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Junior, Elba Ferreira. Desenvolvimento de sanitizante para vegetais com soforolipidios de
Starmerella bombicola. 2022. 96 f. Dissertacdo (Mestrado) em Biotecnologia — Universidade
Estadual de Londrina, 2022.

RESUMO

Microrganismos fitopatogénicos séo os principais causadores de doencas de plantas, gerando
perdas econdmicas significativas para a cadeia de abastecimento agricola e alimentar. Os
soforolipidios de S. bombicola apresentam propriedades antimicrobianas e foram utilizados na
formulacdo de um sanitizantes para aplicacdo em vegetais organicos tomate cereja (Solanum
lycopersicum var. cerasiforme), morango (Fragaria < ananassa), pepino (Cucumis sativus) e
abobrinha menina (Cucurbita moschata). Os vegetais foram previamente contaminados ou ndo
pelo Botrytis cinerea e os soforolipidios foram aplicados nas concentragdes de 2 mg/mL e 4
mg/mL. Os resultados demonstraram que o sanitizante com o soforolipidio tiveram eficacia de
66,67% no tomate, 80% no morango, 88,89% no pepino e 88,89% abobrinha. Esses resultados
revelam que o sanitizante a base de soforolipidio foi eficaz quando usado preventivamente e
que os soforolipidios sdo moléculas promissoras contra o principal fitopatdgeno do morango,
tomate, pepino e abobrinha. Esse sanitizante sustentavel pode reduzir a contaminacdo e aumenta
a validade dos produtos.

Palavras-chave: antimicrobiano; soforolipidios; morango; tomate; pepino e abobrinha.



Junior, Elba Ferreira. Development of the sanitizer for vegetables with sophorolipids from
Starmerella bombicola. 2022. 96 p. Master’s degree in Biotechnology — State University of
Londrina, 2022. Abstract

ABSTRACT

Phytopathogenic microorganisms are the main causes of plant diseases, generating significant
economic losses for the agricultural and food supply chain. Sophorolipids from S. bombicola
have antimicrobial properties and were used in the formulation of a sanitizer for application on
organic vegetables cherry tomato (Solanum lycopersicum var. cerasiforme), strawberry
(Fragaria x ananassa), cucumber (Cucumis sativus) and zucchini (Cucurbita moschata). ). The
plants were previously contaminated or not by Botrytis cinerea and the sophorolipids were
applied at concentrations of 2 mg/mL and 4 mg/mL. The results showed that the sanitizer with
sophorolipid had 66.67% effectiveness in tomato, 80% in strawberry, 88.89% in cucumber and
88.89% in zucchini. These results reveal that the sophorolipid-based sanitizer was effective
when used preventively and that sophorolipids are promising molecules against the main
phytopathogen of strawberry, tomato, cucumber and zucchini. This sustainable sanitizer can
reduce contamination and increase product shelf life.

Keywords: antimicrobial; sophorolipids; strawberry; tomato; cucumber and zucchini.
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1. INTRODUCAO

A populacdo mundial estd mudando seus habitos alimentares e o
aumento da aquisicdo de legumes e verduras higienizados e prontos para o
consumo, ou minimamente processados € uma realidade cada vez mais
presente. Isto se da, em funcdo da busca por uma maior praticidade, diante
de um ritmo de vida muito acelerado reduzindo o tempo destinado ao preparo
de alimentos.

O uso intensivo de agrotoxicos na agricultura tem promovido
diversos problemas de ordem ambiental, como desiquilibrios bioldgicos no
solo, plantas, animais e reducdo da biodiversidade. A sociedade tem se
preocupado com a qualidade de vida, exigindo produtos livres de agrotoxicos
e comercializados de forma transparente buscando por uma alimentacdo
saudavel e equilibrada, com todos os nutrientes carboidratos, proteinas,
lipidios, vitaminas e minerais, além do consumo por alimentos frescos e sem
contaminacgdo microbiana.

A qualidade microbiologica desses alimentos é de grande
importancia, pois ja estdo disponiveis para o consumo. Assim, 0
desenvolvimento de um sanitizante natural, eficiente e biodegradavel se
torna importante para conter a disseminacdo de microrganismos resistentes
e aumentar o tempo de prateleira dos alimentos minimamente processados.

O setor de alimentos minimamente processados, em que 0s produtos
sdo higienizados e podem ser cortados antes de chegar ao consumidor, tem
crescido como um todo e se diversificado, abrangendo novos produtos,
inclusive frutas. Assim o setor agroindustrial depende de inovacdo
tecnoldgica e da adocdo de sistemas de garantia de qualidade para a
sustentabilidade do agronegocio.

A popularidade de frutas e hortalicas minimamente processadas tem

aumentado em virtude dos beneficios proporcionados na saide e também em



14

razdo da busca dos consumidores por alimentos mais saudaveis e de rapido
consumo.

Os biossurfactantes sdo compostos de superficie ativa sintetizados
por diversos microrganismos e que tém recebido crescente interesse pelas
vantagens que possuem sobre os surfactantes quimicos, tais como
biodegradabilidade, baixa toxicidade e producdo a partir de fontes
renovaveis. Estes compostos apresentam propriedades emulsificante,
solubilizante e dispersante, podendo ser aplicados em diversos processos,
como na biorremediacéo, em formulacdes de herbicidas e pesticidas.

Os biossurfactantes também sdo utilizados no controle biologico por
ter acdo antimicrobiana, tornando uma nova alternativa do uso diretamente
em vegetais, reduzindo a contaminagdo microbiana de fitopatogenos e
aumentando a vida util dos frutos.

Devido ao seu efeito antimicrobiano, os biossurfactantes também
podem ser usados no controle bioldgicos de fungos e outros patégenos,
tornando-se uma alternativa sustentavel para reduzir a contaminacdo por
fitopatdgenos aumentando assim a vida Util de vegetais e frutas.

Os soforolipidios séo biossurfactantes constituidos por uma molécula
de soforose unida por ligacdo B-glicosidica a uma longa cadeia de &cido
graxo. Podem ser produzidos por varios microrganismos, na qual a levedura
Starmerella bombicola se destaca devido seus altos rendimentos de producao
e reconhecimento como segura para a saude humana e animal (GRAS-
General Recogznied as safe).

Considerando a busca por alimentos saudaveis, seguros e prontos
para 0 consumo bem como as propriedades bioldgicas dos soforolipidios,
principalmente sua acdo antimicrobiana, este trabalho visa desenvolver um
sanitizante com soforolipidios de S. bombicola, para aplicacdo em vegetais
reduzindo a contaminagdo microbiana e aumentando a qualidade de frutas e

hortalicas minimamente processadas.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um sanitizante contendo soforolipidios de Starmerella
bombicola e avaliar seu efeito antimicrobiano em alimentos minimamente

processados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Produzir soforolipidios por S. bombicola em meio contendo glicose e
acido oleico;

» Acompanhar os parametros fermentativos tais como o crescimento
celular, consumo de acucares e de acido graxo e producdo de
soforolipidios;

» Caracterizar os soforolipidios produzidos por Cromatografia liquida de
alta eficiéncia e Ressonancia Magnética Nuclear;

» Produzir um sanitizante com soforolipidios de S. bombicola para
vegetais minimamente processados;

> Avaliar a eficacia do sanitizante em tecidos vegetais de tomate,
morango, pepino e abobrinha contaminados com o fungo Botrytis

cinerea
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3. Revisado Bibliografica

3.1Degradabilidade dos vegetais

O Produto Interno Bruto (PIB) do agronegdcio brasileiro obteve uma
participacdo de 26,6% no PIB do pais em 2020, contra 20,5% em 2019,
estendendo sua participacdo na economia brasileira. Em valores monetarios,
0 PIB do pais totalizou 7,45 trilhdes de reais em 2020, e o PIB do
agronegdcio chegou a quase 2 trilhdes de reais (CEPEA; CNA, 2021).

O conceito de perda e desperdicio pode variar bastante dependendo
de normas, de paises e do autor do estudo em questdo. As perdas se definem
para o0 alimento que ndo acompanha sua cadeia produtiva até a distribuicao,
enguanto o termo desperdicio é usado para alimentos descartados nas etapas
de varejo e do consumidor (FAQ, 2011).

A perda e o desperdicio de alimentos se tornaram um assunto de
grande importancia, tanto em paises desenvolvidos quanto em paises em
desenvolvimento. A degradacao dos alimentos é um enorme problema para
a industria alimenticia e pode ser causada pela contaminacdo do produto,
prévia ou posteriormente ao processamento, por esporos fingicos e que em
condicOes intrinsecas favoraveis, como atividade de agua (aw) e pH,
germinam e formam um micélio visivel, consequentemente deteriorando o
produto antes mesmo deste atingido seu prazo de validade. Além disso, em
alguns casos a contaminacdo fungica pode causar danos a saude dos
consumidores devido a producdo de micotoxinas (PITT; HOCKING, 1999;
SAMSON et al., 2004; GERMANO, GERMANO, 2011; GOUGOULI et al.,
2011; DAGNAS; MEMBRE, 2013; GARNIER et al., 2017; BERNARDI et
al., 2018; BERNARDI et al., 2019).

Uma das caracteristicas principais da célula vegetal é a presenca de
uma fina, porém muito resistente, parede celular. A parede celular vegetal €
formada por uma mistura complexa de polissacarideos e outros compostos

secretados pela célula e que séo dispostos e conectados de uma forma muito
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bem organizada através de ligacGes covalentes e ndo-covalentes (TAIZ et al,
2002).

Podemos distinguir dois tipos de parede celular vegetal, a parede
celular primaria e a secundaria rica em pectato de célcio, presente na juncéao
das paredes das paredes de células vivas. A presenca da parede celular é uma
caracteristica intrinseca as células vegetais (PAIVA et al., 2009). A parede
celular priméaria é formada na fase de crescimento, e deve ser a0 mesmo
tempo mecanicamente estavel e suficientemente flexivel para permitir a
expansao das células, evitando sua ruptura e consistem principalmente de
polissacarideos como celulose, hemiceluloses e pectinas. Ja a parede celular
secundaria forma-se apés cessar o crescimento celular, e pode se tornar uma
estrutura altamente especializada dependendo de sua localizagéo,
apresentado compostos de celulose e hemicelulose, e que sdo muitas vezes
impregnados de lignina. Além dos polissacarideos, as paredes das células
vegetais contém centenas de diferentes proteinas (TAIZ et al, 2002, PAIVA
et al., 2009).

As pontes de calcio entre os acidos pécticos ou entre esses e outros
polissacarideos dificultam o acesso e a acdo de enzimas pectoliticas
produzidas pelo fruto e que causam amaciamento, e daquelas produzidas
pelos fungos e bactérias que causam deterioracdo (MOTA et al., 2002).

O aumento de fungos indesejaveis ocasiona grandes impactos
econdmicos negativos para os produtores, aumentando as perdas e 0s custos
de producdo, além de problemas a saude do consumidor decorrentes da
exposicdo as micotoxinas, produzidas com o crescimento de fungos
toxigénicos (MORETTI et al., 2017; ZAIN et al., 2011).

O aumento populacional e a tendéncia de consumidores cada vez
mais exigentes, influenciaram a maior demanda por produtos frescos e
organicos. Neste mercado, destacam-se 0s alimentos minimamente

processados, que passam por operacdes como limpeza, lavagem com agua
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potavel, sanitizacdo, enxague, descascamento, corte, embalagem e
armazenamento (TEIXEIRA et al., 2013). As frutas e hortalicas sdo 0s
principais produtos nesse mercado, contudo, sdo dependentes da cadeia de
distribuicdo para sua disponibilidade nos mercados locais e a aplicacdo de
sanitizantes naturais poderd ser uma alternativa viavel reduzindo o
desperdicio.

3.2 Fatores que aumentam a degradabilidade dos vegetais

A temperatura € um dos parametros mais importantes na conservacéo
dos produtos pereciveis (MERCIER et al., 2017). O local especifico para a
conservacdo de alimentos em seu estado natural se torna eficaz desde a
producdo até o consumidor, mas pode ocorrer 0 aparecimento de
microrganismos patogénicos em alimentos mal conservados ou crus, 0 que
leva ao risco da integridade do produto e também um perigo real a satde do
consumidor.

A refrigeracdo é o método mais utilizado para conservacao de frutas
e hortalicas no periodo de pos colheita. Souza et al. 2019 armazenaram o
mix de folhas e o repolho minimamente processados por até uma semana
sem perda das qualidades visuais e nutricionais em ambiente refrigerado,
podendo chegar a 14 dias com pequenas alteracdes na aparéncia visual.
Assim, o0 armazenamento de produtos minimamente processados em
temperatura ambiente ndo é aconselhavel, pois os vegetais logo perdem a
qualidade assim uma alternativa para aumentar o tempo de consumo pode
ser a refrigeracéo.

A umidade é outro fator abidtico que também influencia na
germinacdo e a esporulacdo de conidios, infeccdo de frutas e no
desenvolvimento de podriddes (BERNAT, 2017). Cada fungo apresenta uma
temperatura étima de crescimento, frequentemente entre 23 e 33 °C podendo
influenciar processos do produto (DISKIN et al., 2017). Fungos causadores

de podrid&do pds-colheita geralmente crescem na faixa de 20-25 °C, com um
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maximo entre 27 e 32 °C dependendo da espécie de fungo envolvida
(SARDELLA; GATT; VALDRAMIDIS, 2018).

3.3 Sanitizantes quimicos

Devido a grande proliferacdo dos microrganismos contaminantes,
surge a necessidade da aplicacdo continua de contaminantes quimicos
provocando impactos negativos para 0s ecossistemas ocasionando danos
irreparaveis ao meio ambiente (ZAHID et al., 2015).

A conservacao por aditivos quimicos € definida como a adicdo de
substancias quimicas nos alimentos, com o objetivo de melhorar o tempo de
prateleira, o sabor, aspecto e consisténcia (VINCENZI et al., 2021). O uso
desses conservantes, que tem como finalidade a prevencao e/ou inibicéo de
microrganismos prejudiciais, evitando alteragbes quimicas indesejadas,
mantendo a qualidade do alimento, e aumentando o tempo de prateleira de
alimento, porém podem ser substituidos por produtos naturais e menos
toxicos conservando as caracteristicas como sabor, odor, consisténcia e seu
valor nutritivo (VINCENZI et al., 2021).

Na Tabela 1 demonstra o sanitizante quimico bastante empregados
na colheita e sendo compostos inorganicos liberadores de cloro ativo no ap0s

a colheita, para retirar os excessos de compostos quimicos nos vegetais.
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Tabela 1: Principios sanitizantes autorizados no Brasil (ANDRADE, 2008;
BRASIL, 2007; FAZLARA & EKHTELAT, 2012).
GRUPOS PRINCIPIOS ATIVOS

Aldeidos Formaleido, glicoxal, glutaraldeido e

paraformaldeido.

Fendlicos Tercamilfenol; 2-benzil 4-clorofenol; 4-
tercbutilfenol;  cresois  2-fenilfenol;  2-
hidroxidifenileter e 2-hidroxi-2, 4, 4-

triclorodifenileter.

Cloreto de alquil dimetil benzil aménio;
cloreto de alquil dimetil etilbenzil aménio;
cloreto de alquil dimetil etiltoluil aménio;
cloreto de lauril piridinio; cloreto e brometo de
Quaternarios de aménio | cetil trimetil amoénio; cloreto de alquil trimetil
amonio; N, N dialquil N,N dimetil aménio;
dicloreto de polioxietileno (dimetilimino)
etileno (dimetilimino) e dicloreto de
polioxietileno  (dimetilimino) metileno
(dimetilimino) etileno.

Obs.: Os radicais alquila estdo compreendidos
entre C8 e C18, sendo os mais efetivos 0s

produtos resultantes da cominacdo C12 e C14.

Compostos inorgéanicos | Hipoclorito de sodio, de litio e de calcio.
liberadores de cloro

ativo

Acido diclorocianirico e os sais de sodio e
potassio; acido triclorocianarico; N, N-
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Compostos  orgénicos | dicloroazodicarbonamida; N-cloro
liberadores de cloro | benzenossulfonamida sddica; N-cloro 4-metil
ativo benzenossulfonamida sodica; cloro

suocinimida e 1,3- dicloro 5,5-dimetil

hidantoina.
lodo e derivados lodo, iodo-povidona (PVP-1) e ioddforos.
Biguanidas Clorohexidina, cloridrato de polihexametileno
biguanida.
Peroxido inorganico Peroxido de hidrogénio.
Peroxido organico Acido peracético.

3.4 Sanitizantes naturais

Os soforolipidios possuem propriedades quimicas e biologicas
Unicas, tornando-o moléculas relevantes para aplicacdo no combate de
diversas doencas e sanitizantes em muitos setores (MA, 2011). Nessa
vertente, uma das principais propriedades investigadas atualmente é a
respeito das suas atividades antimicrobianas, haja vista a importancia e
necessidade da descoberta de possiveis substituintes de antibidticos,
germicidas e sanitizantes convencionais por compostos naturais e
biodegradaveis, como os soforolipidios, em razdo da preocupacdo do
consumidor com o uso de antimicrobianos sintéticos, afim de melhorar a
seguranca alimentar.

Estudos do nosso grupo de pesquisa aplicou soforolipidios
produzidos pela levedura S. bombicola, como sanitizante, na agua de
lavagem de carcacas de frango, simulando as etapas do abate e
processamento, para reducdo de contaminantes e prevencgéo de contaminagéo
cruzada, bem como manutencdo da inocuidade das carcacas contra 0sS

microrganismos Staphylococcus aureus, Escherichia coli, coliformes
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termotolerantes e aerébios mesodfilos. Os soforolipidios apresentaram
potencial inovador de grande perspectiva para a industria avicola, como
agente descontaminante, trazendo maior seguranca alimentar aos produtos e
diminuicéo das perdas por contaminacao (FREITAS et al. 2021).

Caretta et al. 2021 investigaram a estabilidade e a atividade
antifangica do soforolipidio de S. bombicola para o fitopatogenos de folhas
e frutos de tomate. Os resultados mostraram que o soforolipidio foi estavel
por 120°C, pH até 7,0 e exposi¢do a luz UV por 72h. Além disso, 0
soforolipidio na concentracdo de 2 mg/mL inibiu 95% do crescimento de P.
ultimum; 75,7% de B. cinerea; 64,3% de R. solani e 28,5% de S. rolfsii. Nos
testes contra B. cinerea nas folhas de tomate o soforolipidio na concentracéo
de 1 e 4 mg/mL teve uma melhor eficacia de 76,9% e morte do fungo
respectivamente, e nos tomates as concentracdes de 2 € 4 mg/mL tiveram
eficacia 96,27%. Os resultados demonstraram que o soforolipidio possui
atividade antifangica contra os principais fitopatdgenos do tomate, com boa
estabilidade, podendo ser uma alternativa aos fungicidas sintéticos para

aplicacdo em culturas de tomate.

Agrawal et al. 2002 descreve a quitosana como um composto natural
bioativo, que interfere tanto no desenvolvimento do patégeno quanto na
ativacdo de varias respostas de defesa da planta. O emprego da quitosana
para elaboracdo de nanoparticulas também é amplamente estudado e se
destaca pelo potencial antimicrobiano superior quando comparada a
quitosana na sua forma macro. Além disso, resultados promissores tém
demonstrado o potencial dessas nanoparticulas de quitosana em uma
variedade de plantas utilizadas na alimentacdo humana, podendo estimular a
producdo de alimentos mais resistentes a pragas e doencas fungicas. Com
essas caracteristicas, a quitosana tem potencial para ser um auxiliar na

seguranca alimentar em um futuro préximo. (CARVALHO et al., 2019).
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Liu et al. 2007 também demostraram que a quitosana inibiu o
crescimento micelial e a germinacéo de esporos de B. cinerea e Penicillium
expansum. Pasini et al. 1997 comprovaram a eficiéncia do 6éleo de canola
associado a quitosana no controle de oidios que é um parasita obrigatorio
que so se desenvolve nos tecidos vivos e suscetiveis da planta hospedeira de
varias culturas como (pepino, roseira, feijoeiro).

De acordo com Cavalcanti et al. 2004, os produtos contendo
quitosana registrado nos EUA para uso no controle de oidio, mildio e mofo
cinzento de abdbora, batata doce, tomate, pimenta, ervilha, cebola, melao,
melancia, alface, feijdo, trigo, amora, morango, cereja e outras frutiferas é o
Elexa® 4PD, que possui 4% de quitosana. O mecanismo de a¢do do produto
é pela ativacdo do sistema de defesa das plantas.

Bastos et al. 2004 comprovam a atividade biologica do 6leo essencial
e dos subprodutos de Piper aduncum (pimenta-de-macaco) como fungicida,
bactericida, acaricida e inseticida em banana. Segundo Dhingra et al. 2004
evidencia que o6leo essencial de mostarda foi efetivo no controle do
tombamento (damping-off) em feijoeiro causado por Rhizoctonia solani.

RIBES et al. 2016 relatam que a utilizacdo de 6leos essenciais
extraidos de plantas é comprovada pois sdo agentes antimicrobianos contra
bactérias, fungos e leveduras. De acordo com RIBES et al. 2018 na qual a
atividade é pertinente a constituicdo de compostos volateis nos 6leos
essenciais, podendo ser detectado na casca da canela, em tomilho, orégano,
hortela-pimenta na qual possuem oOtimas atividades antimicrobiana contra
patdgenos transmitidos por alimentos, sendo utilizados recentemente, para
controlar o crescimento de fungos em compotas de morango, contribuindo
no combate do Aspergillus niger.

Nos Ultimos anos, os 6leos essenciais de plantas e seus constituintes
atrairam um interesse consideravel por causa de suas propriedades

antimicrobianas e biodegradaveis de amplo espectro (DEAN et al., 2012; LI
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et al., 2021; SAMARAS et al., 2021; STAMELOU et al., 2021; XIN et al.,
2021).

Em razéo das diferentes potencialidades dos extratos vegetais para
uso na agricultura, apontadas em pesquisas ao longo dos ultimos dez anos,
pesquisadores vém buscando identificar e isolar compostos presentes nesses
extratos, inclusive, para tratamento de sementes (GHIMIRE et al., 2020;
SNEHA et al., 2020; ANZLOVAR et al., 2020).

3.5 Contaminacéo de vegetais por Botrytis cinerea

B. cinerea € um fungo necrotréfico que afeta muitas plantas e frutas
macias, e € um dos patdgenos economicamente mais devastadores em
morangos pos-colheita.

B. cinerea € um fungo ascomiceto que causa doenca do mofo
cinzento em mais de 1000 espécies de plantas (ELAD et al., 2016; OLIVA
etal., 2021; Ll etal., 2021; RIGHINI et al., 2021; SAMARAS et al., 2021).

Esse fungo pode infectar todos os 6rgaos da planta acima do solo,
incluindo flores, folhas, brotos ou frutos e sob condic¢Ges favoraveis podem
causar perdas devastadoras em safras, como uvas, morangos, vegetais e
plantas ornamentais em todo 0 mundo, causando consideraveis perdas todos
0s anos. Este fungo é classificado entre os 10 patdgenos flngicos de plantas
mais graves devido ao seu negativo impacto em safras agronomicamente
importantes e em produtos vegetais em armazenamento pos-colheita (DEAN
etal., 2012; LI etal., 2021; RIGHINI et al., 2021; SAMARAS et al., 2021).

B. cinerea é responsavel pela infeccdo de uma imensa parte dos
vegetais principalmente no periodo pos-colheita, uma vez que este fungo
produz fitotoxinas e enzimas capazes de deteriorar a parede celular vegetal
0 que induz a necrose de tecidos vegetais favorecendo o processo de infeccao
(D’AMBROSIO et al., 2018).
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Caretta et al. (2021) avaliaram o efeito do soforolipidio em folhas e
frutos de tomate e comprovaram que esse biossurfactante atua de forma mais
eficaz quando usado preventivamente. Assim, os soforolipidios sdo
moléculas estaveis que apresentam acdo promissora para a potencial
substituicdo de agrotoxicos no campo e foi eficiente contra os fitopatdgenos

Botrytis cinerea, Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani e Pythium ultimum.

3.6 Soforolipidios

Os soforolipidios pertencem a classe dos glicolipidios extracelulares
e sdo estruturalmente compostos por um dissacarideo soforose (2°-O-B-D-
glucopiranosil-1-p-D-glicose) ligado por uma ligagdo B-glicosidica a uma
cadeia longa &cidos graxos, especialmente &cidos palmiticos (C16) ou
estedrico (C18). Eles podem ser desacetilados, monoacetilados ou
diacetilado na posicéo 6 'e / ou 6' 'da soforose. O grupo carboxil de acido
graxo pode ser esterificado na posicdo C4 ', C6' ou C6 ", resultando em
formas de lactonica ou no grupo carboxila da gordura livre &cido resultando
na forma acida (DA FONTOURA et al., 2020).

Essas moléculas ocorrem em estruturas de anel aberto acidica (A) e
lactbnica (B), com uma intraesterificacdo entre o grupo carboxila de acidos
graxos e o atomo de carbono da soforose (ASMER et al., 1988).

Figura 1 - Estrutura de soforolipidios tipicos produzidos por

Starmerella bombicola: A — acidica B — lactdnica. Fonte: Jezierska et al.,
2020. Koster et al. (1995) e Rau et al. (2001).

a OR; b OR;

Ri=R;=H

Ry= R, = COCH,
R;= COCH; R,=H
Ri=H R,=COCH,
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Soforolipidios de forma &cida tém forte capacidade de formacéo de
espuma e solubilidade em agua, enquanto soforolipidios de forma lactdnica
tém a capacidade de diminuir a tensdo superficial da agua e grande potencial
antimicrobiano. O grupo acetil diminui a quantidade de solubilidade da agua
e aumenta a atividade antiviral de soforolipidios. Soforolipidios com
estruturas especificas podem ser obtidas por meio da engenharia genética e
regulacdo do processo de fermentacao (LI et al., 2020).

Essas moléculas sdo produzidas principalmente como uma mistura
complexa de congéneres, principalmente pelas leveduras ndo patogénicas S.
bombicola. Homologos de soforolipidios diferem do comprimento da cadeia
de acido graxo, posi¢do de hidroxilagdao (@ ou w-1), grau de saturagcdo em
cadeia de &cidos graxos e grau de acetilacdo e lactonizacdo. Enquanto a
acetilacdo ocorre na posi¢ao C6 'ou C6 " dos soforolipidios, a lactonizagao
ocorre no grupo carboxila do acido graxo cadeia e a extremidade C4 " de
soforolipidios (LI et al., 2020).

Pequenas modificacbes ocorrem nas estruturas quimicas béasicas que
produzem diferentes moléculas do soforolipidio. Essas modificacdes
incluem o carbono comprimento da cadeia, 0 grau de insaturacdo do
hidroxilado cauda de acido graxo, a posicdo de acetilacdo e 0 numero de
grupos acetil na cabeca soforose, e a posi¢ao de grupo hidroxila na cauda do
acido graxo lipofilico (LIU et al., 2020).

Os soforolipidios exibem varias propriedades como emulsificante,
lubrificante, formacdo de micelas, detergéncia, dispersabilidade e
molhabilidade de formac&o de espuma. As propriedades antimicrobianas dos
soforolipidios ja eram descritos contra algumas cepas de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. No entanto, a literatura ainda carece de dados
mais consistentes explorando a atividade antimicrobiana dos soforolipidios
(DA FONTOURA et al., 2020).
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Biossurfactantes sdo metabdlitos extracelulares que atuam na mesma
forma que os surfactantes quimicos, mas sdo produzidos por microrganismos
como bactérias e leveduras. Estes compostos bioldgicos sdo bons agentes
emulsionantes, superficie redutores de tenséo, seletivos e mais amigaveis ao
meio ambiente do que a maioria dos surfactantes sintéticos (RODRIGUES
et al., 2020).

De acordo com Hipolito et al. 2020, os biossurfactantes recebem
significancia devido a sua ampla aplicacdo experimental e vantagens sobre
superficies sintéticas, os soforolipidios sdo biossurfactantes promissores,
classificados como glicolipidios extracelulares e produzidos por diversos

microrganismos.

3.7Biossintese do soforolipidio e microrganismos produtores

Soforolipidios sdo produzidos por uma variedade de espécies de
leveduras, muitas espécies ndo patogénicas como Candida apicola,
Starmerella bombicola, Candida bogoriensis, Pichia anomala, Candida
stellata, Candida rugosa, Rhodotorula bogorienses, Torulopsis petrophilim,
Torulopsis grogropengieressi, Candida batistae, Candida Kuoi, Candida
floricola, Candida tropicalis, Candida riodocensis e Candida sp. Y-27208
(Ll etal., 2016; MINUCELLLI et al., 2015).

A biossintese de soforolipidio ocorre na fase estacionaria do
crescimento das leveduras quando submetidas a condicdes limitantes de
nitrogénio e dissociada do crescimento celular. Os substratos normalmente
usados na sintese dessa molécula sdo carboidratos e acidos graxos,
destacando a glicose e &cido oleico (RAU et al., 2001). Na presenca de fontes
de carbono hidrofobica a S.bombicola sintetiza os soforolipidios por meio de
uma hidroxilacdo do acido graxo presente no meio, podendo ser de varias

origens: suplementado na forma de &cido graxo, n-alcanos, alcool, aldeido,
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triglicerideos ou ésteres de acidos graxos, que serdo metabolizados até seu
correspondente &cido graxo (DE OLIVEIRA et al., 2014).

Sdo secretados principalmente como anel fechado moléculas
lactbnicas, mas também podem aparecer em um acido aberto forma, que tem
diferentes propriedades fisico-quimicas. Para exemplo, as formas lactdnicas
sdo mais potentes na diminuicdo da tensé@o superficial e tém propriedades
antimicrobianas mais fortes do que suas contrapartes acidas, que sdo mais
soltveis em agua (CIESIELSKA et al., 2013).

Na auséncia de fontes de carbono, o &cido graxo se forma atraves da
sintese de novo, a partir da acetil-CoA. O processo de ativacdo dos acidos
graxos ocorre através da hidroxilacéo de sua por¢édo carbono terminal (®) ou
subterminal (®-1), essa hidroxilacdo é mediada pela enzima citocromo
monoxigenase P450 pertencente a familia CYP52 (CYP52M1), que é
expressa exclusivamente na fase estaciondria do crescimento do
microrganismo, dependente do fosfato de dinucle6tido de nicotinamida
adenina (NADPH) ligado a membrana celular, conduzindo a formacéo do
correspondente &cido graxo hidroxilado correspondente. Este pode ser
metabolizado por P-oxidag¢do quando a concentracdo de glicose for baixa e
utilizada para a manutencéo da célula em vez da sintese de soforolipidio (DE
OLIVEIRA et al., 2014; LIU et al. ,2020).

Nos proximos dois estagios, duas moléculas de glicose seréo ligadas
ao acido graxo ativado. A primeira é ligada (posicdo C1') ao ® grupo
hidroxila ou ®-1 do acido graxo pela acdo da Glicosiltransferase |1 (UgtAl).
As reacOes requerem gue a glicose seja ativada na forma de uridina difosfato
glicose (UDP-glicose), que atua como doador de grupamentos de glicosil.
No passo seguinte, uma segunda glicose € ligada glicosidicamente a primeira
glicose (posicdo C2') pela Glucosiltransferase 1l (UgtA2). Ambas enzimas,
UgtAl e UgtA2, sdo expressas em grandes quantidades no inicio da fase

estacionaria. A glicose fornecida no meio ndo é diretamente incorporada na
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estrutura do soforolipidio e sim metabolizada pela via glicolitica, sendo que
a glicose do soforolipidio é formada a partir da gliconeogénese (DE
OLIVEIRA et al., 2014; LONDES et al., 2020).

O produto da segunda reacéo de glicosilacdo € o soforolipidio na sua
forma acida ndo acetilada, mais reacdes de acetilacdo e lactonizacdo
promovem variagOes estruturais. A acetilacdo da soforose nas posi¢oes C6 'e
C6" e mediada pela acdo da acetiltransferase. O processo de lactonizacéo
ocorre por meio de uma reacdo de esterificacdo entre o agrupamento
carboxilico do acido graxo e o grupo hidroxil C4 ", sendo possivel ocorrer
mais raramente no C6 'ou C6", e a enzima responsavel pela lactonizagédo
ocorre pela acdo de uma lactonesterase ligada a parede celular (figura 2). O
processo de excrecdo do soforolipidio ainda ndo foi completamente
compreendido, sendo que pode ocorrer a partir da formacdo de vesiculas,
mediadas possivelmente por transportadores passivos ou ativos (ASMER et
al., 1988; DE OLIVEIRA et al., 2014).

A via metabolica do soforolipidio tem inicio pela hidroxilagdo dos
acidos graxos ou alcanos, pela enzima citocromo monooxigenase P450
(NADP), sendo convertidos a &cidos graxos hidroxilados. Em seguida, duas
moléculas de glicose uridina difosfato ativada (UDP-glicose) sao
adicionadas ao grupamento hidroxila do é&cido graxo pelas
glicosiltransferases | e I, obtendo-se a estrutura acidica ndo-acetilada (VAN
BOGAERT et al., 2011).

Embora a biossintese de soforolipidio seja 0 assunto de alto interesse
industrial e académico, surpreendentemente, 0S mecanismos exatos que
regulam / dirigem a biossintese de soforolipidio ainda precisam ser
elucidados. O que se sabe é o fato de que a biossintese de soforolipidio é
regulada positivamente por uma alta razdo C/N no meio (LONDES et al.,
2020).
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Os mecanismos moleculares exatos dessas observacoes permanecem
desconhecidos, como também é o caso de outros biossurfactantes
glicolipidios produzidos por leveduras. Como em todos 0s eucariotos, em
leveduras / fungos muitos mecanismos regulatorios estdo entrelacados e séo
responsaveis pela ativacdo e / ou inibicdo da expressdo génica. (KHAN et

al., 2021; LONDES et al., 2020).

Figura 2. Biossintese de soforolipidios em S. bombicola (Ciesielska et al.,

2013)
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3.8 Acdo antimicrobiana dos soforolipidios

Os soforolipidios tem sido estudado quanto ao seu potencial em
aplicagbes como antimicrobiano desde o final dos anos 1980. Um dos
primeiros relatos de soforolipidios como agentes antimicrobianos foi de
Lang et al. (1989) onde os pesquisadores testaram soforolipidios de
Torulopsis bombicola (S. bombicola) em bactérias Gram positivas: Bacillus
subtilis,  Staphylococcus  Epidermidis, Streptococcus faecium e
Propionibacterium acne e Gram negativas: Pseudomonas aeruginosa e para
os fungos Candida albicans e Glomerella cingulata. Os autores
demonstraram efeitos significativos na reducdo da viabilidade celular de
bactérias Gram positivas. As formas lactonicas mono e diacetilada
apresentaram MIC de 6 a 15 mg/mL para B. subtilis, S. epidermidis e S.
faecium e a forma acidica inibiu B. subtilis.

A acdo antimicrobiana dos soforolipidios estd relacionada a sua
natureza anfifilica, a qual através de interacfes sinérgicas entre as porcdes
da soforose e &cido graxo produz o efeito surfactante, sendo capaz de
diminuir a tensdo interfacial e superficial de compostos e materiais, e assim
promover alteracdes a adesdo de microrganismos (PONTES et al., 2016;
VALOTTEAU et al., 2017).

A atividade antimicrobiana do soforolipidio € caracterizada por
mudancas ou ruptura da membrana, induzindo a lise e possivel vazamento
do contetdo citoplasmatico das bactérias alvo, relacionado com o efeito das
suas porc¢oes de acucar e lipidios. Sendo assim, os soforolipidios, gracas as
suas caracteristicas anfifilicas, diminuem a hidrofobicidade das membranas
plasmaticas de bactérias, apresentando caracteristicas bactericidas podendo
induzir morte de células e biofilmes de bactérias Gram positivas e Gram-
negativas (FREITAS et al., 2018).

A atividade antimicrobiana tem sido objetivo de pesquisa pelo nosso

grupo de pesquisa em diferentes patdogenos. Fontoura et al. (2020)
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produziram soforolipidios de S. bombicola utilizando gordura de frango, e
aplicaram contra bactérias Gram-negativas (Proteus mirabilis, Escherichia
coli, Salmonella enterica) e bactérias Gram-positivas (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans). Os resultados
revelaram que houve reducéo da viabilidade celular microbiana quando o
biossurfactante foi aplicado na concentracdo de 0,5 mg/mL contra bactérias
Gram-positivas e 2 mg/mL contra bactérias Gram-negativas.

Hipolito et al. 2020 testaram a acdo antimicrobiana dos
soforolipidios contra 5 espécies de fungos contaminantes de alimentos, e 0s
testes de microdiluicdo em placas de 96 pogos mostraram agdo contra
Fusarium oxysporum e cinco especies de Aspergillus ssp. na concentracdo
de 0,73 mg/mL, B. cinerea na concentracdo 0,43 mg/mL e Rhizopus ssp na
concentracdo 0,23 mg/mL.

Caretta et al. (2021) verificaram a acdo dos soforolipidios contra os
fitopatdgenos B. cinerea, Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani and Pythium
ultimum que causam doencas em plantas.

Além de seus efeitos antimicrobianos, soforolipidios em combinacéo
com outros compostos também tem sido relatado quanto a sua atividade
antimicrobiana. Em 2013, Joshi-Navare et al. estudaram a acao sinergica dos
soforolipidios com antibidticos, relatando que a combinacdo com tetraciclina
causou 0 aumento de 25% na atividade antimicrobiana para S. aureus, e
quando combinados com cefaclor mostrou 48% de maior inibi¢do para E.
coli.

Silveira et al. (2019) testaram a atividade de soforolipidio de S.
bombicola (ATCC 22214) associados ao &cido lactico contra Clostridium
perfringens (ATCC® 3624 ™) ¢ Campylobacter jejuni (ATCC® 33560 ™),
Os resultados mostraram que, para C. perfringens, a concentracao inibitoria
minima (MIC) de soforolipidio puro foi de 0,03 mg/mL, e em combinacéo

com &cido latico, 0,015 mg/ mL. Para C. jejuni, o MIC dos soforolipidio puro
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foi de 10 mg/mL, e em combinacdo com &cido lactico, 5 mg/mL, mostrando
que o tratamento combinado de soforolipidio e acido latico foi capaz de
manter a eficiéncia antibacteriana em apenas %2 MIC de cada composto,
representando uma interagao aditiva.

Todos esses trabalhos demonstram a capacidade antimicrobiana dos
soforolipidios e a ampla area de atuacdo, levando as buscas pela atividade
antimicrobiana contra patdgenos de outras areas, como de frutas e verduras.
Costa et al. (2021) testaram uma alternativa para aumentar o prazo de
validade dos morangos onde desenvolveram filmes de amido de mandioca
com soforolipidios visando a reducdo da contaminacdo microbiana e
aumento de tempo de validade do morango.

Apds 20 dias, nas frutas controle ndo revestidas foi observado
11,84% de perda de massa, enquanto que nas frutas revestidas somente com
0 amido a perda foi de 9,28%. Em morangos tratados com amido acrescido
de soforolipidios na concentracdo de 10% e 5%, observou-se 8,47 e 7,12%
de perda de massa, respectivamente. Em relacdo a severidade de
contaminacdo, as frutas, controle apresentaram o indice de 75%, enquanto
que em frutas tratadas com amido acrescido de soforolipidios observou-se
uma dréstica reducdo da severidade de contaminacdo (25%) para as duas
concentracdes testadas. A porcentagem de eficacia dos revestimentos do
tratamento com amido e com amido acrescido de soforolipidios (5 e 10%)
foi de 25% e 66,6%, respectivamente. Os resultados obtidos neste estudo
mostraram pela primeira vez na literatura o potencial uso de soforolipidios
produzidos por S. bombicola como agentes de revestimentos de morangos
agregando importantes propriedades as formulacdes poliméricas.

Um estudo utilizando soforolipidio foi realizado por DENGLE-
PULATE et al. (2014) onde os autores produziram o biossurfactante
utilizando alcool laurico, e o adicionaram ap6s a purificacdo como

ingrediente ativo em uma solucdo sanitizante contendo sulfato de sodio
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(Na;S0Os) e carbonato de sédio (Na,COs) Foram realizados testes in vitro
utilizando 10 e 10° UFC de diversas bactérias, com destaque nas bactérias
gram-negativas Erwinia crysanthemi e Xanthomonas campestris. Na
concentragdo de 2,5 mg/mL, houve inibicdo total de E. crysanthemi, e na
concentracdo de 10 mg/mL ouve 80% de inibicdo de X. campestris.

Fitopatégenos como Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium
verticilliodes, Fusarium oxysporum f. sp. Pisi e Corynespora cassiicola
apresentaram um perfil de sensibilidade ao soforolipidio produzido por
Rhodotorula babjevae YS3 no trabalho desenvolvido por SEN et al. (2017).
De acordo com os testes, a atividade antifangica foi promissora quando o
soforolipidio foi aplicado em concentragdes até 1 mg/mL.

Esses trabalhos confirmam a importancia da acéo dos soforolipidios
na preservacao de frutas e verduras, devido a sua a¢ao antimicrobiana. Desta
forma, neste trabalho foi desenvolvido uma solugdo sanitizante com
propriedades antimicrobianas devido a incorporacdo de soforolipidios
produzidos para aplicagdo em vegetais pos colheita, prolongando o tempo de
prateleira e aumentando a seguranga desses alimentos. O modelo aqui
desenvolvido foi em morango, abobrinha, tomate-cereja e pepino por serem

alimentos pereciveis e muito consumidos pela populacéo Brasileira.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Materiais
Foram utilizados os vegetais organicos: tomate cereja (Solanum
lycopersicum var. cerasiforme), morango (Fragaria X ananassa), pepino
(Cucumis sativus) e abobrinha menina (Cucurbita moschata) obtidos de

supermercados locais na regido de Londrina-PR.

4.2 Microrganismos

A levedura Starmerella bombicola (ATCC® 22214 ™) foi adquirida
na American Type Culture Collection (Manassas, VA, EUA) e empregados
para a producdo de soforolipidios. O fungo Botrytis cinerea foi obtido da
colecdo de microrganismos do Laboratorio de Ecologia Microbiana,
Departamento de Microbiologia da Universidade Estadual de Londrina, e
utilizado para os testes de atividade antifingica. A suspensdo de esporos
contendo o fungo Botrytis cinerea foi ajustada para 1x10° esporos/mL
utilizando uma camara de Neubauer para contagem em um microscopio

optico com ampliacéo de 400x.

4.3Meios de Cultura
Meio de preservacdo em g/L: glicose 10, extrato de levedura 3, peptona 5,
extrato de malte 3 e &gar 20, com pH ajustado a 6,0 £ 0,2.
Meio de ativacdo em g/L: glicose 100, extrato de levedura 10 e ureia.
Meio de pré-indculo em g/L: glicose 77,5, extrato de levedura 2,5 e oleico.
Meio de Fermentacdo em g/L: 250 de glicose; 6 de extrato de levedura; 220

oleico.
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4.4Producéo de soforolipidio
As fermentagOes foram realizadas em biorreator de bancada com o
meio (g.L™?): 220 de acido oleico, 6 de extrato de levedura, e 250 de glicose.
O in6culo foi preparado por cultivos em frascos Erlenmeyer de 150 mL com
50 mL do meio contendo (em g.L™): 10 de glicose, 3 de extrato de levedura,
3 de extrato de malte, 5 de peptona e 20 de agar. Os indculos foram
padronizados em 0,5 g.L de células, determinado em absorbancia a A= 600

nm) correlacionando com a curva de biomassa em g.L™.

4.5 Extracao e quantificacdo do soforolipidio

As condicdes foram 30°C, 450 rpm, 1 vvm e manuten¢do do pH em
3,5, por 12 dias. A cada 24h e no tempo final, a biomassa, o soforolipidio, o
acucar e o 6leo residual foram quantificados.

Ao término da fermentacéo, o caldo foi centrifugado e passou por um
processo de extracdo com acetato de etila (1:1) v/v. A fase aquosa foi
descartada, o acetato de etila foi rotaevaporado (RE 100 Pro DLAB, EUA) e
ao produto resultante foram adicionados metanol, agua (4:1) v/v e hexano
(1:1) vlv, separando o soforolipidio (fase metanolica) do acido oleico
residual (fase hexanica). Apds a secagem completa do metanol em estufa, o
material foi liofilizado (HIPOLITO et al., 2020). Esse material foi utilizado

para todos os testes com os diferentes vegetais.

4.6 Avaliacdo do Crescimento Celular, Consumo de Substratos e
producéo de soforolipidios

A fermentacéo foi interrompida por centrifugacdo a 9000 rpm durante

15 minutos a 4°C, obtendo-se o sobrenadante (extrato livre de células) e a

biomassa. A biomassa produzida foi lavada trés vezes com 5 mL de acetato

de etila e solubilizada em agua destilada, sendo posteriormente seca em

estufa a 100°C e determinado o peso seco por gravimetria (MINUCELLI et
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al., 2017). A glicose e o acido oleico residuais foram quantificados para a
determinagdo do consumo desses substratos pelo microrganismo durante a
fermentacdo. A glicose residual foi quantificada pelo método de Somogyi-
Nelson (NELSON, 1944; SOMOGY]1, 1945), a partir do sobrenadante.

4.7 Caracterizacao de soforolipidios
4.7.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

O soforolipidio foi caracterizado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em cromatdégrafo liquido (LC-20A Prominence,
Shimadzu, Japdo) em comparacdo com o padrdo 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) (SILVEIRA et al., 2019).

4.7.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Analises por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio foram
realizadas para a confirmacdo da estrutura do soforolipidio, utilizando um
espectrometro (Avance 1, Bruker, EUA) operando a 400,13 MHz para 1H
e equipado com uma sonda de deteccéo direta (5 mm). O solvente utilizado
foi o DMSO-D6, com sequéncias de pulso padrdo. Os deslocamentos
quimicos no espectro (8) para 1H foram expressas em partes por milhdo em

relacdo ao tetrametilsilano.

4.8 Desenvolvimento e aplicacdo do sanitizante com soforolipidio
Para o desenvolvimento do sanitizante foi utilizado silicato de sddio
(Na;SiO3) 1,5%, carbonato de sodio (Na,Cos) 2,5% e polietilenoglicol
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(PEG) 1% como um antiespumante, para ajudar a formar um revestimento
liso, permitindo evaporacao sem deixar residuo gorduroso.

As concentracdes de soforolipidios utilizadas no desenvolvimento do
sanitizante foram baseadas nos resultados do MIC previamente definidos por
Caretta et al. (2021). A formulacdo foi desenvolvida usando as
concentracdes de soforolipidios 2 vezes maiores do que o MIC da
concentracdo padréo de 2mg/mL, carbonato de sédio 1,5%, silicato de sddio
1%, PEG 1%, agua destilada g.s.p. O pH da solucdo estava na faixa de 6,
pois refere-se a melhor solubilidade dos soforolipidios em solucéo agquosa.

As amostras com a solucdo de sanitizante com soforolipidio em
distintos tratamentos como morango, tomate, pepino, abobrinha na qual cada

um tiveram tempos de prateleiras diferentes demonstrado na tabela 2.

Tabela 2. Tempo (em dias) de analise dos tratamentos com

soforolipidios nos diferentes vegetais.

Vegetal Morango Tomate Pepino Abobrinha
Tempo de 8 20 24 25
prateleira

(Dias)
Tempo de 16 32 36 38
avaliacédo

4.9 Contaminacdo com Botrytis cinerea
B. cinerea (teleomorfo: Botryotinia fuckeliana) no controle com o
fungo, tratamento com fungo + soforolipidio com 2 e 4 mg/mL na qual foi
feito uma ferida e aplicado o Botrytis cinérea para causar as contaminacdes
nos vegetais. Os testes foram realizados em tomate, pepino, morango e
abobrinha, higienizados previamente e pulverizados com o sanitizante. Os

vegetais foram feridos na casca do fruto ou do legume com uma agulha
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estéril e contaminados com uma gota de 10 puL de 1x10° esporos de B.
cinerea na ferida. O controle foi pulverizado com agua destilada. Depois,
foram secos a temperatura ambiente e acondicionados em sacos plasticos,
em geladeira por 40 dias.

Os frutos e vegetais foram tratados com solucao de soforolipidios a
2 e 4 mg/mL com 5 borrifadas até estar totalmente umedecido por completo.
ApoOs a aplicacédo dos sanitizante os vegetais foram armazenados em sacos
plasticos estéreis e mantidos sob refrigeracdo a 5°C. Os vegetais foram
analisados no total de 40 dias, na qual alguns vieram degradar-se em um
menor tempo de prateleira. Foram utilizadas trés amostras de vegetais
utilizadas para cada tratamento, o controle com o fungo foi realizado com
agua destilada, tratamento com fungo + soforolipidio com 2 e 4 mg/mL e o
controle com soforolipidio na concentragdo com 2 e 4 mg/mL.

Apobs a aplicacdo dos sanitizante os vegetais foram armazenados em
sacos plasticos estéreis e mantidos sob refrigeracdo a 5°C. Os vegetais foram
analisados por 40 dias. O grau de infeccdo por B. cinerea nos vegetais foi
estimado medindo o didmetro e a profundidade da zona macerada, devido a
colonizacgéo fungica dos tecidos 3 dias apés a inoculacao.

Os indices de severidade da doenca e da eficacia dos soforolipidios
foram calculados usando a férmula de GAO et al. (2018).

Onde o indice de gravidade da doenca foi classificado em uma escala
de 0 a 100%: 0 - sem sintomas; 1 - 0,1% a 5%; 2 - 5,1% a 20%; 3 - 20,1%
para 40%; 4 - 40,1% a 100%. A gravidade da doenca foi calculada usando:

SD = Z((FDxGD) /(4XFA)X100

onde o SD: Severidade da doenca, FD: numero de vegetais doentes,

GD: indice de gravidade da doenca, FA: numero de vegetais avaliadas.
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Percentual de eficacia do soforolipidio
% de Eficacia = (C —T)/Cx100

na qual o C: SD do controle, T: SD dos tratamentos.

4.10 Anélise Estatistica
A andlise estatistica descritiva foi realizada através do software
STATISTICA For Windows Versdo 10.0 (Statsoft, 2010), na qual os
resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia em triplicata e as
médias comparadas pelos testes anova e de Tukey ao nivel de 5% de

significancia.

5.RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1Producéo de soforolipidio

Os resultados da fermentacdo, acompanhados pela producdo de
soforolipidio, biomassa e consumo de substratos estdo apresentados na
Figura 3. A biomassa aumentou com o tempo de fermentacdo e atingiu um
maximo de 49,68 g.L 1. O consumo de glicose e a biossintese de soforolipidio
foi intensificada a partir 4° dia, o que € justificado pelo biossurfactante ser
um metabolito secundario. A producdo de soforolipidio aumentou
proporcionalmente ao tempo de fermentacdo, com um méaximo de 53,16 g/L
em 360 horas.

Neste trabalho a fermentacdo foram consumidos 161 g.L* de 4cido
oleico, enquanto a glicose foi usada quase inteiramente (178,88 g.L™?).
Segundo Felse et al. (2005), os &cidos graxos com cadeias C16 e C18 sdo
importantes na producdo de soforolipidios sendo incorporados diretamente
na porcao de acido hidroxila do glicolipidio. De acordo com Bajaj et al.
(2012), usualmente, a ureia e 0 extrato de levedura sdo as fontes de nitrogénio

preferiveis na producdo de soforolipidios.
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Autores do nosso grupo de pesquisa tem produzido soforolipidios em
diferentes condicOes de fermentacdo e tem producdes variadas com as
condicgOes testadas. Fontoura et al. (2020) produziram em g/L: glicose (77.5),
extrato de levedura (2.5), gordura de frango (75) e obtiveram 27,86g/L.

Hipdlito et al. (2020) usaram meio com (g/L): glicose (77.5) extrato
de levedura (2.5), acido oleico (75) obtiveram 67 g/L. Silveira et al. (2019)
produziram 69,83 g/L de soforolipidios usando meio glicose (77.5) extrato
de levedura (2.5), &cido oleico (75) e Caretta et al. (2021) obtiveram 111,25
g/L de soforolipidio aumentando o tempo de fermentacdo em biorreator
usando 150 glicose, 219,5 &cido oleico e 2,5 extrato de levedura, por um
periodo de 12 dias. Desta forma, observa-se que os valores de producao
variam com as condi¢Oes e processo envolvidos.

De acordo, com os dados obtidos anteriormente pelo no nosso grupo
de pesquisa, neste trabalho foi usado glicose e acido oleico para producao de
soforolipidios. Segundo os trabalhos Silveira et al., 2016 2019 e; CARRETA

et al., 2021) sdo reconhecidos como antimicrobianos potentes.
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Figura 3. Parametros cinéticos da producdo de soforolipidios por S.

bombicola em meio de fermentacdo com glicose (250 g/L) e &cido oleico
(220 g/L).
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5.2 Caracterizacao dos soforolipidios

5.2.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A analise de HPLC mostrou que o perfil de soforolipidios
produzidos, em comparacdo com o padrdo soforolipidio 10.400-
soforolactona 60,60-diacetato, foi principalmente lactonico diacetilado C18:
1, com tempo de retencé@o de 43,20 min (Fig. 4). Segundo os trabalhos de
Silveira et al., 2016, 2019 e; CARRETA et al., 2021, corroboram que o0s

soforolipidios lacténicos sdo agentes antimicrobianos potentes.



43

Figura 4. Anélise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) de soforolipidios produzidos por Starmerella bombicola (A); padréo
10,40 0-soforolactona 60.600-diacetato (B).

mAU Max Intensity : 62.462
Time 4,363 Infen. -0,108

5.2.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de 1H NMR (Fig. 5) mostraram sinais em 4,52 e 4,48
ppm atribuido aos protons anoméricos na porcdo da soforose e seus
hidrogénios carbinolicos entre 3,0 e 4,0 ppm. Os sinais dos hidrogénios
oleofilicos apareceram na caracteristica regido de 5,18 ppm. Os picos entre
1,6 e 1,0 ppm foram atribuidas aos hidrogénios dos grupos saturados da
alifatica cadeia, com metileno na posi¢do a. As metilas do acetil grupos
foram confirmados pelos sinais a 1,91 ppm e a carbonila da lactona foi
identificada a 2,20 ppm.
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Figura 5. Ressonancia magnética nuclear do padrao de soforolipidio
10.400-soforolactona 60.600-diacetato (A); e dos soforolipidios produzidos

por Starmerella bombicola (B).
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5.3Efeito do sanitizante no tomate

Os tomates foram inoculados com 10 pL 1x 10° esporos/mL de
Botrytis cinérea e tratados com os sanitizantes nas concentractes de 2 e 4
mg/mL de soforolipidios. Ferreira et al. (2004) relatam que o manuseio da
colheita determina maior ou menor resisténcia do fruto, capacidade de
completar a maturacdo, aparéncia e qualidade, também fatores como os
patdgenos e ambiente influenciam largamente o desenvolvimento de
doencas pos-colheita.

Por ser um fruto climatérico, a taxa de respiracéo do tomate se eleva
no inicio do amadurecimento, resultando uma série de transformacoes fisico-

quimicas (KLUGE et al., 1997) caracterizadas por alteracGes fisioldgicas e



45

bioquimicas no fruto tais como: degradacéo do amido; producéo de glicose
e frutose; diminuicdo da clorofila; sintese dos pigmentos b-caroteno e a-
licopeno; aumento na sintese de etileno; aumento de pectinas sollveis e,
consequentemente, amolecimento das paredes celulares (FACHIN, 2003).

Os testes com aplicacdo do sanitizante foram realizados para
verificar o potencial de acdo dos soforolipidios em tomate contaminados com
B. cinerea. As analises foram realizadas durante 32 dias. Os resultados
obtidos mostraram que a infec¢do por B.cinerea foi capaz de danificar o
tomate induzindo lesdo que resultou em 100% da severidade nos frutos
controles com fungo (Tabela 4). De acordo com Pereira (2015), no tomate,
0 sintoma caracteristico denominado "Ghost spot”, que ¢é caracterizado por
pequenas lesdes necrdticas, geralmente rodeado por um halo brilhante,
tornando o fruto ndo comercializavel. No teste preventivo, todos os
tratamentos com fungo + soforolipidio na concentragdo 2, 4 mg/mL,
soforolipidio 2 e 4 mg/mL apresentaram diferenca significativa em relacdo
ao controle, sendo o controle com o sanitizante mais eficaz com a
concentracdes de 4 mg/mL contra as lesdes necroticas.

Nossos resultados mostraram que o tratamento dos tomates com a
solugdo sanitizante reduziu significativamente a incidéncia de doencas apos
a inoculacdo com B. cinerea em até 20 dias apds o tratamento, sendo
observado o aparecimento de contaminagdo com B. cinerea apds 14 dias no
controle, sendo realizado o acompanhamento durante 32 dias (Figura 6). O
tomate cultivado no sistema convencional leva 14 dias e o0 do sistema
organico, 15 dias para atingir o estagio de maturacéo total (Ferreira et al.,
2004), bem compativeis com os 15 dias de vida-de-prateleira encontrados
por KLUGE et al. (1997) em tomates cv. Santa Clara colhidos no estégio
verde maduro e submetidos ao armazenamento em temperatura de 25°C.

Os frutos de tomate inoculados com B. cinerea e tratados com o

sanitizante mostrou-se bastante promissor elevando o tempo de vida de
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prateleira. Em temperatura ambiente, a vida-de-prateleira do tomate é
variada, dependendo do grau de maturacdo, cultivo, manejo pos-colheita e
embalagem (Ferreira et al., 2004). O tomate organico atinge o estagio
vermelho maduro em um dia os frutos do sistema convencional levaram trés
dias para mudar de estagio, confirmando a tendéncia de cultivares mutantes
apresentarem lenta alteracdo da coloragdo durante o amadurecimento
(MUTSCCHLER et al., 1992; MOURA et al., 2002), o tomate organico
demorou sete dias para atingir o estagio passado, enquanto que o tomate
cultivado no sistema convencional atingiu esse estagio de maturacdo em
quatro dias (FERREIRA et al., 2004).

Porém, se espera uma conservacgdo de poucos dias, uma vez que as
altas temperaturas que sdo expostas favorecem a répida deterioracdo
(Ferreira et al., 2004; SIGRIST et al., 2002). Nesse trabalho a concentracao
de sanitizante a 4 mg/mL de soforolipidios demonstrou melhor resultado até
0 20° dia em comparagdo com 0s outros tratamentos, na qual foi capaz de
atrasar o crescimento de B. cinerea (tabela 3).

Constatou-se que o controle do tratamento com soforolipidio com a
concentracdo 4 mg/mL exerceu maior influéncia sobre o indice de doenca
causada por B. cinerea do que sem o sanitizante. Quanto ao fator tratamento,
verificou-se que a aplicagdo com o sanitizante resultou em protecéo eficiente
do tomate contra o patdgeno, tendo em vista que o indice de doenca néo
diferiu estatisticamente dos respectivos controles com sanitizante, o indice
de doenca com o fungo foi significativamente maior nos controles aplicados
com o tratamento com fungo. Contudo, os tomates tratados com sanitizante
apresentaram valores médios de indice de doenca significativamente
menores do que tomate com a inoculagéo com B. cinerea.

De acordo com Sanino et al. 2002, demonstra que tomates cv.
‘Débora’ colhidos no ponto de colheita comercial e armazenados em

ambiente refrigerado tiveram vida util de 9 dias quando em temperatura
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ambiente e de 17 dias quando armazenados em temperatura controlada (12°C
e UR de 90%), apresentando em 6timo estado para consumo in natura.

Segundo Barreto et al.,, 2016; Guerra et al., (2015) e (2016), a
concentragdo de quitosana de 4 mg/mL sendo o minimo para formar uma
solucdo espessa capaz de formar biofilmes, permitindo a adicdo de 6leos
essenciais de limdo e orégano aos frutos do tomate, onde o crescimento foi
completamente inibido quando foi utilizada uma concentracao de quitosana
de 4 mg/mL e 8 mg/mL.

Olanya et al. (2018), o efeito germicida de diferentes concentracdes
de soforolipidios em tomates (pds-colheita) contra Listeria monocytogenes,
Salmonella enterica e Escherichia coli também foi testado, revelando que, a
uma concentracdo de 5 mg/mL, uma significativa reducdo no crescimento
bacteriano em tomate foi observada, demonstrando sua capacidade
sanitizantes.

Segundo Lahkar et al. (2015), avaliages em distintas concentracdes
de ramnolipidios em tomateiros contra o fungo Alternaria solani corroborou
que a concentracdo minima de 1,5 e 4 mg/mL inibindo completamente o
desenvolvimento do fungo.

Estes resultados mostraram que o soforolipidio pode inibir a
germinacgéo e o crescimento do esporo de B. cinerea e prolongando a vida
atil em prateleiras. Além disso, os frutos inoculados com B. cinerea
apresentou infecdo 14 dias ap6s o tratamento com sanitizante,
respectivamente (Fig. 6), o nUmero de esporos e a area da lesdo comecou a
apresentar significativamente em resposta ao pre-tratamento com sanitizante
apos inoculacdo de B. cinerea tomate cereja.

Os resultados sdo mostrados na Tabela 3, Soforolipidios inibidos o
crescimento de B. cinerea em concentragdes de 2 e 4 mg/mL dentro de 32

dias no experimento.
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Tabela 3. Porcentagem da severidade e eficacia da solucdo

sanitizante contendo soforolipidios no tomate.

Soforolipidios (mg/mL) Severidade (%) Eficacia (%)
0 (Controle fungo) 75a Oa

1 (Trat. fungo + Soforolipidio 2 mg/mL) 50.0 b 33.0Db

2 (Trat. fungo + Soforolipidio 4 mg/mL) 50.0 b 33.33b

3 (Soforolipidio 2 mg/mL) 25.0c 66.67 C

4 (Soforolipidio 4 mg/mL) 33.0d 55.56 d

As letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas

significativas (P < 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

Figura 6. Atividade de soforolipidios em concentracdes de 2 e 4
mg.mLem tomate infectado e nédo infectado com Botrytis cinerea durante

32 dias de armazenamento em comparagdo com ao controle.

Tratamentos

Dias Contole

10

140

320

5.4 Efeito do sanitizante no morango
De acordo com Doving et al. (2005), a firmeza é uma caracteristica

importante do morango, porém altamente varidvel conforme a genética,
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condicOes de crescimento e constituicdo da fruta no momento do teste (grau
de amadurecimento, tamanho, manuseio pds-colheita, temperatura interna,
entre outros), a estrutura fragil do morango devida a sua alta taxa metabdlica
durante 0o armazenamento, torna-o mais suscetivel a danos nos tecidos e
infeccdes causadas por fungos fitopatogénicos, bactérias e virus. Botrytis
cinerea, principal patdbgeno do morango, porém outros patdgenos também
atacam esse fruto, tais como o Rhizopus stolonifera, Mucor ssp.,
Colletotrichum spp. e Penicillium spp. (GALVAO et al. 2017).

Os frutos do morango foram inoculados com 1x 10° esporos/mL do
fungo B. cinérea. O efeito antimicrobiano do soforolipidio para o controle
sobre B. cinerea inoculado nos morangos foi testado duas concentracdes
distintas de soforolipidios (2 e 4 mg/mL). A infeccéo foi observada 5 dias
apos inoculacdo apenas no controle com o fungo, onde a esporula¢do com o
fungo se deu em todas as amostras apds 8° dia, na qual foram analisados
durante 16 dias até a sua degradacéo total.

Os morangos nao tratados apresentaram um crescimento evidente de
fungos apos 5 dias em suas condi¢des naturais (Fig. 7). A area de podriddo
em morangos tratados com B. cinerea foi avaliada onde a severidade e a
eficacia foi calculada (Tabela 4). Os resultados mostram que o controle com
o soforolipidio na concentracdo 4 mg/mL (Tabela 4) apresentando uma
eficécia.

Os morangos foram armazenados durante 16 dias em condicgdes sob
refrigeracdo, apds o 5° dia o controle com o fungo apresentou esporulacéo,
onde os tratamentos com fungo + soforolipidio (2 e 4 mg/mL) e controle com
soforolipidio (2 e 4 mg/mL) ndo apresentou danos visiveis e foram
analisados para avaliacdo de seus parametros de qualidade e os resultados
gerais sdo apresentados na (Fig. 7).

Para determinar o efeito do soforolipidio no crescimento de B.

cinerea, foi testado a taxa de germinacdo de esporos em duas condicoes



50

diferentes, que sao a disseminacdo do fungo e o amadurecimento do fruto.
Os resultados mostraram que o sanitizante inibiu o crescimento de fungos, e
0 maximo de inibicdo do crescimento de esporos foi de até 16 dias. O
tratamento com sanitizante com a concentracdo de 4 mg/mL demonstrou ser
mais eficaz contra as concentracfes tratamento fungo + soforolipidio 2, 4
mg/mL e soforolipidio 2 mg/mL em 16 dias pds tratamento contendo
soforolipidio inibindo significativamente B. cinérea crescimento em
comparacédo com o controle (Fig. 7).

Os morangos sao altamente suscetiveis a perder peso, principalmente
devido a uma rapida perda de &gua, o que produz danos ao fruto na qual
demonstra enfraguecimento do tecido e encolhimento da fruta. Segundo Posé
etal., 2011, a textura é um dos parametros de qualidade de frutas frescas e 0
morango € caracterizado pela perda rapida da sua firmeza em poucos dias
apos 0 amadurecimento. Nesse processo, ocorre a despolimerizagéo gradual
das glucanas da matriz nas paredes das células e a dissolucdo da lamela
média das células do parénquima cortical.

A rigidez diminui a medida que o morango amadurece levando ao
amolecimento da fruta e ap0s o tempo de armazenamento observou-se que
firmeza exibe uma leve diminuicdo. Os valores dos morangos (medicédo de
vermelhiddo) geralmente diminuem com o tempo, perdendo a fruta sua cor
vermelha saturada. Segundo PICHA, 2006; SANCHEZ et al., 2012;
FELIZIANI et al., 2016, o morango é altamente perecivel e tem uma vida
pos-colheita muito limitada devido as altas taxas metabolicas, a fragilidade
do tecido, a suscetibilidade a danos mecéanicos, a perda de agua e a
deterioracdo por fungos.

Segundo Amaral (2019), a incidéncia e a severidade da podriddo em
morangos das cvs. San Andreas e Benicia podem ser avaliadas a partir do
surgimento dos sintomas, com 48 e 72 h apds a inoculagdo do fungo, no

entanto ndo diferiu significativamente das frutas nédo tratadas (controle).
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Segundo Amaral (2019), o conteudo quimico da fruta e sua epiderme
também podem influenciar o primeiro passo do processo de infeccdo, além
disso, o teor de compostos volateis, fendlicos e acidos organicos na epiderme
da fruta altera substancialmente a medida que se aproxima da maturidade
(GARCIA-BENITEZ et al. (2017).

Camili et al. (2007) estudaram o crescimento micelial de B. cinerea
em cachos de uva e verificaram inibicdo do fungo nas concentragdes de
quitosana de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0% durante o periodo de incubacéo de cinco dias
a 22°C.

Segundo Betiol et al. (2008) que utilizaram um sanitizante contra o0s
patdogenos B. cinerea o Trichoderma harzianum, um produto é
comercializado com o nome de Trichodex 25 WP pela empresa Proficol
S.A., recomendado para o controle de B. cinerea em diversas culturas,
aplicando uma concentracéo alvitrada do produto ¢é de 0,2% e as aplicacdes

foram cometidas por pulverizacdes na parte aérea das plantas.

Tabela 4. Porcentagem da severidade x eficadcia do soforolipidio no

morango.
Soforolipidios (mg/mL) Severidade (%) Eficacia (%)
0 (Controle fungo) 83.33a Oa
1 (Trat. fungo + Soforolipidio 2 mg/mL) 58.33 b 30.0b
2 (Trat. fungo + Soforolipidio 4 mg/mL) 41.67 c 50.0c
3 (Soforolipidio 2 mg/mL) 41.67 c 50.0c
4 (Soforolipidio 4 mg/mL) 16.67d 80.0d

As letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas

significativas (P < 0,05) de acordo com o teste de Tukey.
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Figura 7. Atividade de soforolipidios em concentracdes de 2 e 4 mg.mL*

em morango

infectado com Botrytis cinerea durante 16 dias de

armazenamento em comparagio com ao controle.
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5.5Efeito do sanitizante no pepino

Segundo Mermelstein (1999), as inddstrias tém respondido ao

desenvolvimento de tecnologia em processamentos minimos que atinjam

uma reducéo bioldgica significativa, que aumentem o tempo de prateleira do

produto, e ainda mantenham as caracteristicas delicadas de um produto

fresco.

Apos 11 dias apo6s a inoculagdo com a suspenséo de conidios de B.

cinerea, os pepinos na qual foi aplicado o controle com o fungo comecou a

apresentar uma leve cor marrom-cinza e observou-se que o fungo invadiu o

tecido e causou lesbes necroticas, todavia, 0s pepinos onde foram aplicados

0 sanitizante contendo soforolipidios ndo apresentaram nenhuma

variabilidade de esporulacao do fungo (Figura 8).


http://www.scielo.org.mx/img/revistas/rcsh/v19n2/a10f1.jpg
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Todos o0s pepinos inoculados com a suspensdo de conidios
apresentaram sintomas de podriddo cinza-escura no 25° dia, além de
esporulacdo abundante do fungo e apenas o pepino do grupo controle com
soforolipidio na concentragcdo de 2 mg/mL permaneceu livre da doenca até o
24° dia.

As colbnias de B. cinerea exibiam um pequeno crescimento micelial
conceéntrico, de consisténcia aveludada e cor branca (Figura 9). Apos 25 dias,
todos os pepinos dos controles e tratamentos apresentaram o micélio
acinzentado. Os isolados mais antigos formaram um grande ndmero de
esclerddios pretos de formato irregular, ramificados epicamente e com
aglomerados de conidios (Figura 8).

Com base na escala de danos utilizada, foram determinados os
percentuais de infeccdo da doenca nos vegetais inoculadas e o percentual de
eficacia dos tratamentos (Tabela 5). O tratamento dos pepinos inoculados
apresentou 100% de infeccdo apds 36 dias de analise, entretanto, o
tratamento com o sanitizante com a concentracdo de 2 mg/mL demonstrou
ser uma eficacia melhor comparados aos outros tratamentos, onde o controle
com soforolipidio na concentragdo de 2 mg/mL demonstrou uma menor
degradabilidade e uma melhor eficacia nos dias analisados (Tabela 5 e fig.
8).

Lundgren et al., (2016), a necessidade de prolongar o tempo de vida
de prateleira de um produto fresco, Carvalho et al., (2013) em condicGes
adequadas de resfriamento do pepino. Segundo Henriques (2012), o pepino
e um fruto com alto percentual de umidade (cerca de 97% de agua) sendo
assim, Carvalho et al., (2013), susceptivel a sofrer perda de agua, bem como
a danos causados pelo estrago do resfriamento.

El Ghaouth et al. (1991); Camili et al. (2007), mostraram que 0s
pepinos tratados com 1,0 e 1,5 % de quitosana apresentaram menor perda de

massa quando armazenados a 13 ou 20 °C.


http://www.scielo.org.mx/img/revistas/rcsh/v19n2/a10f2.jpg
http://www.scielo.org.mx/img/revistas/rcsh/v19n2/a10f2.jpg
http://www.scielo.org.mx/img/revistas/rcsh/v19n2/a10c1.jpg
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Dengle-Pulate et al. (2014), a empregabilidade de biossurfactante
como uma solucao sanitizante em uma concentracgéo de 0,25 mg/mL, na qual
0s resultados demostraram que o tratamento foi eficaz na prevencédo da

deterioracédo de chikoos (sapoti), tomates, pepinos e limoes.

Tabela 5. Porcentagem da severidade x eficacia do soforolipidio no

pepino.
Soforolipidios (mg/mL) Severidade (%) Eficéacia (%)
0 (Controle fungo) 75.0a Oa
1 (Trat. fungo + Soforolipidio 2 mg/mL) 50.0 b 330D
2 (Trat. fungo + Soforolipidio 4 mg/mL) 83.0a Oa
3 (Soforolipidio 2 mg/mL) 8.33¢ 88.89 ¢
4 (Soforolipidio 4 mg/mL) 25.0d 66.67 d

As letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas

significativas (P < 0,05) de acordo com o teste de Tukey.
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Figura 8. Atividade de soforolipidios em concentracdes de 2 e 4
mg.mL? em pepino infectado com B. cinerea durante 36 dias de

armazenamento em comparagao com ao controle.

Tratamento

Dias Contole

10

110

362

5.6 Efeito do sanitizante em abobrinha

Conforme Boas et al. (2006), os produtos minimamente processados
sdo altamente pereciveis devido a exposicdo de seus tecidos internos,
causado pelo descascamento e corte, Lundgren et al. (2016), durante o
processamento podem apresentar alteracbes na composicdo quimica,
producdo de metabdlitos secundarios, perda de massa fresca, aumento no
metabolismo e contaminagao por microrganismos.

As abobrinhas foram inoculadas e tratadas e as infec¢bes foram
observadas 10 dias apds inoculacdo. Apds 10 dias, as abobrinhas com o
tratamento fungo + soforolipidio 2 mg/mL apresentaram uma leve cor
marrom-cinza e observou-se que o fungo invadiu o tecido e causou lesdes
necréticas. As abobrinhas com controle com fungo, tratamento fungo +

soforolipidio 4 mg/mL e os controles com soforolipidio 2 e 4 mg/mL néo
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apresentaram nenhuma variabilidade de esporulacdo do fungo
permanecendo livres da doenca (Figura 9).

O controle com o fungo na abobrinha apresentou um crescimento
evidente de fungos apos 26 dias em suas condicBes naturais, até o 25° dia as
abobrinhas do controle soforolipidio na concentracdo de 2 e 4 mg/mL néo
apresentaram nenhuma infecdo do fungo. Por outro lado, todos as abobrinhas
inoculadas com a suspensao de conidios apresentaram sintomas de podriddo
cinza-escura apos 26 dias, alem de esporulacdo abundante do fungo.

A éarea de podriddo em abobrinha tratados com B. cinerea foi
avaliado e a area infectada total foi calculado e plotado sobre a severidade e
a sua eficacia na tabela 6. A abobrinha com a aplicacdo do sanitizante com
soforolipidio na concentragdo 2 e 4 mg/mL demonstraram uma eficiéncia
melhor em relacdo as outras aplicacdes, onde a atividade respiratoria em
maior grau devido a injdria causada, ficando o vegetal na tentativa de
se manter vivo (Tabela 6 e Fig. 9).

Chitarra & Chitarra, (1990), observou que em temperatura de 12°C,
a abobora menina brasileira apresentou 0 maximo de 11 dias de vida atil de
prateleira, enquanto que a mini paulista foi de 7 dias. Conforme a
caracterizacdo realizada nos frutos de abobora, acondicionados em
embalagens de bandeja e sacola plastica durante o armazenamento, o fruto
ficou impréprio para 0 consumo, apos os 12 dias para menina brasileira e 8
dias para mini paulista, submetidas a temperatura 12°C.

Lahkar et al. (2017), testou ramnolipidios em cultivo de pimenta para
controlar a doenca da antracnose, como resultado do fungo Colletotrichum
capsici, determinou que a concentracdo de 0,5 e 4 mg/mL demonstrou-se
suficiente para reduzir a gravidade da doenca de 67,5% a 12,5%, onde o

efeito germicida dos soforolipidios foi aplicado em diferentes vegetais.


http://www.scielo.org.mx/img/revistas/rcsh/v19n2/a10f1.jpg
http://www.scielo.org.mx/img/revistas/rcsh/v19n2/a10f1.jpg
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Tabela 6. Porcentagem da severidade x eficacia do soforolipidio na

abobrinha.
Soforolipidios (mg/mL) Severidade (%) Eficacia (%)
0 (Controle fungo) 75.0c Oc
1 (Trat. fungo + Soforolipidio 2 mg/mL) 75.04,c Oa,c
2 (Trat. fungo + Soforolipidio 4 mg/mL) 66.67 b, ¢ 11,11 b, c
3 (Soforolipidio 2 mg/mL) 8.33b 88.89 b
4 (Soforolipidio 4 mg/mL) 8.33¢ 88.89 ¢

As letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas

significativas (P < 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

Figura 9. Atividade do sanitizante com soforolipidios a 2 e 4 mg/mL
em pepino infectado com B. cinerea durante 38 dias de armazenamento em

comparagdo com ao controle.
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6 CONCLUSOES

A producdo de soforolipidios em biorreator atingiu 53,16 g.L™* em
360 horas de fermentacdo e analises estruturais demonstraram a
predominancia de a forma lactdnica C18:1 diacetilado.

Os resultados demonstraram que a solucdo sanitizante de
soforolipidios mostrou atividade antimicrobiana contra o fungo B. cinerea.
A eficacia de protegéo da solugéo sanitizante contra o mofo cinzento causado
pelo fungo B. cinerea foi de 66,67% no tomate-cereja, 80% no morango,
88,89% no pepino e 88,89% na abobrinha. Além disso, o tratamento com o
sanitizante nos vegetais previamente infectados com B. cinerea resultou em
um melhor tempo prateleira dos alimentos.

Os soforolipidios demonstraram ser um promissor sanitizante
natural, sustentavel contra o fitopatdgeno B. cinerea, podendo ser uma
alternativa aos pesticidas convencionais contra tomate, morango, pepino,

abobrinha durante a colheita e no processo de pos-colheita.
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FORMULARIO DE DECLARACAO DE INVENCAO

O Formulario de Declaracao de Invencao (FDI) deve ser usado por
professores, funcionarios e alunos da UEL e pelas empresas da
Intuel/Aintec para declarar a criagcao de uma invencao e solicitar sua

propriedade intelectual.

Apds o preenchimento do FDI, protocole na UEL (na SAUEL)

enderecando-o para:

AINTEC/UEL
Escritorio de Propriedade Intelectual — EPI

Com isto sua Declaragao de Invencgao fica oficialmente registrada e
sera enviada ao Escritorio de Propriedade Intelectual (EPI) da Aintec para

analise, parecer e outras providéncias.

Os inventores devem ler a resolucao n° 251/2003 que
regulamenta sobre a participacao de docentes, servidores e alunos no
resultado financeiro da exploragao dos direitos de propriedade intelectual,

no endereco www.aintec.uel.br/aintec/legislacao.

Havendo duvidas no preenchimento da FDI contate o EPI da

Aintec pelo e-mail: aintecsec@uel.br
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1. INFORMAGAO PESSOAL

Nome para contato: Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi

Empresa/Instituicao: Universidade Estadual de Londrina

Centro: Centro de Ciéncias Exatas - CCE

Departamento: Departamento de Bioquimica e Biotecnologia

Tel: (43) 999957993 e-mail: macelligoi@uel.br

2. TITULO PROPOSTO PARA A INVENGAO: “Desenvolvimento de solugdo

sanitizante para vegetais com soforolipidios de starmerella bombicola”

3. A INVENGAO APRESENTA NOVIDADE*? (X) SIM ( ) NAO

A novidade desta invengdo € a producdao de uma solucdo sanitizante natural para
vegetais. O sanitizante possui propriedades antimicrobianas devido a incorporagdao de
soforolipidios produzidos por S. bombicola, podendo assim ser aplicado em vegetais apos
a colheita prolongando o tempo de prateleira e aumentando a seguranca desses
alimentos. Essa novidade é de facil aplicacdo com resultados inovadores e sustentaveis.
O modelo aqui desenvolvido foi em morangos, abobrinha, tomate-cereja e pepino por

serem alimentos facilmente pereciveis e muito consumidos pela populacdo Brasileira.

4. A INVENGCAO APRESENTA ATIVIDADE INVENTIVA*? (X) SIM ( ) NAO

Solucdes sanitizantes a base de substdncias naturais ja sdao descritas na
literatura, porém a atividade inventiva desta proposta é a utilizacdo de soforolipidios com
acao antimicrobiana contra o fungo Botrytis cinerea. B. cinerea é um fungo necréfilo que
afeta muitas plantas e frutas macias causando enormes prejuizos econdmicos. Desta
forma, a incorporagao de soforolipidios a solucdo sanitizante podera ser direcionada para
aplicacdo em vegetais pereciveis, como morangos, pepino, tomate-cereja e abobrinha,
proporcionando um aumento de tempo de prateleira e seguranca alimentar, por serem
moléculas reconhecidas como seguras que ndo trazem danos a saude, como os
agrotéxicos atualmente disponiveis no mercado. Os soforolipidios possuem propriedades
guimicas e bioldgicas Unicas, tornando-o moléculas relevantes para aplicacdo no combate
de diversas doengas em muitos setores. Nessa vertente, uma das principais propriedades
investigadas atualmente é a respeito das suas atividades antimicrobianas, haja vista a
importancia e necessidade da descoberta de possiveis substituintes de antibidticos e
sanitizantes convencionais por compostos naturais e biodegradaveis, como os
soforolipidios, em razdo da preocupacdo do consumidor com o uso de antimicrobianos

sintéticos, afim de melhorar a segurancga alimentar.
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5. AINVENGCAO APRESENTA APLICACAO INDUSTRIAL*? (x ) SIM ( ) NAO

A proposta apresentada possui potencial de aplicacdo industrial no setor alimenticio,
especificamente a cadeia produtiva agroindustrial do tomate-cereja, abobrinha, pepino e
morango. Esses legumes sao muito pereciveis e apresentam altas taxas metabdlicas que
limitam seu prazo de validade, gerando rapida deterioracdo e perdas no pds-colheita. Apesar
de serem armazenados sob baixas temperaturas, é recomendado que outras técnicas sejam
associadas para reduzir a contaminagdo microbiana, prolongar a vida atil e preservar seus
atributos de qualidade. Assim, a solucdo sanitizante desenvolvida nessa patente, pode
contribuir de forma eficaz na preservacdao e qualidade de frutas e legumes, sendo associado

ao armazenamento refrigerado.

6. RESUMO DA INVENGAO

A presente invencao apresenta o desenvolvimento de uma nova formulacdo
sanitizante com acdo antimicrobiana usando soforolipidios de Starmerella. Os soforolipidios
foram produzidos por fermentacdo usando a levedura S. bombicola em meio de fermentacao
contendo acido oleico, glicose e extrato de levedura. A formulacdo sanitizante foi desenvolvida
usando soforolipidios nas concentracbes de 2 mg.mL?! e 4 mg.mL?, carbonato de sddio
(1,5%), silicato de soddio (1%) e PEG polietilenoglicol 1%, agua destilada g.s.p. A eficacia do
sanitizante em tecidos vegetais de tomate, morango, pepino e abobrinha foi avaliada através
da aspersdo do sanitizante antes e apds a contaminacdo dos vegetais com o fungo B. cinerea.
Os resultados demonstraram que a solugdo sanitizante de soforolipidios mostrou atividade
antimicrobiana contra o fungo B. cinerea. A eficacia de protecdo da solucdo sanitizante contra
o0 mofo cinzento causado pelo fungo B. cinerea foi de 66,67% no tomate-cereja, 80% no
morango, 88,89% no pepino e 88,89% na abobrinha. Além disso, o tratamento com o
sanitizante nos vegetais previamente infectados com B. cinerea resultou em um melhor tempo
prateleira dos alimentos. Assim, este produto pode ser promissor no segmento da industria de
alimentos para o controle natural de fitopatdogenos, sendo uma alternativa aos pesticidas

convencionais do tomate-cereja, morango, pepino, abobrinha.

7. DESCREVA O PROBLEMA OU DESAFIO TECNICO QUE A INVENGAO SE
PROPOE A SOLUCIONAR.

A populacdo mundial estd mudando seus habitos alimentares e o aumento da
aquisicdo de legumes e verduras higienizados e prontos para o consumo, ou minimamente
processados € uma realidade cada vez mais presente. Isto se da, em fungdo da busca por uma
maior praticidade, diante de um ritmo de vida muito acelerado reduzindo o tempo destinado
ao preparo de alimentos.

O uso intensivo de agrotéxicos na agricultura tem promovido diversos problemas de
ordem ambiental, desiquilibrios bioldgicos e redugdo da biodiversidade. A sociedade tem se

preocupado com a qualidade de vida, exigindo produtos livres de agrotéxicos e comercializados
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de forma transparente buscando uma alimentagdo saudavel e equilibrada, com todos os
nutrientes tais como carboidratos, proteinas, lipidios, vitaminas e minerais, além do consumo
por alimentos frescos e sem contaminagao microbiana.

O aumento de fungos indesejaveis ocasiona grandes impactos econémicos negativos
para os produtores, aumentando as perdas e os custos de producdo, além de problemas a
saude do consumidor decorrentes da exposicao as micotoxinas, produzidas com o crescimento
de fungos toxigénicos (Moretti et al., 2017; Zain et al., 2011).

O Morango é uma fruta altamente perecivel (Trevino-Garza et al., 2015), e apresenta
um prazo de validade curto devido a perda de firmeza dos frutos, susceptibilidade a lesdes
mecanicas, distlrbios fisioldgicos e infecgdes flngicas causadas principalmente por fungos
como Botrytis cinerea. Outros vegetais como a abobrinha, tomate-cereja e pepino também
sdo susceptiveis as infeccdes por Botrytis cinerea. Problemas como estes podem causar uma
perda de até 40% da producdo durante o armazenamento destes alimentos, gerando desafios

para sua comercializacao (Vu et al., 2011, Peretto et al., 2014).

Assim, o desenvolvimento de um sanitizante natural, eficiente e biodegradavel é
importante para conter a disseminacao de microrganismos resistentes e aumentar o tempo de

prateleira dos alimentos minimamente processados.

8. DESCREVA AS CONHECIDAS SOLUCGES PARA O PROBLEMA OU DESAFIO,
SEUS LIMITES OU DEFICIENCIAS.

Para controlar a deterioragdo pds-colheita, existem algumas técnicas prevalentes,
como o resfriamento e armazenamento dos vegetais em baixas temperaturas logo apos a
colheita (Yoon et al., 2020). Embora bastante utilizada durante a estocagem, é trabalhoso
manter o controle de temperatura durante o transporte desses alimentos, e além disso, para
a preservacdo das caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas dos vegetais em
armazenamento prolongado, apenas a reducdo de temperatura ndo é suficiente (Li ; Yu, 2000;
Campaniello et al., 2008).

Outra técnica tradicionalmente utilizada é a aplicacdo de fungicidas, que gera residuos
com riscos potenciais tanto para o consumidor quanto para o ambiente (Gol et al., 2013). Ha
uma crescente conscientizagdo com relagdo ao consumo de alimentos saudaveis, gerando a

necessidade de manter qualidade dos alimentos sem uso de conservantes quimicos.

9. DESCREVA COMO SUA INVENGCAO SUPERA ESSES LIMITES E
DEFICIENCIAS, DESTACANDO SUAS VANTAGENS E GANHOS.

A invencdo aqui apresentada é uma solugdo sanitizante de vegetais capaz de retardar
a deterioracdo e conferir maior firmeza a parede de frutas e legumes. Além disso, é capaz de
controlar o crescimento microbiano devido a sua atividade antifungica contra um dos principais

fungos contaminantes desses alimentos.
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Os soforolipidios sdo biossurfactantes de atividade antimicrobiana comprovada contra
uma gama de microrganismos deteriorantes de alimentos, como Aspergillus niger, Aspergillus
flavus, Penicillium, Botrytis cinerea e Mucor (Yuan et al., 2012), Fusarium oxysporum e
Colletotrichum gloeosporioides (Sen et al., 2017), sendo capazes de aumentar a vida Gtil de
vegetais através de seu mecanismo de acdo, que envolve o rompimento da membrana
plasmatica e extravasamento do conteldo celular de patdgenos (Silveira et al., 2019). Nessa
patente, foi observado que a solucdo sanitizante de soforolipidios mostrou atividade
antimicrobiana contra o fungo B. cinerea. A eficacia de protecao da solucdo sanitizante contra
o mofo cinzento causado pelo fungo B. cinerea foi de 66,67% no tomate-cereja, 80% no
morango, 88,89% no pepino e 88,89% na abobrinha. Além disso, o tratamento com o
sanitizante em tomate-cereja, morango, pepino e abobrinha previamente infectados com B.
cinerea resultou em um melhor tempo prateleira dos alimentos.

Os soforolipidios de origem biotecnoldgica sdo naturais, ndo téxicos e apresentam alto
rendimento de produgdo. Sendo assim, a nova solugao sanitizante com agdo antimicrobiana
possui caracteristicas requeridas pela industria alimentar, e sua aplicagéo é capaz de manter

a qualidade de frutas e legumes por um periodo prolongado de tempo.

10. DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENGCAO*
As etapas da invengdao foram: A - producdo e extracdo dos soforolipidios; B -
preparacao da solucdo sanitizante, C - Infeccdo dos legumes com o fungo D- Aplicacdo da

solucdo sanitizante em frutas e legumes. Etapa E: Avaliacdo da eficacia da solugdo sanitizante.

ETAPA A - Producao e separacao dos soforolipidios

A producgdo dos soforolipidios foi realizada por uma levedura do género Starmerella
em meio de fermentagdao contendo em (gL*): glicose, 100; acido oleico, 100; extrato de
levedura 2,5. A fermentacdo foi em Erlenmeyer (1 L) com volume de 250 mL de meio; a 150
rpm; 30°C por 264 horas. A fermentacao foi interrompida por centrifugacdo e do sobrenadante
extraido os soforolipidios com acetato de etila (1:1) e rotaevaporado. A fragdo obtida foi
submetida a nova extracdo em funil de separacdo com solucdo metanol agua 4:1 (v/v) e
hexano (v/v) nas proporcdes de 1:1 (v/v), a fim de se obter os soforolipidios, esse foi seco

em estufa até eliminagdo completa do solvente (MINUCELLI et al., 2017).

ETAPA B - Preparacao da solucao sanitizante

Para o desenvolvimento do sanitizante foi utilizado silicato de sddio (Na2SiO3),
carbonato de sodio (Na2Cosz). O polietilenoglicol (PEG) foi usado como um antiespumante, para
ajudar a formar um revestimento liso, permitindo evaporagdo sem deixar residuo gorduroso.

As concentracgdes de soforolipidios utilizadas no desenvolvimento do sanitizante foram
baseadas nos resultados previamente definidos por Caretta et al (2021). A formulagao foi

desenvolvida usando concentragdes de soforolipidios nas concentragdes de 2mg/mL e 4
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mg/ml, carbonato de sddio 1,5%, silicato de sédio 1%, PEG 1%, agua destilada g.s.p. O pH
da solucdo foi mantido em 6.0, pois refere-se a melhor faixa de solubilidade dos soforolipidios

em solugao aquosa.

ETAPA C - Contaminacao com Botrytis cinerea

O fungo B. cinerea foi usado para induzir as contaminagdes nos vegetais. Os testes
foram realizados em tomate, pepino, morango e abobrinha. Os vegetais foram feridos na casca
com uma agulha estéril e contaminados com 10 pL de 1x10° esporos de B. cinerea na ferida.
Em seguida, os vegetais foram secos a temperatura ambiente e acondicionados em sacos

plasticos, até o momento da aplicacdo do sanitizante.

ETAPA D - Aplicacao da solugao sanitizante

Foram realizados 4 tratamentos: Tratamento 1 e 2 onde a solucdao sanitizante foi
aspergida nos vegetais apos a infeccdo por B. cinerea, nas concentragoes de 2 e 4 mg.mL™?,
respectivamente. Os tratamentos 3 e 4 onde a onde a solugdo sanitizante foi aspergida nos
vegetais ndo infectados, nas concentracdes de 2 e 4 mg.mL!, respectivamente. Os frutos e
vegetais foram tratados com solucdo de soforolipidios com 5 borrifadas até estarem totalmente
umedecidos por completo. Apds a aplicacdo do sanitizante os vegetais foram armazenados em
sacos plasticos estéreis e mantidos sob refrigeragdo a 5°C. Os vegetais foram analisados por
até 32 dias. Os controles foram realizados com a aspersdo agua destilada. Os ensaios foram

realizados em triplicata.

ETAPA D - Avaliagdao da eficacia da solugao sanitizante

Os indices de severidade da doenca e da eficacia da solugdo sanitizante foram
calculados usando a formula de GAO et al. (2018).

Onde o indice de gravidade da doenca foi classificado em uma escala de 0 a 100%:

0 - sem sintomas; 1-0,1% a 5%; 2 -5,1% a 20%; 3 - 20,1% para 40%; 4 - 40,1%
a 100%.

A gravidade da doenga foi calculada usando:
SD = Z((FDxGD) /(4XFA)X100

onde o SD: Severidade da doenca, FD: numero de folhas doentes, GD: indice de

gravidade da doenga, FA: nimero de folhas avaliadas.

A eficacia da solugdo sanitizante de soforolipidios foi calculada usando a formula:
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% de Eficacia = (C —T)/Cx100

na qual o C: SD do controle, T: SD de cada tratamento.

Os resultados demostraram que a solucdo sanitizante de soforolipidios foi capaz de
diminuir a severidade da doenca em todos os tratamentos (Tabela 1). Em tomate-cereja a
infeccdo pelo B. cinerea foi capaz de danificar o tomate induzindo lesdo que resultou em 100%
da severidade nos frutos controles tratados somente com agua destilada. Por outro lado, todos
os tratamentos apresentaram diferenca significativa em relagdo ao controle, sendo que
sanitizante contendo 4 mg.mL"! de soforolipidios demostrou mais eficiéncia contra as lesodes
necréticas. O tratamento dos tomates com a solugdo sanitizante reduziu significativamente a
incidéncia de doencas apds a inoculacdo com B. cinerea em 20 dias apds o tratamento (Figura
1). Os frutos de tomate inoculados com B. cinerea e tratados com o sanitizante mostraram
tempo de prateleira elevado. Em temperatura ambiente, o tempo de prateleira do tomate é
variada, dependendo do grau de maturacdo, cultivo, manejo pdés-colheita e embalagem
(Ferreira et al., 2004).

Em morangos, os resultados mostraram que o sanitizante inibiu o crescimento do
fungo, e o maximo de inibicdo do crescimento de esporos foi de até 16 dias. O tratamento
com sanitizante com a concentragdo de 4 mg.mL"! demonstrou ser mais eficaz em 16 dias pos
tratamento inibindo significativamente o crescimento de B. cinerea em comparagao com o
controle (Figura 2). Os morangos sdo altamente suscetiveis a perder peso, principalmente
devido a uma rapida perda de agua, o que produz danos a pele na qual demonstra
enfraquecimento do tecido e encolhimento da fruta. Segundo Posé et al., 2011, a textura é
um dos paréametros de qualidade de frutas frescas e o morango € caracterizado pela perda

rapida da sua firmeza em poucos dias ap6s o amadurecimento.

Tabela 1- Porcentagem da severidade e eficacia da solugdo sanitizante de

soforolipidios em frutas e legumes
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Tratamentos Severidade (%) [Eficdcia (%)
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Tratamentos 1 e 2: solugdo sanitizante foi aspergida nos vegetais apods a infeccdo por
B. cinérea, nas concentracbes de 2 e 4 mg.mL™!, respectivamente. Tratamentos 3 e 4: onde
a solucado sanitizante foi aspergida nos vegetais ndo infectados, nas concentracdes de 2 e 4
mg.mL™!, respectivamente. O controle foi realizado somente com aspersdo de agua destilada.
As letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas (p < 0,05) de acordo

com o teste de Tukey.

Figura 1. Atividade sanitizante de soforolipidios em tomate infectado e ndo infectado

com Botrytis cinerea durante 32 dias de armazenamento.
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Tratamentos

Dias Contole

Os resultados mostraram a reducdo significativa da incidéncia de doencas apds a
inoculagdo com B. cinerea em até 20 dias apds o tratamento (Fig. 1). A solugdo sanitizante
contendo 4 mg.mL! de soforolipidio demonstrou melhor resultado até o 20° dia em
comparagdo com o0s outros tratamentos (Fig.1). Por ser um fruto climatérico, a taxa de
respiracdo do tomate se eleva no inicio do amadurecimento, resultando uma série de
transformacdes fisico-quimicas (Kluge et al., 1997) caracterizadas por alteragGes fisioldgicas
e bioquimicas no fruto tais como: degradagdo do amido, producdo de glicose e frutose,
diminuicdo da clorofilam sintese dos pigmentos, aumento na sintese de etileno, aumento de

pectinas sollveis e, consequentemente, amolecimento das paredes celulares (Fachin, 2003).

Figura 2. Atividade sanitizante de soforolipidios em morango infectado com Botrytis
cinerea durante 16 dias de armazenamento.
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Dias

Tratamento

50

162

Os morangos ndo tratados apresentaram um crescimento evidente de fungos apds 5

dias em suas condigdes naturais (Fig. 2). A area de podriddo em morangos tratados com B.

cinerea foi avaliada onde a severidade e a eficacia foi calculada (Tabela 1). Os resultados
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mostram que o tratamento com soforolipidio na concentragdo 4 mg.mL! apresentaram melhor
eficacia (Tabela 1).

De acordo com Doving et al. (2005), a firmeza é uma caracteristica importante do
morango, porém altamente varidvel conforme a genética, condicdes de crescimento e
constituicao da fruta no momento do teste (grau de amadurecimento, tamanho, manuseio
pos-colheita, temperatura interna, entre outros). Assim, a estrutura fragil do morango devida
a sua alta taxa metabdlica durante o armazenamento, torna-o mais suscetivel a danos nos
tecidos e infeccdes causadas por fungos fitopatogénicos, bactérias e virus.

Apds 11 dias apds a inoculacdo com a suspensdo de conidios de B. cinerea, os pepinos
inoculados com o fungo apresentaram uma leve coloragdo marrom-cinza e com a presencga de
lesdes necréticas. No entanto, os pepinos tratados com sanitizante contendo soforolipidios ndo
apresentaram esporulacao do fungo (Figura 3). Segundo Henriques (2012), o pepino é um
fruto com alto percentual de umidade (cerca de 97% de agua) sendo assim, susceptivel a
sofrer perda de agua, bem como a danos causados pelo estrago do resfriamento (Carvalho et
al., 2013). O tratamento com o sanitizante com a concentracdo de 2 mg. mL! demonstrou

maior eficacia melhor comparados aos outros tratamentos (Tabela 1).

Figura 3. Atividade sanitizante de soforolipidios em pepino infectado com Botrytis

cinerea durante 16 dias de armazenamento.

Tratamento

Dias Contole

10

112

30
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Apds 10 dias, as abobrinhas infectadas com o fungo e tratadas com o sanitizante na
concentracdo de 2 mg.mL! de soforolipidios apresentaram uma leve cor marrom-cinza
e observou-se que o fungo invadiu o tecido e causou lesGes necroticas. As abobrinhas onde
foram aplicados apenas o sanitizante nao apresentaram variabilidade de esporulacao do fungo,
os controles permaneceram livres da doenca (Figura 4). A aplicacdo do sanitizante com
soforolipidio na concentracdo 2 mg. mL' demonstrou uma eficiéncia melhor em relagdo as

outras aplicacdes (Tabela 1).

Figura 4. Atividade sanitizante de soforolipidios em pepinos infectado com B. cinerea

durante 38 dias de armazenamento.

Tratamento

Dias Contole

10

100

380

11. QUAL A PRINCIPAL APLICACRO DA TECNOLOGIA? *

A tecnologia apresentada compreende o desenvolvimento solucdao sanitizante para
aplicagdo em vegetais, visando prolongar o tempo de prateleira desses alimentos pereciveis
através da incorporacao de soforolipidios como agente anifingico. Assim, a principal aplicagdo
da tecnologia é a sanitizacdo de vegetais durante o pds-colheita, a fim de trazer maior

qualidade e seguranga ao consumidor e diminuir as perdas devido sua perecibilidade.

12. INVENTORES

12.1. INVENTOR 1

Nome completo: Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi
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Vinculo do Inventor: (X) UEL ( )Inventor Independente

Departamento onde atua/estuda: Departamento de Bioquimica e

Biotecnologia - CCE

Endereco residencial completo: Av. Gil de Abreu e Souza, 1501 - Londrina/PR

Tel: (43) 99995-7993 e-mail: macelligoi@uel.br

Atividade na UEL/Empresa/Instituicdao: Docente

Percentual da participagcdao na invengao: 50%Tempo de participacao: 4

anos

12.2. INVENTOR 2

Nome completo: Elba Ferreira Junior

Vinculo do Inventor: (X) UEL ( )Inventor Independente

Departamento onde atua/estuda: Departamento de Bioquimica e

Biotecnologia - CCE

Endereco residencial completo: Av. Custddio Venancio Ribeiro, 250 BI6 Ap. 401

Tel: (43) 991341898 e-mail: elba.ferreira.junior@uel.br

Atividade na UEL/Empresa/Instituicdao: Mestrando

Percentual da participacao na invengao: 20% Tempo de participagao:2

anos

12.3. INVENTOR 3

Nome completo: Cristiani Baldo da Rocha

Vinculo do Inventor: (X) UEL ( )Inventor Independente

Departamento onde atua/estuda: Departamento de Bioquimica e

Biotecnologia - CCE

Endereco residencial completo: Rua Elizio Turino, 400, casa 8.

Tel: (43) 996905212 e-mail: cristianibaldo@uel.br

Atividade na UEL/Empresa/Instituicdao: Pés-doutoranda

Percentual da participacdao na invencao: 5% Tempo de participagao: 2 ano

12.3. INVENTOR 4

Nome completo: Galdino de Andrade Filho

Vinculo do Inventor: (X) UEL ( )Inventor Independente

Departamento onde atua/estuda: Departamento de Microbiologia - CCB

Endereco residencial completo: Rua Assis Vicente 145. Recanto do Salto -

Londrina

Tel: (43) 99917-5758 e-mail: andradeg@uel.br

Atividade na UEL/Empresa/Instituicdao: Docente

Percentual da participacao na invencao: 10% Tempo de participagdo: 2

anos
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12.2. INVENTOR 5

Nome completo: Talita de Oliveira Caretta

Vinculo do Inventor: (X) UEL ( )Inventor Independente

Departamento onde atua/estuda: Departamento de Bioquimica e

Biotecnologia - CCE

Endereco residencial completo: Rua Reverendo Jodo Batista Ribeiro Neto,

n°75, ap.1303- torre 1. Gleba Fazenda Palhano - Londrina

Tel: (43)99868-6872 e-mail: talita_oca@hotmail.com

Atividade na UEL/Empresa/Instituicdao: Doutoranda

Percentual da participacao na invencao: 10% Tempo de participagdo: 2

anos

12.2. INVENTOR 6

Nome completo: Geissiane Feitosa da Fonseca

Vinculo do Inventor: (X) UEL ( )Inventor Independente

Departamento onde atua/estuda: Departamento de Bioquimica e

Biotecnologia - CCE

Endereco residencial completo: Madre Henriqueta Dominici n. 750

Tel: (43)99208716 e-mail: geissiane.feitosa@uel.br

Atividade na UEL/Empresa/Instituicdo: aluna de graduacao

Percentual da participagdao na invengao: 5% Tempo de participacao: 2

anos

14. DIVULGAGAO EXTERNA DA INVENCAO

14.1. Houve alguma divulgacao publica da invengao? ()
SIM (X ) NAO

14.2. Se sim, quando e como?

14.3. Neste caso, foi assinado um acordo de sigilo ou de nao-
divulgacgdo? ( )SIM ( ) NAO

15.DIVULGAGAO INTERNA DA INVENGCAO

15.1. Houve alguma divulgacao interna da invencgdo, por
exemplo, para alunos, funcionarios, docentes, palestra, eventos? ( ) SIM (X))
NAO

15.2. Se sim, a divulgacao foi tecnicamente detalhada? ( )
SIM ( ) NAO

16. PUBLICAGCOES CIENTIFICAS E TECNICAS



mailto:geissiane.feitosa@uel.br

92

16.1. Foram publicados artigos, no quais um dos inventores
aparece com como autor, contendo informagoes suficientes para que uma pessoa

com conhecimentos na area possa reproduzir a invencao?

( ) sIM (X)

17. COMUNICACOES

17.1. Foram realizadas comunicacoes orais (palestras, aulas), no
qual um dos inventores aparece com como autor, contendo informacoes
suficientes para que uma pessoa com conhecimentos na area possa reproduzir a
invengao?

( ) SIM ( X) NAO

17.2. Foram realizados comunicados da invencao a imprensa, ou a
jornais internos da UEL, de empresas, de agéncias de fomento ou outro

instrumento de divulgacdao? Nao

18. COTITULARIDADE

18.1. HOUVE PARTICIPACAO DE OUTRA INSTITUICAO/EMPRESA
NO DESENVOLVIMENTO DA TECNOLOGIA? ( )SIM ( X )NAO

18.2. CASO A TECNOLOGIA TENHA SIDO DESENVOLVIDA COM A
COLABORACAO CONJUNTA DE OUTRA INSTITUICAO/EMPRESA, DE QUE
FORMA OCORREU ESTA COOPERACAO? NAO

19. TRANSFERENCIA DE TECNOLOGIA

A tecnologia do desenvolvimento da solugdo sanitizante poderia ser transferida
para agroindustrias comercializadoras de frutas e legumes, como a Frubelle, Desfrut e

DeMarchi, Horti Pratico-Vegetais e frutas, Yokozana e Silva LTDA.

20. DIVULGAGOES FORA DA EMPRESA (APLICAVEL AS EMPRESAS)

20.1. Houve alguma divulgacdao da invencgdo fora da empresa, nas
formas escrita, oral ou expositiva? ( ) SIM (X
) NAO
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20.2. As divulgacoes foram realizadas sob algum instrumento legal
de sigilo ou confidencialidade? ( )SIM(X)
NAO

21. BUSCA DE ANTERIORIDADE

Anexar a esse formulario o relatério de busca de patentes feito com base no

manual disponibilizado pelo INPI (http://www.inpi.gov.br/menu-

servicos/informacao/guia-pratico-para-buscas-de-patentes). O relatério deve conter

as bases consultadas, as palavras-chave utilizadas, as patentes encontradas com
uma breve descricao e os diferenciais entre as patentes encontradas e a invencao

aqui proposta.

22. DECLARAGCAO

Declaro que as informacgdes acima prestadas sao verdadeiras e de minha
inteira responsabilidade. Concordo que este € um pedido de protecdo intelectual e
industrial e isento a UEL, a AINTEC e todo seu pessoal de toda e qualquer
responsabilidade, direta ou indireta, se a referida protecdao nao for concedida integral

ou parcialmente pelo INPI ou por outro 6rgdo a que for submetido.

INVENTOR 1

Nome: Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi
CPF: 040.984.648-10

INVENTOR 2

Nome: Elba Ferreira Junior
CPF: 04550332930


http://www.inpi.gov.br/menu-servicos/informacao/guia-pratico-para-buscas-de-patentes
http://www.inpi.gov.br/menu-servicos/informacao/guia-pratico-para-buscas-de-patentes
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INVENTOR 3

Nome: Cristiani Baldo da Rocha
CPF: 098.314.389-73

INVENTOR 4

Nome: Galdino de Andrade Filho
CPF: 449.573.009.68

INVENTOR 5

Nome: Talita de Oliveira Caretta
CPF: 058.224.129-47

Londrina, 22 de margo de 2022

INVENTOR 6

Nome: Geissiane Feitosa da Fonseca
CPF: 103757269-69
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