 £ 0,017
(T12)

43
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Pchia 1,8449 + 0,007 1,7755 £ 0,003
kudriavzevii ) (T7)

Yarrowia 2,5362 £ 0,011 2,3274 £ 0,004
lipolytica re) e

Yarrowia 2,3018 £ 0,008 2,27964 + 0,005
lipolytica () (i

As leveduras que apresentaram maior producdo de eritritol foram Candida rugosa
CCMA 0371 e Yarrowia lipolytica CCMA 0242, em meio contendo glicerol puro como fonte
de carbono (Tabela 2). Os valores de absorbancia foram de 2,2649 + 0,004 e 2,27964 + 0,005,
respectivamente, em glicerol puro. Ambas leveduras sobreviveram os 12 dias de fermentacéo
tanto em glicerol puro como em glicose, e apresentaram crescimento celular semelhante,
apresentando valores entre 8 e 9 Log cel/mL ap6s 12 dias de fermentagdo (Figura 1). Tanto o
glicerol puro como a glicose possibilitaram o crescimento celular das leveduras ao longo do
periodo de incubacdo atingindo a fase estacionaria apds 24 horas para a maioria das leveduras
(Figura 1).

As leveduras Candida frijolensis CCMA 0377, C. tropicalis CCMA 0020, C. glabatra
CCMA 0486, C. labiduridarum CCMA 0027, C. tetrigidarum CCMA 0022 e Pichia
fermentans CCMA 0465, ndo sobreviveram as primeiras 24 horas de incubagédo quando o meio
foi acrescido de glicose, 0 mesmo ndo foi observado em relagcdo ao glicerol, ja que todas as

trinta e duas leveduras testadas sobreviveram mais do que 24 horas (Tabela 2).
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Figura 1 Crescimento das leveduras (a) Candida rugosa CCMA 0371 em glicerol puro e (b)
glicose, e Yarrowia lipolytica CCMA 0242 em (a) glicerol puro e (b) glicose.
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3.2 Producao de Polidis

Com relacdo a producdo de eritritol, as leveduras que apresentaram maior producdo
foram Candida rugosa CCMA 0371 e Yarrowia lipolytica CCMA 0242, que ap6s 12 dias de
fermentacao apresentaram uma producéo de 10,6987 e 5,1894 g/L de eritritol respectivamente.
Essas mesmas leveduras apresentaram niveis minimos de eritritol quando o meio possuia
glicose como fonte de carbono (Tabela 3). Pode-se relacionar a producdo de eritritol com o
tamanho da populacéo, uma vez que a maior producdo foi observada na maior populagédo de

leveduras. Na menor populagdo também foi encontrada menor produgdo (Figura 2).
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Tabela 3 - Comparagdo da producdo de acucares alcoois pelas leveduras Candida rugosa
CCMA 0371, Yarrowia lipolytica CCMA 0242 e Yarrowia lipolytica CCMA 0357
em glicerol puro e glicose.

Espécie Tempo Biomassa Eritritol Manitol Arabitol

(dias) (g1 (g1 (g1 (91

Glicerol Puro

Candida rugosa 12 8,1 10,6987 8,3655 3,9588

0371

Yarrowia 12 6,5 5,1894 5,0205 0,0359

lipolytica 0242

Yarrowia 12 7,0 4,6039 8,4743 3,4813

lipolytica 0357

Glicose

Candida rugosa 12 9,0 0,0034 ND 5,1923

0371

Yarrowia 12 7,4 0,0725 ND 0,0471

lipolytica 0242

Yarrowia 12 8,0 0,4225 7,5674 2,4927

lipolytica 0357

«» ND — Nada Detectado

No experimento de Tomaszewak, Riwisnka e Gladkowski (2012) foram analisadas nove
estirpes de Yarrowia lipolytica quanto a sua capacidade de produzir eritritol em meio contendo
100 g/L de glicerol durante dez dias de fermentacdo. Para essas nove estirpes testadas a
concentracdo de biomassa variou entre elas de 5,8 g/L a 10,5 g/L. Foi observada a producdo de
eritritol para todas as estirpes investigadas, essa produgéo variou com concentragdes de 20,0 a
35,5 g/L para a melhor produtora, o que corresponde a rendimentos variando de 0,33 a 0,42
g/L. No presente estudo, a biomassa produzida utilizando glicerol puro como fonte de carbono
variou de 6,5 a 8,1 g/L para as trés leveduras que apresentaram maior concentracdo de eritritol
produzido e a producéo de eritritol variou entre concentrac6es de 4,6039 a 10,6987 g/L. Nesse
mesmo experimento de Tomaszewak, Riwisnka e Gladkowski (2012), também foram
detectadas a presenca de manitol e arabitol ao final do processo, porém em concentragdes que
variaram de 0,2 a 2,63 g/L de manitol produzido, e 0,3 a 2,43 g/L de arabitol produzido. No
presente trabalho foram geradas grandes concentragdes de manitol variando de 5,0205 a 8,4743
g/L, e também de arabitol variando de 3,4813 a 3,9588 para as trés leveduras que apresentaram

maior producdo de eritritol.
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Figura 2 - Concentracdo de Eritritol produzido pelas leveduras Candida rugosa CCMA 0371
e Yarrowia lipolytica CCMA 0242 em meio de crescimento contendo (a) Glicerol

Puro e (b) Glicose ap0s 12 dias de fermentacéo.
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Existem muitos estudos que abordam a producdo de eritritol por via fermentativa
fazendo uso de diversas cepas da levedura Yarrowia lipolytica mutadas ou néo, utilizando
glicerol como fonte de carbono. Ja se tem conhecimento de muitas estratégias adotadas para se
conseguir uma alta producéo deste polidl desde a utilizacdo de salinidade para que seja causado
um estresse osmotico, até diferentes processos como bateladas e bateladas alimentadas. A
salinidade é um dos fatores que afetam o crescimento de microrganismos, pois induzem
alteracbes moleculares, bioquimicas e fisioldgicas para que 0s microrganismos tenham
capacidade de responder a esse estresse. Uma das respostas mais observadas é o acumulo
intracelular de polidis como arabitol, manitol e eritritol. Neste estudo foram observadas a
presenca de arabitol e manitol, além de eritritol (MIRONKZUC et al., 2014; RYMOWICZ;
RYWINSKA; MARCINKIEWICZ, 2009; TOMASZEWAK; RYWINSKA; GLADKOWSKI,
2012).
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Em seus estudos Kim et al. (1999), observaram que para producéo de eritritol a partir
de glicose utilizando Torula sp. em meios de cultura suplementados com diferentes
concentracdes de NaCl e KCL o crescimento celular e o consumo de glicose diminuiram quando
a concentracdo aumentou de 0,0 para 0,5 M. A medida em que aumentou-se a pressdo osmotica
o rendimento de eritritol também aumentou independente da fonte salina utilizada, sendo o

rendimento de eritritol em torno de 49% na osmolalidade de 2,4 g/L.

Rakicka el al. (2016) avaliou a producédo de eritritol pela cepa da levedura Yarrowia
lipolytica Wratislavia K1 em glicerol puro e bruto, utilizando diferentes fontes de nitrogénio.
A maior producéo de eritritol foi de 103,4 g/L com um rendimento de 0,52 g/g, utilizando uma
fonte inorganica de azoto (4,6 g/L de sulfato de amonia). No presente trabalho foi encontrado

um rendimento de 0,14 g/g de eritritol em relag&o ao glicerol consumido.

O eritritol € um poliol produzido em processos biotecnolégicos utilizando leveduras
osmofilicas, algumas espécies como Trichosporonoides sp, Monilella sp, Candida magnoliae
sdo conhecidas por apresentarem boa producdo de eritritol em meio utilizando glicose como
fonte de carbono (RYMOWICZ; RYWINSKA; MARCINKIEWICZ, 2009). Neste trabalho a
levedura Candida rugosa CCMA 0242 apresentou a melhor producéo de eritritol em meio com

glicerol, e ndo em glicose.

Uma estirpe de levedura pertencente a espécie Pseudozyma tsukubaensis cultivada
aerobicamente em um meio de cultura contendo glicose como fonte de carbono, produziu 245
g/L de eritritol, 0 que corresponde a uma producdo de 2,86 g/L/h e um rendimento de 61 %
(JEYA etal., 2009).

Neste trabalho, verificou-se que a produgéo obtida foi de 10,6987 £ 0,73 de eritritol com
rendimento de eritritol em relagéo ao glicerol consumido (YP/S) de 0,14 para Candida rugosa
CCMA 0371, e a producdo para Yarrowia lipolytica 25 CCMA 0242 foi de 5,1894 + 0,58 com

rendimento de eritritol em relagéo ao glicerol consumido (YP/S) de 0,08 (Tabela 4).



49

Tabela 4 - Par@metros cinéticos no ponto de méxima producao de eritritol (12 dias) por Candia
rugosa CCMA 0371 e Yarrowia lipolytica CCMA 0242

PE QE YP/S YP/X Y XIS

(9/L) (9/L.h) (9/9) (9/9) (9/9)

Candida rugosa 10,6987 £ 0,73 0,037 0,14 0,24 0,55
CCMA 0371

Yarrowia lipolytica 5,1894 + 0,58 0,018 0,08 0,37 0,23
CCMA 0242

No trabalho de Savergave et al. (2011), foram gerados mutantes de Candida magnoliae
a partir de ultravioleta e mutagénese quimica com o objetivo de obter-se um maior rendimento
de eritritol. A glicose e o extrato de levedura foram identificados como sendo componentes
determinantes para a producdo de polidis produzidos, especialmente eritritol e manitol. Eles
observaram que a composic¢ao 6tima do meio para producdo de eritritol possuia glicose (238
g/L) e extrato de levedura (9,2 g/L) e concluiram que a levedura foi capaz de produzir 87,8 g/L
de eritritol em processos de batelada alimentada com um rendimento de 31,1 %, sendo que um
dos mutantes designados como R23 foi capaz de produzir 60,3 g/L em comparacao com 14 g/L

da estirpe progenitora.

Durante o cultivo foi detectada a producdo de Manitol e Arabitol (Figura 3). Das
leveduras testadas 7 delas apresentaram producdo de Manitol especialmente em glicerol puro:
Yarrowia lipolytica CCMA 0357, Yarrowia lipolytica CCMA 0242, Candida glabatra CCMA
0043, Candida rugosa CCMA 0371, Candida parapsilosis CCMA 0384, Pichia fermentans
CCMA 0465 e Candida sojae CCMA 0040. Dessas leveduras as que apresentaram maior
producdo de manitol em glicerol puro foram Yarrowia lipolytica CCMA 0357 e Candida
rugosa CCMA 0242, com 8,4743 e 8,3655 g/L de manitol produzido respectivamente. Em
glicose a maior producdo foi observada para as leveduras Yarrowia lipolytica CCMA 0357 que
produziu 7,5674 g/L de manitol e para Candida parapsilosis CCMA 0384 que produziu 7,9021
g/L, sendo que esta Gltima produziu manitol apenas em glicose como fonte de carbono (Figura
3).

Onishi e Suzuki (1968), relataram em seu trabalho o efeito de varios substratos para a
producdo de manitol utilizando varias fontes de carbono. De todas as fontes testadas, a que

apresentou melhor resultado para producdo de manitol, foi a glicose, 0 mesmo n&o foi
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observado no presente trabalho, j& que as leveduras apresentaram maior producdo quando o
meio possuia glicerol como fonte de carbono. Os resultados obtidos no presente estudo séo
divergentes ao descrito pela literatura.

Figura 3 - Leveduras que apresentaram producéo de (a) manitol e (b) arabitol em glicerol puro
e glicose ap6s 12 dias de fermentacao.
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A producdo de arabitol foi observada em 29 das trinta e duas leveduras testadas (Figura
2). Houve um maior nimero de leveduras que produziram Arabitol em glicerol puro, sendo a
maior produtora a levedura Candida rugosa CCMA 0371 que produziu 3,9588 g/L de Arabitol.
Em glicose a maior produtora foi Trichosporon loubieri CCMA 0029 que apresentou uma
producdo de 5,8569 g/L de Arabitol seguida pela levedura Candida rugosa CCMA 0371 que
produziu 5,1923 g/L (Figura 2). As maiores concentraces de Arabitol foram observadas em

glicose.

De acordo com Nobre e Costa (1990), o acumulo de polidis estéa diretamente relacionado
com a fase de crescimento, sendo esse acumulo proporcional a quantidade de solutos
osmoticamente ativos concentrados externamente. O arabitol é acumulado em concentracGes
consideradas significativas principalmente quando esta em ocorréncia a fase exponencial. Na
levedura Geotrichum candidum é o arabitol que representa o papel de soluto compativel
principal sendo acumulado durante a fase exponencial de crescimento em meios com glicose,
podendo ser também observado um acumulo de manitol durante a fase estacionaria, sendo que

neste fungo o glicerol ndo € acumulado intracelularmente quando este é utilizado como Unica
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fonte de carbono. Em meios com NaCl o arabitol continua a ser produzido desempenhando as
fungdes de substancia osmorreguladora principal.

N&o foi detectada a presenca de outros polidis como maltitol, dulcitol, sorbitol, ribitol e

xilitol por nenhuma das leveduras testadas, usando cromatografia liquida.

3.3 Consumo de glicerol e glicose

De acordo com a Figura 4 pode-se observar que a producéo de eritritol e manitol tem
inicio apenas quando a glicose residual proveniente do indculo, se esgota no meio, isto, para
ambas as leveduras. No caso da levedura Candida rugosa CCMA 0371 essa glicose residual é
consumida totalmente ap0s o terceiro dia de fermentacao, no quinto dia ja tem inicio a producao
de manitol e no sexto dia pode ser observado o inicio da producéao de eritritol. O consumo de
glicerol acontece de forma gradativa desde o primeiro dia de fermentagdo. Para e levedura
Yarrowia lipolytica CCMA 0242 foi observado o consumo total da glicose residual ap6s quatro
dias de fermentacao, o eritritol comeca ser produzido logo em seguida, no quinto dia, e manitol
aparece a partir do sexto dia de fermentagcdo. Para ambas as leveduras foi observado que a
producdo de eritritol e manitol acontece de forma exponencial desde 0 momento em que se

esgota a glicose residual do meio até o fim da fermentacdo em doze dias.

O maior consumo de glicerol foi observado para a levedura Candida rugosa CCMA
0371 que iniciou a fermentacdo com 115,5 g/L e terminou ao final de doze dias com 43,3 g/L.
Yarrowia lipolytica CCMA 0242 deu inicio a fermentacdo com 111,3 g/L de glicerol e apds
doze dias apresentava 62,09 g/L. Devido a presenca de glicerol observado ao final do processo
fermentativo e a producgéo ascendente de eritritol e manitol, pode-se supor que um tempo maior
de fermentacdo resultaria em uma maior producédo de eritritol e manitol, até que todo glicerol

fosse entdo consumido.

Tomaszewska, Rywinska e Gladkowski (2012) avaliaram a capacidade de nove estirpes
de Yarrowia lipolytica quanto a capacidade de consumir glicerol. E observaram que o consumo
do glicerol durou de 63 a 148 horas de acordo com a levedura avaliada. No presente trabalho

apos 288 horas de fermentacdo o glicerol ndo havia ainda sido totalmente consumido.
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Figura 4 - Cinética do consumo de glicerol em rela¢do a producédo de eritritol e manitol para
Candida rugosa CCMA 0371 (a) e Yarrowia lipolytica CCMA 0242 (b) ao longo

dos 12 dias de fermentacéo.
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CONCLUSAO

Apos testes utilizando meios de cultivo acrescidos de glicose ou glicerol, foi observado
um melhor crescimento e maior viabilidade pelas leveduras nos meios suplementados com

glicerol.

Conclui-se que as duas cepas testadas de Yarrowia lipolytica CCMA 0242 e CCMA
0357 e especialmente a levedura Candida rugosa CCMA 0242, apresentaram capacidade de
produzir eritritol utilizando glicerol como fonte de carbono, sendo que 0 mesmo néo foi

observado para glicose.

Uma grande quantidade de outros metabdlitos produzidos, especialmente manitol e
arabitol, podendo em estudos posteriores ser detectada uma forma de diminuir a quantidade de

subprodutos formados, para que seja aumentada a producéo de apenas eritritol.
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