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A levedura Yarrowia lipolytica é estritamente aeróbia e produz uma variada gama de 

produtos, tal como o poliol eritritol, o qual possui aplicações na indústria farmacêutica e 

alimentícia, sendo reportado como um produto de estresse osmótico em pH 3 e cuja 

produção utilizando glicerol é amplamente pesquisada. Uma das formas de conduzir o 

desenvolvimento de um processo é estudar as variáveis que o influenciam utilizando 

planejamento estatístico. Aliado a isto, o emprego de sistemas miniaturizados 

economiza tempo e permite maior paralelismo para avaliação de condições 

experimentais. No presente estudo, foram avaliadas as influências do pH inicial da 

fermentação e concentrações de glicerol, extrato de levedura e cloreto de sódio na 

produção de eritritol. O melhor resultado obtido foi de 0,48 g eritritol g
-1

 glicerol em 

pH 3 e concentrações de 200, 2 e 32 g L
-1

 de glicerol, extrato de levedura e cloreto de 

sódio, respectivamente. Em etapa seguinte foi avaliada a influência do tamanho do 

inóculo, que permitiu verificar a melhor condição de produção correspondente ao menor 

tamanho de inóculo adotado. Nos cultivos onde houve produção de eritritol mais 

elevada, não foi observada a formação de pigmentos marrons que poderiam inibir a 

atividade de eritrose redutase e a formação de produto. A utilização de sistemas 

miniaturizados se mostrou adequada ao cultivo desta levedura.  
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The yeast Yarrowia lipolytica is strictly aerobe and produces a wide variety of products 

such as the poliol erythritol, which is applicable in the food and pharmaceutical 

industry, also being reported as osmotic stress product in pH 3 whose production from 

glycerol is greatly researched. One possible way to conduct process development is to 

evaluate variables that influence it by means of statistical designs. Employment of 

miniature systems saves time and allows parallelism in the experimental activity. In the 

present, influences of initial pH and concentrations of glycerol, sodium chloride and 

yeast extract were evaluated over the production of erythritol. Maximum glycerol to 

erythritol yield was 0.48 g erythritol g
-1

 glycerol for the following conditions: pH 3 and 

concentrations of 200, 2 e 32 g L
-1

 of glycerol, yeast extract and sodium chloride, 

respectively. Next step was the evaluation of inoculum size, which allowed verification 

of the best production condition corresponding to the smaller inoculum size adopted. No 

brown pigment that could inhibit erythrose reductase activity and further product 

formation was observed in cultivations where erythritol production was higher. 

Miniature systems proved to be adequate for this yeast cultivation.  



ix 
 

SUMÀRIO 
 

1 Introdução ............................................................................................................................. 1 

2 Objetivos ............................................................................................................................... 3 

3 Revisão Bibliográfica ............................................................................................................ 4 

3.1 Eritritol .......................................................................................................................... 4 

3.2 Produção de eritritol por via biotecnológica ................................................................. 7 

3.3 Yarrowia lipolytica ...................................................................................................... 10 

3.3.1 Produção de eritritol por Yarrowia lipolytica ...................................................... 12 

3.3.2 Estresse osmótico e oxidativo ............................................................................. 15 

3.3.3 Planejamento de experimentos ............................................................................ 19 

3.4 Miniaturização de processos ....................................................................................... 22 

3.4.1 Transferência de oxigênio ................................................................................... 23 

4 Metodologias experimentais ............................................................................................... 29 

4.1 Preservação e cultivo de células .................................................................................. 29 

4.1.1 Preservação e propagação ................................................................................... 29 

4.1.2 Ensaios preliminares ........................................................................................... 29 

4.1.3 Experimentos em microplacas............................................................................. 30 

4.2 Metodologias analíticas ............................................................................................... 32 

5 Resultados e discussão ........................................................................................................ 36 

5.1 Experimentos preliminares .......................................................................................... 36 

5.2 Planejamento fatorial completo ................................................................................... 37 

5.3 Delineamento composto central rotacional ................................................................. 41 

5.4 Avaliação da influência do tamanho do inóculo ......................................................... 47 

6 Conclusões .......................................................................................................................... 52 

7 Sugestões para trabalhos futuros ......................................................................................... 53 

BIBLIOGRAFIA ......................................................................................................................... 54 

 

  



x 
 

ÍNDICE DE TABELAS 

 

Tabela 1. Composição da glicerina produzida na Comanche Biocombustíveis (Bahia, Brasil) 

utilizando metóxido de sódio e óleos vegetais refinados ou óleos residuais. Dados: CAMPOS et 

al., 2014. ........................................................................................................................................ 2 

Tabela 2. Propriedades físico-químicas do eritritol. Fonte:https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/.... 6 

Tabela 3. Resumo da mudança de expressão gênica relacionada à exposição a 30 g/L de cloreto 

de sódio em cultivo de Yarrowia lipolytica tendo glicerol como fonte de carbono (200g/L). 

Fonte: construída a partir de Yang et al. (2015). ......................................................................... 17 

Tabela 4. Estudos da literatura encontrados envolvendo planejamento de experimentos para a 

produção de eritritol. Todas as cepas utilizadas são mutantes. ................................................... 21 

Tabela 5. Valores reais e codificados para as variáveis pH inicial do cultivo e concentrações de 

cloreto de sódio, glicerol e extrato de levedura do planejamento fatorial completo para a 

produção de eritritol por Yarrowia lipolytica. ............................................................................. 31 

Tabela 6. Valores reais e codificados para as variáveis pH inicial do cultivo e concentrações de 

cloreto de sódio, glicerol e extrato de levedura do delineamento composto central rotacional 

para a produção de eritritol por Yarrowia lipolytica. .................................................................. 31 

Tabela 7. Combinação de variáveis empregadas e respostas obtidas do planejamento fatorial 

completo para a produção de eritritol por Y. lipolytica em cultivo realizado em microplacas.... 37 

Tabela 8. Combinação de variáveis empregadas e respostas obtidas do delineamento composto 

central rotacional para a produção de eritritol por Y. lipolytica em cultivo realizado em 

microplacas. ................................................................................................................................ 42 

Tabela 9. Análise de variância (ANOVA) para as respostas produtividades mássicas de eritritol 

(QERI) e células (QX), resumida ao valor-p assumindo os termos de erro residual ou erro puro 

para o delineamento composto central rotacional. ...................................................................... 44 

Tabela 10. Parâmetros de processo calculados para os quatro dias iniciais do ensaio de avaliação 

da influência do tamanho do inóculo sobre a produção de eritritol por Y. lipolytica em 

microplacas . ............................................................................................................................... 49 

 

  



xi 
 

ÍNDICE DE FIGURAS 
 

Figura 1. Dados disponíveis até maio de 2016 referentes ao volume total de produção de 

biodiesel (milhões de m³). Fonte: ABIOVE (2016). ..................................................................... 1 

Figura 2. Diagrama de processo de produção de eritritol baseado na patente deposita pela 

Cargill. Fonte: SASMAN, ALAN HEAD & CAMERON (2007). ............................................... 5 

Figura 3. Mecanismo proposto para eliminação de radicais hidroxila pelo eritritol. Fonte: 

Adaptado de den Hartog et al. (2010). .......................................................................................... 6 

Figura 4. Mudanças metabólicas hipotéticas em M. megachiliensis em associação com a geração 

de poliol durante o desenvolvimento do estresse. TRE: trealase. TPS:trealose-6-fosfato sintase . 

TPP: trealose-6-fosfato fosfatase. Fonte: Adaptado de Kobayashi et al. (2015b). ........................ 8 

Figura 5. Morfologia da colônia e celular em cepas de Yarrowia lipolytica. (A) Morfologia da 

colônia da linhagem selvagem H222 (Fil+) e um mutante filamentoso (Fil-) em meio rico YPD. 

(B) Morfologia celular em YNB leveduriforme (imagem superior) e filamentosa na presença de 

soro (imagem inferior) Fonte: Nicaud (2012). ............................................................................ 11 

Figura 6. Número de artigos sobre Yarrowia lipolytica por década no PubMed; artigos no 

PubMed em 03 de setembro de 2016 usando “lipolytica” mais “candida” ou “yarrowia” (verde) 

mais “glicerol” (branco) como palavras-chave de busca. ........................................................... 11 

Figura 7. Via metabólica proposta para a produção de polióis por Yarrowia lipolytica utilizando 

glicerol como substrato. 1: glicerol cinase; 2: NAD
+
 glicerol-3-P desidrogenase; 3: manitol 

desidrogenase; 4: hexocinase; 5: manitol-1-P desidrogenase; 6: manitol-1-fosfatase; 7: 

transcetolase; 8: transaldolase; 9: arabitol desidrogenase; 10: eritrose redutase. Fonte: Adaptado 

de Tomaszewska et al. (2014). TCA: Ciclo do ácido cítrico....................................................... 12 

Figura 8. Fluxo relativo da via das pentoses-fosfato como função do rendimento de substrato em 

células para 14 leveduras do gênero hemiascomiceto estimado por análise METAFoR (razão de 

fluxo metabólico). Adaptado de Blank, Lehmbeck & Sauer (2005). .......................................... 13 

Figura 9. E feito de diferentes fontes de vitaminas na produção de eritritol por Y. lipolytica 

Wratislavia K1 a partir de glicerol em frascos agitados. X: concentração celular; GLY: 

concentração de glicerol; ERY: concentração de eritritol; Y: rendimento de glicerol em eritritol. 

Fonte: Adaptado de Tomaszewska, Rywińska & Rymowicz (2014). ......................................... 14 

Figura 10. Microscopia eletrônica de varredura de células de Y. lipolytica com aumento de 

5000x. A) controle; B) na presença de 9 % NaCl. Fonte: Andreishcheva et al. (1999). ............. 16 

Figura 11. Via proposta para degradação da tirosina em Yarrowia lipolytica. A caixa indica as 

reações que acontecem dentro da célula. Fonte: Adaptado de Carreira, Ferreira & Loureiro 

(2001b). ....................................................................................................................................... 19 

Figura 12. Ilustração do trade off de informação versus capacidade dos dispositivos para cultivo 

de células em diferentes escalas. Fonte: Adaptado de Betts e Baganz (2006). ........................... 22 

Figura 13. Relação entre a taxa de transferência de oxigênio, o coeficiente volumétrico de 

transferência de massa e os parâmetros hidrodinâmicos em biorreatores em diversos níveis. 

Fonte: Adaptado de (Garcia-Ochoa & Gomez (2009). ............................................................... 24 

Figura 14. Perfil hidrodinâmico obtido com 2,5 mL de líquido nas microplacas de 24 poços de 

fundo quadrado (17 x 17 mm) agitados a 300 rpm com amplitude de 50 mm (à esquerda) e 25 

mm (à direita). Nesses casos, 51 e 39 mmol O2/L h são transferidos para o líquido, 

respectivamente. Fonte: http://www.enzyscreen.com/oxygen_transfer_rates.htm ..................... 25 

Figura 15. Perfil de distribuição de taxas de cisalhamento (A e B) e taxas de dissipação de 

energia (C, D, E e F) para placas de 24 poços cilíndricos (A) e (B), de 96 poços retangulares 

com fundo esférico (C) e cônico (D) e frascos erlenmeyer com (E) e sem chicanas (F) 



xii 
 

calculados a partir de fluidodinâmica computacional. A agitação em B é maior do que em A e 

suficiente para deslocar o líquido pela parede do poço. Fonte: Adaptado de Barrett et al. (2010), 

Li et al. (2013) e Zhang et al. (2008). ......................................................................................... 26 

Figura 16. Sistema ENZYSCREEN para experimentos de cultivos de células. O desenho da 

tampa permite uma taxa controlada de evaporação de meio de cultivo. ..................................... 30 

Figura 17. . Curva padrão relacionando concentração celular (obtida a partir da massa seca) à 

absorbância a 570 nm para Yarrowia lipolytica em espectrofotômetro (Molecular Devices, 

Spectra Max M2
e
). ...................................................................................................................... 33 

Figura 18. Concentrações de célula (cinza), eritritol (branco) e manitol (triângulo preto) após 

240 horas de cultivo de Yarrowia lipolytica em Erlenmeyer de volume nominal de um litro com 

100 mL de meio contendo entre outros componentes, 100 g L
-1

 de glicerol, 1 g L
-1

 de extrato de 

levedura e concentrações de NaCl variando de 0 a 35 g L
-1

, mantidos a 28 °C e 140 rpm. ........ 36 

Figura 19. Mudança de coloração observada durante os experimentos do planejamento fatorial 

completo. Os pellets de cultivos que foram realizados em pH 3,0 (tubo à esquerda) e 4,3 (tubo 

central) apresentam coloração esverdeada, enquanto o pellet do cultivo em pH 5,6 (tubo à 

direita) apresenta coloração marrom, similar ao das células provenientes do meio de 

crescimento. ................................................................................................................................ 38 

Figura 20. Diagramas de Pareto para as respostas obtidas no planejamento fatorial completo 

utilizando como variáveis o pH inicial da fermentação e as concentrações de glicerol, NaCl e 

extrato de levedura. ..................................................................................................................... 39 

Figura 21. Gráfico de valores preditos versus valores observados para as produtividades 

mássicas de eritritol (à esquerda) e de células (à direita). ........................................................... 44 

Figura 22. Diagramas de Pareto para as produtividades mássicas de eritritol (à esquerda) e 

células (à direita) obtidas no DCCR utilizando como variáveis o pH inicial da fermentação e as 

concentrações de glicerol, NaCl e extrato de levedura................................................................ 45 

Figura 23. Perfil cinético obtido para avaliação do tamanho do inóculo (aproximadamente 1,7, 

3,8 e 5,7 g L
-1

 em azul, vermelho e preto, respectivamente) de Y. lipolytica utilizando o sistema 

de microplacas. Imagem superior:pH. Imagem inferior à esquerda: massa de células (curva 

pontilhada); massa de glicerol (curva tracejada). Imagem inferior à direita: massa de eritritol 

(curva tracejada); massa de manitol (curva pontilhada). ............................................................. 48 

Figura 24. Evolução da coloração dos pellets da cinética de avaliação do tamanho de inóculo da 

levedura Y. lipolytica. A imagem à esquerda é referente ao dia do inóculo, a imagem central é 

referente ao quarto dia e a imagem à direita é referente ao décimo dia de fermentação. Os tubos 

estão ordenados da esquerda para direita como condição A, B e C, exceto a imagem central que 

é referente à condição C. ............................................................................................................. 51 

 



1 

1 Introdução 

Eritritol é um poliol edulcorante que pode ser obtido como produto do 

metabolismo de Yarrowa lipolytica sob estresse osmótico, cuja produção industrial é 

realizada por via biotecnológica, na qual podem ser utilizados tanto glicerol puro ou 

residual quanto glicose como substrato. O rendimento teórico em eritritol a partir de 

glicerol é próximo ao valor calculado para glicose (67,7 e 66,3 % para glicose e glicerol, 

respectivamente). Assim, o baixo custo do glicerol bruto como matéria-prima permite 

destaque à pesquisa de processos produtivos que utilizem essa fonte de carbono 

(RYWIŃSKA et al., 2013), sobretudo no mercado brasileiro, cuja produção de glicerol 

bruto resulta principalmente do volume de biodiesel produzido a partir do óleo de soja, 

uma commodity nacional (ABIOVE,2016).  

No Brasil, a produção de glicerol em 2012 (Figura 1) já excedia a demanda e 

capacidade de absorção dos mercados (cosméticos, alimentícios e consumo direto) 

(UMPIERRE; MACHADO, 2013). Portanto, devido à crescente demanda e produção de 

biodiesel, torna-se essencial encontrar alternativas para a transformação do glicerol em 

produtos de maior valor agregado. Neste sentido, a produção de eritritol é uma 

alternativa interessante, tendo em vista que este é importado para comercialização no 

mercado brasileiro. 

 

 
Figura 1. Dados disponíveis até maio de 2016 referentes ao volume total de produção de biodiesel 

(milhões de m³). Fonte: ABIOVE (2016). 
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A Tabela 1 mostra a composição da glicerina bruta obtida em uma produtora de 

biocombustíveis na Bahia. A presença de impurezas não afetam o crescimento de 

Yarrowia lipolytica, sendo os sais presentes interessantes do ponto de vista metabólico, 

pois atuam como agente seletivo para a produção de eritritol ao invés de manitol 

(TOMASZEWSKA, RYWIŃSKA e GLADKOWSKI, 2012).  

Tabela 1. Composição da glicerina produzida na Comanche Biocombustíveis (Bahia, Brasil) utilizando 

metóxido de sódio e óleos vegetais refinados ou óleos residuais. Dados: CAMPOS et al., 2014. 

Material Porcentagem mássica (%) 

Glicerol 82 

Na+ 6,5 

Metanol 0,09 

Monoacilgliceróis < 1,0 

 

Portanto, para o desenvolvimento de uma alternativa à importação deste produto, 

novos processos devem ser pesquisados. No âmbito deste objetivo, a utilização de 

sistemas miniaturizados aliada à aplicação de ferramentas estatísticas para o 

planejamento de experimentos permite a exploração de uma região experimental de 

forma mais rápida e econômica, desde que o sistema miniaturizado empregado seja 

capaz de fornecer o ambiente adequado de cultivo à célula. 

O cultivo de leveduras estritamente aeróbicas, como Yarrowia lipolytica, é 

diretamente afetado pela presença de oxigênio. Logo, é importante determinar como os 

parâmetros de processo podem afetar seu desempenho. Algumas alternativas para 

garantir o fornecimento adequado de oxigênio à célula incluem o uso de 

perfluorodecalinas e ar hiperbárico (COELHO, AMARAL e BELO, 2010), assim como 

o uso de geometrias dos biorreatores que promovam maior grau de mistura e 

transferência de massa no cultivo. 

Tendo isto em vista, o presente estudo tem como objetivo investigar a produção 

do eritritol empregando técnicas de planejamento estatístico e sistemas miniaturizados 

para o cultivo de Y. lipolytica tendo o glicerol como substrato. 
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2 Objetivos 

O objetivo principal da dissertação é avaliar a produção de eritritol por 

Y. lipolytica IMUFRJ 50682 utilizando sistemas miniaturizados, empregando como 

variáveis de estudo os componentes do meio de cultivo. 

Os objetivos principais são: 

 Verificar a produção de eritritol e manitol por Yarrowia lipolytica; 

 Determinar a influência da concentração de NaCl na produção de eritritol 

e manitol por Yarrowia lipolytica; 

 Verificar o cultivo de Yarrowia lipolytica e a produção de eritritol em 

sistemas miniaturizados; 

 Avaliar a influência dos principais componentes do meio de cultivo na 

produção de eritritol por meio da metodologia de planejamento 

estatístico; 

 Avaliar a melhor concentração de inóculo inicial para a produção de 

eritritol, assim como o perfil cinético de produção; 
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3 Revisão Bibliográfica 

3.1 Eritritol 

Visando o aproveitamento do glicerol oriundo da produção de biodiesel, 

pesquisas têm sido desenvolvidas tanto no que tange a processos catalíticos químicos 

quanto fermentativos, utilizando este subproduto como substrato para obtenção de 

produtos de maior valor agregado, como edulcorantes e aditivos alimentares. 

Eritritol (2S,3R-butano-1,2,3,4-tetraol) é um edulcorante com aplicação 

alimentar e farmacêutica. Este adoçante é comprovadamente seguro em termos 

toxicológicos mesmo quando consumido em grandes quantidades (RYMOWICZ, 

RYWIŃSKA e MARCINKIEWICZ, 2009). É um poliol (álcool de açúcar) não 

carcinogênico, adoçante não calórico (1,254 kJ/g) e seguro para consumo por 

diabéticos. Eritritol possui entre 70 e 80% do poder adoçante da sacarose, é 

naturalmente encontrado em frutas, cogumelos e alguns alimentos fermentados 

(RYMOWICZ, RYWIŃSKA e GŁADKOWSKI, 2008) e não glicêmico. É rapidamente 

absorvido no intestino e 90 % é excretado não modificado na urina, sendo a porção não 

absorvida consumida por micro-organismos presentes no intestino, possuindo efeito 

colateral laxativo e flatulento quando consumido em excesso (GREMBECKA, 2015). 

A produção de eritritol em larga escala é feita, tradicionalmente, em processos 

fermentativos usando glicose pura, sacarose ou hidrolisados de amido como substrato, 

já que a via de produção química não possui rendimentos adequados. O eritritol é 

comercializado por empresas como Cargill Food & Pharm Specialties (Blair, Nebraska, 

USA), Mitsubishi Chemical Corporation (Tokyo, Japan) e Bolak Corporation 

(Whasung, Kyungki-do, Korea). (MOON et al., 2010). No Brasil, a resolução RDC Nº 

18 da ANVISA de 24 de março de 2008 autoriza a Cargill a importar e comercializar o 

eritritol sob o nome comercial de Zerose
TM

 (como aditivo e edulcorante). No processo 

industrial, após a fermentação, o caldo fermentado é filtrado, evaporado para remover o 

excesso de água e submetido a processos de troca iônica para remover sais e, em 

seguida, o eritritol é cristalizado atingindo alta pureza. Um diagrama do processo pode 

ser verificado na Figura 2. 
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Figura 2. Diagrama de processo de produção de eritritol baseado na patente deposita pela Cargill. Fonte: 

SASMAN, ALAN HEAD & CAMERON (2007). 

 

Além de ser utilizado como edulcorante, este possui propriedade antioxidante. O 

mecanismo de atuação in vitro do eritritol foi verificado por ensaios de espectroscopia 

de ressonância paramagnética eletrônica, nos quais é possível observar a remoção de 

prótons do eritritol por radicais hidroxila, formando radicais primários eritritil. Estes são 

responsáveis por reagir com oxigênio molecular e, após a expulsão de radicais 

superóxido da molécula, dão origem a moléculas de eritrose e eritrulose 

majoritariamente, conforme é ilustrado na Figura 3 (DEN HARTOG et al., 2010). 
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Figura 3. Mecanismo proposto para eliminação de radicais hidroxila pelo eritritol. Fonte: Adaptado de 

den Hartog et al. (2010). 

Ademais, eritritol (além de manitol e galactitol) pode ter aplicação industrial nos 

sistemas de trocadores de calor para armazenamento de energia térmica residual 

(NOMURA, OKINAKA & AKIYAMA, 2009), sendo aplicado como material de 

mudança de fase, isto é, como material de estocagem de energia de calor latente, já que 

possui densidade de armazenamento térmico maior do que materiais de estocagem de 

calor sensível (KAKIUCHI et al., 1998). A Tabela 2 mostra as propriedades deste 

composto, em especial a sua estabilidade, que permite este tipo de aplicação. 

Tabela 2. Propriedades físico-químicas do eritritol. Fonte:https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ 

Propriedade Valor 

Fórmula Molecular C4H10O4 

Massa Molar 122, 12 g mol
-1

 

Log P -2,29 

Solubilidade 

Água: muito solúvel (60 % m/m) 

Piridina: solúvel (2,5 % m/m) 

Etanol: pouco solúvel 

Éter etílico, benzeno: insolúvel 

Ponto de Ebulição 330,5 °C 

Ponto de Fusão 121,5 °C 

Densidade 1,451 g cm
-
³ 

Pressão de Vapor 5,25x10
-7

 mmHg 

Viscosidade 1,1372 mPa s (a 30 °C) 

Estabilidade Térmica e química (pH de 2 a 10) 
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3.2 Produção de eritritol por via biotecnológica 

Os micro-organismos empregados para a produção de eritritol são geralmente 

fungos filamentosos e leveduras como Aureobasidium (ISHIZUKA et al., 1989), 

Trigonopsis variabilis (KIM et al., 1997), Trichosporonoides madida CJ-NT1 

(HAMPTON et al., 1999), Torula sp. (OH et al., 2001), Candida magnoliae (KOH et 

al., 2003; SAVERGAVE et al., 2011), Moniliella sp. (LIN et al., 2001) e Yarrowia 

lipolytica (RYMOWICZ; RYWIŃSKA; GŁADKOWSKI, 2008). Entretanto, bactérias 

como Leuconostoc oenos (VEIGA-DA-CUNHA et al., 1992) também produzem 

eritritol em condições anaeróbias. No caso de micro-organismos que não são 

naturalmente produtores, Van Der Woude et al. (2016) reportaram a produção 

fotoautotrófica pela cianobactéria Synechocystis PCC6803, modificada para expressar 

as enzimas eritrose-4-fosfatase e eritrose-redutase, necessárias à conversão do 

intermediário eritrose-4-fosfato do ciclo de Calvin a eritritol. Os autores obtiveram 

baixas concentrações de produto, mas esta alternativa indica a busca por processos 

produtivos cada vez mais sustentáveis. 

A produção de eritritol por bactérias lácticas heterofermentativas tem a função 

de balancear o potencial de oxirredução da célula, oxidando moléculas de NADPH que 

estão em excesso e causam o acúmulo de glicose-6-fosfato e frutose-6-fosfato na célula. 

(VEIGA-DA-CUNHA, SANTOS & VAN SCHAFTINGEN, 1993; VEIGA-DA-

CUNHA et al., 1992). Já a produção por leveduras, sobretudo osmofílicas, é resultado 

da exposição ao estresse osmótico devido à alta concentração de algum componente do 

meio de cultivo (PARK et al., 2005). Para evitar que esse estresse osmótico danifique 

estruturas celulares, a célula produz solutos compatíveis, que são moléculas capazes de 

regular o estresse osmótico e proteger e estabilizar enzimas mantendo sua atividade, 

permitindo o funcionamento normal das funções celulares (BROWN, 1976). 

As moléculas produzidas como solutos compatíveis podem variar entre as 

espécies de levedura utilizadas, sendo em geral polióis como manitol, eritritol 

(TOMASZEWSKA; RYWIŃSKA; GLADKOWSKI, 2012) e glicerol (KOBAYASHI 

et al., 2015a). No entanto, a produção de cada poliol pode ser modulado por fatores 

como o pH e concentração de sais (TOMASZEWSKA et al., 2014), bem como o estágio 

de estresse osmótico (KOBAYASHI et al., 2013). Esta última forma de modulação, 

esquematizada na Figura 4, foi proposta após estudos de produção por Moniliella 
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megachiliensis, sendo mais intensa em células que haviam acumulado trealose como 

polímero de reserva (KOBAYASHI et al., 2015b). 

 

 

Figura 4. Mudanças metabólicas hipotéticas em M. megachiliensis em associação com a geração de poliol 

durante o desenvolvimento do estresse. TRE: trealase. TPS:trealose-6-fosfato sintase . TPP: trealose-6-

fosfato fosfatase. Fonte: Adaptado de Kobayashi et al. (2015b). 

 

O provável mecanismo de produção de eritritol para diferentes espécies de 

levedura como Candida magnoliae (PARK et al., 2005), Moniliella megachiliensis 

(SAWADA et al., 2009) e Yarrowia lipolytica (TOMASZEWSKA et al., 2014), está 

ligado à via das pentoses-fosfato, sendo o substrato glicose ou glicerol. Para tal, um dos 

intermediários da via das pentoses, a eritrose-4-fosfato, deve ser desfosforilado pela 

enzima eritrose-4-fosfato cinase e em seguida reduzido pela eritrose redutase (a enzima 

mais estudada) gerando então o eritritol (MOON et al., 2010). Tendo em vista que as 

reações enzimáticas da fase não oxidativa da via das pentoses-fosfato para conversão da 

eritrose-4-fosfato em eritritol são reversíveis, existe, portanto, a possibilidade da 

reutilização do eritritol pela célula caso seja necessária. 

Em cultivos de M. megachiliensis nos quais o glicerol é a fonte de carbono, o 

acúmulo de trealose e a produção de eritritol também são observados, indicando que 

possivelmente o micro-organismo seja capaz de realizar gliconeogênese e que parte do 

eritritol seja gerado a partir dessa reserva de carbono (KOBAYASHI et al., 2015a).  
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A glicose é a fonte de carbono e energia mais utilizada em cultivos de leveduras 

como Torula sp., Moniliella pollinis e Trichosporonoides megachiliensis (PARK et al., 

2005), sendo empregadas em altas concentrações desde que o micro-organismo seja 

resistente, melhorando a produtividade e rendimento dos processos em batelada (OH et 

al., 2001). Como alta atividade glicolítica é desejável para o consumo de todo o 

substrato, espera-se que o padrão de expressão das enzimas da via seja modificado, 

tendo sido observado, em cultivo de C. magnoliae, o aumento de 50 % a 100 % na 

expressão de enolase, responsável na conversão de 2-fosfoglicerato a fosfo-

enolpiruvato, resultando em produção de ATP e piruvato na próxima etapa sequencial 

da via, que pode ser essencial à tolerância aos estresses causados (KIM et al., 2013). 

O estresse osmótico pode ser obtido pela adição de altas concentrações do 

substrato (acima de 150 e 200 g/L de glicerol e glicose, respectivamente) ou através da 

adição de sais como NaCl e KCl. A estratégia de regulação da pressão osmótica pela 

concentração do substrato já foi utilizada tanto para glicerol quanto para glicose, em 

cultivos de Y. lipolytica (YANG et al., 2013) e Trigonopsis variabilis (KIM et al., 

1997), respectivamente. Para T. variabilis, o efeito do estresse osmótico foi 

independente da substância utilizada (glicose, cloreto de sódio ou de potássio). 

O pH do cultivo assim como a temperatura estão diretamente atrelados à espécie 

de levedura utilizada, sendo a faixa ácida de pH (3 a 5,5) e temperaturas entre 27 e 35°C 

as mais estudadas (TOMASZEWSKA et al., 2014; SAWADA et al., 2009; LEE et al., 

2001; OH et al., 2001).  

A concentração de eritritol parece ser influenciada também pela concentração de 

oxigênio dissolvido no meio de cultivo. Em cultivos de C. magnoliae, a aeração em 

excesso pode ser prejudicial ao processo, devido à produção de ácido glicônico 

(RYU et al., 2000), enquanto que para uma cepa mutante a concentração deveria ser 

mantida entre valores abaixo de 2 % de saturação do ar (SAVERGAVE et al., 2011). 

SAWADA et al. (2009) mostraram que em condições anaeróbicas ocorre a produção de 

etanol em cultivo de T. megachiliensis, evidenciando a necessidade de ao menos 0,1 

ppm de oxigênio dissolvido para produção de eritritol. Para outras leveduras como 

Pseudozyma tsukubaensis e Torula sp., concentrações entre 20 % e 30 % parecem ser 

adequadas (JEYA et al., 2009; OH et al., 2001).  
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Em relação à enzima eritrose redutase, foi identificado que alguns compostos 

inibem a sua atividade. Um deles é o fumarato, subproduto inibidor não-competitivo da 

enzima na produção por Torula corallina, cujo efeito sobre a atividade pode ser 

antagonizado pela suplementação de Cu
2+

 no meio de cultivo (LEE; KOO; KIM, 2002), 

levando ao aumento da atividade enzimática (LEE et al., 2000). Outro inibidor não-

competitivo identificado na produção industrial por T. corallina é a 1,8-

dihidroxinaftaleno (DHN)-melanina, que causa a melanização da parede celular, sendo, 

neste caso, a molécula de triciclazol um antagonista a esse efeito inibitório (LEE, JUNG 

& KIM 2003). 

3.3 Yarrowia lipolytica 

A levedura Y. lipolytica é pertencente ao grupo das leveduras não-

convencionais, do gênero hemiascomiceto, que apresenta como características 

marcantes a sua capacidade de degradação de determinados substratos e alta capacidade 

secretora, responsáveis pelo despontamento do interesse sobre este micro-organismo 

(FLORES et al., 2000). Além disso, tem sido utilizada como modelo para estudos de 

biogênese de peroxissomos, da transição dimórfica e do complexo mitocondrial I 

(NICAUD, 2012). É considerada não-patogênica e processos utilizando esse micro-

organismo foram geralmente classificados como seguro (Generally Regarded As Safe, 

GRAS) pela Food and Drug Administration (FDA, USA) (COELHO; AMARAL; 

BELO, 2010). 

Ademais, esta levedura é estritamente aeróbia e capaz de consumir outras fontes 

de carbono como glicose, alcoóis, acetato, n-parafinas, mas não a sacarose (BARTH; 

GAILLARDIN, 1997). Sua estrutura genética é conservada em isolados de diferentes 

partes do mundo, possuindo seis cromossomos definindo o complemento haploide das 

cepas e a variação na estrutura genética de cada uma é devido mais a diferenças no 

tamanho do que na estrutura (CASARÉGOLA et al., 1997). 

Outra característica de destaque é sua capacidade de realizar a transição 

dimórfica completa, ou seja, esta levedura pode ser observada em sua morfologia 

leveduriforme e hifada (Figura 5). Essa transição é importante do ponto de vista 

operacional do cultivo, já que as diferentes morfologias podem resultar em alterações na 

transferência de massa e energia no sistema, além de mudanças no padrão de produção 
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de enzimas e metabólitos. O fator predominante para a transição desta levedura é o pH 

inicial da fermentação, sendo a forma hifada observada em valores próximos a 

neutralidade e desaparece quase completamente em pH 3,0 (COELHO; AMARAL; 

BELO, 2010). 

 

Figura 5. Morfologia da colônia e celular em cepas de Yarrowia lipolytica. (A) Morfologia da colônia da 

linhagem selvagem H222 (Fil+) e um mutante filamentoso (Fil-) em meio rico YPD. (B) Morfologia 

celular em YNB leveduriforme (imagem superior) e filamentosa na presença de soro (imagem inferior) 

Fonte: Nicaud (2012). 

Além de ser utilizada como modelo em diversas situações, esta é capaz de 

consumir tanto glicerol puro quanto residual da produção de biodiesel (bruto), motivo 

pelo qual o número de estudos envolvendo a busca por processos de produção tendo o 

binômio Yarrowia lipolytica ― glicerol tem crescido (Figura 6).  

 

Figura 6. Número de artigos sobre Yarrowia lipolytica por década no PubMed; artigos no PubMed em 

03 de setembro de 2016 usando “lipolytica” mais “candida” ou “yarrowia” (verde) mais “glicerol” 

(branco) como palavras-chave de busca. 

 

O uso deste binômio está relacionado principalmente à produção de ácidos 

orgânicos, polióis, biossurfactantes, óleo microbiano e lipases (RYWIŃSKA et al., 
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2013). Pode se observar na Figura 6 que a tendência geral é o aumento de publicações 

sobre Y. lipolytica, incluindo aquelas contendo o glicerol como substrato da 

fermentação, sobretudo levando em consideração que nos últimos cinco anos já foi 

publicado cerca de 80 % dos artigos publicados na década anterior. 

3.3.1 Produção de eritritol por Yarrowia lipolytica 

No processo de produção de eritritol por Y. lipolytica, os maiores valores de 

atividade enzimática das enzimas-chave (transcetolase e eritrose redutase) são 

reportados durante a fase exponencial do crescimento. Além disso, maiores atividades 

são observadas quando ocorre a adição de NaCl em pH 3,0. Do contrário, a produção 

pode ter seu rendimento diminuído devido à produção de ácido cítrico, principalmente 

em ambientes menos ácidos (3,5 a 6,5) (TOMASZEWSKA et al., 2014). A Figura 7 

ilustra a via metabólica proposta para a obtenção do eritritol por Yarrowia lipolytica 

utilizando o glicerol como substrato. Neste processo, o glicerol é fosforilado pela 

enzima glicerol cinase e, em seguida, é oxidado pela glicerol-3-fosfato desidrogenase, 

produzindo dihidroxiacetona-fosfato, a qual entra na via glicolítica (RYMOWICZ; 

RYWIŃSKA; GŁADKOWSKI, 2008).  

 

 

Figura 7. Via metabólica proposta para a produção de polióis por Yarrowia lipolytica utilizando glicerol 

como substrato. 1: glicerol cinase; 2: NAD
+
 glicerol-3-P desidrogenase; 3: manitol desidrogenase; 4: 

hexocinase; 5: manitol-1-P desidrogenase; 6: manitol-1-fosfatase; 7: transcetolase; 8: transaldolase; 9: 

arabitol desidrogenase; 10: eritrose redutase. Fonte: Adaptado de Tomaszewska et al. (2014). TCA: Ciclo 

do ácido cítrico. 
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Blank, Lehmbeck & Sauer (2005) mostraram por análise de fluxo metabólico 

que, em geral, as leveduras do gênero hemiascomiceto (incluído Y. lipolytica) 

apresentam correlação (R² = 0,67) entre o crescimento celular e a atividade metabólica 

da via das pentoses-fosfato, indicando que elas dependem majoritariamente desta via 

para a produção de NADPH a partir de glicose (Figura 8). Ao utilizar a análise de fluxo 

metabólico como ferramenta de investigação, Wasylenko, Ahn & Stephanopoulos 

(2015) também sugeriram que a alta atividade da parte oxidativa da via das pentoses-

fosfato seja a fonte primária de poder redutor na forma de NADPH para a produção de 

lipídios a partir de glicose pela levedura Y. lipolytica. Neste caso, foi observado o 

desvio completo da glicose-6-fosfato para a via das pentoses-fosfato, que suporta o 

aumento da produção de lipídios. Ambos os casos comprovam a capacidade adaptativa 

desta levedura de direcionar o fluxo metabólico para esta via. 

 

Figura 8. Fluxo relativo da via das pentoses-fosfato como função do rendimento de substrato em células 

para 14 leveduras do gênero hemiascomiceto estimado por análise METAFoR (razão de fluxo 

metabólico). Adaptado de Blank, Lehmbeck & Sauer (2005). 

Tendo em vista que para que as reações de transferência de grupos da via das 

pentoses-fosfato ocorram é necessário que tanto gliceraldeído-3-fosfato quanto frutose-

6-fosfato estejam presentes, espera-se que esta levedura seja capaz de executar a 

gliconeogênese para formação de hexoses, analogamente ao que foi citado 

anteriormente para M. megachiliensis. De fato, Jardón, Gancedo & Flores (2008) 

mostraram que Y. lipolytica é capaz de crescer (mais lentamente) em substratos 

gliconeogênicos, incluindo glicerol, mesmo sem a expressão de frutose-1,6-bisfosfatase, 

indicando que esta possui alguma outra fosfatase responsável por esta etapa enzimática. 



14 

Assim, parte da dihidroxiacetona-fosfato (rapidamente isomerizada pela triose-fosfato 

isomerase a gliceraldeído-3-fosfato) deve ser desviada também para a produção de 

frutose-6-fosfato. 

Logo, é evidente que o glicerol residual (bruto ou não) da produção de biodiesel 

tenha sido alvo de muitas pesquisas, já que a levedura é capaz de utilizar esse substrato, 

o qual tem proporcionado resultados mais satisfatórios (glicerol bruto) do que quando 

em cultivo com glicose, além de já conter sais residuais necessários ao aumento da 

pressão osmótica (Tabela 1) e seletividade de eritritol sobre manitol (RYMOWICZ, 

RYWIŃSKA & MARCINKIEWICZ, 2009; TOMASZEWSKA, RYWIŃSKA & 

GLADKOWSKI, 2012). 

Outros fatores que foram avaliados para esta cepa incluem fontes de vitaminas, 

de nitrogênio e a suplementação de cátions divalentes de Cu, Fe, Mn e Zn. O efeito mais 

pronunciado sobre a produção foi do metal manganês, levando a um aumento de 35% 

na atividade da enzima (TOMASZEWSKA; RYMOWICZ; RYWIŃSKA, 2014). Já 

para a fonte de nitrogênio e vitaminas, o extrato de levedura se destaca por proporcionar 

maior produtividade volumétrica, enquanto a peptona, como fonte de nitrogênio, 

favorece uma maior taxa de produção específica (TOMASZEWSKA; RYWIŃSKA; 

RYMOWICZ, 2014). A Figura 9 mostra os resultados obtidos para avaliação da fonte 

de vitaminas sobre a produção de eritritol. 

 

Figura 9. E feito de diferentes fontes de vitaminas na produção de eritritol por Y. lipolytica 

Wratislavia K1 a partir de glicerol em frascos agitados. X: concentração celular; GLY: concentração de 

glicerol; ERY: concentração de eritritol; Y: rendimento de glicerol em eritritol. Fonte: Adaptado de 

Tomaszewska, Rywińska & Rymowicz (2014). 
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Para o devido controle dos fatores nutricionais, diferentes estratégias 

operacionais têm sido investigadas. Yang et al. (2013) investigaram uma nova estratégia 

de controle do processo em batelada alimentada em dois estágios para evitar que a alta 

concentração inicial de substrato impedisse o crescimento da levedura. Para tal, 

alimentaram glicerol, que atuou como substrato e agente osmorregulador, de forma a 

manter a pressão osmótica constante durante as primeiras 96 horas do cultivo e depois 

elevaram a pressão osmótica para o valor desejado, obtendo aumento de 

aproximadamente 25 % e 2 % na concentração final de produto e na produtividade, 

respectivamente. Apesar disso, a estratégia também possibilitou a produção de manitol 

em quantidades substanciais. Outros trabalhos também fazem uso da estratégia de 

alimentação escalonada para melhorar o processo (RYMOWICZ; RYWIŃSKA; 

MARCINKIEWICZ, 2009; RYWIŃSKA et al., 2015) e em todos eles a produtividade 

obtida foi em torno de 1,0 g L
-1

h
-1

, apesar da estratégia de manter a pressão osmótica 

constante ter sido a mais eficiente para maior concentração final de produto. Não 

somente a batelada alimentada, mas também bateladas repetidas foram testadas 

(MIROŃCZUK et al., 2014). Uma variação da batelada alimentada em dois estágios foi 

relatada por Mirończuk et al. (2015) tendo o melaço como substrato inicial para 

crescimento celular e o glicerol como substrato e agente osmorregulador da produção 

utilizando uma cepa geneticamente modificada da Y. lipolytica para expressão do gene 

SUC2 de Saccharomyces cerevisiae (para expressão de invertase), alcançando valores 

de produtividade similares ao dos estudos citados anteriormente. 

3.3.2 Estresse osmótico e oxidativo 

Durante a produção de eritritol, o estresse osmótico é utilizado para induzir a 

produção deste e outros polióis. Logo, mudanças decorrentes do estresse tanto na 

morfologia celular quanto no perfil de expressão gênica podem ser esperadas. Para 

verificar a morfologia celular, Andreishcheva et al. (1999) utilizaram tanto a 

microscopia eletrônica de varredura quanto morfometria computadorizada e verificaram 

que a superfície de projeção da célula diminui nos primeiros 30 minutos de exposição 

ao cloreto de sódio (9%) e depois retoma o seu tamanho normal e permanece constante, 

se tornando progressivamente mais redonda, conforme é observado na Figura 10. Além 

disso, observaram que a levedura é capaz de crescer em até 120 g L
-1

 de cloreto de 

sódio. No entanto, ao verificar o efeito da concentração de NaCl, Tomaszewska-Hetman 
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& Rywińska (2016) observaram que, em concentrações acima de 25 g L
-1

, a 

concentração celular final é reduzida, chegando a metade da concentração observada 

para cultivos sem adição deste sal (maior redução) e concluíram que isso deve ao fato 

de haver redução da atividade da enzima glicerol cinase, causando um prolongamento 

da fase lag do crescimento celular. Além disso, a estratégia citada anteriormente de dois 

estágios de pressão osmótica se mostrou eficaz no processo. 

 

Figura 10. Microscopia eletrônica de varredura de células de Y. lipolytica com aumento de 5000x. A) 

controle; B) na presença de 9 % NaCl. Fonte: Andreishcheva et al. (1999). 

Já mudanças no padrão de expressão gênica foram observadas por Yang et al. 

(2015) em células coletadas no fim da fase exponencial de crescimento em 200 g/L de 

glicerol com 30 g/L de cloreto de sódio (alta pressão osmótica, 4,21 osmol/kg) e sem 

adição do sal (baixa pressão osmótica, 3,17 osmol/kg). Um resumo delas é exposto na 

Tabela 3. Os autores sugeriram que a expressão de enzimas relativas à defesa contra 

espécies reativas de oxigênio devido ao estresse oxidativo esteja relacionada ao mau 

funcionamento de cadeia transportadora de elétrons. No entanto, outra possibilidade 

pode estar relacionada à deficiência de aminoácidos no meio de cultivo, que também 

leva a indução de enzimas antioxidantes (MANSOUR et al., 2009). Dentre outras 

observações presentes na tabela, o aumento da concentração intracelular de prolina foi 

verificado também por Andreishcheva et al. (1999).  
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Tabela 3. Resumo da mudança de expressão gênica relacionada à exposição a 30 g/L de cloreto de sódio em cultivo de Yarrowia lipolytica tendo glicerol como fonte de 

carbono (200g/L). Fonte: construída a partir de Yang et al. (2015). 

Alvo do Impacto Enzima ou Conjunto Nível de Expressão Consequência 

Metabolismo energético 

Triose-fosfato isomerase Aumentado 
Aumento do fornecimento de gliceraldeído-3-fosfato às 

vias metabólicas 

Enolase  

Eno1p / Eno2p 
Aumentado/Reduzido 

Expressão em cultivo em substratos glicolíticos e 

gliconeogênicos 

Transcetolase Aumentado 
Aumento das concentrações de intermediários da via 

das pentoses-fosfato 

Componentes 

relacionados a proteínas 

Catabolismo de Glicina, 

Glutamato ou Prolina 
Reduzido Acúmulo de aminoácidos 

Enzimas para biossíntese celular Reduzido Repressão do ciclo celular (cell cycle arrest) 

Resposta de estresse e 

resgate celular 

Aldoceto-redutases Aumentado Redução de eritrose-4-fosfato a eritritol-4-fosfato 

Proteínas de choque térmico Aumentado 
Atuação como chaperones moleculares para prevenção 

da desnaturação irreversível de proteínas 

Peroxirredoxina, Superóxido 

dismutase e Catalase T 
Aumentado 

Proteção contra dano oxidativo de peróxido de 

hidrogênio 
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Considerando que a função básica de produção de energia esteja associada à 

oxidação fosforilativa por meio da citocromo oxidase, o mau funcionamento da cadeia 

transportadora de elétrons pode não ser uma hipótese válida, mas sim a diminuição da 

sua atividade devido à transição entre as fases exponencial e estacionária. Esta levedura 

também é capaz de utilizar a oxidase alternativa simultaneamente, principalmente na 

fase estacionária do crescimento (COELHO; AMARAL; BELO, 2010), evitando a 

formação de espécies reativas de oxigênio. Este mecanismo é conhecido como 

respiração não sensível ao cianeto e sensível ao ácido salicilhidroxâmico, no qual não há 

produção de ATP associada ao bombeamento de prótons pela membrana da mitocôndria 

e que é ativa em situações nas quais desacoplamento parcial da produção de energia e 

do consumo de oxigênio deve ser realizada (GUERRERO-CASTILLO et al., 2012). 

Esse tipo de mecanismo foi observado por Honda, Hattori & Kirimura, (2012) quando 

conídios de uma cepa de A. niger altamente produtora de ácido cítrico foram expostas a 

estresse térmico, oxidativo e osmótico. Em Y. lipolytica, a oxidase alternativa é inibida 

por ATP e ativada por AMP, ADP, dAMP e GMP (ROGOV et al., 2014). 

Para o acúmulo do eritritol no meio de cultivo, é necessário existir grandes 

quantidades do intermediário eritrose-4-fosfato disponível. Este pode ter diversos 

destinos, a depender da necessidade metabólica: (i) seguir na via das pentoses-fosfato 

em etapa reacional de transferência de grupos; (ii) produção de eritritol; e (iii) produção 

de aminoácidos como tirosina e fenilalanina, que envolve a condensação da eritrose-4-

fosfato com o fosfoenolpiruvato proveniente da glicólise. Em especial, a tirosina está 

diretamente relacionada com a melanização da parede celular, como citado 

anteriormente para a levedura Torula corallina. Esta serve como precursor de um dos 

anéis necessários à estrutura da (DHN)-melanina (LEE; JUNG; KIM, 2003). Para 

Y. lipolytica, já foi observada formação de pigmentos marrons de tirosina 

(possivelmente piomelaninas), indicando que estes são formados após acúmulo do ácido 

homogentísico no meio, o qual sofre auto-oxidação (favorecida por forte aeração do 

meio de cultivo) e polimerização catalisada pela presença de íons divalentes de 

manganês presentes no meio de cultivo. (CARREIRA; FERREIRA; LOUREIRO, 

2001a, 2001b). O mecanismo proposto pode ser observado na Figura 11, evidenciando a 

participação do oxigênio molecular no mecanismo. Assim, o estresse oxidativo pode ser 

responsável por diminuir a formação destes pigmentos. 
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Figura 11. Via proposta para degradação da tirosina em Yarrowia lipolytica. A caixa indica as reações 

que acontecem dentro da célula. Fonte: Adaptado de Carreira, Ferreira & Loureiro (2001b). 

 

3.3.3 Planejamento de experimentos 

Diante do início de um novo projeto de pesquisa, faz-se necessária a condução 

de experimentos preliminares que gerem informações básicas que guiem o restante da 

pesquisa (além do que está exposto na literatura). Dentre desse contexto, uma das 

possibilidades e tendências atuais é a utilização do planejamento estatístico de 

experimentos. 

Além disso, o uso desta ferramenta possibilita a avaliação das interações entre as 

diversas variáveis de estudo, a redução do número total de experimentos (a depender do 

tipo de planejamento escolhido) e a obtenção de parâmetros e modelos empíricos para 

explicar os processos estudados (IMANDI et al., 2008; RODRIGUES; IEMMA, 2014).  

Esse tipo de estratégia tem sido aplicado com bastante sucesso no 

desenvolvimento de bioprocessos, principalmente utilizando a metodologia de 

superfície de respostas, inclusive para a produção de outros edulcorantes como o xilitol 

e o manitol. Von Weymarn, Kiviharju & Leisola (2002) utilizaram bactérias lácticas 

heterofermentativas metabolicamente inativas (“resting cells”) em biorreator com 

reciclo celular para avaliar o efeito combinado do pH e temperatura na bioconversão de 

frutose em manitol. Vásquez, Jr e Jr (2006) investigaram o efeito do tamanho do 
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inóculo e o valor do     sobre a produção de xilitol utilizando Candida guilliermondii, 

assim como Carvalho et al. (2005) avaliaram, para a mesma levedura, o efeito da 

concentração do hidrolisado de bagaço de cana-de-açúcar, vazão de ar, velocidade de 

agitação, concentração inicial de células imobilizadas e pH inicial da fermentação. 

Entretanto, para a produção de eritritol por leveduras, poucos relatos são 

encontrados na literatura sobre a utilização desta ferramenta estatística. A Tabela 4 

mostra alguns estudos que utilizaram planejamentos estatísticos para isto. Pode-se 

observar que, em nenhum dos casos, sistemas miniaturizados foram empregados, tendo 

sempre sido utilizados frascos de Erlenmeyer, de volumes nominais variados, que de 

forma geral ocupam grande espaço em agitadores orbitais, algo que pode levar a uma 

limitação no número de experimentos executados simultaneamente, implicando em 

maior tempo de experimentação. Além disso, dentre os planejamentos dispostos, 

somente os dois últimos utilizaram o glicerol como substrato da fermentação. 

Uma característica comum observada em todos os planejamentos expostos na 

Tabela 4 é a investigação dos componentes do meio de cultivo como fatores principais 

de influência na produção, principalmente em relação ao agente de estresse osmótico 

(glicose, glicerol ou NaCl), fonte de nitrogênio (sulfato de amônia ou ureia) e 

concentração de KH2PO4, e não as condições ambientais do cultivo (temperatura e pH, 

por exemplo). Como tendência é observada a utilização de componentes menos 

onerosos ao processo, como glicerol e sulfato de amônia e um tempo fixo de 

fermentação, para o qual as repostas serão obtidas. 
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Tabela 4. Estudos da literatura encontrados envolvendo planejamento de experimentos para a produção de eritritol. Todas as cepas utilizadas são mutantes. 

Micro-

organismo 
Substrato Planejamento Estatístico Variáveis Estudadas 

Volume 

Nominal do 

Erlenmeyer
a
 

Condição de 

Cultivo 

Melhor 

Resultado
b
 

Fonte 

Candida 

magnoliae R23 
Glicose 

DCCR com 24 

experimentos + 6 PC (em 

duplicata) 

Glicose, extrato de 

levedura, KH2PO4 e 

MgSO4 

250 mL (10 %) 

28 °C, 

210 rpm, 

7 dias 

0,25 g g
-1

 

(238 g L
-1

)  

Savergave et al. 

(2011) 

Yarrowia 

lipolytica 

mutante 49 

Glicose 

Fatorial Fracionado (2
5-1

) 

com 16 experimentos + 3 

PC 

Glicose, (NH4)2SO4, pH, 

KH2PO4 e MgSO4 
100 mL (10 %) 

30 °C, 

180 rpm, 

7 dias 

0,14 g g
-1

 

(279,5 g L
-1

)  

Ghezelbash, 

Nahvi & 

Emamzadeh 

(2014) 

Yarrowia 

lipolytica 

Wratislavia K1 

Glicerol 
DCCR com 14 

experimentos + 6 PC 

(NH4)2SO4, KH2PO4 e 

NaCl 
300 mL (10 %) 

30 °C, 

160 rpm, 

7 dias 

0,47 g g
-1

 

(100 g L
-1

)  

Rywińska et al., 

(2015) 

Yarrowia 

lipolytica A16 
Glicerol 

Plackett-Burman com 12 

experimentos + DCCR 

com 20 experimentos 

(triplicata) 

Plackett-Burman: 

glicerol, ureia, NaCl, 

MgSO4, Extrato de 

levedura, KH2PO4, pH; 

DCCR: glicerol, ureia e 

NaCl 

500 mL (10 %) 

30 °C, 

250 rpm, 

6 dias 

(máximo) 

0,42 g g
-1

 

(232,4 g L
-1

)  

Yang et al. 

(2015b) 

PC: Pontos centrais; DCCR: Delineamento composto central rotacional  

a
Entre parênteses: volume de meio de cultivo. 

b
Melhor resultado para batelada simples. Entre parênteses: concentração inicial de substrato. 
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3.4 Miniaturização de processos 

A miniaturização das fermentações ganha papel de destaque no desenvolvimento 

de drogas terapêuticas, bioprospecção, formulação de meios de cultivo, entre outros. 

Apresenta vantagem natural devido à sua capacidade inerente de avaliar múltiplas 

condições experimentais, embora existam limitações quanto à amostragem e 

instrumentação devido às dimensões reduzidas (Figura 12) (BETTS & BAGANZ, 

2006). Ainda assim, tem sido aplicada em processos que envolvam desde células 

animais e bactérias, permitindo a sua extrapolação de escala (MICHELETTI et al., 

2006) até fungos filamentosos (BILLS et al., 2008), que apresentam características 

reológicas mais complexas. 

 

 

Figura 12. Ilustração do trade off de informação versus capacidade dos dispositivos para cultivo de 

células em diferentes escalas. Fonte: Adaptado de Betts e Baganz (2006).  

Diversas são as possibilidades de sistemas miniaturizados, que podem 

compreender microplacas usuais para cultivo de células (usualmente aplicadas na área 

de ciências da saúde), assim como microplacas de fundo cônico (de formato retangular 

ou cilíndrico), ou mesmo miniaturas de biorreatores aplicados industrialmente, como os 

biorreatores do tipo tanque mecanicamente agitados e biorreatores do tipo air-lift, além 

de frascos agitados e spin-tubes (BETTS & BAGANZ, 2006).  

Ainda assim, a busca por sistemas miniaturizados que promovam um ambiente 

de cultura mais similar àqueles encontrados industrialmente é algo desejável. Para isso, 
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os mini ou microbiorreatores mecanicamente agitados, que permitem também a 

monitoração de variáveis importantes do processo como temperatura, pH e oxigênio 

dissolvido, são desejáveis. Xie, Jackson & Zhu (2015) reportam o desenvolvimento 

bem-sucedido de dois produtos comerciais de ômega-3 (ácido eicosapentaenoico) pela 

DuPont, utilizando microfermentadores em etapas básicas de seleção de cepas mutantes 

de Yarrowia lipolytica em condições de processo. Para tal, escolheram 

microfermentadores com sistemas de controle das variáveis acima citadas, de forma que 

obtiveram dados de alta qualidade e similaridade com os processos para a mesma cepa 

em escala laboratorial e piloto. Ademais, Back et al. (2016) utilizaram o sistema 

BioLector (mp2-labs, Baesweiler, Germany) para fazer a seleção de cepas de 

Y. lipolytica e substratos em fermentações de elevada capacidade exploratória (high-

throughput fermentations) para a produção de lipídios, monitorando em tempo real 

tanto a produção de lipídios utilizando uma sonda fluorescente quanto a concentração 

celular por espalhamento de luz, mostrando que o uso de microplacas pode ser aplicado 

para este e outros micro-organismo oleaginosos. 

3.4.1 Transferência de oxigênio 

Cepas estritamente aeróbicas, como a de Yarrowia lipolytica, necessitam de 

suprimento constante para manutenção de sua viabilidade e altas produtividades 

(COELHO, AMARAL e BELO, 2010). Por isso, o estudo dos fatores que influenciam a 

presença desse nutriente essencial ao micro-organismo é fundamental. 

A variação da concentração de oxigênio na fase líquida em um bioprocesso pode 

ser representado como  

   
          

         
       (1) 

onde 
   

    é a taxa de acúmulo de oxigênio no seio do líquido,    
 é a taxa 

específica de consumo de oxigênio ou taxa de transferência de oxigênio (TTO), X é a 

concentração de células,     é o coeficiente volumétrico de transferência de oxigênio, 

  
  é a concentração de saturação de oxigênio no seio do líquido em equilíbrio com o 

seio da fase gasosa (de acordo com a lei de Henry) e    a concentração de oxigênio 
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dissolvido no seio do líquido (SCHIMIDELL et al. 2001). Logo, o máximo de oxigênio 

que pode ser transferido para o sistema é dado pelo produto       
 . A Figura 13 mostra 

como alguns parâmetros influenciam a transferência de oxigênio. 

Logo, a TTO no líquido sem células metabolicamente ativas, representada pelo 

termo       
     , é influenciada por fatores de ordem geométrica do biorreator 

utilizado (tanque mecanicamente agitado, frascos erlenmeyer, microplacas), como a 

relação entre a altura de líquido, o diâmetro do biorreator, a presença de chicanas, 

amplitude de agitação, entre outros. Os fatores de ordem geométrica influenciam 

principalmente na transmissão de potência para mistura do fluido e nas taxas de 

dissipação de energia locais, e consequentemente a área interfacial de troca gasosa 

(ZHANG et al., 2008).  

 

 

Figura 13. Relação entre a taxa de transferência de oxigênio, o coeficiente volumétrico de transferência de 

massa e os parâmetros hidrodinâmicos em biorreatores em diversos níveis. Fonte: Adaptado de (Garcia-

Ochoa & Gomez (2009). 

Duetz et al. (2000) desenvolveram um sistema de placas (ENZYSCREEN, 

“System Duetz”), mostrando que a taxa de transferência de oxigênio é aumentada 

sobretudo pelo uso de maiores frequências e amplitudes de agitação e menores volumes 

de meio de cultivo. A Figura 14 ilustra o perfil hidrodinâmico obtido dentro das 

microplacas estudadas pelos autores. 
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Figura 14. Perfil hidrodinâmico obtido com 2,5 mL de líquido nas microplacas de 24 poços de fundo 

quadrado (17 x 17 mm) agitados a 300 rpm com amplitude de 50 mm (à esquerda) e 25 mm (à direita). 

Nesses casos, 51 e 39 mmol O2/L h são transferidos para o líquido, respectivamente. Fonte: 

http://www.enzyscreen.com/oxygen_transfer_rates.htm 

Verifica-se o aumento da área interfacial líquido-gás com o aumento da 

amplitude de agitação. Isso significa que a utilização de sistemas de agitação que sejam 

capazes de promover maiores amplitudes é preferível para o sucesso da utilização 

desses sistemas de cultivo (KLÖCKNER; BÜCHS, 2012). Assim, pode-se presumir que 

a utilização de um sistema de microplacas deste tipo, em conjunto com agitadores 

orbitais de baixa amplitude, possivelmente limitará o crescimento de micro-organismos 

aeróbios de crescimento mais acelerado, como bactérias e leveduras, diminuindo a 

produtividade do processo estudado. 

Nesse contexto, a utilização das ferramentas de fluidodinâmica computacional 

(CFD) tem possibilitado estudar estes fenômenos de transporte, prevendo até mesmo 

comportamentos para frascos de diferentes geometrias. A Figura 15 exemplifica 

algumas simulações encontradas na literatura. 

Barrett et al. (2010) mostraram (Figura 15 A e B) que baixos valores de tensão 

de cisalhamento são obtidos com esse sistema e que não seriam prejudiciais ao cultivo. 

Além disso, para o caso A, pequena movimentação do fluido é observada, evidenciando 

a condição de movimentação do fluido “fora de fase”, devido ao fato do fluido não 

acompanhar a movimentação das paredes do frasco e permanecer parado no meio do 

poço. Não obstante, observa-se que o aumento da rotação é fundamental para o aumento 

da área interfacial de troca gasosa. 

Já Zhang et al. (2008) mostraram (Figura 15 C e D) que, no caso de microplacas 

retangulares, a maior taxa de dissipação de energia é obtida na parede do poço, e isto é 

afetado diretamente pelo tamanho do poço, volume de líquido, frequência e amplitude 

http://www.enzyscreen.com/oxygen_transfer_rates.htm
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de agitação. Entre as variáveis relacionadas ao agitador, a amplitude de agitação 

apresentou maior influência sobre a energia dissipada do que a sua frequência. Além 

disso, o fundo cônico propicia a maior dissipação de energia e consequentemente, 

melhor mistura, que não é observado no poço de fundo esférico, onde novamente é 

observada a condição de movimentação “fora de fase”. Ainda, por fim, Li et al. (2013) 

mostraram maior dissipação de energia pelo sistema com chicanas decorrente do choque 

do fluido com estas, aumentando então o grau de agitação do sistema.  

 

 

Figura 15. Perfil de distribuição de taxas de cisalhamento (A e B) e taxas de dissipação de energia (C, D, 

E e F) para placas de 24 poços cilíndricos (A) e (B), de 96 poços retangulares com fundo esférico (C) e 

cônico (D) e frascos erlenmeyer com (E) e sem chicanas (F) calculados a partir de fluidodinâmica 

computacional. A agitação em B é maior do que em A e suficiente para deslocar o líquido pela parede do 

poço. Fonte: Adaptado de Barrett et al. (2010), Li et al. (2013) e Zhang et al. (2008). 
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Fatores relacionados à composição química do meio de cultivo modificam 

significativamente a extensão de ocorrência desse fenômeno de transporte, incluindo o 

gradiente de concentração de oxigênio da fase gasosa para a fase líquida. Nesse sentido, 

para a valorização ideal do glicerol como principal substrato de cultivo, altas 

concentrações do mesmo seriam adequadas. Entretanto, o aumento da viscosidade do 

meio de cultivo impõe restrições à transferência de massa na fase líquida, sendo 

importante avaliar o percentual limite de glicerol no meio que não prejudique o 

desempenho da levedura.  

Portanto, a combinação dos componentes do meio de cultivo, isto é, de líquidos 

coalescentes (água e glicerol) com sais (não coalescentes) altera o comportamento das 

bolhas dentro do seio do líquido sob aeração forçada e a solubilidade do oxigênio. 

(GARCIA-OCHOA e GOMEZ, 2009). Özbek e Gayik (2001) estudaram a influência da 

adição de glicerol (50% m/m) em água destilada e verificaram uma queda no valor de 

    de 2,766 min
-1

 para 1,383 min
-1

, ou seja, 50 % do     original, evidenciando a 

influência do aumento de viscosidade sobre a redução da transferência de oxigênio. 

Nesse sentido, o aumento da temperatura de cultivo, obedecendo aos limites para o 

cultivo do micro-organismo, pode levar a menor viscosidade e aumento do valor de 

   , efeito que é contrabalanceado pela queda na solubilidade do oxigênio, indicando a 

existência de um valor ótimo para o binômio temperatura-concentração de glicerol no 

cultivo.  

No entanto, em bioprocessos sob aeração superficial, o efeito do aumento da 

transferência de oxigênio devido à presença de sais do meio de cultivo não é esperado, 

já que nesses sistemas normalmente não há formação de bolhas. Logo, o efeito de 

“salting-out” deve ser predominante e causar efetiva diminuição na transferência de 

oxigênio, devido a menor solubilidade do oxigênio em solução iônica (GARCIA-

OCHOA; GOMEZ, 2009).  

Em relação a viscosidade, são encontrados resultados variados dependendo do 

sistema empregado. Ao medir a transferência de oxigênio em placas de 24 poços 

similares a de Duetz et al. (2010), utilizando carboximetilcelulose (CMC) para simular 

sistemas com alta viscosidade (até 250 cP, valores tão altos quanto os de cultivo de 

fungos filamentosos), Running & Bansal (2016) observaram reduções drásticas no valor 

de TTO do sistema (de 1 a 244 cP), corroborando a ideia de possíveis limitações de 
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oxigênio no cultivo face à elevada viscosidade do meio. Apesar do mesmo 

comportamento global ser observado também para frasco erlenmeyer sem chicana de 

250 mL de volume nominal com 25 mL de solução, ao aumentar a viscosidade de 1 cP 

para 31 cP, verificou-se aumento na TTO. Giese et al. (2014) também reportaram este 

fenômeno em erlenmeyer sem chicana utilizando polivinilpirrolidona (PVP) para 

aumentar a viscosidade do líquido na faixa de 1 a 10 cP.  

Para frascos do tipo Erlenmeyer em agitação orbital e meios de viscosidade 

similar à da água, Meier et al. (2016) compilaram resultados de 343 estudos com meios 

de cultivo e soluções de sulfito, formulando a Equação 2 que tem a TTO máxima como 

função da osmolalidade do meio (Osmol), frequência de agitação ( ), volume de líquido 

(  ), amplitude de agitação (  ), diâmetro máximo do frasco ( ), pressão do reator (  , 

nesse caso 1 atm) e fração molar de oxigênio na fase gasosa 

(   
 , aproximadamente 0,21): 

                          
     

     

       
        

           

      
          (2) 

Para esta equação, não somente a TTO é pouco influenciada por    

(contrariamente ao que foi explicitado para microplacas), mas também por  . Os valores 

preditos concordam com os medidos ± 5 mmol L
-1

 h
-1

, com desvios de 13 % e a 

composição do meio está representada pelo termo de osmolalidade. Cabe ressaltar que 

para o caso da produção de eritritol por Yarrowia lipolytica, a osmolalidade é um fator 

crucial, pois está associada também à pressão osmótica. Então, neste caso, espera-se que 

meios muito concentrados proporcionem valores menores de TTO. 
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4 Metodologias experimentais 

4.1 Preservação e cultivo de células 

4.1.1 Preservação e propagação 

Todos os reagentes empregados nos ensaios da dissertação foram obtidos da 

VETEC (RJ, Brasil), exceto a peptona bacteriológica (OXOID, Hampshire, UK) e o 

extrato de malte (Bio Springer). Foi utilizado glicerol puro em todos os experimentos. 

A cepa utilizada de Yarrowia lipolytica para produção de eritritol foi a IMUFRJ 

50682, isolada de um estuário da Baía de Guanabara no Rio de Janeiro, Brasil e 

identificada pelo Instituto de Microbiologia do Centro de Ciências da Saúde da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro (HAGLER & MENDONÇA-HAGLER, 1981). 

As células foram conservadas a 4 °C em geladeira, em tubos de meio YPD (“Yeast 

Extract, Peptone, Dextrose, 2% glicose, 2% peptona, 1% extrato de levedura, 3% Agar-

agar, m/V), sendo repicadas a cada quatro meses.  

O meio de cultivo para a propagação celular foi baseado no que foi utilizado por 

Tomaszewska, Rywińska e Gladkowski (2012), sendo este composto por 50 g L
-1

 de 

glicerol, 3 g L
-1

 de extrato de levedura, 3 g L
-1

 de extrato de malte e 5 g L
-1

 de peptona 

bacteriológica. Os meios foram esterilizados em autoclave vertical Prismatec CS a 

120 °C e 1 atm por 22 min. Cada frasco de Erlenmeyer de volume nominal de 500 mL 

continha 200 mL de meio para o qual uma alçada de células era transferida 

assepticamente e, em seguida, o frasco era mantido em agitador orbital (TECNAL TE-

420), a 28 °C e 160 rpm. O agitador orbital possui amplitude de agitação orbital de 28 

mm. 

4.1.2 Ensaios preliminares 

Ensaios preliminares foram realizados para gerar informações básicas a partir do 

comportamento desta levedura no que tange a produção de eritritol. Para isto, a levedura 

foi cultivada em meio de produção igual ao utilizado por Tomaszewska, Rywińska & 

Gladkowski (2012), composto por NH4Cl (4,56 g L
-1

), MgSO4•7H2O (1,0 g L
-1

), 

CuSO4•5H2O (0,7 mg L
-1

) e MnSO4•H2O (32,6 mg L
-1

), glicerol (100 g L
-1

), extrato de 
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levedura (1,0 g L
-1

) e NaCl (0, 8, 16, 24, 32 e 35 g L
-1

), preparados em meio tamponado 

com tampão fosfato 720 mM pH 4,3. As condições de cultivo foram as mesmas que os 

autores utilizaram: 140 rpm e 10% de volume de meio por frasco de cultivo (em frasco 

de Erlenmeyer de 1 L de volume nominal). A única condição que diferiu foi a 

temperatura utilizada, que foi 28 °C. A concentração inicial do inóculo utilizada foi de 

1 g L
-1

. Os ensaios tiveram duração de dez dias, com amostragem a cada 24 horas. 

4.1.3 Experimentos em microplacas 

Para os ensaios que empregavam as técnicas de planejamento de experimentos 

assim como a avaliação da influência do tamanho do inóculo na produção, foi feita a 

utilização do sistema ENZYSCREEN, que foi projetado para experimentos de screening 

high-throughput, ou seja, com alta capacidade exploratória. A Figura 16 ilustra o 

sistema utilizado para estes experimentos, que é composto por microplacas 

autoclaváveis de polipropileno, de 24 poços, e tampa “sanduíche” contendo filtros para 

prevenção de contaminações garantindo a troca de ar necessária ao cultivo de forma 

igualitária em todos os poços. Ademais, são fixáveis em agitadores orbitais, permitindo 

a agitação do sistema. 

 

 

Figura 16. Sistema ENZYSCREEN para experimentos de cultivos de células. O desenho da tampa 

permite uma taxa controlada de evaporação de meio de cultivo. 

 

Com o objetivo de verificar a influência de algumas variáveis estudadas na 

literatura para a cepa em questão, foi utilizado primeiramente um planejamento fatorial 

completo 2
4
 com oito réplicas do ponto central, de forma a obter uma melhor estimativa 

do erro experimental e utilizar todos os poços disponíveis da microplaca. As variáveis 
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estudadas neste planejamento foram o pH inicial do cultivo e as concentrações de 

glicerol, cloreto de sódio e extrato de levedura, segundo a Tabela 5. 

 

Tabela 5. Valores reais e codificados para as variáveis pH inicial do cultivo e concentrações de cloreto de 

sódio, glicerol e extrato de levedura do planejamento fatorial completo para a produção de eritritol por 

Yarrowia lipolytica. 

Variáveis Codificadas pH NaCl (g L
-1

) 
Extrato de 

lêvedo (g L
-1

) 

Glicerol (g L
-

1
) 

-1 3,0 0 1,0 100 

0 4,3 16 1,5 150 

1 5,6 32 2,0 200 

 

O meio de produção era composto, além de glicerol e extrato de lêvedo, de 

alguns sais como NH4Cl (4,56 g L
-1

), MgSO4•7H2O (1,0 g L
-1

), CuSO4•5H2O 

(0,7 mg L
-1

) e MnSO4•H2O (32,6 mg L
-1

) preparados em meio tamponado com tampão 

fosfato 720 mM. A medida do pH para a preparação do tampão foi realizada com 

pHmetro de bancada (TECNAL TEC-5). 

Tendo em vista os resultados obtidos, um novo planejamento estatístico foi 

utilizado com o objetivo de otimizar a produção de eritritol. Para tal, foi utilizado um 

delineamento composto central rotacional, com adição de pontos centrais de forma a 

torná-lo também um delineamento ortogonal. Isto significa dizer que a matriz de 

variância do planejamento é diagonal e, portanto, a covariância dos pares de variáveis é 

zero, o que é condição não necessariamente atingida somente pela inclusão dos pontos 

axiais no DCCR. Para esse planejamento, foram utilizadas as mesmas variáveis do 

planejamento fatorial completo, de acordo com a Tabela 6.  

 

Tabela 6. Valores reais e codificados para as variáveis pH inicial do cultivo e concentrações de cloreto de 

sódio, glicerol e extrato de levedura do delineamento composto central rotacional para a produção de 

eritritol por Yarrowia lipolytica. 

Variáveis Codificadas pH NaCl (g L
-1

) 
Extrato de 

lêvedo (g L
-1

) 

Glicerol (g L
-

1
) 

-2 1,5 0 0,5 50 

-1 2,25 8 1,0 100 

0 3,0 16 1,5 150 

1 3,75 24 2,0 200 

2 4,5 32 2,5 250 
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Todos os meios utilizados no planejamento fatorial completo e para o DCCR 

foram preparados no momento da inoculação através de soluções concentradas de 

glicerol, NaCl, extrato de levedura, sais (demais componentes do meio de cultivo) e 

tampão, todas previamente esterilizadas.  

O procedimento de inoculação consistia na pipetagem de cada solução dos 

componentes do meio para atingir a concentração adequada. Em seguida, o volume 

necessário de células foi centrifugado a 3000 g por 10 minutos e o pellet ressuspenso no 

tampão com pH adequado a cada condição experimental. Para inoculação da mesma 

concentração de células e volume final de 3,5 mL por poço, os cálculos foram 

realizados de forma que a solução-mãe sempre contivesse 8 g L
-1

 de massa seca de 

células. Assim, 875 µL da suspensão-mãe eram adicionados a 2625 µL da solução de 

meio, resultando em concentração de células final de aproximadamente 2 g L
-1

. Após a 

inoculação eram coletados, de cada poço, 750 µL de amostra para determinação da 

concentração inicial de substrato e quaisquer produtos que pudessem ter sido carreados 

do meio de pré-inóculo. Os ensaios tiveram duração de 240 horas e amostras (volume 

total utilizado por poço) foram coletadas somente após o término do experimento. As 

placas foram mantidas a 28 °C e 250 rpm. 

Em seguida, foi feito o estudo do tamanho do inóculo na melhor condição 

determinada após a execução dos experimentos baseados em planejamento estatístico. 

Três diferentes concentrações iniciais de células foram avaliadas (2, 4 e 6 g L
-1

), durante 

240 horas em cultivo no sistema ENZYSCREEN, com volume reacional de 2,75 mL. 

Além disso, o meio foi totalmente preparado e esterilizado anteriormente, de forma que 

a inoculação consistisse somente na ressuspensão do pellet de células de quantidade 

definida neste meio de produção. Nesse caso, os ensaios foram executados com réplicas 

biológicas em ensaio destrutivo, isto é, cada amostra provinha de poço diferente da 

microplaca, sendo as três condições utilizadas feitas em duplicata experimental. As 

placas foram mantidas a 28 °C e 250 rpm e amostras (correspondentes ao volume total 

utilizado por poço) foram coletadas a cada 24 horas. 

4.2 Metodologias analíticas 

A medida de concentração celular foi feita através de medida de absorvância em 

espectrofotômetro (Molecular Devices, Spectra Max M2
e
), sendo esse valor convertido 
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para massa de células secas por litro através de uma curva padrão. Para a sua 

elaboração, a cepa de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 foi previamente cultivada em 

meio de propagação em incubadora sob agitação orbital de 160 rpm, a 28 °C, por 

72 horas. Após este tempo, as células foram centrifugadas a 3000 g por 10 minutos, 

lavadas (duas vezes) e ressuspensas em solução salina (0,9% m/V de NaCl em água 

destilada) e avolumadas em balão volumétrico. Em seguida, uma alíquota de 20 mL de 

suspensão de células foi filtrada em membrana de acetato de celulose Millipore 0,45 

µm, previamente pesada, e seca em luz de infravermelho utilizando a balança 

analisadora de umidade (Bell) a 95 °C, que fornece o valor de massa seca após a 

secagem. A medida de massa seca da alíquota foi feita em triplicata. Conhecendo o 

valor de concentração celular, foram preparadas diversas diluições da suspensão-mãe e 

leitura da absorbância a 570 nm em espectrofotômetro (Molecular Devices, Spectra 

Max M2
e
). A Figura 17 ilustra a curva obtida a partir da construção do gráfico 

relacionando a concentração das soluções e suas respectivas absorbâncias. 

 

Figura 17. . Curva padrão relacionando concentração celular (obtida a partir da massa seca) à absorbância 

a 570 nm para Yarrowia lipolytica em espectrofotômetro (Molecular Devices, Spectra Max M2
e
). 

 

A medida de concentração dos substratos e produtos da fermentação foi 

realizada por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) (Shimatzu), com injeção 

automática e detecção por medida de índice de refração. O método foi executado a 

60 °C e com vazão de 0,8 mL min
-1

 de fase móvel (solução de ácido sulfúrico 5 mM). 

Para tal, a coluna Aminex HPX-87H 300 x 7,8 mm (Bio-Rad Laboratories Ltd) foi 

escolhida, sendo os tempos de retenção observados para o manitol, eritritol e glicerol 
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iguais a 7,4 min, 8,6 min e 9,8 min, respectivamente. As amostras foram centrifugadas e 

o sobrenadante livre de células foi filtrado em membrana de 0,45 µm. Em seguida, as 

amostras foram diluídas de 3 a 6 vezes com água ultra pura, de acordo com a 

necessidade.  

A partir dos dados de concentração de células, substratos e produtos, e, portanto, 

das massas, foi possível calcular os rendimentos de substrato em células (YX/GLI), 

rendimento de substrato em produtos (YERI/GLI para o eritritol e YMAN/GLI para o 

manitol), produtividade mássica (QERI), taxa específica de crescimento (µ) e 

produtividade específica de eritritol (qERI), segundo as equações (3) a (10). O valor da 

taxa específica de crescimento (µ) foi calculado para fase exponencial do cultivo, 

enquanto a produtividade específica de eritritol (qERI) foi calculada pelo método 

diferencial aproximado. A produtividade volumétrica de eritritol (QV) foi calculada 

utilizando o volume inicial do cultivo (2,75 mL). 
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Todos os cálculos para experimentos na microplaca foram realizados com base 

mássica, na qual o termo     representa a variação de massa para um dado intervalo de 

tempo para o componente i. Isto foi adotado tendo em vista que para cultivos com baixa 

umidade relativa do ar, a taxa de evaporação de água do meio para este sistema é de 

50 µL dia
-1

, conforme informação disponível no site do fabricante. 

A análise estatística dos experimentos de planejamento estatístico foi realizada 

utilizando o software comercial STATISTICA 7 (StatSoft). 
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5 Resultados e discussão 

5.1 Experimentos preliminares 

Experimentos preliminares (não replicados) foram executados com o objetivo de 

verificar se a cepa em questão era capaz de produzir eritritol e manitol, além de 

identificar se o aumento da concentração de sal poderia levar a uma inibição no 

crescimento celular. Para isto, ensaios em concentrações variando de 0 a 35 g L
-1

 de 

NaCl foram realizados e os resultados obtidos podem ser verificados na Figura 18. 

 

Figura 18. Concentrações de célula (cinza), eritritol (branco) e manitol (triângulo preto) após 240 horas de 

cultivo de Yarrowia lipolytica em Erlenmeyer de volume nominal de um litro com 100 mL de meio 

contendo entre outros componentes, 100 g L
-1

 de glicerol, 1 g L
-1

 de extrato de levedura e concentrações 

de NaCl variando de 0 a 35 g L
-1

, mantidos a 28 °C e 140 rpm. 

Os resultados obtidos permitiram verificar a capacidade da levedura em produzir 

tanto o eritritol quanto o manitol em pH 4,3. Comparativamente, a cepa Y. lipolytica 

IMUFRJ 50682 apresentou o comportamento similar ao observado por Tomaszewska, 

Rywińska & Gladkowski (2012), produzindo quantidades similares (inferiores a 3 g L
-1

) 

de manitol para a condição sem adição de cloreto de sódio. No entanto, para esta 

condição, a concentração final de eritritol observada foi menor que todas as obtidas 

pelas diferentes cepas mutantes utilizadas (20,03 a 35,53 g L
-1

) neste estudo de 2012. 

Foi possível observar também que o crescimento celular de Y. lipolytica parece 

não sofrer inibição por altas concentrações de sal, apresentando inclusive um valor 

superior de concentração celular na presença de 8 g L
-1

 de NaCl em comparação com o 

cultivo na ausência do mesmo (Figura 17). Entretanto, foi observada uma fase lag no 

perfil cinético avaliado (dados não mostrados) durante o primeiro dia de cultivo para 
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concentração de sal de 35 g L
-1

. Portanto, estabeleceu-se 32 g L
-1

 como limite superior 

para a concentração de NaCl a ser estudada. 

5.2 Planejamento fatorial completo 

Tendo em vista o início de um novo projeto de pesquisa, o objetivo do estudo foi 

identificar preliminarmente e de forma econômica o efeito do pH e dos diferentes 

componentes do meio sobre a produção de eritritol pela levedura Y. lipolytica 

IMUFRJ50682, já que nenhum estudo sobre esse poliol tinha sido realizado para esta 

cepa. Os resultados obtidos para as respostas após dez dias de cultivo assim como os 

valores codificados para as variáveis de estudo estão dispostos na Tabela 7.  

Tabela 7. Combinação de variáveis empregadas e respostas obtidas do planejamento fatorial completo 

para a produção de eritritol por Y. lipolytica em cultivo realizado em microplacas. 

Ensaio pH NaCl Ext. L. Glicerol QERI (mg h
-1

) YERI/GLI (g g
-1

) YMAN/GLI (g g
-1

) 

1 3,0 0 1,0 100 0,313 0,334 0,033 

2 3,0 0 1,0 200 0,300 0,335 0,023 

3 3,0 0 2,0 100 0,361 0,341 0,034 

4 3,0 0 2,0 200 0,362 0,325 0,020 

5 3,0 32 1,0 100 0,378 0,397 0,013 

6 3,0 32 1,0 200 0,344 0,359 0,009 

7 3,0 32 2,0 100 0,380 0,348 0,012 

8 3,0 32 2,0 200 0,455 0,477 0,010 

9 5,6 0 1,0 100 0,248 0,228 0,034 

10 5,6 0 1,0 200 0,293 0,243 0,021 

11 5,6 0 2,0 100 0,261 0,216 0,032 

12 5,6 0 2,0 200 0,315 0,277 0,031 

13 5,6 32 1,0 100 0,309 0,312 0,016 

14 5,6 32 1,0 200 0,222 0,251 0,022 

15 5,6 32 2,0 100 0,328 0,303 0,018 

16 5,6 32 2,0 200 0,224 0,237 0,023 

17 4,3 16 1,5 150 0,429 0,355 0,016 

18 4,3 16 1,5 150 0,432 0,374 0,017 

19 4,3 16 1,5 150 0,431 0,360 0,016 

20 4,3 16 1,5 150 0,434 0,369 0,017 

21 4,3 16 1,5 150 0,418 0,360 0,016 

22 4,3 16 1,5 150 0,418 0,358 0,017 

23 4,3 16 1,5 150 0,426 0,351 0,017 

24 4,3 16 1,5 150 0,432 0,358 0,017 
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Nota-se que valores elevados de produtividade mássica foram obtidos nas 

condições correspondentes aos ensaios do ponto central e ao ensaio 8. No entanto, 

quando são observados os valores de rendimento, nota-se que o ensaio 8 se destaca com 

maior YERI/GLI (0,477 g g
-1

) e menor para YMAN/GLI (0,010 g g
-1

). Inicialmente, isto 

indica que a levedura utilizada apresenta o mesmo tipo de comportamento observado 

por Tomaszweska et al. (2012), isto é, apresenta maiores valores de rendimento em pH 

3,0 e a adição de cloreto de sódio desvia a produção de manitol para eritritol, exceto 

pelo fato de ser capaz de consumir todo o substrato utilizado no meio de cultivo. Ao 

término destes experimentos, foi observada ainda a diferença entre a cor dos pellets 

provenientes de cada pH, que pode ser visualizado na Figura 19. 

 

 

Figura 19. Mudança de coloração observada durante os experimentos do planejamento fatorial completo. 

Os pellets de cultivos que foram realizados em pH 3,0 (tubo à esquerda) e 4,3 (tubo central) apresentam 

coloração esverdeada, enquanto o pellet do cultivo em pH 5,6 (tubo à direita) apresenta coloração 

marrom, similar ao das células provenientes do meio de crescimento. 

 

A variação observada pode ser devido à ausência de formação de piomelaninas 

(pigmentos marrons), resultando na coloração esverdeada das células. Isto pode estar 

relacionado ao desvio da produção de ácido cítrico para eritritol que é observado 

quando o pH inicial é menor (em torno de 3,0), isto é, possivelmente eritrose-4-fosfato é 

reduzido pela eritrose redutase ao invés de ser utilizado na biossíntese de tirosina ou 

fenilalanina. A produção destes aminoácidos representaria um desvio do fluxo de 

carbono dos intermediários das vias glicolítica e das pentoses-fosfato, diminuindo o 

rendimento do processo, assim como a produção de pigmentos poderia levar à inibição 

da eritrose redutase. Além disso, como a produção de eritritol é observada 

simultaneamente à produção de ácido cítrico em pH 5,5 (RYMOWICZ; RYWIŃSKA; 

GŁADKOWSKI, 2008), pode-se supor que a presença destes pigmentos leva à inibição 
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da enzima eritrose redutase, o que explicaria maior rendimento em ácido cítrico neste 

pH. Logo, apesar de não ser uma variável resposta quantitativa, a mudança de cor pode 

ser um indicativo de condição de cultivo que evite a formação destes compostos e 

favoreça a produção de eritritol. Ademais, os experimentos realizados por Carreira; 

Ferreira & Loureiro (2001a), nos quais a produção destes pigmentos foi estudada, eram 

realizados com pH inicial similar (pH 5,5) à condição deste estudo, indicando que esta 

pode ser uma condição necessária a formação do pigmento. 

A Figura 20 apresenta os diagramas de Pareto obtidos do resultado da análise 

estatística realizada para as três variáveis respostas desejadas. Pode-se observar que, em 

todos os casos, a curvatura apresentou significância ao nível de 5 % de erro, indicando a 

não linearidade do comportamento dessas respostas.  

Variável resposta: QERI

-,09
-,56

1,01
-1,06
-1,46
1,60
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-2,20
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2*3
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2*3
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3*4
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Figura 20. Diagramas de Pareto para as respostas obtidas no planejamento fatorial completo utilizando 

como variáveis o pH inicial da fermentação e as concentrações de glicerol, NaCl e extrato de levedura. 
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Ainda assim, algumas observações interessantes podem ser feitas a partir das 

variáveis que são estatisticamente significativas e do valor do efeito padronizado de 

cada uma. O pH possui significância para todas as respostas, mas com comportamentos 

diferentes. Para QERI e YERI/GLI, este é o efeito mais relevante, sendo que a diminuição 

desse fator favorece a produção do eritritol (de acordo com a coloração esverdeada) 

enquanto o efeito contrário é observado para YMAN/GLI. Ainda, este efeito apresenta a 

mesma ordem de grandeza para as três respostas, sendo igualmente relevante para elas. 

O mesmo tipo de efeito global é observado para o cloreto de sódio, no sentido de 

que o par de variáveis de produção de eritritol QERI e YERI/GLI e a variável do subproduto 

YMAN/GLI apresentam comportamentos contrários, sendo neste caso o aumento da 

concentração de cloreto de sódio favorável à produção de eritritol. Ainda, a interação do 

NaCl com pH apresentou significância marginal para a resposta QERI. O valor deste 

efeito foi o mais relevante para esta resposta, indicando que ele é importante para o 

desvio da produção de manitol para eritritol. 

Já o extrato de levedura parece influenciar somente os valores de QERI, indicando 

que um aumento em sua concentração é benéfico para a produção de eritritol, como 

observado por Tomaszweska et al. (2014). Além disso, as condições 6 e 8, que 

apresentaram menor rendimento de glicerol em manitol, são diferentes apenas pela 

quantidade de extrato de levedura, que é máxima na condição 8 e favorece tanto o 

aumento do rendimento de glicerol em eritritol quanto a produtividade mássica de 

eritritol. 

Por fim, a influência do glicerol só foi percebida com maior intensidade para 

YMAN/GLI, mostrando que menores concentrações implicam em um aumento nos valores 

dessa resposta. Isto é exatamente o oposto do que é desejado, para o caso de um 

processo com a menor concentração possível de subprodutos. Apesar disso, o valor do 

seu efeito é muito menor do que o valor de efeito do NaCl. 

Por fim, este planejamento não permite identificar qual variável é responsável 

pelo efeito de curvatura observado. Portanto, o conjunto de resultados justifica a 

manutenção de todas as variáveis em planejamentos posteriores, sendo pelo aumento do 

rendimento de glicerol em eritritol, seja pelo aumento da produtividade mássica. 
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5.3 Delineamento composto central rotacional 

Com o objetivo de gerar um modelo e otimizar as respostas de produtividade 

mássica de células e produtos, um DCCR foi realizado tendo como ponto central as 

mesmas condições do ponto central do planejamento fatorial completo, exceto pelo pH, 

que foi ajustado para 3,0, durante 10 dias de fermentação já que foi evidenciada a 

importância deste fator. Desta forma, um maior número de experimentos seriam 

realizado na condição de pH reportada na literatura como ideal para produção. Ademais, 

como os pontos centrais também apresentaram valores interessantes, foi decidido que o 

valor axial mais elevado para o pH deveria ser 4,5 para incluir os valores de pH 4,3 

dentro da região de validade do modelo. Portanto, nestes experimentos, a faixa de pH de 

cultivo avaliada foi de 1,5 a 4,5. 

Os resultados obtidos se encontram na Tabela 8. Neste momento, as 

produtividades mássicas foram as variáveis dependentes escolhidas, pois ao ser feito o 

cálculo de rendimento de substratos em produtos e subprodutos, valores negativos 

foram encontrados. Nestes casos, estes valores são resultado do aumento da massa de 

glicerol medida no fim do cultivo. Como a diferença entre as medidas foi muito 

pequena, possivelmente isto se deve a um erro de preparo da amostra ou os valores são 

estatisticamente equivalentes. Logo, a pequena produção observada pode ter sido 

decorrente da utilização de outras moléculas pela levedura como fonte de carbono. 

Globalmente, pode-se verificar na Tabela 8 que todos os experimentos que 

foram conduzidos em valores de pH menores que 3,0 propiciaram menores valores de 

produtividade de células e eritritol. Assim, como houve pouco crescimento celular e a 

produção de eritritol parece ser associada ao crescimento (Yang et al., 2015b), os 

valores de produtividade em eritritol foram reduzidos. Este resultado não era esperado, 

tendo em vista que a levedura consegue crescer em ambiente hiperosmótico em pH 

baixo (2 a 3) (YANG et al., 2015a). Então, este comportamento pode ser específico à 

cepa utilizada.  

Além disso, a maior concentração de glicerol (250 g.L
-1

) da condição 19 gerou 

resultados semelhantes, ou seja, as produtividades em células e eritritol foram 

drasticamente reduzidas, possivelmente decorrente de inibição pelo substrato, que já foi 

reportada por Yang et al. (2015b).  
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Tabela 8. Combinação de variáveis empregadas e respostas obtidas do delineamento composto central 

rotacional para a produção de eritritol por Y. lipolytica em cultivo realizado em microplacas.  

Ensaio pH NaCl Ext. L. Glicerol 
YERI/GLI 

(g g
-1

) 

YMAN/GLI 

(g g
-1

) 
QERI (mg h

-1
) QX (mg h

-1
) 

1 1,50 16 1,5 150 0,04 0,03 0,008 0,001 

2 2,25 24 2,0 200 ― ― 0,010 0,000 

3 2,25 24 1,0 200 0,05 0,03 0,009 0,000 

4 2,25 8 1,0 100 0,20 0,00 0,043 0,016 

5 2,25 8 2,0 200 0,05 0,00 0,016 0,005 

6 2,25 8 1,0 200 0,05 0,00 0,011 0,004 

7 2,25 24 1,0 100 0,04 0,03 0,007 0,002 

8 2,25 8 2,0 100 0,20 0,00 0,053 0,021 

9 2,25 24 2,0 100 0,03 0,01 0,004 0,001 

10 3,00 16 1,5 150 0,36 0,01 0,471 0,089 

11 3,00 16 1,5 150 0,34 0,01 0,447 0,076 

12 3,00 16 1,5 150 0,38 0,01 0,473 0,082 

13 3,00 16 1,5 150 0,35 0,01 0,455 0,079 

14 3,00 16 1,5 150 0,36 0,01 0,457 0,080 

15 3,00 16 1,5 150 0,38 0,01 0,461 0,086 

16 3,00 16 1,5 150 0,35 0,01 0,472 0,081 

17 3,00 32 1,5 150 0,38 0,00 0,436 0,073 

18 3,00 16 1,5 150 0,35 0,01 0,465 0,081 

19 3,00 16 1,5 250 0,28 0,00 0,178 0,025 

20 3,00 16 1,5 150 0,36 0,01 0,459 0,079 

21 3,00 16 1,5 150 0,37 0,01 0,472 0,085 

22 3,00 16 0,5 150 0,37 0,01 0,413 0,059 

23 3,00 0 1,5 150 0,33 0,02 0,396 0,085 

24* 3,00 16 1,5 50 0,30 0,01 0,363 0,091 

25 3,00 16 1,5 150 0,36 0,01 0,453 0,086 

26 3,00 16 1,5 150 0,37 0,01 0,462 0,081 

27 3,00 16 2,5 150 0,37 0,01 0,477 0,108 

28 3,75 24 1,0 200 0,33 0,00 0,398 0,058 

29 3,75 8 1,0 100 0,33 0,02 0,389 0,073 

30 3,75 8 2,0 100 0,29 0,02 0,361 0,101 

31 3,75 24 1,0 100 0,35 0,01 0,404 0,070 

32 3,75 24 2,0 100 0,33 0,01 0,407 0,116 

33 3,75 8 1,0 200 0,27 0,01 0,365 0,071 

34 3,75 24 2,0 200 0,33 0,00 0,385 0,073 

35 3,75 8 2,0 200 0,32 0,01 0,431 0,092 

36 4,50 16 1,5 150 0,32 0,01 0,453 0,102 

*Ensaio realizado por 5 dias;  ― Valor negativo. 
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No entanto, para as demais condições (excluindo as condições de pH menor que 

3,0 e de concentração de glicerol igual a 250 g L
-1

), pode-se observar globalmente que 

os resultados obtidos para produtividade mássica de eritritol variaram entre 0,361 e 

0,477 mg h
-1

. Comparativamente, diversas condições apresentaram resultado maior do 

que 0,455 mg h
-1

, correspondente à condição mais relevante do planejamento fatorial 

completo (condição 8 ― pH 3,0 e concentrações iguais à 200, 32 e 2 g L-1 de glicerol, 

NaCl e extrato de lêvedo, respectivamente), mas nenhuma delas apresentou YERI/GLI tão 

elevados. Isto significa dizer que possivelmente a condição 8 do planejamento fatorial já 

estava muito próxima do máximo para o conjunto de rendimento e produtividade na 

faixa estudada. 

A condição 24, que correspondia ao ponto axial de menor concentração de 

glicerol, foi executada duas vezes, sendo a primeira vez realizada durante dez dias de 

fermentação. Neste caso, a análise cromatográfica mostrou que a célula consumiu tanto 

o glicerol quanto o manitol e o eritritol formado, confirmando a capacidade da cepa de 

consumir estes polióis, como dito anteriormente, o que mostra a importância do estudo 

de perfil cinético. 

Adicionalmente, procedeu-se a análise de variância dos resultados obtidos 

(Tabela 9). Como o objetivo deste planejamento era a obtenção de um modelo que 

permitisse a otimização do processo, dois tipos de análise foram realizados: com o erro 

residual total e com o erro puro. Isto pode ser realizado devido à execução de réplicas 

no ponto central, de forma que o erro total pode ser dividido em uma componente 

referente à falta de ajuste dos dados ao modelo proposto ou ao erro puro, que não sofre 

interferência das mudanças nos níveis das variáveis estudadas (RODRIGUES; IEMMA, 

2014). 

Para ambos os casos, o coeficiente de determinação (R²) e o coeficiente de 

correlação ajustado foram 0,88 e 0,80, respectivamente, indicando uma boa correlação 

dos dados ao modelo. No entanto, o estudo do coeficiente de determinação ou do 

coeficiente de correlação não é suficiente para indicar o bom ajuste do modelo, sendo 

tanto a estimação da falta de ajuste quanto o método gráfico opções para isso. Então, 

pode-se verificar na Tabela 9 e na Figura 21 que para as duas respostas de produtividade 

foi observada a falta de ajuste, indicada tanto pelo valor-p menor que 0,05 para a falta 

de ajuste quanto pela distribuição dos pontos no gráfico que não segue a reta, de forma 
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que o modelo não é adequado para descrever o processo. Isto pode ter ocorrido devido à 

baixa produtividade de eritritol e células nos níveis de pH inferiores a 3,0, já que uma 

das hipóteses necessárias para a execução de um planejamento experimental é que a 

função representativa do sistema obtida experimentalmente a ser ajustada deve ser “bem 

comportada” para que o modelo polinomial seja capaz de representar adequadamente o 

fenômeno. 

Tabela 9. Análise de variância (ANOVA) para as respostas produtividades mássicas de eritritol (QERI) e 

células (QX), resumida ao valor-p assumindo os termos de erro residual ou erro puro para o delineamento 

composto central rotacional. 

Fonte de Variação 

Valor-p 

Variáveis Dependentes 

QERI (mg h
-1

) QX (mg h
-1

) QERI (mg h
-1

) QX (mg h
-1

) 

Erro Residual Erro Puro 

(1) pH (L) 4,06E-09* 1,07E-09* 2,95E-17* 1,02E-13* 

pH (Q) 1,80E-05* 4,61E-04* 1,27E-14* 2,07E-09* 

(2) NaCl (L) 9,35E-01 2,80E-01 4,43E-01 6,38E-04* 

NaCl (Q) 3,00E-02* 1,04E-01 1,54E-10* 1,68E-05* 

(3) Ext_L (L) 6,84E-01 1,21E-02* 2,14E-03* 1,53E-07* 

Ext_L (Q) 8,14E-02 2,05E-01 2,02E-09* 1,68E-04* 

(4) GLI (L) 3,18E-01 8,29E-03* 8,37E-07* 8,35E-08* 

GLI (Q) 9,14E-05* 1,81E-03* 5,53E-14* 1,01E-08* 

1*2 6,72E-01 7,20E-01 1,62E-03* 1,51E-01 

1*3 9,60E-01 1,09E-01 6,35E-01 1,96E-05* 

1*4 8,16E-01 5,86E-01 4,39E-02* 3,82E-02* 

2*3 8,44E-01 9,20E-01 8,13E-02 6,73E-01 

2*4 9,99E-01 7,74E-01 9,87E-01 2,42E-01 

3*4 8,17E-01 5,17E-01 4,49E-02* 1,72E-02* 

Falta de Ajuste NA NA 6,80E-11* 5,16E-07* 

*Significativos ao nível de 5% de erro; NA: não aplicável. 
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Figura 21. Gráfico de valores preditos versus valores observados para as produtividades mássicas de 

eritritol (à esquerda) e de células (à direita). 
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De forma qualitativa, os diagramas de Pareto presentes na Figura 22, obtidos 

para a análise com erro puro, mostram a magnitude dos efeitos estudados, que são úteis 

para a análise qualitativa da influência das variáveis independentes.  
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Figura 22. Diagramas de Pareto para as produtividades mássicas de eritritol (à esquerda) e células (à 

direita) obtidas no DCCR utilizando como variáveis o pH inicial da fermentação e as concentrações de 

glicerol, NaCl e extrato de levedura. 

De forma global, os termos não significativos representam as interações entre as 

variáveis independentes. Pode-se observar que para ambas as variáveis dependentes 

analisadas o pH é a variável mais importante, já que o efeito observado, tanto para o 

termo linear quanto para o quadrático, são os maiores. Para este fator os efeitos linear e 

quadrático têm sinais opostos e iguais para as duas respostas. Assim, infere-se que o pH 

afeta da mesma forma as produtividades, de forma que estas devam estar de alguma 

forma relacionadas. Yang et al. (2015b) verificaram através de um planejamento do tipo 

Plackett-Burman a influência de diversas variáveis no cultivo de Yarrowia lipolytica 

para a produção de eritritol, dentre elas o pH. Entretanto, nesse trabalho o pH foi 

avaliado utilizando tampão fosfato de sódio 720 mM, enquanto os autores estudaram 

separadamente o pH e a concentração de fosfato de potássio. Estes identificaram que a 

influência de ambos não era significativa dentro da faixa de estudo avaliada (pH 3 a 4 e 

concentração de fosfato de 0,1 a 0,2 g L
-1

), contrariamente ao que foi observado acima. 

Logo, possivelmente a discordância entre comportamentos para o pH pode ter sido 

decorrente da faixa de pH escolhida ter englobado valores nos quais o crescimento da 

levedura foi limitado, enquanto os autores trabalharam em condições onde isto não é 

observado. Outra hipótese para isto é a falta de ajuste que compromete a análise e pode 

levar a má interpretação dos resultados. 
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Para o glicerol, ambos os efeitos possuem sinal negativo, o que significa dizer 

que em geral o substrato em concentrações elevadas parece diminuir a produtividade do 

processo. Possivelmente isto está relacionado à parada do ciclo celular devido ao 

estresse osmótico pelo glicerol, como exposto na Tabela 3, que leva redução da 

expressão de enzimas relacionadas à síntese de proteínas (YANG et al., 2015a). 

Adicionalmente, foi observado para a resposta QERI o mesmo comportamento tanto no 

planejamento fatorial quanto no DCCR, embora o planejamento fatorial tenha mostrado 

que elevadas concentrações de glicerol propiciam maior rendimento do produto.  

Da Silva (2010) utilizou diversos planejamentos de forma sequencial para 

otimizar a produção de ácido cítrico para a mesma cepa deste estudo (Y. lipolytica 

IMUFRJ  50682). Inicialmente a faixa de estudo era de 40 a 200 g L
-1

 de glicerol, sendo 

em seguida utilizados os intervalos de 100 a 200 g L
-1

 e 30 a 50 g L
-1

. No entanto, em 

nenhum dos casos foi observado que a concentração de glicerol era significativa, mas 

para esta cepa, especificamente, os melhores resultados foram sempre para 

concentrações de glicerol bastante reduzidas (30 g L
-1

). Yang et al. (2015b) 

investigaram também a influência da concentração de glicerol na produção de eritritol 

para a cepa A16 através de um DCCR para a faixa de 116 a 284 g L
-1

, encontrando o 

valor máximo para concentração de glicerol de 214,5 g L
-1

, sendo este o comportamento 

global observado para a maioria das cepas da literatura.  

Embora os dois casos citados sejam para a produção de compostos diferentes, o 

exemplo da cepa utilizada também neste estudo corrobora a questão específica desta 

apresentar comportamento mais adequado para obtenção de altas concentrações de 

produto em concentrações mais reduzidas de glicerol. Além disso, a condição 24, a mais 

próxima das baixas concentrações utilizadas por Da Silva (2010), proporcionou o 

consumo quase total do glicerol do meio de cultivo, com produtividades de eritritol e 

células apresentando valores intermediários. Do ponto de vista do processo de 

produção, o consumo total do substrato é benéfico, pois facilitaria etapas de purificação 

do produto e tratamento do efluente final. Logo, tal condição pode ser explorada em 

ensaios posteriores. 

A análise da influência tanto do cloreto de sódio quanto do extrato de levedura é 

difícil, tendo em vista que os efeitos linear e quadrático para cada variável independente 

apresentam sinais opostos, exceto pelo efeito do NaCl sobre a produtividade de célula, 
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cujo efeito foi prejudicial em ambos os termos. Isto contradiz o que foi observado por 

Andreishcheva et al. (1999), que verificaram que somente acima de 3 % de NaCl ocorre 

a diminuição do rendimento de biomassa e da concentração celular final, assim como o 

aumento da fase de adaptação do crescimento celular. O mesmo comportamento foi 

observado por YANG et al. (2015a) em meio contendo 200 g L
-1

 de glicerol e 30 g L
-1 

de NaCl em pH 3,0. Ainda, nos ensaios preliminares anteriormente descritos só foi 

observada fase lag para concentração de 35 g L
-1

 de cloreto de sódio, de forma que o 

efeito não condiz com o que foi observado em etapas anteriores.  

Portanto, este conjunto de informações leva a concluir que a falta de ajuste do 

modelo o torna uma fonte não confiável de informações e a sua análise deve ser 

cuidadosa e levar em consideração aspectos pontuais, como foi feito para o glicerol. 

5.4 Avaliação da influência do tamanho do inóculo 

Tendo em vista a falta de ajuste obtida para os modelos dos experimentos de 

otimização, optou-se por prosseguir ao estudo da influência do tamanho do inóculo. A 

composição do meio de cultivo utilizada foi obtida com os valores correspondentes à 

melhor condição global estudada, correspondente ao meio de cultivo com pH 3,0, 

200 g L
-1

 de glicerol, 2,0 g L
-1

 de extrato de levedura e 32 g L
-1

 de cloreto de sódio. As 

concentrações iniciais do inóculo foram 1,7 (A), 3,8 (B) e 5,7 (C) g L
-1

, abaixo do 

planejado para os experimentos (2, 4 e 6 g L
-1

), possivelmente em decorrência de 

alguma falha na recuperação das células após a centrifugação. Os resultados obtidos 

podem ser verificados na Figura 23. 

O perfil cinético obtido mostra duas fases temporais bastante definidas que 

correspondem aos quatro primeiros dias de cultivo, durante os quais é observado o 

aumento na massa de células, concomitante ao aumento de massa de eritritol e 

diminuição da massa de glicerol e o segundo período, no qual é observado uma fase 

estacionária do crescimento celular, na qual a massa de células foi reduzida 

consideravelmente, assim como o consumo e formação de produtos. Pode-se verificar 

que o pH se manteve relativamente estável durante todo o processo, oscilando entre 3,1 

e 2,7, de forma que a metodologia de utilização de tampão fosfato se mostra adequada.  
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Figura 23. Perfil cinético obtido para avaliação do tamanho do inóculo (aproximadamente 1,7, 3,8 e 

5,7 g L
-1

 em azul, vermelho e preto, respectivamente) de Y. lipolytica utilizando o sistema de microplacas. 

Imagem superior:pH. Imagem inferior à esquerda: massa de células (curva pontilhada); massa de glicerol 

(curva tracejada). Imagem inferior à direita: massa de eritritol (curva tracejada); massa de manitol (curva 

pontilhada). 

 

A fase estacionária observada no segundo período do cultivo pode ser relativa à 

falta de agitação e aeração adequadas, provocada por instabilidades do sistema de 

fornecimento de energia local durante a execução do experimento no quinto e sexto dias 

de cultivo. Tal instabilidade possivelmente levou a ausência de oxigênio dissolvido 

necessário à levedura, que é estritamente aeróbica. 

Assim, faz-se necessário avaliar somente a etapa do cultivo no qual as condições 

ambientais eram favoráveis. A Tabela 10 resume alguns dos parâmetros de processo 

calculados para este período. 
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Tabela 10. Parâmetros de processo calculados para os quatro dias iniciais do ensaio de avaliação da 

influência do tamanho do inóculo sobre a produção de eritritol por Y. lipolytica em microplacas . 

Concentração do Inóculo A (1,7 g L-1) B (3,8 g L-1) C (5,7 g L-1) 

YX/GLI (g g
-1

) 0,177±0,004 0,109±0,009 0,134±0,004 

YERI/GLI (g g
-1

) 0,303±0,002 0,240±0,024 0,292±0,046 

YMAN/GLI (g g
-1

) 0,022±0,001 0,016±0,000 0,024±0,004 

QERI (mg h
-1

) 0,222±0,007 0,327±0,059 0,328±0,002 

qERI (g g
-1

 h
-1

) 0,021±0,001 0,019±0,004 0,014±0,000 

QV (g L
-1

h
-1

) 0,081±0,002 0,119±0,021 0,119±0,001 

µ (h
-1

) 0,0135±0,0004 0,0084±0,0001 0,0062±0,0010 

 

Ao considerar o desvio padrão dos parâmetros, observa-se que este não é 

homogêneo (calculado a partir do teste de Levene para homogeneidade de variâncias) 

para todas as variáveis calculadas nas três concentrações de inóculo, o que impede a 

utilização da análise de variância para identificação de diferenças significativas e de 

testes que se baseiam nesta hipótese, como o teste de Tukey ou de Duncan, para 

comparação de médias. Isto pode ter ocorrido devido ao fato dos parâmetros terem sido 

calculados para o meio da fase exponencial de crescimento, onde possivelmente erros 

amostrais e de análise são mais prováveis de acontecer, de forma que o perfil cinético 

completo seria mais adequado para isto. 

No entanto, ao analisar as tendências apresentadas, pode-se dizer que as 

concentrações de inóculo que proporcionaram melhores resultados de produtividade 

mássica de eritritol foram as condições B e C, sendo aproximadamente 48 % maior do 

que a condição A, assim como para produtividade volumétrica. Quando comparada à 

condição A, a condição C apresentou menores valores para YX/GLI, qERI e µ, ao passo 

que apresentou valores similares para os rendimentos de glicerol em eritritol e manitol. 

Possivelmente, como YERI/GLI foi similar para ambos, a diferença observada para as 

produtividades foi decorrente da maior concentração celular utilizada na condição C. 

Logo, como qERI e µ foram conjuntamente mais elevados para a condição A, esta parece 

ser a melhor condição (dentre as avaliadas) para o tamanho de inóculo, embora ainda 

seja necessário aumentar a produtividade volumétrica de eritritol, que correspondeu a 

apenas 9,5 % do maior valor reportado na literatura (em comparação ao maior valor da 

Tabela 4). 

Tomaszewska et al. (2014) observaram maiores atividades das enzimas 

transcetolase e eritrose redutase durante a fase exponencial do crescimento. Assim, o 
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perfil de produção de eritritol parece ser associado ao crescimento, considerando o 

modelo de Luedeking e Piret. Isto foi verificado por Yang et al. (2015b), que utilizaram 

este modelo modificado par contabilizar o efeito inibitório não competitivo do substrato 

hiperosmótico (glicerol bruto). Os autores estimaram que o termo do modelo associado 

ao crescimento é aproximadamente dez vezes maior que o termo não associado ao 

crescimento. Observaram também dois estágios consecutivos durante o processo, 

caracterizados pelos valores de µ de 0,194 e 0,093 h
-1

, com glicerol bruto como 

substrato em biorreator de tanque agitado. O primeiro estágio, com maior valor de µ, 

correspondia à fase exponencial do crescimento, enquanto o segundo era o estágio 

aquele no qual ocorria a produção de eritritol.  

Devido ao fato do valor obtido neste estudo para µ ser muito inferior aos citados 

anteriormente e que os valores para qERI são condizentes com aqueles reportados por 

Tomaszewska, Rywińska & Gladkowski (2012), uma hipótese para o crescimento 

celular observado durante os quatro dias iniciais do cultivo é a limitação pela 

transferência de oxigênio devido à utilização de agitador orbital com amplitude de 

agitação de 28 mm associada à alta pressão osmótica e à viscosidade elevada do meio. 

Esta é uma hipótese plausível, tendo em vista o grau de dissipação de energia e, 

consequentemente de mistura dentro do poço ser afetado em maior magnitude pela 

amplitude do que pela frequência de agitação. Ademais, assumindo que a Equação 2 

seja válida para o sistema utilizado, a TTO para o meio de alta osmolalidade reduz o 

efeito positivo esperado para a frequência de agitação, assim como a viscosidade 

elevada prejudica as transferência de massa e de potência. Desta forma, ambos os 

parâmetros seriam reduzidos, levando à diminuição da transferência de oxigênio para o 

meio de cultivo e das produtividades mássicas de eritritol e células. Portanto, além de 

reduzir a TTO causando estresse pela falta de oxigênio, a alta pressa osmótica provoca 

estresse osmótico, possivelmente levando a diminuição da atividade do ciclo celular e 

crescimento mais lento. Logo, para um processo associado ao crescimento, é mais 

adequado o uso de concentrações de inóculo menores e, portanto, a condição A é 

desejável. 

Com o intuito de verificar se a mudança de coloração acompanhava a produção 

de eritritol, observou-se o padrão de mudança de cor ao longo do experimento, que pode 

ser visualizado na Figura 24. Embora a mudança seja bastante gradativa, fica evidente 

que esta ocorre e que não há necessidade de utilizar compostos que inibam a formação 



51 

de piomelaninas, como o triciclazol, que apesar de aumentarem a produção de eritritol, 

diminuem a produtividade devido à diminuição do crescimento celular, conforme é 

observado em cultivos de Torulla corallina (LEE; JUNG; KIM, 2003). Além disso, esta 

mudança de coloração foi observada tanto nos experimentos do planejamento fatorial 

em pH 3,0 e 4,3 quanto em todas as condições do DCCR, indicando que as condições de 

pH abaixo de 4,5 são favoráveis à produção de eritritol.  

 

 

Figura 24. Evolução da coloração dos pellets da cinética de avaliação do tamanho de inóculo da levedura 

Y. lipolytica. A imagem à esquerda é referente ao dia do inóculo, a imagem central é referente ao quarto 

dia e a imagem à direita é referente ao décimo dia de fermentação. Os tubos estão ordenados da esquerda 

para direita como condição A, B e C, exceto a imagem central que é referente à condição C. 

 

Durante o estudo da formação de pigmentos marrons por Y. lipolytica, Carreira, 

Ferreira & Loureiro (2001a) observaram que estes são produzidos somente durante a 

fase estacionária do cultivo, como resultado da auto-oxidação dos precursores (que é 

catalisada por íons Mn
2+

). No entanto, nesta mesma fase da presente cinética não foi 

observada a produção destes pigmentos, indicando que não houve a produção e acúmulo 

dos precursores necessários à auto-oxidação no meio reacional. Portanto, esse 

provavelmente não foi um fator que possa ter influenciado na parada da produção de 

eritritol no segundo período do cultivo, o que suporta a hipótese de que outro fator 

possa ter limitado a produtividade do processo (transferência de oxigênio). 
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6 Conclusões 

Com base nas observações realizadas, pode-se concluir que: 

 Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 é capaz não só de produzir, mas 

também de consumir eritritol e manitol. Ademais, parece não sofrer inibição 

do crescimento em meio contendo até 35 g L
-1

 de NaCl, o qual propicia 

menores rendimentos de glicerol em manitol; 

 É viável a utilização de sistemas miniaturizados para o estudo da produção 

de eritritol e cultivo de Y. lipolytica. A metodologia utilizada no presente 

estudo teve uma boa reprodutibilidade, avaliada através dos pontos centrais, 

mesmo não utilizando o sistema replicador proposto por Duetz et al. (2000). 

No entanto, a evaporação deve ser levada em conta ou então o perfil 

observado não apresentará sentido lógico, assim como a amplitude de 

agitação do agitador orbital; 

 O melhor resultado obtido após aplicação de ambos os planejamentos 

estatísticos corresponde às seguintes condições: pH 3,0 e concentrações de 

glicerol, extrato de levedura e NaCl de 200 g L
-1

, 2,0 g L
-1

 e 32 g L
-1

, 

respectivamente, obtidas no planejamento fatorial completo; 

 O modelo obtido a partir do DCCR não foi capaz de se ajustar bem aos 

dados, impossibilitando a otimização do processo e prejudicando a análise 

dos efeitos das variáveis independentes. No entanto, foi verificada que a 

utilização de 50 g L
-1 

de substrato possa ser uma condição adequada ao 

processo, devido ao fato de que todo o substrato foi consumido; 

 A melhor concentração de inóculo estudada foi a de 1,7 g L
-1 

(condição A), 

tendo em vista os maiores valores de produtividade específica de eritritol 

(0,021 g g
-1

h
-1

) e taxa específica de crescimento (0,0135 h
-1

) obtidos; 

 A utilização de pH mais ácido (de 3,0 a 4,5) evitou a formação de 

pigmentos marrons, que consequentemente não causou a inibição parcial da 

produção de eritritol, como é observado para o pH 5,6 através dos 

rendimentos de glicerol em eritritol.  
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7 Sugestões para trabalhos futuros 

 Propor uma nova função que seja adequadamente ajustável aos dados 

experimentais já observados do DCCR e proceder à estimação não linear 

dos parâmetros desta; 

 Realizar estudo completo da cinética de produção, com maior amostragem 

nas primeiras 24 horas de fermentação e no quinto e sexto dias para 

confirmar os resultados obtidos. Se possível, acompanhar a osmolalidade do 

sistema utilizando um osmômetro e correlacioná-la à produção de eritritol; 

 Realização de um novo delineamento composto central rotacional dentro da 

faixa de pH de 3 a 4,5 (onde a função polinomial possivelmente descreverá 

bem o comportamento adequado) considerando a característica desta 

levedura de apresentar bons resultados em baixas concentrações de glicerol 

(até 50 g L
-1

). Em seguida, utilizar a batelada alimentada para estudar o 

comportamento obtido ao adicionar a mesma massa que seria utilizada em 

cultivo em batelada simples com 200 g L
-1

 de glicerol; 

 Medir o     do sistema miniaturizado em diferentes condições de agitação 

e avaliar a influência deste parâmetro sobre a produção de eritritol; Estudar 

a extrapolação de escalas para cultivo em biorreator de bancada mantendo 

    constante; 

 Propor o estudo da avaliação da influência do triciclazol como inibidor de 

melanização em pH 5,5 sobre a atividade da enzima eritrose redutase de Y. 

lipolytica e a produção de eritritol.  
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