EFEITO DO GLICEROL NA BIOCONVERSAO DE XILOSE EM XILITOL POR Candida
guilliermondii

Priscila Vaz de Arruda ', Débora Danielle Virginio da Silva % e Maria das Gragas de
Almeida Felipe *

! Iniciagdo Cientifica, DEBIQ, FAENQUIL. Rod. Itajuba-Lorena Km 74,5 C P 116, CEP 12600-970,
) Lorena-SP. e-mail: priscilavaz_eb@yahoo.com.br
Doutoranda/CAPES, DEBIQ, FAENQUIL. Rod. Itajuba-Lorena Km 74,5 C P 116, CEP 12600-970,
Lorena-SP. e-mail: debora@debiqg.faenquil.br
® Professora orientadora, DEBIQ, FAENQUIL. Rodovia Itajuba-Lorena Km 74,5 C P 116, CEP 12600-970,
Lorena-SP. e-mail: mgafelipe@debiq.br

Palavras-chave: glicerol, xilitol, Candida guilliermondii.

Area do Conhecimento: Il Ciéncias Bioldgicas

Resumo- Pesquisas para a obtencdo microbiolégica de xilitol, adogante nao cariogénico, permitido para
obesos e diabéticos e mais recentemente indicado na prevengao de otites e osteoporose apontam para a
viabilidade técnica de obtengdo biotecnoldgica deste poliol. Porém os rendimentos deste bioprocesso ainda
sdo baixos quando comparado com outros processos biotecnolégicos sendo que um dos fatores
responsaveis € a formagao de subprodutos deste metabolismo, como o glicerol. A fim de se avaliar a
influéncia do glicerol sobre a formagao de xilitol e contribuir para o melhor entendimento da via metabdlica
envolvida na bioconversdo de xilose em xilitol, experimentos serdo conduzidos com alevedura Candida
guilliermondii empregando-se meio sintético contendo xilose e glicerol em diferentes proporgdes.

Introducgao

O xilitol € um composto do grupo dos polibis,
ou seja, € um alcool que apresenta, ligado a cada
atomo de carbono de sua molécula, um grupo
hidroxila, formado por um atomo de oxigénio e um
de hidrogénio. Esse alcool tem a férmula quimica
CsH4205 (Figura 1) e pode ser encontrado em
liquens, fungos, algas e legumes, e também como
um intermediario do metabolismo de carboidratos
em animais, inclusive no homem [1].

Figura 1: Esquema da molécula de xilitol [2].

Possui massa molar 152,15g/mol com poder
adogante semelhante ao da sacarose e superior
ao de polidis comuns, com valor calérico reduzido
(apenas 2,4 calorias por grama) [1].

O xilitol apresenta-se como um pd cristalino e
branco, sem odor. Suas caracteristicas quimicas
proporcionam sensacdao de frescor quando
dissolvido na saliva, efeito explorado em pastilhas,
chicletes e balas. Uma vantagem desse composto,
em relagdo a outros adogantes, é o fato de nao
apresentar sensagao desagradavel apds o uso [3].

Além disto, n&o participa das reagdes de Maillard,
que provocam escurecimento do produto [4].

Este poliol também tem efeito ndo-cariogénico.
Essa propriedade deve-se ao fato desse poliol ndo
ser metabolizado por microrganismos da biota
bucal, principalmente a bactéria Streptococcus
mutans, o que impossibilita a proliferacdo das
bactérias e conseqlientemente impede a produgao
de acidos que atacam o esmalte do dente.
Também pode ser classificado como
anticariogénico, por estimular a produgdo da
saliva, que possui capacidade tamponante, o que,
juntamente com o aumento na concentragao de
ions calcio e fosfato, induz a remineralizagao,
revertendo lesbes de caries recém-formadas [5,6].
Recentemente foi demonstrado que esse poliol
pode ser usado na prevencdo de otite média
aguda [7] e de osteorose [8].

Todas essas caracteristicas apresentadas pelo
xilitol tém garantido seu uso com demanda
crescente nas industrias alimenticia, farmacéutica
e odontolégica. No Brasil, a sua utilizagdo esta
voltada principalmente a produtos como creme
dental, gomas de mascar e pastilhas.

A produgido do xilitol em larga escala,
atualmente, € obtida através de processo quimico,
que consiste na reagdo de hidrogenagao catalitica
de D-xilose, um agucar comumente encontrado na
parede de células vegetais na forma do polimero
xilana. A D-xilose, é obtida através de hidrolise
acida ou enzimatica da fragdo hemiceluldsica de
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materiais lignocelulésicos. Nesta hidrolise, as
xilanas sao quebradas em moléculas de xilose.
Entretanto, por existirem polimeros de outros
glicidios presentes na hemicelulose, o processo
quimico se estende a inumeras etapas de
separagao e purificagdo devido ao aparecimento
de varios subprodutos [9]. Isto, aliado as drasticas
condicbes de temperatura e pressdo, torna a
hidrogenagédo catalitica um processo de custo
relativamente elevado, encarecendo portanto o
produto no mercado [10].

Tomando-se em vista todos estes problemas,
varios estudos estdo sendo realizados a fim de se
encontrar rotas alternativas que possam viabilizar
a producéo de xilitol em larga escala. Um processo
que vem ganhando grande importancia
ultimamente é a via biotecnolégica, na qual a
conversao da xilose presente em grande
quantidade em materiais lignocelulésicos, como o
bagaco de cana-de-acgucar, em xilitol depende da
acao de microrganismos. As leveduras, em
especial a Candida guilliermondii , sao

consideradas boas produtoras de xilitol uma vez
que possuem as principais enzimas responsaveis
pela conversao de xilose em xilitol, que sdo a
xilose redutase e xilitol desidrogenase [11]. A
Figura 2 apresenta um esquema comparativo
entre a via quimica e a via biotecnoldgica de
obtencéao do xilitol.

A via biotecnolégica de obtencdo do xilitol é
influenciada por varios fatores, tais como obtencéo
e preparo do hidrolisado hemiceluldsico,
temperatura, pH, concentragdo de nutrientes no
meio de fermentacdo, presenca de compostos
téxicos ao metabolismo microbiano, atividade das
enzimas envolvidas na bioconversdo de xilose em
xilitol. Muitos dos parametros necessarios ao
desenvolvimento deste bioprocesso ja estédo
estabelecidos, mas ainda sao necessarios estudos
para melhor entendimento das vias metabdlicas
envolvidas nesta bioconverséao; principalmente em
relacdo a formagdao de sub-produtos deste
metabolismo, como o glicerol.
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Figura 2: Esquema comparativo da obtengdo de xilitol por via quimica e biotecnoldgica [12]

O (dlicerol é biossintetizado pela redugdo de
dihidroxicetona fosfato a glicerol 3-fosfato,
catalizado por 3-fosfato dihidrogenase (NAD"),
seguida pela desfosforilagdo do glicerol 3-fosfato a
glicerol [13].

De acordo com Nevoigt e Stahl [14], o
metabolismo de acgucares em leveduras pode
facilmente levar a produgédo de etanol ou glicerol,
dependendo das condigbes de cultivo. Os autores
destacam a formacgao destes solutos compativeis
como um mecanismo no qual o microrganismo

evita a perda de agua para o meio extracelular,
enquanto que, no meio intracelular, o glicerol pode
manter o equilibrio redox do citosol, principalmente
na auséncia de oxigénio.

A formagédo de glicerol como subproduto da
bioconversdo de xilose em xilitol foi observada
durante o cultivo de Candida tropicalis em meio
sintético [15] e de C. guilliermondii em hidrolisado
de bagaco de cana [16,17] e hidrolisado de casca
de aveia [18].
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Segundo Rodrigues [17], a formacao de glicerol
neste bioprocesso esta associada ao pH, sendo
favorecida em pH = 7,5. Além disto, durante o
cultivo de C. guilliermondii em hidrolisado de
bagaco de cana, foram observados a formacéao e
posterior consumo do glicerol pela levedura,
indicando sua utilizacdo como fonte de carbono,
principalmente quando a xilose ja havia sido quase
totalmente assimilada [19].

Desta forma, este trabalho tem como objetivo
avaliar a influéncia do glicerol sobre a
bioconversdo de xilose em xilitol por Candida
guilliermondii .

Materiais e Métodos

Microrganismo e Preparo do In6culo

Os experimentos serdo realizados com a
levedura Candida guilliermondii FT1 20037 obtida
de uma cultura estoque mantida a 4°C em agar
extrato de malte. As células cultivadas em agar
extrato de malte inclinado serao transferidas para
o meio de cultivo do indculo contendo xilose
(50g/L), (NH4)2SO4 (2g/L), CaCl,.2H,0 (0,1g/L) e
extrato de farelo de arroz (20g/L). O cultivo sera
realizado em frascos Erlenmeyer (125mL)
contendo 50mL do meio, incubados a 200rpm,
30°C por 24h. A concentragdo inicial de inéculo
nas fermentagdes sera de 1,0g/L de células.

Condigobes de fermentacao

As fermentacbes serao realizadas em frascos
Erlenmeyer (125mL) contendo 50ml de meio
composto por: xilose (50g/L), glicerol (variando de
0 a 3g/L), (NH4)2S0O4 (2g/L), CaCl,.2H,0 (0,1g/L) e
extrato de farelo de arroz (20g/L). Sera também
realizado um experimento controle em meio
contendo glicerol (20g/L), (NH4)°.SO, (2g/L),
CaCl,.2H,O (0,1g/L) e extrato de farelo de arroz
(20g/L). Todos os experimentos serdo realizados
com pH inicial de 5,5, a 200rpm, 30°C.

Métodos Analiticos

As concentragbes de xilose, xilitol e glicerol
serdo determinadas por cromatografia liquida. O
crescimento celular sera acompanhado por
medida de absorbancia a 600nm e a concentragcao
celular sera calculada por uma curva padrao que
correlacionada a absorbancia a 600nm e peso
seco das células.

Perpectivas

A partir dos resultados obtidos neste trabalho
espera-se contribuir para o desenvolvimento de
uma tecnologia de obtengdo de xilitol por via
biotecnolégica através do melhor entendimento da
via metabdlica de conversédo de xilose em xilitol e
da formacao de subprodutos deste metabolismo,

como o glicerol, bem como a sua interferéncia
neste bioprocesso.
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