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Titulo do projeto

Producio de soforolipideos por Candida bombicola para aplicacdo
cosmética e industrial

Resumo do projeto

Os soforolipidios sio biossurfactantes produzidos principalmente
pela levedura Candidg bombicola e apresentam propriedades
semelhantes aos surfactantes de origem petroquimica, com
vantagens como: baixa toxicidade, maior biodegradabilidade,
melhor compatibilidade ambiental, alta seletividade e atividade
especifica em condicBes extremas de temperatura, PpH e salinidade.
Esses compostos apresentam potencial para aplicagdes em diversas
Areas como: biorremediacdo, alimentos, cosméticos, farmacos entre
putras.

A barreira econdmica ainda é a producdo em larga escala, que se
torna um obstédculo para se tornarem competitivos no mercado.
Para superar este obstaculo algumas estratégias basicas podem ser
utilizadas, como o uso de substratos com menor custo e
desenvolvimento de processo fermentativo eficiente. Assim, a
otimizacdo do meio e das condigdes de cultivo, por metodologia
estatistica, permite o aprimoramento e aperfeicoamento de
produtos e processos, aumentando a produtividade e reduzindo os
custos.

O objetivo deste projeto é estudar a sintese de soforolipidios de
Candida bombicola utilizando diferentes substratos, caracterizar as
estruturas produzidas, assim, direcionando-os para a aplicagdo
cosmética e industrial, desenvolvendo dados para a mudanca de
escala de producdo e estudo de aplicacbes.

Proponente do projeto

Prf2. Dra Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi

nstituicdo de Execucio

Laboratdrio de Pesquisa do Departamento de Bioquimica e
Biotecnologia da Universidade Estadual de Londrina




Instituicdo financiadora AQIA QUIMICA INDUSTRIAL LTDA.

Periodo de vigéncia 24 (vinte e quatro) meses

1. Identificacdo da proposta
1.1.Titulo da proposta

Producdo de soforolipideos por Candida bombicola para aplicagio cosmética e
industrial

1.2.Financiamento total
Valor: R$97.680,00 (noventa e sete mil e seiscentos e oitenta reais)

1.3.Nome do coordenador
Dr.” Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi

1.4.Nome dos participes (pesquisadores)
e M.2 Gabrielly Terassi Bersaneti — Aluna de doutorado no Programa de
Biotecnologia — Depto. Bioguimica e Biotecnologia — CCE/UEL.
e M.2 Victéria Akemi Itakura Silveira — Aluna de doutorado no Programa de
Biotecnologia — Depto. Bioguimica e Biotecnologia — CCE/UEL.
e M.2 Talita de Oliveira Caretta — Aluna de doutorado no Programa de
Biotecnologia ~ Depto. Bioquimica e Biotecnologia — CCE/UEL.

1.5.Setor/Area
Departamento de Bioquimica e Biotecnologia

1.6.Periodo previsto para execugdo do projeto
24 (vinte e quatro) meses

2. Justificativa da proposta
Soforolipidios sdo biossurfactantes da classe dos glicolipidios, constituidos por um
dissacarideo soforose (2'-O-B-Dglicopiranosil-1-B-D-glicopiranose) e uma cadeia longa de acido
graxo ligado ao carbono 1 da glicose (frequentemente com 16 ou 18 carbonos) (SOLAIMAN;
ASHBY; UKNALIS, 2017). Sdo produzidos principalmente pela levedura nio patogénica Candida
bombicola, também chamada de Starmerella bombicola (PAULINO et al., 2016). As vantagens
relacionadas aos soforolipidios dizem respeito 4 baixa toxicidade e alta biodegradabilidade
(PINTO et al., 2018).
A biossintese de SLPs ocorre na fase estaciondria sob limitagdo de nitrogénio e de forma
dissociada do crescimento celular (KIM; YUN; KIM, 2009). S3o produzidos como uma complexa ﬂ
mistura, contendo de 20 a 40 tipos de moléculas e isBmeros associados {SMYTH et al., 2010).
Esta mistura ¢ formada principalmente pelas formas acidica e lactonica (GLENNS; COOPER, k
2006), com diversas variagBes estruturais como grau de acetilagdo da sefarose, posigio do /
grupo acetil na soforose, comprimento da cadeia e grau de instauragdo do &cido graxo e ////

pd |
2de1¥] )

—



posicao do grupo acetil na porgio do acido graxo (SHAO et al., 2012). Formas diméricas e
triméricas de SLPs também foram relatadas (PRICE et al., 2012).

A produgdo é aumentada quando ambas fontes de carbono primaria (substratos
hidrofilicos) e secundaria (substratos hidrofébicos) sdo fornecidas ao meio (ASMER et al.,
1988;; VANDECASTEELE, 1992). Quanto aos acidos graxos adicionados ao meio afetam
diretamente a producéo dos soforolipidios, e de acordo com Felse et al. (2007), a produgdo é
inversamente proporcional ao nimero de insaturagbes de sua fonte hidrofébica. Dentre os
acidos graxos, o 4cido oleico (C18:1) é considerado o melhor substrato lipidico para a produgio
(GUPTA, 2012), porém os soforolipidios produzidos com fonte oleosa de 4cido palmitico entre
outros pode apresentar propriedades diferentes (OLANYA, et al. 2017).

Além das fontes de carbono, as fontes de nitrogénio e ambientais (temperatura, tempo,
PH e oxigenacdo), bem como o tipo de processo fermentativo empregado (batelada, batelada
alimentada, continua) interferem no tipo de producdo e na proporgio das formas acidicas e
lacténicas produzidas (OLIVEIRA, 2017).

Os SLPs possuem um grande potencial para aplicagdes em diversas dreas como:
biorremediacio (XIA; YAN, 2010); inddstria alimenticia (SAHARAN; SAHU; SHARMA, 2011);
cosmetologia (detergentes, umectantes, emulsionantes, solubilizantes, dispersantes e
formagdo de espuma) (NGUYEN et al., 2010, GHARAEI-FATHABAD, 2010); farmacéutica (agente
citotéxico (SHAH et al, 2005), anti-inflamatério (SLEIMAN et al, 2009), atividade
antimicrobiana (SHAH; BADIA; RATSEP, 2007), atividade Anti-HIV e espermicida (SHAH et al.,
2005), imunomoduladora (SAHARAN; SAHU; SHARMA, 2011) e carreadores de genes
(GHARAEI—FATHABAD, 2010).

Apesar das inumeras vantagens e aplicacBes que os biossurfactantes possuem sobre os
surfactantes sintéticos, a produgdo em larga escala e o custo relativamente elevado ainda sdo
um grande obstéculo para a competitividade econémica (MAKKAR; CAMEOTRA; BANAT, 2011).
Os altos custos devem-se principalmente ao uso de meios de cultura sintéticos e ao processo
de downstream que pode chegar a representar 60% dos custos totais do processo
fermentativo (SAHARAN; SAHU; SHARMA, 2011; MAKKAR; CAMEOTRA; BANAT, 2011).

Nos processos fermentativos industriais a otimiza¢do do meio e condigdes de cultivo sio
fatores essenciais e criticos afetando diretamente a concentracdo, producgdo, produtividade e
custos do metabdlito que se deseja produzir (WANG; CHIU; HSIEH, 2009; LIU, et al., 2005). A
tradicional estratégia de otimizacdo (meios e condi¢bes de cultivo) passo a passo (fator a fator)
€ um processo lento, dispendioso e trabalhoso, além de frequentemente falhar em localizar a
regido otima/maxima de producdo devido a interacdo multifatorial em diversos niveis e dos
efeitos dos fatores que ndo sdo considerados (LIU, et al., 2005; PENG; YANG; ZHANG, 2005).

A otimizacdo estatistica através das técnicas de planejamento fatorial e a andlise de
superficies de respostas fornecem uma eficiente abordagem na otimizacdo dos processos
fermentativos, sendo ultimamente utilizadas por diversos autores (KU; TSAI; PAN, 2009). Estas
técnicas permitem aprimorar e aperfeicoar produtos e processos, reduzindo os custos de f
desenvolvimento e aumentando a producdo, pois diminuem o numero de ensaios na etapa de

desenvolvimento e avaliam as interacdes entre os diversos fatores, com isso, obtém-se niveis f/

dtimos de produgcdo, produtividade e reducdo de custos {KU; TSAI; PAN, 2009). ,
Considerando-se: as diversas vantagens que os biossurfactantes apresentam sob os V

surfactantes; o amplo campo de aplicacio dos SLPs; os altos custos para a produgdo em larga gl

escala e a ampla disponibilidade de matéria prima. O presente estudo tem por objetivo
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otimizar a producdo de soforolipidios por Candida bombicola (ATCC® 22214™} utilizando
diferentes substratos, por técnicas de planejamento fatorial e andlise de superficie de
resposta.

As empresas parceiras Glyom Pesquisa e Sintese LTDA, com cooperac¢do da Agia Quimica
Qndustrial LTDA, tém um elevado potencial no desenvolvimento de ingredientes para o
mercado de cosméticos e higiene pessoal, € uma industria quimica 100 % nacional com amplo
portfélio desde 1984. E uma empresa multinacional presente em mais de 20 paises. Tem como
miss3o, pesquisa e desenvolvimento de insumos cosméticos, farmacéuticos e de reposicdo
nutricional, aplicando tecnologias inovadoras a partir de materiais seguros e renovaveis,
promovendo a beleza e o bem-estar dos consumidores.

Apresenta também em seu portfélio uma linha completa de ingredientes que traz
inovacdes e solugdes para o mercado de cuidados pessoais com produtos e matérias-primas
adequadas para atender a sua formulagdo, incluindo as linhas: Hair care, Skin care, Coffe,
Micronizados funcionais, Skincolor, Oleoquimicos, Bioex, Bioextract, Proteinas, Bases,
Ingredientes funcionais.

3. Objetivo geral

Estudar os efeitos de diferentes substratos e condigdes de cultivo para a produgdo de
soforolipidos Candida bombicola ATCC 22214 e desenvolver os pardmetros e ados para
mudanca de escala de producao, utilizando metodologia estatistica.

3.1.0bjetivos especificos

e Estudar a producdo de soforolipidios variando os parametros de fermentacao;

e Selecionar substrato com maior potencial para produgao;

e Testar diferentes fontes lipidicas vegetais (castanha do Brasil, cupuagu; buriti, pequi,
argan, café entre outras quanto a produgdo por metodologia estatistica);

e Quantificar e caracterizar os soforolipidios produzidos nas diversas condig¢bes;

e A melhor condigdo serd avaliada em biorreator de bancada variando a oxigenagéo, aeragdo
e pH e temperatura;

e Determinar, separar e caracterizar os soforolipidios produzidos na condi¢&o otimizada.

e Desenvolver dados para a mudanca de escala de produgdo

e Estudar as possiveis aplicagdes

4, Métodos de atuacdo

Toda metodologia descrita no plano de trabalho sera desenvolvida na Universidade
Estadual de Londrina, no Departamento de Bioquimica e Biotecnologia do Centro de Ciéncias
Exatas. Podendo ser utilizada as dependéncias da empresa para desenvolver possiveis
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aplicagdes com os soforolipidios, um biossurfactante natural com propriedades desejaveis
para diferentes setores industriais, com participacdo do capital intelectual da UEL e da GLYOM.

4.1 Microorganismo e inéculo

O microrganismo utilizado na produgdo de soforolipidios foi a levedura Candida
bombicola ATCC 22214, obtida da American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, USA.
Meio de preservacdo em g/L: glicose 10, extrato de levedura 3, peptona 5, extrato de malte 3 e
agar 20. Meio de ativacio em g/L: glicose 100, extrato de levedura 10 e ureia 1. Meio de pré-
in6culo em g/L: glicose 77,5, extrato de levedura 2,5 e acido oleico 75 (MINUCELLI et al., 2017).

A levedura serd mantida criopreservada em 25% glicerol & - 80 ° C (GAO et al., 2013). A
manutencgdo da cepa sera realizada em placas de Petri, sendo os repiques realizados a cada
quatro semanas e mantidos sob refrigeracdo a 4 °C. A ativacdo em frascos Erlenmevyers de 125
mL com 25 mL de meio adicionado de 2 algas de platina com o microrganismo, incubadas em
shaker a 30 2 C, 150 rpm por 24h. O pré-inéculo serd de 10% (v/v) em meio de ativagdo em
frasco Erlenmeyer de 250 mL com 50 mL de meio por 48h.

4.2 Producdo de soforolipidios

A producdo sera realizada em concentracbes estabelecidas por planejamento Box
Behnken 3* com 12 combinagdes, trés repeticdes dos pontos centrais, consistindo em 15
ensaios. As varidveis e os niveis testados serjo: fonte hidrofébica (X;) com os niveis 25, 75 e
125 g.L"; fonte hidrofilica (X,) de 10, 55 e 100 g.L" e agitacdo (X;) 50, 150 e 250 g.L?
temperatura sera fixa a 302C por 120 h.

As andlises estatisticas serdo realizadas utilizando o software Statistica 9,0 e diferencas
serdo consideradas quando p valor for <0,05.

4.3 Fermentacdo em biorreator de bancada

A condicdo otimizada sera transferida para uma fermentacdo utilizando biorreator de
bancada (FerMac 320 - Electrolab Biotech Ltda.) com capacidade de 5,0 L com volume
operacional de 4 L do meio de fermentagdo. O indculo serd de 10 % (v/v), 30 °C, taxa de
aeracdo 1,0 vvm e agitacdo de 300 rpm. Amostras serdo retiradas a cada 12 horas,
centrifugadas a 9956 x g por 15 min a 4 °C. A partir das amostras serdo quantificados os
soforolipidios, crescimento celular e consumo de acdcares. Ao final da fermentacdo, os
soforolipidios produzidos seréo separados, purificados e caracterizados.

4.4 Determinag¢des bioquimicas
4.4.1 Quantificagdo de Biomassa
0 meio sera centrifugado a 9956 g x 15 min a 4° C. Do sobrenadante serdo determinados
0s aguicares residuais. A biomassa sera quantificada gravimetricamente por peso seco a 70 °C.

4.4.2 Quantificacdo dos soforolipidios
Os soforolipidios serdo extraidos do meio de fermentacdo, apés centrifugacio para a
retirada da biomassa, com acetato de etila (1:1 v/v) 3 vezes em funil de separacdo. A fase
aquosa sera descartada e na fase organica serad adicionado metanol e agua (4:1 v/v) e
posteriormente hexano com metanol e dgua (1:1 v/v), formando duas fases, a fase superior
{hexanica) contendo a gordura residual e a inferior (metandlica) os soforolipidios. Na fase com
soforolipidios serdo efetuadas mais 3 lavagens, com acetato de etila e dgua (1:3 v/v), com
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intervalos de 40 min cada a 4°C. O SL serd seco em estufa até eliminagdo completa do
solvente e liofilizado (MINUCELLI et al., 2017).

As quantificacdes dos soforolipidios serdo realizadas por gravimetria (MINUCELLI et al.,
2017) e por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)} em comparacdo com o padrio 1',4"-
sophorolactona 6', 6"—diacetato (Sigma Aldrich, USA), utilizando detector de arranjo de iodo,
utilizando coluna Shim-pack CLC-ODS(M)® C18 da Shimadzu (4,6 x 250mm; 4,6mm; 12nm) e
fase modvel em gradiente composto por 30% de acetonitrila e 70% de &gua por 5 minutos,
aumentando para 80% de acetonitrila e 20% de dgua por 50 minutos (HU; JU, 2001; WADEKAR
et al, 2012).

4.5. Analise Estatistica

Todas as analises estatisticas serdo realizadas utilizando o software Statistica 7.0 (Statsoft, Inc.,
USA. Diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05.

5. Resultados esperados

Para a pesquisa que serd desenvolvida na UEL espera-se otimizar a produgio de
soforolipideos por Candida bombicola utilizando diferentes substratos promovendo aumento
de produgdo, diminuigdo de custos e impactos ambientais no processo fermentativo. Também
conhecer esses metabdlitos para futura aplicagio cosmética e industrial, através do
levantamento de dados para o escalonamento para planta piloto e industrial, e o estudo de
novas aplicagbes do soforolipideo. Além disso, espera-se que a pesquisa resulte em um pedido

de patente para a prote¢do da propriedade intelectual desenvolvida e posterior licenciamento
para a empresa GLYOM.

Para a pesquisa relacionada a empresa espera-se desenvolver novas aplicacdes para este
metabdlito, visando incorpora-lo em produtos para aumentar o valor econdémico, e que
venham a contribuir para a sociedade, trazendo beneficios aos consumidores. Os possiveis
riscos podem ser associados por atrasos na entrega de reagentes e quebra de equipamentos.

6. Cronograma detalhado

ATIVIDADES (MESES) la6 7a1l2 13a18 19324

Sele¢do de Substratos X

Padronizacdes X

Fermentacdes

Otimizagdes

Métodos analiticos X X

Extracdes X

PurificacGes

Caracterizagdes

x| x| x| X| X| X| X| X
x| X[ X| X[ X| X

Andlises dos resultados X




Dados para scale up X X

Geragdo de amostras X X

Estudo de aplicacdes X X

7. Infraestrutura e contrapartida econdmica/financeira

Por parte da UEL, para a realizacdo dos experimentos serdo utilizadas as infraestruturas
fisicas e tecnoldgicas do Departamento de Bioquimica e Biotecnologia da Universidade
Estadual de Londrina inserida no Centro de Ciéncias Exatas, laboratdrios de pesquisa n? 341 e
os laboratérios de fermentacdo equipados com mesas agitadoras (shaker), biorreator de
bancada com capacidade de 5L, ultra centrifuga refrigerada, cromatografo liquido e
espectrémetro de massa, liofilizador e demais equipamentos serdo necessarios para a
conducdo dos experimentos, s&o equipamentos relativamente novos, mas que poderdo
apresentar algum tipo de desgaste durante o periodo do projeto.

A GLYOM ira dispor de capital intelectual por meio do cocoordenador do projeto
Alexandre Fernando Leal da Silva.

A Cooperadora disponibilizard seu laboratdrio de aplicacdes em cosméticos para testar
possiveis aplicagdes dos Soforolipidios desenvolvidos.

A AQIA custear uma bolsa de pesquisa para a docente e pesquisadora Maria Antonia P. C.
Celligoi no valor de RS 1.500,00 e outra bolsa de estudos de pés-graduagdo no valor de RS
1.200,00 para a discente Gabrielly Terassi Bersaneti, do programa de Pés-graduacdo em
Biotecnologia, além de um aporte mensal de R$ 1.000,00 para a compra de material de
consumo, conforme adiante detalhado.

8. Impactos e beneficios

Atender as necessidades dos clientes do mercado de produtos quimicos cosméticos,
farmacéuticos, beleza e bem-estar, com atualizacio e capacitagcdo tecnoldgica; prover a
estrutura e melhoria continua do sistema de gest3o de qualidade, com o compromisso ético e
socio-ambiental sustentavel, atendendo aos requisitos legais.

O ingrediente ou produto que serd gerado deste projeto apresentara inimeros beneficios,
na satde do consumidor por ser um metabdlito microbiano, que é considerado seguro para o
uso em diferentes produtos cosméticos e alimenticios, e, também, para o meio ambiente, por
ser um ingrediente biotecnoldgico e biodegradével.

A parceria entre industria e universidade contribui para acelerar a aplicagdo do ingrediente
funcional em um produto e colocd-lo no mercado, podendo divulgar amplamente a pesquisa
que estd sendo desenvolvida e seus beneficios, e, consequentemente, promover acoes de
transferéncia de tecnologia.




9. Percentual de participacdo
De acordo com a contribuigdo das partes no desenvolvimento do objeto desta cooperagdo,

a UEL terd 50 % (cinquenta por cento), a GLYOM 25 % (vinte e cinco por cento) e a AQIA 25 %
{vinte e cinco por cento) da titularidade da propriedade intelectual resultantes.

10. Se houver recursos

10.1. Justificativa entre os custos e os resultados

O recurso financeiro influenciard positivamente a pesquisa na medida em que as
pesquisadoras receberdo bolsas mensais como incentivo a pesquisa, podendo se dedicar
exclusivamente ao projeto, o que, consequentemente, garantira maior éxito nos resultados.
Nio apenas isso, bem como também ird proporcionar a aquisicdo de material de consumo
essencial para a elaboragdo e estruturagdo da pesquisa.

10.2. Or¢camento detalhado em planilha

Bolsa  Bolsade Ma;zﬁai FAUEL
pesquisador  estudos I U (10%)
01 1.500,00 | 1.200,00 | 1.000,00 | 370,00
02 | 1.500,00 | 1.200,00 | 1.000,00 | 370,00
03 | 1.500,00 | 1.200,00 | 1.000,00 | 370,00
04 1.500,00 | 1.200,00 | 1.000,00 | 370,00
05 1.500,00 | 1.200,00 | 1.000,00 | 370,00
06 | 150000 | 1.200,00 | 1.000,00 | 370,00
07 1.500,00 | 1.200,00 | 1.000,00 | 370,00
08 | 1.500,00 | 1.200,00 | 1.000,00 | 370,00
09 | 1.500,00 | 1.200,00 | 1.000,00 | 370,00
10 | 1.500,00 | 1.200,00 | 1.000,00 | 370,00
11 | 150000 | 1.200,00 | 1.000,00 | 370,00
12 150000 | 1.200,00 | 1.000,00 | 370,00
13 1.500,00 | 1.200,00 | 1.000,00 | 370,00
14 1.500,00 | 1.200,00 | 1.000,00 | 370,00
15 | 150000 | 1.200,00 | 1.000,00 | 370,00
16




1.500,00 1.200,00 1.000,00 370,00
17 1.500,00 1.200,00 1.000,00 | 370,00
18 1.500,00 1.200,00 1.000,00 | 370,00
19 1.500,00 1.200,00 1.000,00 | 370,00
20 1.500,00 1.200,00 1.000,00 370,00
21 1.500,00 1.200,00 1.000,00 | 370,00
22 1.500,00 1.200,00 1.000,00 | 370,00
23 1.500,00 1.200,00 1.000,00 370,00

1.500,00 1.200,00 1.000,00

Total 36.000,00 28.800,00 24.000,00 8.880,00

VALOR MENSAL DO PROJETO

VALOR TOTAL DO PROJETO

Bolsa pesquisador 1.500,00 Bolsa pesquisador 36.000,00
Bolsa apoio técnico 1.200,00 Bolsa apoio técnico 28.800,00
Material de Material de

consumo 1.000,00 consumo 24.000,00
Taxa FAUEL (10%) 370,00 Taxa FAUEL (10%) 8.880,00

97.680,00
(noventa e

OTA . 4.070,00 TOTAL FINAL sete mil
gquatro o seiscentos e

oitenta reais)

10.3. Cronograma de desembolso
Os recursos da tabela acima (10.2) serdo pagos até o dia 05 de cada més.

10.4. Plano de aplicagdo dos recursos financeiros
e 01 (uma) Bolsa de pesquisador
Valor: R$1500,00/més (mil e quinhentos reais por més)
e 01 (uma) Bolsa de apoio técnico
Valor: R$1200,00/més (mil e duzentos reais por més)
e Material de consumo
valor: 1.000,00/més (mil reais por més)




10.5. Indicacdo da fonte de recursos

Os recursos acima descritos serdo derivados do fluxo de caixa da empresa
AQIA.
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