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RESUMO

O glicerol bruto derivado da producéao do biodiesel é considerado um rejeito industrial que
tem despertado grande preocupacédo na industria de biocombustiveis, dentre outros fatores,
devido ao seu baixo valor comercial, sua reduzida assimilagdo ap6s processo de purificacéo
e aos altos custos associados ao seu descarte. Nesse contexto, a aplicacdo de
microrganismos em processos de biodegradacdo ou bioconversdo do glicerol bruto em
moléculas de maior valor agregado tende a valorizar a cadeia produtiva do biodiesel, e a
minimizar impactos ambientais associados ao seu descarte, muitas vezes feito de forma
inadequada. Deste modo, o0 objetivo desde trabalho foi investigar e identificar, em diferentes
amostras ambientais, a presenca de leveduras capazes de utilizar, como Unica fonte de
carbono, o glicerol bruto, bem como investigar de maneira preliminar eventuais produtos
metabdlicos. Cinquenta e sete leveduras oriundas da biodiversidade local foram avaliadas e
cinco delas selecionadas por apresentaram o potencial metabdlico de interesse. Os isolados
selecionados foram cultivados sob diferentes condi¢cdes de temperatura, concentracdo de
glicerol e oxigenacdo, com a finalidade de estabelecer as melhores condi¢cdes para o0 seu
crescimento. Analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e de atividade
emulsificante foram realizadas com a finalidade de investigar eventuais produtos gerados a
partir do consumo do glicerol bruto. Como resultados, este trabalho traz o primeiro relato do
potencial de utilizacdo de glicerol bruto por Zygowilliopsis californica, Pichia fermentans,
Candida melibiosica e por uma provavel espécie nova do género Candida (Candida sp.)
isolada durante este trabalho. Esta € também a primeira descricdo desta atividade
metabdlica para uma espécie do género Zygowilliopsis. De forma adicional, Z. californica e
Candida sp. apresentaram indicios de capacidade metabélica para bioconverséo do glicerol
bruto em moléculas de valor industrial. Os dados levantados neste trabalho poderao
contribuir para futuras estratégias que visem a valorizag&o da cadeia produtiva do biodiesel.

Palavras-chave: biodiesel, glicerol bruto, bioconversao, polidis, biossurfactantes, leveduras.



ABSTRACT

The raw glycerol derived from the biodiesel production is considered an industrial waste that
has raised great concerns in the biofuels industry, mainly due to its low commercial value, its
reduced assimilation after purification as well as to the high costs associated with its
disposal. In this context, the use of microorganisms on biodegradation processes and
bioconversion of raw glycerol to molecules with high added-values tends to enhance the
biodiesel production chain, and minimize environmental impacts associated with its disposal,
often done improperly. Thus, the goal of this work was to investigate and identify, in different
environmental samples, the presence of yeasts capable of using raw glycerol as sole carbon
source, and investigate in a preliminary manner their eventual metabolic products. Fifty-
seven yeasts derived from the regional biodiversity were evaluated and five of them were
selected as metabolically able for raw glycerol consumption. The selected isolates were
cultured under different conditions of temperature, glycerol concentration and oxygenation in
order to establish the best growing conditions. In order to investigate eventual products
generated from the raw glycerol assimilation, high-performance liquid chromatography
(HPLC) analyses and emulsification assays were performed. As results, this work presents
the first report of raw glycerol consumption by Zygowilliopsis californica, Pichia fermentans,
Candida melibiosica and by a probable new yeast species of Candida genus (Candida sp.)
isolated in this work. Still, this is the first report of this metabolic feature for a species of
Zygowilliopsis genus. Moreover, Z. californica and Candida sp. presented some evidence to
bear the metabolic potential to produce molecules of industrial interest from raw glycerol.
These data may contribute for future strategies that aim the value increase of the biodiesel

production chain.

Key words: biodiesel, raw glycerol, bioconversion, polyols, biosurfactants, yeasts.
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1.1 INTRODUCAO

1.1.1 Biodiesel

A crescente busca por solu¢bes mitigadoras das probleméaticas ambientais insere os
combustiveis de origem renovavel em um contexto de extensa investigacéo cientifica como
potenciais substitutos aos combustiveis de alta carga poluente atualmente em voga (1,2,3).
Por ser biodegradavel, atoxico e apresentar perfis de baixa emissao (4), caracterizado por
reduzido nimero de particulados atmosféricos, como monoxido de carbono e hidrocarbonos
(5), comparado ao diesel proveniente do petréleo, o biodiesel apresenta grande
aceitabilidade.

Desta forma, desde a ultima década, o biodiesel tem despertado o interesse de
industrias como um promissor substituto de fontes de energia de origem fossil. Observou-se,
a partir de entdo, uma rapida expanséo da sua capacidade de producdo, ndo somente em
paises desenvolvidos como Alemanha, Itdlia e Franca, mas também em paises em
desenvolvimento como Argentina, Brasil, Indonésia e Malasia (6).

Neste contexto, o Brasil apresenta grande potencial de crescimento no setor, uma
vez que possui varias areas com boas condicbes de cultivo de plantas oleaginosas (7).
Dados da U.S. Energy Information Administration, do ano de 2011, posicionam o Brasil
como o guarto pais com maior producdo de biodiesel ho mundo, logo atrds dos Estados
Unidos, Alemanha e Argentina (8), apresentando, recentemente, 0 maior aumento na taxa
de producdo (com uma variacédo de 763 m® no ano de 2005 para 2.400.000 m? registrados
em 2010) quando comparado aos Estados Unidos e a Europa (9).

Entretanto, de forma proporcional ao consideravel aumento da producgéo de biodiesel
ocorrido nos Ultimos anos em todo o mundo, houve também um incremento na quantidade
de residuos gerados durante o processo. O biodiesel, que é produzido a partir de uma
reacdo de transesterificagdo, com alcodis de cadeia curta, de triglicerideos em alquil-ésteres

de acidos graxos, tem como principal subproduto o glicerol (1,2,3-propanetriol), também
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conhecido por glicerina (10, 11, 12). Este glicerol, chamado de “glicerol bruto”, é

considerado o principal e mais problematico residuo quimico da produgéo do biodiesel (13).

1.1.2 Glicerol residual de biodiesel

A molécula de glicerol puro apresenta inimeras aplicacdes na industria cosmética,
farmacéutica, téxtil, de alimentos, sendo utilizada, também, como precursora na producdo
de vérios quimicos (14).

O glicerol bruto derivado do biodiesel corresponde a aproximadamente 10% do
volume final da reacéo de transesterificacdo (4) e apresenta uma pureza que oscila entre
55% e 90%. Sua composicdo é caracterizada pela presenca de glicerol (80—85%), metanol
(2%), sais (5-6%), agua (10%) e outras moléculas orgéanicas (2%) (15). Por apresentar
elevados niveis de contaminantes, o glicerol na sua forma bruta ndo pode ser utilizado na
industria quimica ou farmacéutica sem antes passar por um processo de purificagdo, que
consiste na remocao dos seus alcodis constituintes, determinando o seu grau de pureza de
acordo com a concentracdo restante dos mesmos (16).

Os elevados custos desse processo de purificacdo tornam a aplicacdo do glicerol
bruto na industria quimica e farmacéutica muito limitada (16). Mesmo o mercado mundial do
glicerol puro, de alta qualidade para aplicacbes industriais, consome somente 0,9 a 1 milhdo
de toneladas por ano de glicerol derivado de biodiesel (17). Desta forma, em funcdo do
baixo valor comercial deste produto, sua reduzida assimilacdo (ndo proporcional a sua
producédo) apods o processo de purificacdo por industrias de outros setores e aos altos custos
associados ao seu descarte, a industria do biodiesel é afetada de forma negativa (18).

Uma situacéo ainda mais dificil ocorre com relagdo as plantas de producéo ativas em
propriedades rurais de pequeno e médio porte, crescentes em ndmero, uma vez que a
producdo do biodiesel se mostra como uma fonte alternativa de renda consideravelmente
promissora, ndo apenas no contexto industrial, mas também no doméstico (6). O prego do

glicerol bruto tem decrescido continuamente (19) e produtores de biodiesel tém pouco
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incentivo para realizar o processo de purificacdo do subproduto gerado durante a produgéo
de biodiesel. Esses fatores, aliados a recente queda de preco do glicerol refinado (20),
tornam o processo de purificacdo uma atividade economicamente inviavel para pequenos e
médios produtores.

Desse modo, o glicerol gerado nas pequenas e médias propriedades, em funcao de
ndo apresentar valor comercial na sua forma bruta, € comumente lancado no ambiente,
apresentando um alto potencial de dano aos ecossistemas impactados (7). Tais fatos se
mostram como um desafio ambiental e econdmico significativo para a cadeia de producéo
do biodiesel (21).

Nesse contexto, a industria tende a buscar aplicagbes alternativas para o glicerol
bruto gerado (22), seja em processos onde ele pode simplesmente ser degradado, ou
empregado como matéria-prima para a producdo de moléculas de maior valor agregado
(23). Em relacéo a isso, uma estratégia que se mostra bastante interessante em termos
industriais é a bioconversdo do glicerol bruto. Este processo se mostra economicamente
viavel, apresentando uma boa capacidade de produzir uma grande variedade de produtos
guimicos menos impactantes em termos ambientais (24). Estes fatos ressaltam a
importancia de investigacdes a cerca da aplicacdo de microrganismos na bioconversédo do

glicerol proveniente da producéo de biodiesel (10, 25, 26).

1.1.3 Metabolismo microbiano de interesse
O glicerol puro € uma molécula abundante e de composi¢do simples, podendo ser
absorvida pela célula microbiana através de difusdo facilitada. Alguns microrganismos sdo
descritos pela literatura como capazes de utilizar o glicerol como fonte de carbono, podendo
converté-lo a diferentes intermediarios metabdlicos (21). Desta forma, a possibilidade de
utilizacdo do glicerol bruto como fonte de carbono por alguns microrganismos mostra-se

como promissora para a elaboracdo de estratégias que visem a eliminagdo deste residuo

industrial (7).
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Este cenério abre espaco para a implementacdo de biorrefinarias que convertam o
fluxo de subprodutos ou rejeitos gerados durante a producédo de biodiesel em produtos de
maior valor, sendo considerada uma alternativa para ampliar a viabilidade econémica da
industria deste biocombustivel (27, 28, 9, 29), além de minimizar impactos ambientais
associados ao descarte inadequado de rejeitos oriundos do processo.

Devido & sua ampla diversidade metabdlica, aos baixos custos relativos ao seu
isolamento a partir de amostras ambientais, aos métodos de cultivo simples, ao baixo risco
biolégico para manipuladores (9, 30) e a sua estabilidade genética, a investigacdo de
leveduras ambientais com aplicacdo em processos de degradacdo ou bioconversdo de
moléculas de interesse mostra-se muito promissora.

Desta forma, leveduras de ocorréncia ambiental que naturalmente apresentem o
potencial metabdlico de degradar o glicerol ou converté-lo em produtos de maior valor
agregado podem se mostrar como interessantes alternativas tanto para a minimizacdo do
passivo ambiental associado a este processo como para a valoriza¢do da cadeia produtora
de biodiesel.

A diversidade de microrganismos procaridticos e eucarioticos ainda é muito pouco
conhecida, em especial quando se tratam de microrganismos existentes em ambientes
naturais, tais como sedimento marinho e de corpos d"dgua doce, superficie e cisterna de
algumas plantas, solo e alguns tipos de alimentos in natura. Desta forma, tipos metabdlicos
desconhecidos sdo abundantes no contexto microbiano (31) e podem apresentar
aplicabilidade biotecnolégica com o objetivo de biorremediacdo e bioconversdo de
moléculas de interesse.

O glicerol bruto, apos o processo de purificagdo, pode ser convertido a uma série de
moléculas de interesse industrial, como 1,3-propanediol, acido succinico, lipidios e etanol
(32, 33) por uma grande variedade de bactérias. Entretanto, os dados reportados na
literatura a cerca do mesmo potencial de conversao por microrganismos eucariontes

mostram-se mais escassos.
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O glicerol desempenha um importante papel durante a osmoregulacdo em leveduras
(34), sendo um dos principais solutos produzidos ou armazenados em resposta a situagdes
de estresse osmatico (14). Até o momento, existem duas vias bem estabelecidas para a
utilizacao de glicerol em leveduras (Figura 1): a via fosforilativa (via da glicerol-3-fosfato) e a
via oxidativa (via da dihidroxiacetona) (14).

Apesar de algumas leveduras utilizarem estas duas vias metabdlicas de assimilacéo
de glicerol, como o verificado para Saccharomyces cerevisiae, outras espécies utilizam
apenas uma, como o reportado para Yarrowia lipolytica, cuja Unica via de assimilacdo de
glicerol utilizada é a via fosforilativa (35, 36, 37). A utilizacdo do glicerol por esta via tem sido
reportada também para outras espécies de leveduras como Candida utilis (38),
Debaryomyces hansenii (39), Zygosaccharomyces rouxii (40), Candida glycerinogenes (41)
e Schizossaccharomyces pombe (38, 42).

Em S. cerevisiae, cujo metabolismo de glicerol é bem conhecido, esta via é
caracterizada inicialmente por uma etapa de fosforilacdo catalisada por uma glicerol
guinase, codificada pelo gene GUT1 (43, 44), que converte o glicerol em glicerol-3-fosfato.
Esta etapa € seguida de uma oxidacdo do glicerol-3-fosfato a uma dihidroxiacetona fosfato
através da enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase (Gut2p) dependente de flavina-adenina-
dinucleotideo (FAD), codificada pelo gene GUT2 e localizada na mitocondria (45).

A dihidroxiacetona fosfato, por sua vez, pode ser convertida a gliceraldeido-3-fosfato
através de uma triose-fosfato-isomerase no centro da via metabdlica (14), ou servir de
substrato para a sintese de outros metabdlitos (46). Varios autores relatam que leveduras
com auséncia ou comprometimento dos genes GUT1 ou GUT2 sdo incapazes de utilizar o
glicerol como fonte de carbono (43, 44, 45).

A via oxidativa de degradacéo de glicerol € composta por uma glicerol desidrogenase
(GD), que cataliza o primeiro passo oxidativo da via, no qual o glicerol é transformado em
dihidroxiacetona, seguido por um passo de fosforilagdo catalisada por uma segunda

dihidroxiacetona quinase (DK) especifica, resultando na dihidroxiacetona fosfato (14). Em S.
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cerevisiae, 0os genes GCY1l e DAK1l ou DAK2 codificam os dois passos da via,
respectivamente (47).
VIA OXIDATIVA

Dihidroxiacetona quinase Glicerol desidrogenase
Dihidroxiacetona

TP REDUGAO T NADEH
; \
GLICOLISE . o ({j -\ADtP»H% NAD(P)
. NADP N oxipagAo
"
Dihidroxiacetona 1
fosfato Glicerol
4
-~ Pi

GLICONEOGENESE

Glicerol-3-fosfato Glicerol-3-fosfato £l e

desidrogenase

VIA FOSFORILATIVA

Figura 1. Viséo simplificada das vias metabdlicas de utilizacdo do glicerol em S.

cerevisiae. Modificado a partir de Silva-Graca, M. 2004 (48).

O aproveitamento do glicerol puro por microrganismos tem sido amplamente
estudado, entretanto, existem poucos dados na literatura a cerca de microrganismos
capazes de converter o glicerol bruto derivado do biodiesel (16). Além disso, a maioria
destes estudos utilizam outras fontes de carbono associadas ao glicerol residual de
biodiesel, fator que pode encarecer o processo, se comparado a utilizacdo exclusiva de
glicerol bruto como substrato de carbono. Devido ao alto teor de sais e solventes organicos
presentes no glicerol bruto (15), microrganismos capazes de consumir o glicerol e tolerar
esses componentes inibitorios sdo, atualmente, alvos de investigacoes.

Dentre os produtos gerados por leveduras a partir da conversdo do glicerol bruto

associado a outras fontes de carbono, a literatura destaca a produgédo de polidis como
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arabitol (49), eritritol (50), manitol (51), além de acido citrico (52), &cido succinico (53),
etanol (15), e alguns surfactantes (54).

Poliéis, também conhecidos por &lcoois de acgucar, sdo hidratos de carbono com um
grupo carbonil (aldeido ou cetona) reduzido a um grupo hidroxila correspondente. O xilitol,
sorbitol, arabitol, manitol, eritritol, lactitol e maltitol sdo alguns exemplos de &lcoois de
acucares disponiveis comercialmente (55).

A producdo industrial de alcoois de acucar tem sido feita principalmente através de
meios quimicos, que incluem processos de hidrogenacdo de aclcar com a adicdo de
catalisadores quimicos submetidos a altas pressfes e temperaturas (56). Estes processos
necessitam de substratos puros e elaboradas etapas de purificacdo cromatografica, o que
tem impulsionado um crescente interesse no desenvolvimento de processos bioquimicos
microbianos (9).

Dentre os polidis mencionados, o manitol € uma molécula amplamente utilizada na
indastria de alimentos e preparagbes farmacéuticas. E naturalmente encontrado em
pequenas quantidades em vegetais e frutas, apresenta baixa reatividade quimica, alta
higroscopia e sabor adocicado, embora possua baixo valor calérico. Sua obtencao industrial
da-se a partir da alta presséo da hidrogenacéao catalitica da mistura de frutose e glicose (57).

Leveduras como Torulopsis mannitofaciens CBS 5981 e T. versatilis CBS 1752 (58)
e a cepa NCIM 3470 da levedura osmofilica Candida magnoliae, sdo alguns exemplos de
microrganismos envolvidos na producdo de manitol a partir de glicerol. As células de C.
magnoliae NCIM 3470, quando imobilizadas sé&o capazes de, em condi¢gdes aerdbias, sem
necessidade de adigcdo de qualquer outra fonte de carbono além do glicerol residual de
biodiesel, converter esta molécula a manitol. Além disso, este processo de bioconversao
mostrou a vantagem de ndo produzir outros metabdlitos detectaveis por parte dos
detectores de ultravioleta e visivel (UV-VIS) ou de indice de refracdo (IR) em analises de
cromatografia liquida de alta performance por exclusé@o de ions, resultando em uma solucéo

aquosa limpa, a partir da qual a recuperacdo da molécula é relativamente facil (51).
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O arabitol € um alcool de agucar que apresenta muitas das caracteristicas do xilitol,
podendo ser utilizado em muitas das aplicacbes conhecidas para o mesmo, dentre elas o
uso como adocantes naturais ndo cariogénicos e substitutos de acUcar para pacientes
diabéticos (49). Habe e colaboradores (59) reportam o potencial metabdlico de converséao do
glicerol bruto, por Candida parapsilosis, a D-arabitol, uma das moléculas que podem ser
utiizadas como molécula precursora na producdo de D-xilulose, por meio de
microrganismos (60). Tendo em vista que a sintese de cetoses raras como a D-xilulose é
importante por ser precursora de oligossacarideos sintéticos e glicosideos (61), a busca por
microrganismos capazes de produzir arabitol torna-se um interessante foco de
investigacdes. O arabitol pode ser produzido também por outros géneros de leveduras
osmofilicas como Debaryomyces (49, 59), Geotrichium e Metschinikowia a partir do glicerol,
Oou em resposta ao estresse osmatico a partir do glicerol bruto (49, 62).

Outro poliél produzido por leveduras a partir do glicerol bruto, o eritritol, € um
adocante bioldgico com aplicacdes na industria de alimentos e farmacéutica. Sua producao
se da em larga escala por processos fermentativos, nos quais glicose, sacarose e dextrose
sdo obtidas a partir de trigo e amido de milho (principais fontes de carbono) através de
hidrolise quimica e enziméatica (63, 64). Uma reducdo de custos na producdo do eritritol
pode ser obtida através da utilizagdo de substratos mais baratos, como o glicerol bruto, fonte
de carbono a partir da qual Rymowicz e colaboradores (2009) reportaram um bom
crescimento de diferentes cepas da levedura Y. lipolytica, com concomitante alta eficiéncia
de bioconverséo a esta molécula de interesse (50).

A espécie Y. lipolytica tem despertado muita atengcdo da comunidade cientifica, nos
Gltimos anos, uma vez que é capaz de metabolizar uma grande variedade de subprodutos
industriais e agro-industriais sendo capaz, a partir dessa metabolizacdo, de produzir grandes
guantidades de acidos organicos e biossurfactantes (65). A cepa LGAM S(7)1 de Y.
lipolytica (52), apresenta a habilidade de degradar de modo eficiente substratos hidrofébicos

(66) por apresentar uma superficie celular altamente hidrofébica (65). Essa interagdo entre
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as células e as superficies hidrofébicas € mediada por proteinas ou glicoproteinas da parede
celular (65) da levedura.

Y. lipolytica também utiliza glicerol bruto como substrato para a producéo de acido
citrico (52), apresentando interessantes niveis de producéo desta molécula, podendo, desta
forma, ser utilizada na indUstria para esta finalidade (67). O acido citrico € um dos acidos
organicos mais importantes produzidos por fermentacdo microbiana da atualidade (68), com
uma producéo global de 1.4 milhdes de toneladas no ano de 2008 e com crescimento anual
de 3,5-4.0% em demanda e consumo (69). Este acido € largamente utilizado para conferir
sabor agradavel a alimentos e bebidas. Sua aplicacédo, no entanto, ndo se restringe apenas
a industria de alimentos, mas também na industria cosmética e farmacéutica (68).

Em estudos recentes, uma cepa recombinante Y. lipolytica, construida a partir da
delecédo da succinato desidrogenase (subunidade que induz acimulo de acido succinico nao
somente em Y. lipolytica, mas também em S. cerevisiae e Kluyveromyces lactis) (53, 70,
71), foi capaz de produzir acido succinico quando cultivada em glicerol sob condi¢Ges de
baixo pH (53). O acido succinico € um &cido dicarboxilico que pode ser faciimente
convertido a uma ampla variedade de produtos que incluem plasticos biodegradaveis e os
chamados “solventes verdes” (72, 73).

Nesta mesma perspectiva de bioconversdo, outra potencial aplicacdo do glicerol
bruto é sua utilizacdo como substrato para a producéo de surfactantes por microrganismos
leveduriformes. Dados da literatura reportam a utilizacao de glicerol, tanto a sua forma bruta,
como a purificada, por diferentes géneros e espécies de leveduras com producdo de
diferentes biossurfactantes (54). Ashby e colaboradores (2005) relataram o potencial de
producdo de biossurfactante do tipo soforolipidio (biossurfactantes glicolipidicos) a partir de
glicerol pela levedura Candida bombicola (74). O mesmo potencial foi observado em
Candida batistae com a producédo de diferentes tipos de soforolipidios (75) e na cepa JCM
10317 de Pseudozyma antarctica com a producdo de biossurfactante manosileritritol lipidio

(54).
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A grande demanda por surfactantes é coberta, atualmente, por aqueles de origem
guimica, usualmente téxicos ao ambiente e ndo biodegradaveis (76). Os surfactantes de
origem biolégica, no entanto, apresentam muitas vantagens sobre os de origem quimica,
como propriedades de superficie ativa (77), baixa toxicicidade, alta especificidade,
condi¢cdes de biodegradabilidade, caracteristicas que tornam suas aplicacdes industriais e
ambientais promissoras (78). Apesar disso, biossurfactantes s6 substituirdo os surfactantes
de origem quimica se o custo das matérias primas e do processo for competitivo (16). Nesse
contexto, a utilizagdo de glicerol bruto, material de baixo valor comercial, como substrato
para a producdo de surfactantes por microrganismos € uma interessante alternativa para
ampliar a sua utilizagdo no mercado.

Grande parcela dos dados existentes sobre degradacdo ou biotransformacéo de
glicerol residual de biodiesel é obtida através da analise de cepas de microrganismos com
metabolismos amplamente conhecidos ou cepas recombinantes (9). No entanto, uma vez
gue é muito pequena a parcela de microrganismos descritos na literatura em face do que se
presume existir em termos de biodiversidade, é possivel inferir o grande potencial de tipos
metabodlicos microbianos ainda desconhecidos que podem apresentar um grande valor de
aplicabilidade industrial e ambiental (79).

Dessa maneira, analises e selecbes criteriosas a partir da diversidade de
microrganismos mostram-se como estratégias de investigacdo de grande relevancia
cientifica e tecnolégica. Neste contexto, a presente pesquisa buscou investigar cinco
espécies de leveduras oriundas da biodiversidade brasileira, ainda tdo pouco conhecida (79,
80), a respeito do seu potencial metabdlico de degradacdo do glicerol bruto derivado do

biodiesel.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral
Investigar e identificar, em diferentes tipos de amostras ambientais ricas em
microrganismos, a presenca de leveduras capazes de utilizar, como Unica fonte de carbono,
o glicerol bruto derivado da producéo de biodiesel, bem como investigar preliminarmente os

produtos oriundos deste metabolismo.

1.2.2 Objetivos Especificos
1.22.1 Isolar leveduras a partir de diferentes amostras ambientais, tais como: agua
oriunda de cisternas de bromélias e gravatas, sedimento marinho, lodo ativado, mel de

abelhas, alimentos com prazo de validade vencido;

1.2.2.2 Selecionar, a partir dos isolados obtidos, leveduras que apresentem o

potencial metabolico de consumir o glicerol bruto derivado da producéo de biodiesel,

1.2.2.3 Identificar em nivel de género ou espécie os isolados de leveduras

selecionados;

1.2.24 Analisar o efeito da adicdo de diferentes concentracdes iniciais de glicerol

bruto sobre o crescimento populacional das leveduras investigadas;

1.2.25 Caracterizar de forma preliminar os produtos gerados a partir da bioconversao

do glicerol bruto pelas leveduras investigadas.
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ABSTRACT

The raw glycerol derived from biodiesel is characterized as an industrial waste molecule that
has presented a significant annual increase in production and demand for disposal
worldwide, making it a risk to the environment. Thus, investments in scientific research
focused on the characterization of microbial metabolisms from local biodiversity with the
ability to assimilate this molecule or convert it into high value-added products, such as
polyols or surfactants, display a fundamental importance in the current scientific and
industrial context. Five yeast species isolated from environmental samples (including a
candidate new species of Candida) were investigated for their metabolic potential of
utilization of raw glycerol derived from biodiesel. The results revealed that the five
investigated species showed the ability to efficiently grow with raw glycerol as sole carbon
source. Still, this is the first report of this metabolic feature for Zygowilliopsis genus. Since
there are no reports in the literature on the use of raw glycerol by C. melibiosica, Z.californica
and Candida sp., the group of data presented here contributes substantially to the knowledge
about microbial diversity and serves as a guide for future investigations about the potential
applicability of these yeast species for bioconversion of a residual waste of great

environmental impact.

Key words: raw glycerol, bioconversion, yeast, biosurfactant, polyols
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INTRODUCTION

The growing environmental concerns over the use and depletion of non-renewable
fuel sources, as well as their costs and sustained availability, introduces the renewable fuels
in the context of extensive scientific research as potential substitutes for the high pollutant
fuels that are currently in vogue (Hirsch et al., 2012; Kerr, 2007). In this context, biodiesel is
presented as an interesting biofuel, since it is biodegradable, nontoxic, and presents low
emission profiles (Meher et al., 2006) with reduced number of atmospheric particles such as
carbon monoxide and hydrocarbons (Dermibas & Balat, 2006), compared to petroleum
derived diesel. Thus, it has attracted the interest of industry as a promising substitute for the
energy sources of fossil origin, which promoted a rapid expansion of its production capacity
in different countries in recent years (Carriquiry, 2007).

Brazil has a great potential for biodiesel production increases, since it has large rural
areas with good growing conditions of oleaginous plants (Silva et al., 2009). More recent
data from U.S. Energy Information Administration has positioned Brazil as the fourth country
in biodiesel production worldwide in 2011, behind United States, Germany and Argentina,
showing the largest recent increase in production rate when compared to the United States
and Europe (Almeida et al., 2012). However, proportionally to the considerable increase in
biodiesel production worldwide, there has also been an increase in the amount of waste
generated during the process (Yazdani & Gonzales, 2007; Khanal et al., 2008; Rausch &
Belyea, 2006).

Biodiesel, which is produced from a transesterification reaction of short chain
triglycerides in alkyl fatty acid esters, has glycerol (1,2,3-propanetriol) as main by-product
(Solomon et al., 1995; Barbirato et al., 1997b; Collin et al., 2001). Considering the largest
and most problematic chemical waste from biodiesel production, this “raw glycerol”
corresponds to approximately 10% of the final volume of the transesterification reaction

(Meher et al., 2006).
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The pure glycerol molecule presents numerous applications in the cosmetic,
pharmaceutical, textile, and food industries, being also used as a precursor in the production
of various chemicals (Wang et al.,, 2001). Nevertheless, due to the high levels of
contaminants and high costs for purification, the raw glycerol derived from biodiesel cannot
be used in the chemical or pharmaceutical industry (Amaral et al., 2009). Furthermore, the
world demand for pure glycerol consumes only 0.9 to 1 million tons per year of biodiesel
residual glycerol (Hoogendoorn et al., 2007). Thus, due to the intrinsic low commercial value
of the raw glycerol, its reduced industrial assimilation after the purification process and the
high costs associated with its disposal, the biodiesel industry is negatively affected (Yazdani
& Gonzales, 2007).

An even more difficult condition occurs in small and medium size farms of biodiesel
production plants, which are growing in number with biodiesel production as an alternative
income source (Carriquiry, 2007). The commercial value of raw glycerol has continuously
decreased (Dasari, 2007) and biodiesel producers have little incentive to carry out the
process of purifying this by-product. These facts, coupled with the recent drop in the price of
refined glycerol (Min et al.,, 2011), have led to the direct release of raw glycerol in the
environment by these producers. This reality presents a significant potential to damage the
impacted ecosystems (Silva et al., 2009), which represents an economic and environmental
challenge for the biodiesel production chain (Dobson et al., 2012). In this context, new
applications for raw glycerol are currently of great importance (Juszczyk et al., 2013), since
the need for converting alternative, cheaper and waste carbon sources is increasing
(Workman et al., 2013).

Biorefineries that convert the flow of by-products or wastes generated during the
production of biodiesel in high value products are considered an alternative to enlarge the
economic viability of the biofuel industry (Almeida et al., 2012; Kamm & Kamm, 2007;
Dharmadi et al., 2006; Clomburg & Gonzales, 2013), minimizing negative environmental

impacts. To achieve this, a promising strategy that has emerged is the bioconversion of the
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raw glycerol, which tends to be economically feasible and potentially efficient to produce a
variety of chemicals of industrial interest (Dharmadi et al., 2006; Yoshikawa et al., 2014) or
molecules that may induce less injury to the impacted ecosystems compared to raw glycerol
(Silva et al., 2009; Koutinas et al., 2007). The application of raw glycerol as a substrate in
cultivation of microorganisms is one alternative to minimize this problems (Swinnen et al.,
2013). Nevertheless, to attend these objectives is important to obtain and investigate
microbial strains that efficiently tolerate and metabolize this non-purified glycerol (Duarte et
al.,, 2013a). The use of pure glycerol by microorganisms has been extensively studied,
however, there are few data in the literature about microorganisms able to consume the raw
glycerol derived from biodiesel (Amaral et al., 2009). Thus, the search for microorganisms
capable of degrading or converting raw glycerol has emerged as an attractive idea (Pagliaro
et al., 2007).

Large portion of existing data about bioconversion of biodiesel residual glycerol are
obtained through analysis of widely known microbial strains or recombinant strains (Almeida
et al., 2012) for glycerol bioconversion processes (Mu et al., 2008; Rymowicz et al., 2010;
Gungormusler et al., 2011; Ashby et al., 2011), which is of great relevance taking into
consideration the necessity of developing biotechnologies able to efficiently cope with the by-
products of biodiesel production (Yazdane & Gonzales, 2007; Dobson et al., 2012). The use
of recombinant strains, however, has some disadvantages regarding the use of strains that
naturally exhibit the metabolism of interest, since the methodologies employed in the
construction of genetically modified organisms are more complex (Steensels et al., 2014)
and their use are regulated by specific legislation (D. Glass Associates Inc, 2012).
Furthermore, bureaucracies referents to regulatory controls of GMOs can increase the costs
associated with the processes in which they are used (Bell & Attfield, 2009).

On the other hand, the microbiomes in nature are composed by many still unknown
metabolic varieties (Xu, 2006). In this context, bacteria and yeasts, due their species

diversity, adaptive plasticity, and metabolic versatility represent interesting taxonomic groups
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from the biotechnology point of view. These characteristics allow their biotechnological
employment for various biodegradation processes (Maciel et al., 2007; Milic et al., 2009;
Franciscon et al., 2009, Duarte et al., 2013a) and bioconversion of molecules of interest
(Juszczyk et al. 2013, Yang et al., 2014, Souza et al., 2014). Regarding specifically yeast
species, according to Duarte and colleagues (2013a) these fungi represent an important part
of natural ecosystems, and may be promising sources for a number of compounds
production and metabolisms capable of biodegrade compounds of interest. Due to its large
metabolic diversity, genetic stability, low biological risk to handlers as well as the relative low
costs associated to its isolation and cultivation (Walmsley & Keenan, 2000; Almeida et al.,
2012; Steensels et al., 2014), the investigation of yeast isolates for use in biodegradation and
bioconversion processes appears to be very promising.

In this context, the existence of a great unexplored diversity of wild yeasts consists in
a rich source for research on strains with industrial potential (Steensels et al., 2014). Some
yeast species that naturally exhibit the potential for assimilation of glycerol were already
described: Candida azyma (Yoshikawa et al., 2014), Yarrowia lipolytica (Juszczyk et al.,
2013; Yang et al., 2014), Pachysolen tannophilus (Liu et al., 2012), Trichosporon
moniliforme, Meyerozyma guillhermondii (Duarte et al.,, 2013a), Lindnera saturnus,
Rhodotorula glutinis, Cryptococcus curvatus (Souza et al., 2014) and Pichia pastoris (Santos
et al., 2012). Moreover, some yeast strains are described as metabolically able to produce
interesting molecules from raw glycerol assimilation. Among the molecules produced by
yeasts from the conversion of raw glycerol coupled to other carbon sources, literature
emphasizes the production of polyols (sugar alcohols), such as arabitol (Koganti et al.,
2011), erythritol (Rymowicz & Rywinska, 2009), mannitol (Khan et al., 2009), as well as
ethanol (Choi et al., 2011) and other organic compounds such citric acid (Papanikolaou et
al., 2002), succinic acid (Yuzbahev et al., 2010) and some surfactants (Morita et al., 2007).
Raw glycerol can also be used as substrate to produce other biofuels as ethanol (Choi et al.,

2011) and biodiesel (Makri et al., 2010) and employed in bioremediation processes (Santos
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et al., 2012). Besides that, according to Swinnen and colleagues (2013), virtually all previous
studies concerning yeast growth in glycerol have been performed in the presence of
nutritional supplements (like peptone and yeast extract), which deliberately or non-
deliberately supported the microbial cultivation.

In this context, the present study aimed to characterize five yeast species and
measure their growth in media containing different concentrations of raw glycerol as sole
carbon source without supplements addition as a starting point for future investigations about
their potential for biotechnological applicability regarding biodegradation and bioconversion

processes.

METHODS
Source of biodiesel derived glycerol

The glycerol used in this study arises from the production of biodiesel prepared in a
bench scale, via a transesterification reaction using waste cooking oil as the lipid source and

ethanol and (9:1) and KOH as catalysts.

Yeast isolation and screening

Fifty-seven yeasts were isolated from different environmental samples (water from
plant watertanks, expired grape juice, sea sediment and activated sludge) between 2009 and
2011. The samples were cultivated in 5 mL YPD broth (1% yeast extract, 2% peptone, 2%
dextrose) with 0.5% chloramphenicol, and incubated at 30°C. After growth, one aliquot from
each tube was streaked on YPD agar (YPD with 2% agar). The plates were incubated at
30°C until yeast colonies developed. The isolates were analyzed under optic microscopy
(1000x) after cristal violet coloration. Different yeast morphotypes were cultured by
restreaking on YPD agar and further stored in YPD broth with 30% glycerol at -20°C for later
identification.

For yeast metabolic selection, samples were spread on “YNB-raw glycerol” (YNB-RG)

agar (6.7 g/L Himedia yeast nitrogen base; 20 g/L raw glycerol) at two consecutive cultures
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for depletion of energy reserves. Isolates that were able to grow in YNB-RG agar after the
second sowing were then grown in YNB with pure glycerol (YNB-PG) at 2% as control

medium.

Polymerase Chain Reaction (PCR) and DNA sequence analysis

Yeast DNA was extracted according to Rademaker & de Bruijin (1997) and the
divergent D1/D2 domains of the LSU (26S) rDNA (Kurtzman & Robnett, 1998; Fell et al.,
2000) were amplified with primers NL1 and NL4 (O’Donnel, 1993). PCR was performed
using 100 ng of target DNA, 0.2 mM of each deoxynucleoside triphosphate (dNTP), 2.5 pL of
10X PCR buffer (Invitrogen), 1.0 mM MgCl,, 0.2 U Taq DNA polymerase (Invitrogen) and 20
MM of each primer in a total volume of 25 pL. Conditions for amplification of this sequence
consisted of 3 min initial denaturation at 94°C, 33 cycles of 95°C for 1 min, 52°C for 30 s, and
72°C for 1 min, and a final extension at 72 °C for 6 min (Ramos et al., 2005). The PCR
products were concentrated, purified and sequenced in a MegaBACE 1000 DNA sequencer
(GE Healthcare) at the Laboratory of Genomic and Molecular Biology - PUCRS, Porto
Alegre, Brazil. The sequences were analyzed using the software MEGA 5.0 and
comparisons were performed using the basic local alignment search tool (BLAST) and
GenBank database within the National Center for Biotechnology Information (NCBI) for

taxonomic identification of selected isolates.

Growth efficiency analysis of yeast isolates with raw glycerol as the sole carbon
source

The selected yeast isolates were cultured in 50 mL YNB-RG broth with different
concentrations of raw glycerol (5%, 10% and 15%) for analysis of their growth efficiency
using it as sole carbon source without addition of any nutritional supplement. Independently,
these cultures were performed under aerobic and anaerobic conditions (anaerobic condition

provided by the addition of mineral oil on the culture surface) and at different temperatures
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(20°C and 30°C for the tests under aerobic and anaerobic conditions), totaling 12 different
cultures performed and analyzed for each selected isolate. Aliquots of these cultures were
taken immediately after inoculation of the strains and subsequently at intervals of 12, 24, 48,
72 and 96 hours to determine the biomass increase by optical density (600 nm) and
cultivation on YPD agar for viable colony count and colony forming units (CFU ml™)
estimation. Thus, growth curves were obtained for each isolate in order to compare them for
their efficiency of growth in raw glycerol. All the isolates were analyzed for their growth in
YNB supplemented with 2% glucose (as sole carbon source), at 30°C, under aerobic

conditions for comparative purposes. The experiments were performed in duplicate.

Analysis and comparison of different culture conditions

Data from cell concentration (measured by and CFU ml™) were plotted on graphs,
correlating to the cultivation time, in order to trace their growth curves. For purposes of
comparison of the growth curves and establishment of optimal conditions for each isolate,
the following parameters were analyzed: 1 - length of time of the lag phase; 2 - slope angle
of the curve during the exponential phase; 3 — cellular concentration in the initial point of
stationary phase. For each isolate, the best growing conditions were those that resulted in a
growth curve with the following features: 1 - the shorter lag phase; 2 - the speediest
exponential phase; 3 - the highest cell concentration initiating the stationary phase.
Additionally, each growth curve was subjected to statistical analysis using the paired
samples t-test in order to confirm the significant growth of each isolate under the tested

conditions.

31



RESULTS
Yeast screening and identification

From the fifty seven initial yeast isolates screened in this study, only those that
showed the ability to use both pure and raw glycerol as sole carbon source were selected,
which ensured the investigation of yeast strains with the metabolic capacity to use this
carbon source and also tolerate the inhibitory components of this industrial waste. Among
them, only five yeast isolates showed both desired phenotypic features.

The results of taxonomic identification indicated that the five selected isolates were
classified as Pichia fermentans (isolated from samples of expired grape juice), Candida
melibiosica (coming from Eryngium horridum watertanks), as well as Candida oleophila,
Zygowilliopsis californica and a Candida sp. - under analysis as a potential new species -
isolated from watertanks of different species of bromeliads of Vriesea genus. The isolate
“Candida sp.” was considered as a candidate new species since it presented a similarity
index of only 87% (relative to the sequenced DNA fragment) with the closest yeast species in
GeneBank database, which belongs to the genus Candida (Candida danielliae strain CBS

8533, HM156539.1) ( Table 1).

Growth with raw glycerol as sole carbon source

In order to verify the assimilative capacity of biodiesel derived glycerol by the selected
yeast isolates their growth efficiency was evaluated in different conditions of temperature,
oxygenation and glycerol concentration. Among all tested conditions the raw glycerol
concentration of 5% under aerobic conditions was the most favorable to cell growth for the
five investigated yeast species.

The species Z. californica cultivated in 5% YNB-RG at 20°C showed a 48 hours
exponential phase reaching 6X10° CFU ml™*. When grown at 30°C, the exponential phase

had the same length time, but with achieving a lower cell density (4.13 X10’ CFU mI™"). The
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cultivation control (YNB glucose 2%) showed a 24 hours exponential phase reaching 3.17
X10° CFU ml™. Fig.1(a).

For C. melibiosica cultivated in 5% YNB-RG at 20°C it was observed a 12 hours lag
phase and a 36 hours exponential phase, reaching 3.33 X10" CFU ml™. The growth at 30°C
showed a 48 hours exponential phase with maximum cell density of 3.30 X10" CFU ml™. The
length of the exponential phase was similar to that observed for the control culture with
glucose at this temperature, but the cell density at the end of this phase was higher
compared to the observed for this control (1.73 X10” CFU ml™). Fig.1(b).

Regarding Candida sp., the cultures in 5% YNB-RG at 20°C reached cell density of
3.5 X10’ CFU ml™ at the end of a 48 hours exponential phase. Those performed at 30°C
showed a 12 hours lag phase and a 48 hours exponential phase, reaching 1.97 X10’ CFU
ml™. The glucose control culture showed a slightly lower cell density (1.17 X10” CFU mI™) at
the end of a 24 hours exponential phase under this temperature. Fig.1(c).

The isolate identified as P. fermentans, when cultivated in 5% YNB-RG at 20°C,
showed al2 hours lag phase and a cell density of 8x10° CFU mlI™* at the end of a 12 hours
exponential phase. The cultivation at 30°C also showed a 12 hours lag phase, but the
exponential phase lasted 60 hours reaching 3.07 X10’ CFU ml™. The control culture showed
a 48 hours exponential phase and a final cell density of 2.93 X10” CFU ml™* at 30°C. Fig.1(d).

With regard to the C. oleophila, cultures in 5% YNB-RG at 20°C showed a 24 hours
exponential phase with cell density of 1.40 X10° CFU ml*. When these cultures were
performed at 30°C they showed a more extended exponential phase (48 hours) and reached
a higher cell density (2.6 X10’ CFU ml™). The control culture showed a 12 hours lag phase
and also a 12 hours exponential phase, arriving at a cell density of 2.9 X10" CFU ml™.
Fig.1(e).

Moreover, in YNB-RG cultures with glycerol at 10 and 15% cell growth was observed
only for Z. californica (10 and 15%) and P. fermentans (15%). However at 15% the maximum

cell concentration achieved was low (3.3X10* CFU ml™* for Z. californica and 5,31X10° CFU
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mi™ for P. fermentans) and began to decline immediately after 9 hours of cultivation for both
species (data not shown). On the other hand, at 10% of raw glycerol Z. californica presented
a different behavior, with an initial decrease in cell concentration during the first 24 hours,
followed by a slight increase that reached its maximum cell density (9,85X10* CFU ml1) in
48 hours of cultivation. Figure 2 illustrates this result for Z. californica in comparison to
growth in 5% raw glycerol. Besides the tinny cell growth in 10% and 15% of raw glycerol
these data indicates that both Z. californica and P. fermentans seem to tolerate higher
concentrations of this refuge, comparing to the other species (Candida sp., C. melibiosica
and C.oleophila), for which we did not observe any cell growth at these glycerol
concentrations.

Under anaerobic conditions all isolates showed some growth potential at 5% raw
glycerol, at temperatures that varied among species (20°C for Candida sp. and 30°C for the
other yeasts species). Nevertheless, the final cell densities at exponential phase (2,22X10*
CFU ml* for Candida sp., 1,27X10° CFU ml* for C. melibiosica, 1,6X10°> CFU ml* for
C.oleophila, 1,79X10° CFU ml* for Z.californica and 8,2X10° CFU ml* for P.fermentans)
were much lower when compared to those under aerobic conditions. Figure 3 shows these

results in contrast to growth in aerobiosis with 5% raw glycerol.

Selected yeasts and culture conditions for efficient raw glycerol assimilation

Based on the criteria applied for evaluating the growth curves derived from the
cultures performed under the analyzed conditions (different temperatures, glycerol
concentrations, oxygenation conditions) we observed that the combination of 5% glycerol
concentration and the presence of oxygen favored the growth of all isolates. Nevertheless,
the more appropriate temperature for this context varied among species: 20°C for Z.
californica and Candida sp.; 30°C for C. melibiosica, P. fermentans and C. oleophila. It is
also relevant to compare the results obtained from growth in YNB with 2% glucose, to those

in YNB with 5% glycerol as sole carbon source at the already mentioned temperatures. From
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this data confrontation we observed a great similarity in terms of cell density in exponential
phase for four of the investigated species in both carbon sources, and even a larger increase
in cellular density for Z. californica species using glycerol, compared to glucose.
Furthermore, comparing the different species in relation to their growth efficiency under these
elected conditions, it is not possible to distinguish anyone as most efficient for raw glycerol
assimilation, since they revealed similar capacities to grow with raw glycerol as sole carbon
source. Figl.

Moreover, although low glycerol concentrations favored the cellular growth for all
yeast species, it is important to emphasize the tolerance observed for Z. californica and P.

fermentans species to the higher glycerol concentrations analyzed (10 and 15%).

DISCUSSION

The use of microorganisms that naturally present metabolic features of interest for
industrial application is preferable comparing to the use of genetically modified
microorganisms, since these may present limited commercial use and are regulated by
government agencies such as EPA and USDA (D. Glass Associates Inc, 2012). Apart from
bureaucratic interference, these regulatory controls may increase the costs associated with
biofuel production (Bell & Attfield, 2009). In this context, the investigation of environmental
microorganisms with natural metabolic potential to consume the residual glycerol from
biodiesel is an interesting strategy to minimize costs and environmental impacts associated
with the disposal of this biofuel waste.

Due to the high content of salts and organic solvents present in raw glycerol (Choi et
al.,, 2011), microorganisms capable of consuming it and tolerating these inhibitory
components are currently targets of investigations. Furthermore, according to Souza and
colleagues (2014), the growth of yeast species in glycerol depends both on cultivation

conditions and the type of glycerol utilized. Thus, the optimal cultive conditions may be
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different not only between species, but also between strains. Moreover, as already
mentioned, most studies utilize other carbon sources associated with raw glycerol, which can
raise the costs of assimilation or bioconversion processes, compared to the use of raw
glycerol as a sole carbon source without addition of nutritional supplements.

The five yeast isolates analyzed in this study were able to tolerate the inhibitory
components of the raw glycerol at 5% in culture medium. The low cell growth observed at the
higher concentrations of glycerol may be explained by the presence of impurities that may
have negatively influenced the cell viability (Souza et al., 2014), although Z. californica (at 10
and 15% glycerol concentrations) and P. fermentans (15%), have demonstrated greater
tolerance than the other species analyzed for this conditions.

Regarding the lowest concentration of glycerol (5%), the five species presented
significant cell growth using raw glycerol as sole carbon source, with cell densities similar to
those observed in cultures using glucose as sole carbon source. This similarity in terms of
cell density observed for cultures with glucose and for those with raw glycerol as sole carbon
source indicates that all investigated yeast species have a great capacity to assimilate this
industrial waste. Data from literature report the utilization of raw glycerol as carbon source by
several species and strains of Candida (Ashby et al., 2005; Konishi et al., 2008; Khan et al.,
2009; Habe et al.,, 2009; Chatzifragkou et al., 2011, Souza et al.,, 2014), Pseudozyma
(Morita et al., 2007), Geotrichium and Metschinikowia (Koganti et al., 2011) as well as by
Debaryomyces hansenii (Koganti et al., 2011; Habe et al, 2009), Trichosporon
mycotoxinivorans (Monteiro et al., 2012), Pichia membranefaciens (Chatzifragkou et al.,
2011) and P. fermentans UFLA DM31.7 (Souza et al., 2014). Nevertheless, the vast majority
of these studies used nutritional supplements that are a requirement or at least support the
growth with glycerol (Ochoa et al., 2010; Merico et al., 2011). Thus, since the yeast isolates
investigated in this study revealed a remarkable efficiency to growth in raw glycerol as sole
carbon source, our data strongly indicate that they represent interesting microorganisms to

be investigated for further bioremediation studies.
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The literaturehave already reported the assimilation of glycerol by P. fermentans and
C. oleophila (Garcia-Fraile et al., 2013; Souza et al., 2014). Additionally, Chatzifragkou and
colleagues (2011) reported the ability for metabolic assimilation of raw glycerol by different
species of Candida and by one Pichia species (P. membranefaciens), which corroborates the
results found for the species used in this study that belong to these genera. Since the optimal
culture conditions may be different between strains and depends of the type of glycerol
(Souza et al., 2014), although the glycerol assimilation by P. fermentans and C. oleophila
have already been described, our data reinforce these metabolic capacity for both species.

Interestingly, this is the first report about the metabolic property of the species Z.
californica, Candida sp. and C. melibiosica to assimilate biodiesel derived glycerol. Still
contributing to the expansion of knowledge about this interesting metabolic ability, this study
describes it for the first time for a species of Zygowilliopsis genus. There are few reports in
literature about the assimilation of raw glycerol by yeast species in which this metabolic
property had never been described. Thus, the discovery of this potential in three different
yeast species, one of them being a putative new Candida species, as reported here,
represents an important step in the research and use of new yeast strains in biotechnological
applications. Additionally, preliminary analyses have indicated a bioconversion potential of
raw glycerol by the some of the analyzed yeasts. HPLC chromatograms of Z. californica
showed a clear evidence for the ability to deplete the glycerol present in the culture media.
Moreover, these analyses also indicate that some other molecules, such as ribitol (as
candidate), may be produced by Z. californica. Moreover, the investigated Candida sp. was
able to achieve the interesting index of emulsifying activity (E24) of 66.66% on biodiesel
(when cultivated in glycerol 2% as substrate) suggesting potential surfactant production,
being an interesting subject of future investigations for this purpose (data not shown).

The data presented here revealed Z. californica, Candida sp. and C. melibiosica as
yeast species capable to perform an efficient assimilation of biodiesel derived raw glycerol

when it is present in culture medium as the sole carbon source. Moreover, this is the first
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study in which a species of Zygowilliopsis genus was described as bearing this metabolic
feature. Furthermore, this is also the first report about metabolic properties of one candidate
new species of Candida genus, which are specifically related to the ability to grow with raw
glycerol as sole carbon source. Thus, this study revealed that all yeast investigated species,
bear remarkable metabolic properties to be considered promising microorganisms as

research targets for future biotechnological purposes.
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Fig.1. The growth efficiency of the five investigated yeast species in YNB glycerol 5% at

different temperatures (20°C and 30°C) and in YNB glucose 2% (at 30°C) as control.

Zygowilliopsis californica (a). Candida melibiosica (b). Candida sp. (c). Pichia fermentans (d).

Candida oleophila (e).
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Fig.2. Difference in terms of cell growth of Z.californica in YNB with 5% raw glycerol (at 20°C)

and 10% raw glycerol (at 30°C). YNB with 2% glucose (at 30°C) is presented as a control.
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Fig.3. Comparison of growth efficiency of the five investigated yeast species in YNB glycerol
5% under aerobiose and anaerobiose. Zygowilliopsis californica at 30°C (a). Candida
melibiosica at 30°C (b). Candida sp. at 20°C (c). Pichia fermentans at 30°C (d). Candida

oleophila at 30°C (e). YNB with 2% glucose (at 30°C) is presented as a control.
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Table 1.

Origin and molecular identification (based on D1/D2 fragment of 26S rDNA sequence) of the
selected yeast isolates investigated in this study.

Isolate code

Origin

Identified species

VP3

EH13

(UAVAE

VTA9

VTA3

Vriesea sp. water tanks
Eryngium horridum water tanks
Colonial grape juice
Vriesea sp. water tanks

Vriesea sp. water tanks

Zygowilliopsis californica
Candida melibiosica
Pichia fermentans
Candida oleophila
Candida sp. (maximum similarity
index of 87% with Candida

danielliae)
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3.1 Considerac0es finais

Com a rapida expansao da capacidade de producdo do biodiesel observada nos
ultimos anos (6), existe uma grande preocupacdo da industria de biocombustiveis em
relacdo ao incremento na quantidade de residuos gerados durante o processo. Essa
preocupacdo se deve basicamente a trés fatores: o baixo valor comercial do glicerol bruto,
sua reduzida assimilacdo (n&o proporcional a sua producdo) apés processo de purificacéo
por industrias de outros setores e aos altos custos associados ao seu descarte (18). Em
caso de descarte no meio ambiente, o glicerol bruto pode contaminar tanto o solo, como
aguas subterréneas, através da dispersao de substancias toxicas como o metanol (81), além
de promover elevacdes de pH devido a presenca de sédio ou hidroxido de potassio (caso o
glicerol seja descartado sem passar por processos de neutralizacdo) (82). Essas alteracbes
tém potencial de afetar toda a estrutura bidtica das areas impactadas pelo descarte,
representando, portanto, um importante desafio ambiental (21).

Nesse contexto, a aplicacdo de microrganismos em processos de biorremediacao
(83, 84, 85, 86) ou bioconversao do glicerol residual de biodiesel (10, 24, 25) a moléculas de
maior valor agregado tende a valorizar a cadeia produtiva do biodiesel, e a minimizar
impactos ambientais associados ao descarte inadequado de rejeitos oriundos do processo.
E interessante, entretanto, que esses microrganismos apresentem naturalmente a
capacidade de utilizar o glicerol, uma vez que o emprego de microrganismos modificados
geneticamente, além de envolver metodologias complexas para as suas construcdes (87),
possuem uso comercial restrito, sdo regulados por agéncias governamentais (88) e ainda
podem representar custos na cadeia produtiva de biocombustiveis (89). Devido a esses
fatores, a presente pesquisa buscou analisar espécies de leveduras originarias da
biodiversidade brasileira, ainda tdo pouco explorada (79, 80), e que naturalmente
apresentam o potencial de utilizac&o de glicerol residual de biodiesel.

Os cinco isolados de levedura analisados neste trabalho mostraram habilidade de

utilizar o glicerol bruto como Unica fonte de carbono, sendo este o primeiro relato quanto a

52



este potencial metabdlico para trés das cinco espécies investigadas (apenas C. oleophila e
P. fermentans ja havia, sido investigadas quanto a esta habilidade metabdlica).

Todos os isolados investigados, em especial Z. californica e P. fermentans, se
mostraram tolerantes aos componentes inibitérios do glicerol residual de biodiesel. As
densidades celulares observadas em aerobiose na concentragdo mais baixa de glicerol
testada apresentaram similaridade com as densidades celulares observadas utilizando
glicose como fonte de carbono.

De forma igualmente importante, esta é a primeira vez que esta habilidade
metabdlica é relatada para uma espécie do género Zygowilliopsis. Além disso, este estudo
também levantou dados iniciais a respeito da producao de moléculas de interesse industrial
a partir do glicerol bruto para as espécies Candida sp. e Z. californica.

Dentre as leveduras isoladas e analisadas, foi descoberta, durante este estudo, uma
provavel nova espécie (Candida sp.), a qual se encontra em fase de caracterizacao
molecular e bioquimica para fins de descricdo. Tais inferéncias se baseiam nos dados de
identificacdo molecular inicial, que indicam que, com relacdo ao fragmento de DNA
analisado, a espécie mais préxima a este isolado presente no banco de dados GeneBank
(Candida danielliae) apresenta um indice de similaridade de apenas 87%, o0 que para
filogenia de leveduras é considerado um indice de similaridade muito baixo.

Este mesmo isolado apresentou um indice de atividade emulsificante bastante
satisfatério (66,66%) (apéndice A) sugerindo sua potencial aplicacdo para producdo de
surfactante utilizando glicerol bruto como matéria-prima. Trata-se de um dado muito
interessante, uma vez que o0 uso de materiais de baixo valor comercial (como o glicerol)
como substrato para a producdo de biossurfactantes se mostra uma promissora alternativa
para ampliar a sua utilizagdo no mercado, uma vez que a demanda atual € coberta por
surfactantes de origem quimica (sabidamente toéxicos ao ambiente) (76), em func¢do dos

custos associados ao processo. Ainda sdo previstas novas analises com a finalidade de
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identificar e purificar as moléculas com propriedade emulsificante produzidas por Candida
sp.

Dados provenientes das analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
indicam que Z. californica € um alvo de investigacdes promissor no que se refere ao
potencial de assimilacdo de glicerol, que também esta sendo relatado pela primeira vez
neste estudo. Esta espécie mostrou claramente uma 6tima habilidade em consumir o glicerol
bruto presente no meio de cultura, conforme foi possivel observar a partir das analises de
CLAE. A presenca de picos diferentes dos observados no meio controle (YNB adicionado de
glicerina bruta a 5%) sugere ainda a producao de outras moléculas a partir deste residuo do
biodiesel. Embora a elucidacdo de alguns picos observados no cromatograma do
sobrenadante do cultivo analisado ainda se encontre em andamento através da otimizacéo
dos parametros de analise, sugere-se, para o caso de Z. californica a presenca de ribitol
devido ao seu tempo de retencdo (16,8 minutos), que se mostrou bastante similar ao
indicado pelo fabricante da coluna cromatografica (16,7 minutos) (apéndice B).

A producao de 4cidos organicos (como acido citrico e acido succinico) por leveduras
utilizando glicerol bruto como fonte de carbono também é reportada pela literatura (52, 53),
embora poucas espécies tenham sido relacionadas a este potencial metabdlico. Nos
isolados analisados, esta possibilidade ainda sera investigada através de analises de CLAE
utilizando uma coluna cromatografica (Aminex HPX-87H, Bio-Rad) adequada para a
deteccdo destas moléculas.

O conjunto de dados levantados neste estudo sugerem as espécies Z. californica,
Candida sp. e C. melibiosica como promissores alvos de investigacdo biotecnolégica por
apresentarem naturalmente a capacidade metabdlica de utilizar o glicerol residual de
biodiesel como Unica fonte de carbono. Este é também o primeiro relato sobre esta a
capacidade metabdlica para uma espécie pertencente ao género Zygowilliopsis, com
indicios de producdo de moléculas de aplicac¢do industrial. Além disso, a descoberta de uma

provavel nova espécie pertencente a biodiversidade local, que apresenta indicios de
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aplicabilidade biotecnolédgica, a partir da conversdo de glicerol residual de biodiesel a
moléculas com propriedades emulsificantes, reitera a importancia das investigagdes a cerca

da existéncia de tipos metabdlicos microbianos ainda desconhecidos na natureza.
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APENDICE A - Avaliacdo de atividade emulsificante. Biodiesel em meio mineral com

glicerol a 2% como substrato.

Figura A. Avaliagdo de atividade emulsificante. (a) Diesel em meio mineral com 2% de
glicerol como substrato (b). Biodiesel em meio mineral com 5% de glicerol como substrato
(c). Diesel em meio mineral com 5% de glicerol como substrato (d). 1, 6, 11 e 16: testes com
sobrenadante de cultivo de Z. californica; 2, 7, 12 e 17: testes com sobrenadante de cultivo
de P. fermentans; 3, 8, 13 e 18: testes com sobrenadante de cultivo de C. melibiosica; 4, 9,
14 e 19: testes com sobrenadante de cultivo de Candida sp.; 5, 10, 15 e 20: testes com

sobrenadante de C. oleophila; * indica atividade emulsificante.
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APENDICE B - Cromatogramas das analises de CLAE
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Figura B. Cromatogramas das analises de CLAE. (a) Cromatograma de YNB com glicerol a
5% nao cultivado: trés picos podem ser observados, um referente ao glicerol (18,5 minutos),
e outros dois ainda nédo identificados (em 9,1 e 21 minutos). (b) Cromatograma de YNB com
glicerol a 5% ap0s cultivo com Z. californica; observagéo de significante reducdo do pico de

glicerol (18,5 minutos), presenca de trés picos ausentes no meio comparativo (em 10,4,16,8

e 27,8 minutos) e aumento dos picos em 14,7, 22 e 23,7 minutos.






