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FREITAS, Christiane Aparecida Urzedo Queiroz. Soforolipidios de Starmerella
bombicola como sanitizante nas etapas de abate e processamento de aves.
2021. 154 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2021.

RESUMO

O Brasil ocupa o primeiro lugar no ranking mundial de exportacées de carne de
frango, porém exigéncias dos importadores séo rigidas no controle da qualidade
higiénico e sanitario dos produtos brasileiros. Dessa forma, a preocupacdo das
empresas com 0s hiveis de contaminagcdo nas industrias culmina em estudos para
utilizacdo de sanitizantes nas diversas etapas do processo de abate e
processamento de aves para reduzir a contaminacdo e consequentes perdas
econdmicas. O soforolipidio possui comprovada acgdo antimicrobiana contra
bactérias contaminantes de alimentos. Sendo assim, 0s objetivos deste trabalho
foram produzir soforolipidios pela levedura Starmerella bombicola e utilizar como
sanitizante nas etapas de abate e processamento de aves por aspersao, simulando
a etapa de lavagem de carcacgas no processo de evisceracao e imerséo, a etapa de
lavagem das carcacas no pré resfriamento. A producdo de soforolipidios foi em
biorreator de bancada, utilizando glicose e acido oleico, como substratos e
posteriormente aplicado como controles: agua de torneira clorada (0,2 a 2,0ppm) (A)
e agua de torneira clorada + etanol 45% (B) solu¢Bes sanitizantes: - solugdo com
agua de torneira com 45% etanol (v/v) com 500, 2.250 e 4.000 pg.mL™? (C, D e E) de
soforolipidios, respectivamente. No tratamento por imersdo as amostras foram
expostas a solucdo em diferentes tempos (30, 60 e 90 minutos. A producdo méaxima
de soforolipidios atingiu 69,83 g.L™! que foi caracterizado principalmente como forma
lactbnica C18:1 diacetilada. Os soforolipidios apresentaram efeito antimicrobiano
contra S. aureus, E. coli, coliformes termotolerantes e aerdbios mesofilos. Na
sanitizacdo por asperséo a redugcdo mais significativa foi com 4.000 ug.mL*, sendo a
reducdo de 1,32 para S. aureus, 1,47 para E. coli, 1,43 para coliformes
termotolerantes e 1,05 para aerdbios meséfilos. Na agua de imersao, a acdo
sanitizante aumentou gradativamente com o tempo de exposicédo, 90 minutos com a
concentragdo de 2.250 ug.mL* e 30 minutos de exposicdo a concentragéo de 4.000
ug.mL? levou a reducéo total das células viaveis dos microrganismos estudados. Os
soforolipidios demonstraram potencial inovador com grande perspectiva para a
indUstria avicola, como agente descontaminante, trazendo maior seguranca
alimentar aos produtos e diminuicdo das perdas por contaminacgéao.

Palavras-chave: biossurfactante; soforolipidios; sanitizante; industria avicola.



FREITAS, Christiane Aparecida Urzedo Queiroz. Sophorolipids from Starmerella
bombicola as a sanitizer in the poultry slaughter and processing stages. 2021.
154 p. Thesis (Doctorate in Biotechnology) — State University of Londrina, Londrina,
2021.

ABSTRACT

Brazil is in the first position in the world ranking of exportation of chicken meat,
however importers require very strict measures in the control of hygienic and sanitary
quality of Brazilian products. In this sense, the concern of companies with the levels
of contamination in the industries culminates in studies for the use of sanitizers in the
various stages of poultry processing, aiming to reduce contamination and
consequent economic losses. Sophorolipids possess a well-known antimicrobial
action against foodborne bacteria. Therefore, the objectives of this work were to
produce sophorolipids by the yeast Starmerella bombicola and to use this
biosurfactant as a sanitizer in the slaughter and poultry processing stages by
spraying, simulating the carcass washing step in the evisceration, and by immersion,
simulating the carcass washing step pre-cooling. The sophorolipids production was
performed in a bench bioreactor, using glucose and oleic acid as substrates, and
consequently applied as controls: chlorinated tap water (0.2 to 2.0 ppm) (A) and
chlorinated tap water + 45% ethanol (B). The sanitizing solutions were: solution with
tap water with 45% ethanol (v/v) with 500, 2,250 and 4,000 pg.mL* (C, D and E) of
sophorolipids, respectively. In the immersion treatment, the samples were exposed to
the solution at different times (30, 60 and 90 minutes). The maximum production of
sophorolipids reached 69.83 g.L, which was characterized mainly as a C18: 1
diacetylated lactonic form. Sophorolipids had an antimicrobial effect against S.
aureus, E. coli, thermotolerant coliforms and mesophilic aerobes. In spray
sanitization, the most significant reduction was achieved with 4,000 ug.mL?, with a
reduction of 1.32 for S. aureus, 1.47 for E. coli, 1.43 for thermotolerant coliforms and
1.05 for mesophilic aerobes. In immersion water, the sanitizing action gradually
increased with the exposure time. The treatments of 90 minutes with the
concentration of 2,250 ug.mL* and 30 minutes of exposure to the concentration of
4,000 pg.mL* led to the total reduction of viable cells of the studied microorganisms.
Sophorolipids demonstrated an innovative potential with great prospects for the
poultry industry, as a sanitizing agent, bringing improved food security to products
and reducing losses due to contamination.

Keywords: biosurfactant; sophorolipids; sanitizing agent; poultry industry.
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INTRODUCAO

A avicultura no pais se desenvolveu e ocupa uma posicédo de destaque
na economia, representado por um total de exportacdo de 4,2 milhdes de
toneladas de carne de frango sendo o Brasil o0 maior exportador do mundo.

Dentro desta cadeia produtiva estdo dezenas de agroindustrias
espalhadas por diversos estados brasileiros, em regides que se destacam pela
presenca de colbnias de paises da Europa e do Japéo. A industria brasileira de
carne de aves esta concentrada nas regifes Sul, Sudeste e Centro-Oeste do
pais, sendo que o estado do Parana contribui para 34,32% do volume abatido
no pais. O consumo per capita de carne de frango em 2019 foi de 42,84
Kg/hab., superando o consumo 2018.

A qualidade do produto brasileiro € reconhecida internacionalmente, e
o fez ser um dos mais concorridos do mercado mundial, com sabor e textura
Gnica. Entretanto, as restricbes diante da presenca de microrganismos
patogénicos bem como a utilizacdo de produtos quimicos de forma indevida
dentro da cadeia de producdo avicola sdo severas e abrangentes, com
regulamentacdes e avaliagcdes técnicas que apontam os impactos a sanidade,
a produtividade animal e principalmente na seguranca dos alimentos. Ademais,
por se tratar de um alimento altamente perecivel, assim como 0s demais
produtos carneos, a conservacao e transporte inadequados da carne de frango
podem afetar de forma negativa seus atributos de qualidade, tornando-a
indesejavel do ponto de vista do consumidor e sendo um entrave na sua
comercializacdo. Os desafios em preservar as caracteristicas do produto e
prolongar sua vida de prateleira devem ser compreendidos e considerados nas
varias etapas do processo que se inicia no campo e termina na mesa do
consumidor.

A automagcdo nas fabrica proporciona agilidade elevando a
produtividade, melhorando fluxos e, consequentemente reduzindo o tempo de
permanéncia da carne no processamento. Assim sendo, o melhor fluxo de
processo, leva a uma garantia do principal ponto critico de controle (PCC) no
abate de aves “Resfriamento da carne em 4°C no periodo maximo de 4 horas”.

Mas, por outro lado, a operacéo fica dependente de algumas variaveis como:
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manutencdes preditivas e preventivas, uniformidade da matéria prima e
treinamento de operadores, fatores criticos que podem levar a um
descumprimento de procedimentos sanitarios operacionais (PSO), com
consequente contaminacdes entéricas nas carcacas de frango, propiciando
assim a colonizacdo de bactérias como aerébios mesofilos, Salmonella spp.,
coliformes termotolerantes e Escherichia coli. Estes contaminantes devem ser
controlados e monitorados devido a seguranca alimentar, bem como qualidade
da carne de acordo com os padrBes microbiolégicos estabelecidos pela
INSTRUCAO NORMATIVA N° 60, DE 23 DE DEZEMBRO DE 2019, Ministério
da Saude e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

A contaminagcdo microbiolégica nas carcacas de frango, provém das
aves vivas ou pela incorporacéo em alguma fase do abate, com rompimento do
trato gastrointestinal, destacando-se a evisceracdo. Estes microrganismos
aderidos a pele das carcacas, em temperatura corporal das aves e ambiente
nao refrigerado, confere a esta etapa do processamento de aves uma grande
importancia, visto que a manipulagédo para inspecédo das mesmas e retirada das
contaminacdes através de toaletes com faca intensificam ainda mais a
proliferacéo das culturas.

A preocupacgdo das empresas com 0s niveis de contaminagdo nas
industrias culmina em diferentes estudos para utilizacdo de coadjuvantes nas
diversas etapas do processo de abate e processamento de aves com objetivo
de reduzir a contaminacdo nos produtos e equipamentos, para diminuicdo da
contagem de microrganismos tanto nas instalacbes quanto na carne, sendo a
contagem total de aerdbios mesofilos o indicativo para tal redugéo.

Os soforolipidios, biossurfactantes microbianos e atdxicos, possuem
caracteristicas fisico-quimicas desejaveis para diversas aplicacdes industriais e
biotecnolégicas, sendo de maior destaque atualmente, a sua potencial
aplicacdo como agente antimicrobiano, para uma série de cepas bacterianas e
fungicas, no tratamento de infec¢des hospitalares, combate a microrganismos
causadores de céries, aumento do rendimento de plantagdes por seu emprego
no controle de pragas, componente de misturas germicidas para a limpeza de
frutas e vegetais devido a sua acao sanitizante de grande destaque.

Os soforolipidios sdo glicolipidios, metabdlitos secundarios, produzidos

por muitas leveduras ndo patogénicas, destacando a levedura Starmerella
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bombicola, a partir de acucares e lipidios, secretados para o meio extracelular
como uma mistura de compostos de estruturas quimicas relacionadas que
possuem acao antibacteriana comprovada em diversos estudos, incluindo
bactérias contaminantes do processo de abate e processamento de aves.
Diante do exposto, este estudo propdés o0 uso de um novo agente
sanitizante, os soforolipidios de S. bombicola, para a melhoria das condi¢cfes
microbiolégicas das carcacas de frango em diferentes etapas do abate e
processamento de aves, utilizado como coadjuvante juntamente com a agua
aspergida no primeiro chuveiro, para a lavagem de carcacas apds a
evisceracdo e também na agua dos tanques de imersdo, na etapa de pré
resfriamento, para reducdo logaritmica de contaminantes e prevencdo de

contaminacgao cruzada e manutencao da inocuidade das carcacas.
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OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Aplicar soforolipidios produzidos pela levedura Starmerella bombicola,
como sanitizante na agua utilizada para lavar carcacas de frango, simulando

diferentes etapas do abate e processamento de aves.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Obter soforolipidios de S. bombicola em biorreator de bancada,
acompanhando pelo consumo de glicose e &cido oleico, crescimento
microbiano;

o Avaliar a acdo antimicrobiana dos soforolipidios contra Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, coliformes termotolerantes e aerobios mesofilos, em
carcacas de frango e aplicados pelo sistema de aspersdo e imersdo e em
cortes de frango, contra aerébios mesdéfilos aplicados pelo sistema de imersao;
o Analisar, o efeito do tempo de exposicdo e da concentragcdes do
soforolipidios como agente descontaminante por estatistica descritiva;

. Avaliar os resultados através de redes neurais.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 AVICULTURA NO BRASIL

A producao brasileira de carne de frango alcancou 13,245 milhdes de
toneladas em 2019, ocupando a terceira posicdo no ranking mundial em
producdo, sendo 4,214 milhdes de toneladas exportadas, volume este que dé o
Brasil o primeiro lugar em exportacdo de carne de aves mundialmente. O
ParanA é o estado brasileiro lider na producdo de carne de frango,
representando 34,69% do total de frangos abatidos em 2019, seguido por
Santa Catarina (15,40%), Rio Grande do Sul (14,32%) e Sao Paulo (8,26%)
(ABPA, 2019).

Os principais fatores relacionados a este aumento de producdo sao
melhoramento genético, nutricdo, ambiéncia, bem como manejo e 0 aumento
da densidade populacional nas granjas de frango de corte (ZIECH, 2015),
levando a problemas com a qualidade das carcacas e, consequentemente,
relevante niumero de condenacdes, que provocam significativas perdas no
setor avicola em todo o pais (EBLING; BASURCO, 2011). Além disso, a
intensificacdo da producédo colaborou com a produtividade e eficiéncia da
industria avicola, mas em contrapartida aumentou o risco de disseminacéo de
doencas infecciosas e a necessidade de um maior controle da qualidade dos
produtos (LANSINI, 2010), sendo a contamina¢ao gastrointestinal € a fonte de
disseminacgédo de microrganismos e uma das causas de condenacdes totais de
carcagas e a mais frequente dentre os motivos de condenagdes parciais
(EBLING; BASURCO, 2011).

A abertura de novos mercados e o0 aumento da preocupacdo dos
consumidores com a inocuidade dos produtos avicolas tem exercido grande
influéncia no aprimoramento dos sistemas de controle da sua qualidade em
toda a cadeia produtiva, a comecar pelo setor industrial. Nesse contexto, o
programa APPCC (Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle) tem papel
importante, pois foi desenvolvido para controlar perigos potenciais ao
consumidor, dentre eles os microbioldgicos, através do monitoramento de

microrganismos indicadores de qualidade e patogénicos (SILVA; NAAS;
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MOURA, 2009).

As andlises de microrganismos patogénicos como Salmonella spp. e
Escherichia coli € onerosa, diante disso microrganismos indicadores sao
monitorados como indicativo de processo no programa de Analise de Perigos e
Pontos Criticos de Controle (APPCC). Contagem total de bactérias aerdbias
mesofilas, coliformes termotolerantes e Staphylococcus sp. sao alguns dos
grupos de microrganismos frequentemente analisados nas carcacas nos
abatedouros como indicadores de processo (SILVA ; NAAS; MOURA, 2009).

A contagem total de bactérias aerdbias mesofilas tem sido usada como
indicador de qualidade, determinando se a limpeza, a desinfec¢do e o controle
de temperaturas durante os processos industriais foram realizados de forma
adequada, além de fornecer informacfBes sobre a vida atil do produto
(PENTEADO & ESMERINO, 2011).

A presenca de bactérias do grupo dos coliformes, cujo habitat é o trato
intestinal do homem e dos animais, indica contaminacdo de origem ambiental e
fecal nos produtos, ja a presenca de alto nimero de bactérias do grupo dos
coliformes termotolerantes em alimentos € indicativo da presenca de patégenos
intestinais, visto que a populacdo deste grupo é constituida de alta proporcao
de Escherichia coli. (CARVALHO et al., 2005).

3.2 ABATE E PROCESSAMENTO DE FRANGO

No Brasil, o abate de aves deve ocorrer conforme o estabelecido no
RIISPOA: Regulamento de Inspecao Industrial e Sanitaria dos Produtos de
Origem Animal (2017) e Regulamento Técnico da Inspecdo Tecnoldgica e
Higiénico-Sanitaria de Carne de Aves - Portaria n° 210, de 10 de novembro de
1998, da Secretaria de Defesa Agropecuaria do MAPA (BRASIL, 1998).
Nesses regulamentos sao tratadas questbes referentes ao pré-abate, que
engloba a apanha e transporte dos animais e abate que consiste nas seguintes
etapas: Pendura, Insensibilizacdo, Sangria, Escaldagem, Depenagem,
Evisceracdo, Pré-resfriamento, Gotejamento, Espostejamento ou Corte,

Classificacdo, Embalagem, Resfriamento ou Congelamento e Armazenamento.
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No processo de abate e processamento de frango, as aves séo
abatidas com idade variando entre 38 a 52 dias de criag&do, sendo procedentes
de granjas integradas, e transportadas em caminhdes com contentores.
Quando chegam ao abatedouro, os frangos sao recepcionados na area de
espera que obedece aos critérios de bem-estar animal, e posteriormente, sédo
abatidos, passando pelos processos de descarga, pendura, insensibilizacao,
sangria, escaldagem, depenagem, evisceragdo, pré-resfriamento e
gotejamento, e posteriormente corte, embalagem, resfriamento ou

congelamento, estocagem e expedicao (BRASIL, 1998).

Neste trabalho estaremos dando foco as etapas de evisceracao,
(lavagem de carcacas) e pré resfriamento, etapas responsaveis pela
minimizacdo ou aumento da disseminacdo dos microrganismos contaminantes

no processo de abate e processamento de aves.

As contaminacdes visiveis, quando presentes nas carcacas, devem ser
eficientemente removidas, a fim de minimizar as contaminacdes bacterianas
oriundas do trato intestinal. A microbiota das carcacas de aves é constituida de
patégenos, bactérias indicadoras de contaminacdo fecal e microrganismos
deteriorantes (STEFANI et al., 2011) e apesar de todos os esforcos, que vao
desde o adequado jejum alimentar até o treinamento e conscientizacdo dos
operadores na regulagem correta dos equipamentos, a contaminacao das
carcacas por conteludo gastrintestinal ocorre, em maior ou menor grau,
independentemente do método de evisceragcdo (manual ou automatica)
(DEPNER, 2015). A contaminacédo de carcacas devido a rupturas das visceras
durante os processos de evisceracdo pode ser reduzida com a melhoria na
regulagem dos equipamentos de evisceracdo em funcdo do peso dos lotes e
velocidade de abate (SILVA, R. B. T. R. Da; NAAS; MOURA, 2009).

O critério de tolerancia zero para contaminacdo gastrintestinal visivel
antes do pré-resfriamento tem sido adotado como padrédo de desempenho nos
planos de APPCC ao redor do mundo. O Brasil também estabelece o critério de
auséncia de contaminacdo visual interna e externa nas carcagas antes da
entrada do chiller (BRASIL, 1998). Embora contestada, essa regra se baseia no
pressuposto de que o material gastrintestinal é fonte primaria de patdgenos de

origem alimentar e, quando presente nas carcacas na entrada do preé-
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resfriamento, pode ser uma fonte de contaminagédo cruzada dentro do chiller
(BRIZIO, A.P.D.R.; ISOLAN, L.W.; SALLES, B.; PRENTICE, 2013).

A lavagem das carcacgas, como alternativa ao refile a faca das partes
contaminadas da carcacga, no processamento de aves, é permitida e utilizada
nos Estados Unidos desde 1978, porque estudos mostraram a equivaléncia
dos dois sistemas em remover a contaminacdo gastrointestinal (BASHOR et
al., 2004), e atualmente, esta técnica € também legalizada no Canad4 e nos
Estados-membros europeus. Estes paises utilizam lavadores de carcacas a fim
de cumprir o limite critico de tolerancia zero para contaminacao gastrintestinal
visivel (SMITH et al., 2005). Além disso a lavagem de carcacas € indicada e
aceita como equivalente ao sistema de refile, por 6érgdos internacionais como
Codex Alimentarius.

Trata-se de um sistema de bicos aspersores com pressao e vazao
controladas de agua que lava as carcacas externa e internamente. Assim, além
da contaminacdo visivel, que tem como padrdo a sua auséncia, a lavagem
pode contribuir para a redugéo das contagens bacterianas e para a melhoria da
qualidade do produto final (USDA, 2016; HUGAS & TSIGARIDA, 2008; CFIA,
2013). A reducao da populacdo microbiana superficial da carcaca pela lavagem
depende da pressédo, da temperatura, do tempo e do volume de 4gua gasto na
lavagem, além da utilizacdo ou ndo de coadjuvantes com acdo sanitizante,
onde alguns ja sao aprovados e amplamente utilizados, como Estados Unidos
e Europa (BOLDER, 1997), trazendo assim vantagens que podem resultar em
maior seguranga dos alimentos.

No Brasil, em 2011, foi aprovada uma resolucdo autorizando o
emprego do sistema de lavagem de carcacas no processo de abate de aves
para remover a contaminacdo por conteludo gastrintestinal visivel presente nas
superficies internas e externas das carcacas, como alternativa a préatica do
refile tradicional e sua publicacdo gerou inseguranca quanto a possiveis
prejuizos a inocuidade do produto (DEPNER, 2015; BRASIL, 2011).

No sistema tradicional de remocéo da contaminagéo gastrointestinal
visivel, na técnica de refile, as carcacas contaminadas tém suas partes
afetadas cortadas e, posteriormente, condenadas. Além das perdas
econdmicas advindas das condenacgfes e da depreciacdo das carcagas que

deixam de ser comercializadas inteiras, 0 processo envolve diversos
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operadores, que devem estar altamente instruidos para a identificacdo correta
das contaminagbes e evitar contaminagao cruzada entre as carcagas pelas
proprias maos e pelo material de trabalho. Além disso, frequentemente, as
carcacas precisam ser removidas da linha de abate e colocadas em linha
paralela para que sejam recortadas adequadamente e posteriormente
recolocadas na linha principal. Essa etapa aumenta a manipulagdo e o tempo
de processamento das carcacas, podendo implicar em multiplicacédo
microbiana (DEPNER, 2015; STEFANI et al., 2011).

O procedimento de lavagem de carcacas reduz o numero de
funcionarios na etapa de revisdo e consequentemente os riscos de falhas
humanas na identificacdo de contaminacdes visiveis e a manipulagdo no
processo de abate. Além disso, melhora o fluxo nas linhas de evisceragéo e
reduz o risco de contaminacdo devido a eliminacdo de facas e luvas nessa
etapa. Somado a estas vantagens operacionais, esse sistema também elimina
perdas econdmicas por condenacédo de partes de frango. Aproximadamente
2% da producgdo nacional poderiam ser revertidas em carne comercializavel,
além de evitar perdas econdmicas devido as avarias e depreciacdo de
carcacas, que impedem que as mesmas sejam comercializadas inteiras, sendo
destinadas a cortes com menor valor agregado, como frango a passarinho,
acrescido do ganho pela redu¢cdo do numero de funcionarios na linha de
revisdo e selecdo (STEFANI et al., 2011).

Outro fator de relevancia é a velocidade das linhas de abate, que
tendem a aumentar em funcédo da mecanizagcédo das atividades e podem estar
comprometendo a confiabilidade dos exames visuais por parte dos operadores,
exigindo mais funciondrios para a realizacdo da tarefa e, as vezes,
prejudicando a qualidade visual e microbioldgica das carcacas que entram no
chiller. A maior exposicdo dos musculos na carcaca € outro problema do refile,
ja que a pele é removida para a retirada da contaminacdo. A exposi¢cao do
musculo favorece a aderéncia de microrganismos e a consequente veiculagédo
destes para outras carcacas (STEFANI et al., 2011).

Apols a evisceracdo e inspecao das aves, as carcacas sao destinadas
ao pré resfriamento, que visa reduzir rapidamente a temperatura da carcaca e
assim, inibir a multiplicagdo de bactérias mesdfilas, sejam deteriorantes, ou

patogénicas, como por exemplo E. coli e Salmonella (DAMASCENO;
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GUAHYBA; DE CAMPOS, 2013). Nesta etapa as carcacas sdo imersas, em
tanques denominados chillers, contendo agua a temperatura maxima de 16°C
no primeiro estagio e maximo 4°C no ultimo estagio, sendo a permanéncia
nestes tanques de imersdo, por um periodo que varia de 50 a 70 minutos. A
renovacao de agua nos tanques, contendo cloro maximo 5 ppm é constante em
sentido contracorrente a movimentacdo das carcagas na propor¢cdo minima de
1,5 L por carcaca no primeiro estigio e 1,0 L por carcacga no ultimo estagio. A
temperatura das carcacas no final do processo de pré-resfriamento deve ser
igual ou inferior a 7°C intramuscular. A temperatura do sistema é obtida por
agua gelada e gelo produzido com instalacbes e equipamentos dentro da
premissa higiénico-sanitaria (BRASIL, 1998).

Ap6s sairem do pré-resfriamento, as carcagas seguem para O
gotejamento, onde ficam gotejando, sendo que a absor¢éo total do inicio ao
final do sistema de Pré-Resfriamento é de no maximo 8,0% de agua referente
ao peso inicial da carcaca. O pré-resfriamento € um das principais etapas, no
processo de abate e processamento de frangos, para prevencdo de
contaminagdo cruzada por microrganismos patogénicos e deteriorantes em
produtos. Esta etapa € monitorada conforme prevé o Programa de Analises de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) e Procedimentos Sanitarios
Operacionais (PSO) (BRASIL, 1998). A carne de frango pode se tornar fonte de
veiculacdo de microrganismos patogénicos quando produzida, manipulada ou
armazenada sem o0s devidos cuidados higiénico-sanitarios. A ingestdo de
alimentos contaminados com patdégenos, provenientes de manipulacdo e
processamento inadequados, torna-se um dos riscos mais importantes a saude

coletiva.

3.3 MICRORGANISMOS CONTAMINANTES EM CARNE DE FRANGO

A incidéncia de microrganismos na carne de frango varia de acordo
com as condi¢cdes de manejo durante a criagdo dos animais e com os cuidados
higiénico-sanitarios nas operacbes de abate e manipulacdo das carcacgas, e
estdo diretamente relacionados a seguranca alimentar e a vida de prateleira do

produto. Os microrganismos encontrados nas carcagas sSao provenientes da
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pele e das penas das aves vivas, das vias respiratérias, do trato intestinal
desses animais e do ambiente de processamento na industria. O trato intestinal
das aves, especialmente de frango, galinhas e perus, € um dos principais
reservatorios naturais de microrganismos patogénicos como Salmonella spp. e
Campylobacter spp. Porém, além desses, outras bactérias mesdfilas,
responsaveis por toxinfeccbes alimentares, como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes, também podem ser isoladas
da carne de aves (OLIVEIRA et al.,, 2016). A ruptura do trato gastrintestinal
durante as etapas da evisceracao é grande fonte de contaminacao, que infecta
externa e/ou internamente as carcacas com material fecal visivel e também
com microrganismos que podem ser patogénicos. As bactérias, incluindo
patbgenos, que entram nas plantas de abate com os frangos, séao
contaminantes potenciais dos equipamentos, o que pode resultar na
contaminagdo cruzada das carcacas a medida que essas se movem pela
fabrica (BOLDER, 1997).

As taxas mundiais de condenacédo de carcacas de aves variaram de
0,41 a 4,13 %, e no Brasil chegam até 8,97 %, porcentagens superiores a
média mundial (OLIVEIRA et al., 2016). Dentre as principais causas dessas
condenacgfes estad a contaminacdo microbiolégica, que provém tanto das aves
vivas como por incorporacdo em alguma fase do abate. Os microrganismos
que entram nas plantas de abate com os frangos, sdo contaminantes
potenciais dos equipamentos, o que pode resultar na contaminacdo cruzada
das carcacas a medida que essas se movem pela fabrica (DEPNER, 2015;
OLIVEIRA et al., 2016).

A carne de frango é uma importante commodity alimentar e a previsao
de producédo é que se atinja 134,5 milhdes de toneladas até 2026, assegurando
a lideranca entre todos os tipos de producédo de carne (AHMED; HIREMATH;
JACOB, 2016a). Em contrapartida com esse cenario de crescimento
econdmico, ha também um aumento no risco de contaminacdes e preocupagao
com a transmissao de patdgenos, assim como a necessidade de um maior
controle da qualidade higiénico e sanitario dos produtos. Além disso,
atualmente os parametros microbiologicos da carne de frango sdo requisitos de
grande importancia e exigidos pelas legislacdes relacionadas a exportacdo da

carne de aves, sendo um requisito técnico usado como barreira econémica.
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Segundo Holley e Gill (2005), o interior do produto carneo é
considerado estéril até o momento do corte, e a deterioracdo da carne esté
relacionada ao crescimento de bactérias em sua superficie, pois algumas
bactérias como a Salmonella spp., se aderem fortemente na pele de carcacas
de frango, sendo dificilmente eliminadas apenas por lavagem com agua.

Os alimentos de origem animal, com destaque para as aves, Sd0 0S
maiores responsaveis pela disseminagdo de microrganismos causadores de
toxinfecgbes alimentares (MAHAMI et al.,, 2019). Os principais patdgenos
encontrados sédo Staphylococcus aureus, Campylobacter spp., Salmonella spp.,
Listeria  monocytogenes e Escherichia coli (AHMED, HIREMAT, JACOB,
2016b; JAMES, PRUCHA, BREWER, 1993; SILVA, 1998). Microrganismos
deteriorantes também podem estar presentes diminuindo a shef-life de
produtos avicolas in natura e dessa forma, impactar negativamente nos lucros.

A contagem de bactérias aerdbias mesodfilas tem sido usada como
indicador de qualidade, determinando se a limpeza, a desinfec¢do e o controle
de temperaturas durante os processos industriais foram realizados de forma
adequada, além de fornecer informacBes sobre a vida atil do produto. A
presenca de bactérias do grupo coliformes indica contaminacdo de origem
ambiental e fecal nos produtos, ja a presenca de alto nimero de bactérias do
grupo dos coliformes termotolerantes em alimentos € indicativo da presenca de
patdgenos intestinais (FRANCO, LANDGRAF, 2002; GILL, 1998). No Brasil, o
padrdo microbiolégico para carne de aves é definido pela INSTRUCAO
NORMATIVA N° 60, DE 23 DE DEZEMBRO DE 2019, Ministério da Saude /
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitarias (BRASIL, 2019).

Surtos de doencas alimentares sdo um problema de saulde publica,
causando anualmente 600 milh6es de doencas e 420.000 mortes em todo o
mundo (WHO, 2015). Salmonella spp., Campylobacter e Listeria estdo entre os
principais patogenos causadores de doencgas transmitidas por alimentos, sendo
os principais fatores de risco 0 manejo e o consumo de frango cru ou mal
cozido e outras carnes, leite cru e aguas contaminadas (AHMED et al., 2018).

Segundo os dados do World Health Organization (WHO, 2010), casos
de salmonelose em humanos sdo uma preocupacdo de ordem global, por
apresentarem uma significativa mortalidade, além de estarem presentes em

todos os continentes. Esta disseminacdo € desigual entre as diferentes partes
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do mundo, sendo mais significativa nos paises subdesenvolvidos. Ainda assim,
na América do Norte este numero é superior a um milhdo de casos por ano e
na América do Sul, o que inclui o Brasil, ultrapassa os oito milh8es de casos.
De fato, a base de calculo do Ministério da Saude (BRASIL, 2014) demonstra
gue o agente causador do maior niumero de surtos alimentares entre 0os anos
de 2000 e 2014 foi a Salmonella spp. (1564 surtos ou 38,2 %) ficando bem a
frente do segundo colocado (Staphylococcus aureus; 798 surtos; 19,5 %).
Dentre os surtos causados por alimentos contaminados, a carne de aves,
incluindo processados e miudos foi responsavel pelo significativo niumero de
239 surtos alimentares durante estes anos. Apesar de ser uma estimativa bem
abaixo dos numeros globais, estes dados sdo alarmantes e destacam a
importancia de estudos frente a microrganismos patogénicos, tais como a
Salmonella, e frente ao alimento, como a carne de frango.

A Salmonella spp. é uma bactéria Gram-negativa que causa
gastroenterite em humanos, sendo classificada como uma DTA (Doenga
Transmitida por Alimento). Nas aves, a Salmonella estad normalmente presente
no trato intestinal (CORRIER et al., 1999), sendo que 0s sorotipos que causam
a salmonelose em humanos ndo mostram sintomas evidentes de infeccfes
nestes animais (POPE; CHERRY, 2000). Os sorotipos de Salmonella mais
comuns que causam a DTA pertencem a subespécie entérica (Salmonella
enterica), sendo que enteritidis e typhimurium sdo 0s principais sorovares
isolados e estdo entre as primeiras posicdes nos surtos alimentares nos
Estados Unidos (USDA, 2012), paises da Unido Europeia (EFSA, 2011) e
Brasil (BRASIL, 2014). Além do mais, a presenca de Salmonella spp. nas aves
se constitui em importante barreira ao comércio internacional de alimentos, se
tornando um entrave para a expansdo da avicultura. S8o muitos os pontos
criticos que favorecem a presenca de Salmonella nas aves, como manejo
sanitario e transporte dos animais, o cuidado nas etapas no frigorifico que, se
nao executados corretamente, favorecem a contaminagdo microbiana na carne
(DELAZARI, 2001), além da comercializacdo no varejo e higiene no preparo
dos pratos no dia a dia, demonstrando a necessidade de um controle em toda a
cadeia produtiva.

A formacéo de biofilmes por Salmonella e Listeria € outra preocupagéo

para a industria de alimentos devido a sua forte aderéncia nas superficies e
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risco de contaminacgéo constante do produto. Nas salas de corte das industrias
de abate e processamento de aves utilizam-se esteiras condutoras dos
produtos, sendo importante caracterizar 0s microrganismos isolados a partir
deste local. No processo de sanitizacdo de superficies, método utilizado para
prevenir contaminacdo cruzada, existem algumas evidéncias de que as
praticas atualmente aplicadas sdo menos efetivas sobre microrganismos
aderidos, sésseis, do que sobre células planctonicas, ou seja, células livres e
devido a importancia dos biofilmes, novos produtos sdo constantemente
desenvolvidos para melhorar a eficiéncia de limpeza das superficies, que
entram em contato com o alimento durante o processamento, dentre estes
produtos, destacam-se os surfactantes (KANASHIRO et al., 2007; ZEICH,
2015).

Listeria monocytogenes é um importante patégeno na cadeia de
producédo da carne de frango que deve ser monitorado na rotina da fiscalizacao
e inspecao, pois € um microrganismo que possui habilidade de formar biofilmes
e de se propagar indefinidamente dentro de uma industria. Segundo Barbalho
et al. (2007), Listeria spp. suporta condicdes adversas mais facilmente que
outros microrganismos, e mesmo indastrias mais tecnificadas, com uma rotina
de higienizagdo bem estruturada, ndo estdo livres da contaminagéo por este

microrganismo.

Embora a legislacdo brasileira ndo estabeleca parametros para
coliformes totais em carne de frango in natura, estes microrganismos sao
importantes visto que permitem inferir sobre sua qualidade de processamento,
armazenamento, distribuicdo para consumo, sua vida de prateleira e o0s
potenciais riscos para a saude publica. Nesse contexto, a pesquisa de
coliformes pode fornecer informacbes sobre as condi¢cdes higiénico-sanitarias
as quais o alimento foi submetido, pois este grupo dos coliformes é composto
pelos géneros Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella e Escherichia. De acordo
com a temperatura de fermentacdo da lactose com producdo de gas, este
grupo pode ser dividido em dois: os coliformes totais e os termotolerantes. A
identificacdo de coliformes totais em agua e alimentos ndo necessariamente ira
indicar contaminagéo fecal uma vez que esse grupo de bactérias ndo possui

origem exclusivamente entérica. Dessa forma, podem ser contaminadas devido
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a praticas inadequadas de manipulacdo. Em relacdo aos coliformes
termotolerantes, a identificacdo desse grupo de microrganismos nos alimentos
pode ser interpretada como indicador de contaminacgao fecal visto que a esse
grupo pertencem as estirpes de Escherichia coli e essas bactérias tém origem
exclusiva no trato intestinal de homens e animais. Cepas de E. coli podem
contaminar os alimentos a partir de manipuladores infectados, da &gua
contaminada por matéria fecal humana, de embalagens, equipamentos e
utensilios mal higienizados. A presencga de E. coli no alimento pode representar
risco a saude coletiva, visto que algumas linhagens possuem potencial
patogénico e sdo consideradas agentes causadores de gastroenterites em

humanos.

3.4 SANITIZANTES UTILIZADOS NA INDUSTRIA AVICOLA

A aprovacao da utilizacdo de chuveiros pressurizados para lavagem de
carcacas nos abatedouros de aves dos Estados Unidos (SMITH et al., 2005), e
resolucdo autorizando o emprego da metodologia no Brasil para remover a
contaminag¢do por conteludo gastrintestinal visivel presente nas superficies
internas e externas das carcacas, como alternativa a pratica do refile tradicional
( BRASIL, 2011; DEPNER, 2015), esta abrindo caminho para novas pesquisas
e concomitantemente a lavagem, varias estratégias tém sido aplicadas ao
longo de todo o processo produtivo, a fim de controlar os patégenos de origem
alimentar, porém, esses tratamentos possuem vantagens e desvantagens
(HUGAS; TSIGARIDA, 2008).

As legislacbes europeia e americana, prevé o0 uso de
descontaminantes quimicos, como o hipoclorito de sddio, ozénio e acido latico,
que sao utilizados para a reducdo da contagem bacteriana da superficie das
carnes, carcacas de aves ou de bovinos (HUGAS; TSIGARIDA, 2008). A
legislacdo americana permite o uso de concentracdes superiores a 20 ppm de
cloro na dgua de uso comum da industria e 50 ppm de cloracdo na agua de
imerséo dos preé resfriadores, com objetivo de prevenir a contaminacéo cruzada

entre as carcacas e 0s equipamentos do processo produtivo. Dessa forma, o
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cloro mantém a atividade antimicrobiana por um longo periodo de tempo,
controlando o crescimento e a proliferagdo bacteriana na agua tratada. No
entanto, o tempo de contato e a carga organica dos sistemas de lavagem de
aves sdo amplamente variaveis (BASHOR et al., 2004). Além disso o0 uso
frequente dos compostos clorados pode levar a uma ineficiéncia dos mesmos,
pois 0 uso prolongado resulta em tolerancia aos compostos pelos
microrganismos (MOKGATLA et al., 1998).

Além do cloro, outros compostos como acido latico e ozénio também
sdo comuns nas industrias avicolas americanas e europeias. Nos Estados
Unidos solucbes com até 5 % de acido latico sdo aspergidas em carcacas de
frango apés a etapa de pré-resfriamento, além da utilizacdo de oz6nio para
todos os produtos de carne de frango (COMISSAQ, 2013; U.S.A., 2016). Por
outro lado, a comunidade europeia regulamenta o uso de solucdo de acido
lactico, de 2 a 5% e niveis de cloracédo de até 5 ppm de cloro livre na agua do
chiller (COMISSAO, 2013; EFSA, 2011).

O uso de &cidos organicos apresenta uma potencial desvantagem que
€ a possivel descoloracdo da carne de frango, podendo ser temporaria ou
permanente, dependendo das variaveis: concentracdo, tempo e temperatura de
aplicacdo (TOLDRA, 2009), porém com alta performance quando combinado
com outros compostos (SILVEIRA et al., 2019)

Dentre os sanitizantes mencionados, o cloro é um dos agentes mais
utilizados nos processos de descontaminacdo de carcacas, tendo seu efeito
comprovado por diferentes pesquisas (DUARTE et al.,, 2009; PANG, YUK,
2018). Em contrapartida, a utilizacdo desse composto é limitada quando a
carne se destina a exportacao para Unido Europeia, pois este mercado tolera a
utilizacdo de cloro a no maximo 5 ppm. Outro pais que possui restricdo
referente ao cloro € a Russia. A legislacéo russa limita o uso de cloro a 0,5 ppm
para a agua de entrada do sistema de pré resfriamento, embasada pela
possibilidade da oxidacdo do cloro produzindo agentes cancerigenos. Do
mesmo modo, a utilizacdo da lavagem das carcacas com &gua ativada
eletroquimicamente ou agua eletrolisada € limitada, pois possui alta
concentracéo de acido hipocloroso (RUSSEL, 2005). No Brasil ndo € permitido
a utilizacdo de qualquer adjunto ou compostos descontaminantes no

processamento de abate das aves, sendo utilizado somente cloragdo da agua
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de no maximo 1 ppm de cloro livre e a 4gua de renovacao dos resfriadores até
5 ppm (BRASIL, 1998).

E importante salientar que a aplicacdo de certas “intervencdes” nas
carcacas durante as etapas do processo de abate, removeria ou inativaria a
contaminacdo bacteriana, melhorando a seguranca da carne (OF, 2003).
Vérios tipos intervencdes vém sendo estudados, especialmente no exterior, e
alguns ja sao aplicados na rotina dos abatedouros. Tais tratamentos incluem
além do refile a lavagem de carcacas, rinsagem com &agua quente, cloro e
derivados, acidos organicos (latico, acético, citrico, fumarico), TSP (fosfato
trisddico), sorbatos e benzoatos, bacteriocinas (nisina), bacteriéfagos, culturas
de lactobacilos e lactococcus, peréxido de hidrogénio, ozbnio, presséo
hidrostatica ultra alta, irradiacdo gama, eletricidade por campo pulsado, energia
ultrassonica e luz ultravioleta, amoénia quaternaria, sendo o tratamento quimico
antibacteriano mais utilizado para carcacas nas industrias, o acido latico
(HUGAS, TSIGARIDA, 2008; OF, 2003).

Northcutt et al. (2007) afirmam que a reducdo das contagens
bacterianas das carcacas através do uso de lavadores pode ser melhorada
com uma cloragdo mais consistente da agua, sendo a reducdo destas
contagens de grande importéncia, pois a carne de aves destaca-se entre 0s
alimentos que estéo relacionados com maior frequéncia nos surtos de doencas
transmitidas por alimentos, devido ao seu consumo aumentado nos ultimos
anos. A presenca de bactérias nos alimentos, além de favorecer a deterioracao
e/ou reducdo da vida util desses produtos, possibilita a veiculacdo de
patégenos, acarretando potenciais riscos a saide do consumidor (CARVALHO
et al., 2005).

Na Tabela 1 apresenta estudos de diferentes compostos utilizados
como sanitizantes, por aplicados pelos sistemas de aspersao/pulverizacéo e
imersdo contra microrganismos contaminantes do abate e processamento de

aves.
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Tabela 1 - Agentes sanitizantes aplicados em aves para reducéo de carga microbiologica

Reducéo
Concentragao
) ] Tempo de ) ) ]
Desinfetante Aplicagao ) Microrganismo Referéncia
L exposicao (Log
(Hg.mL™)
UFC/g)
Imersdoe g, 5 min 0,87-090  Células viaveis Sinhamahapatra
Pulverizagéo & Bhattacharyya
(2004)
Hipoclorito =
de Sédio 'Ff:‘f\iﬁ‘z’ae o 50 155 g’ig ; Células vidveis Fabrizio & Cutter
¢ ! (2002)
Imersao ;OO 5 min 0,41 - Salmonella
0,83 Lee et al. (2014)
200
o Imersao 50 15 min 0,25 - Listeria Alonso-Hernando
Di6xido de 0,79 monocytogenes .
& Capita (2009)
Cloro 0,13- Campylobacter e
Pulverizacdo 10 1530 0,51 Enterobacteriacea Purnell (2014)
10.000 205a
Acido Latico Imerséo a 1,3 min 5’01 Salmonella Zaki & El-sherif
20.000 ' (2015)
Imerséo e . 0,35 - Hermans et al.
Agua &cida Pulverizagdo 50 3 min 1,31 Campylobacter (2011)
eletrolisada Imerséo e 0,19 - . L Fabrizio et al.
Pulverizacdo 50 15s 131 Células viaveis (2002)
~ . 1,39 - Listeria
Agua Imersao 10 10/ min 2,32 monocytogenes
. ' Rahman et al.
eletrolizada Salmonella 2010
baixa acidez Imerséo 10 10 min 1,92 o ( )
typhimurium

Fonte: Préprio autor

Por se tratar de um alimento altamente perecivel, assim como 0s
demais produtos carneos, o desafio em preservar as caracteristicas do produto
e prolongar sua vida de prateleira devem ser compreendidos e considerados
nas varias etapas do processo que se inicia na fazenda e termina no prato do
consumidor (VENTURINI; SARCIELLI; SILVA, 2007). Uma das medidas
utiizadas na produgdo animal para minimizar estes desafios na
comercializagcdo da carne de frango € o uso de aditivos sintéticos, como 0s
antimicrobianos e antioxidantes adicionados nas dietas das aves e nas etapas
de abate, industrializagéo e preparo dos alimentos embutidos e prontos para
consumo (ALAHAKOONA et al., 2015; LUCERA et al.,, 2012), motivando a
industria de alimentos no desenvolvimento de produtos e estratégias que sejam

alternativas. Com isso, tanto empresas como universidades tém orientado seus
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esforcos na busca por produtos naturais que substituam de forma efetiva estes
compostos sintéticos.

Dessa forma, estudos que busquem o desenvolvimento e aplicacao de
novos sanitizantes sdo fundamentais para atrair a atencdo dos Orgdos de
regulamentacdo do Brasil sobre a necessidade de mudancas e adesao de
novos procedimentos para diminuicdo dos prejuizos na producdo de frangos.
Pesquisas sobre agentes antimicrobianos naturais, como os soforolipidios, sdo
de grande relevancia para a tentativa de melhorias no produto, tanto na
questao de saude na substituicdo de aditivos quimicos, quanto na reducao da
carga microbiolégica e aumento da vida de prateleira, bem como na reducéo

dos custos de producgéo e contaminagdo do meio ambiente.

3.5 SURFACTANTES E BIOSSURFACTANTES

A maioria dos surfactantes disponiveis comercialmente é sintetizada
quimicamente a partir de derivados de petréleo. Com uma producdo anual
estimada de 13,0 milhdes de toneladas, metade deste volume é utilizado como
detergente doméstico e de lavanderia e a outra metade em uma variedade de
setores industriais como quimico, téxtil, papel e celulose, cosméticos,
farmacéutico, higiene pessoal, agricola e alimentos (VAN BOGAERT et al.,
2011).

O mercado global de surfactantes em termos de volume de producéo, é
um dos maiores maior e mais importante dentro da classe dos compostos
quimicos industriais. Este mercado foi avaliado em US$30,65 bilhdes em 2015,
com um crescimento constante de 4,4% nos préximos anos chegando a
US$39,69 bilhbes em 2021 e proximo a US$ 45,16 bilhbes em 2024
(TRANSPARENCY MARKET RESEARCH, 2014). A maioria dos surfactantes
disponiveis atualmente é sintetizada a partir de derivados de petréleo e devido
a grande utilizacdo uma consideravel quantidade de surfactantes é liberada no
meio ambiente apds 0 uso e estes compostos frequentemente séo toxicos para
0 meio ambiente e acabam por produzir grandes problemas de poluicao.
Apesar das medidas regulatérias tomadas para evitar o impacto nos sistemas

aquaticos, a ecotoxicidade, a bio-acumulacdo e biodegradabilidade de
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surfactantes tradicionais continuam a ser questbes de grande preocupacéo,
como demonstrado por alguns autores que relatam uma baixa taxa de
biodegradacdo e uma alta toxicidade aquatica dos surfactantes tradicionais
(MAKKAR, CAMEOTRA, BANAT, 2011; NITSCHKE, PASTORE, 2002).

Os surfactantes sdo compostos anfipaticos ou anfifilicos constituidos
de uma porcao hidrofébica/apolar e uma porcédo hidrofilica/polar. Estas por¢des
particionam-se na interface entre duas fases (6leo/agua ou ar/agua), levando a
reducdo da tensdo superficial (dgua/ar) ou interfacial (dgua/éleo) e
consequente formacéo de micelas onde a fase apolar pode ser solubilizada na
fase polar ou vice-versa. Estas propriedades de superficie ativa conferem aos
surfactantes diversas propriedades como detergentes, dispersantes,
umectantes, espumantes, estabilizantes, emulsificantes, solubilizantes e
lubrificantes (DESAI, BANAT, 1997; GAUTA, TYAGI, 2006).

As propriedades de reducdo da tensdo superficial e interfacial
apresentadas pelos surfactantes estdo relacionadas diretamente com a
estrutura quimica e da forma com que estas moléculas se ordenam entre a
interface de duas fases liquidas imisciveis (propriedades interfaciais — tenséo
interfacial), ou entre a interface de uma fase liquida e outra gasosa
(propriedades superficiais — tensdo superficial). Dependendo do tipo de
interagcdo e da forma do ordenamento das moléculas, os surfactantes
apresentam diversas propriedades como emulsificacdo, lubrificacdo, formacéo
de micelas, detergéncia, emulsificantes, dispersantes, molhantes e espumantes
(OLIVEIRA et al., 2015).

Embora, nos ultimos anos surfactantes com um melhor perfil ambiental
tenham sido produzidos como os alquil poliglucosideos, alquil poliglucamidas e
ésteres metilicos de acidos graxos, sua producdo nao € sempre baseada em
recursos renovaveis e implicam em etapas de sintese quimica (VAN
BOGAERT et al, 2011). Assim, existe uma tendéncia nos paises
industrializados de substituir os surfactantes de origem petroquimica por
surfactantes naturais ou biossurfactantes, motivados pelas vantagens que
esses apresentam frente a crescente preocupacao ambiental, leis mais rigidas
e utilizacdo de recursos renovaveis (DESAI, BANAT, 1997; NITSCHKE,
PASTORE, 2003).
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O interesse pelos biossurfactantes tem aumentado consideravelmente
nas Ultimas décadas devido a sua importancia no controle de biofilmes, a
aplicacdo dos mesmos como agentes antimicrobianos e anticorrosivos em
industrias alimenticias. Biossurfactantes sao surfactantes naturais produzidos
por bactérias, fungos e leveduras. A porcéo hidrofébica € uma longa cadeia de
acido graxo, hidroxi-acido graxo ou a-alquil B-hidroxi-acido graxo e a porgao
hidrofilica pode ser um carboidrato, amino&cido, peptideo ciclico, fosfato, &cido
carboxilico ou é&lcool. Os biossurfactantes sdo compostos com propriedades
tensoativas, produzidos, principalmente, por microrganismos, e possuem
propriedades muito semelhantes aos surfactantes de origem petroquimica,
sendo superiores especialmente pela sua natureza ecoldgica e sustentavel
(CHEN et al. 2011; NGUYEN et al. 2010).

Podem apresentar atividade antimicrobiana e antiadesiva
simultaneamente, sendo uma alternativa viavel (NITSCHKE; COAST, 2007).
Os biossurfactantes parecem ser um substituto promissor e sustentavel para
produtos guimicos surfactantes, vantagens abrangentes como
biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixa toxicidade, alta especificidade,
diversidade quimica e funcional, inativacao rapida e controlada, capacidade de
producdo a partir de matérias-primas econdmicas renovaveis e em grande
parte disponiveis, relativa facilidade de preparacdo e funcionalidade em
condicBes adversas (LOVAGLIO et al., 2015).

As vantagens adicionais incluem estabilidade a temperaturas
relativamente altas, bem como em ambientes extremos, especificidade e
natureza prontamente biodegradavel no meio ambiente. Pode ser produzido a
partir de recursos ndo renovaveis, bem como de matérias-primas renovaveis
econbmicas. A diversidade estrutural e funcional, a natureza biodegradavel e a
menor toxicidade destes compostos, em comparacdo com o0s surfactantes
sintéticos, levaram a um maior impulso para pesquisas para atender a
crescente demanda por esses compostos (PANJIAR, SACHAN, SACHAN,
2017; SHETE et al., 2006; UZOIGWE et al., 2015)

Séo classificados principalmente pela sua composicdo bioquimica e
origem microbiana em dois grandes grupos, biossurfactantes de baixo peso
molecular e de alto peso molecular e em cinco classes: glicolipideos,

lipopeptideos e lipoproteinas, acidos graxos e lipideos neutros,
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biossurfactantes poliméricos e biossurfactantes particulados (DESAI, BANAT,
1997; KAUR SEKHON, KHANNA, CAMEOTRA, 2012) .

Geralmente, os biossurfactantes desempenham diversas fungodes
fisioldgicas, o que promove diferentes vantagens fisioldgicas e ambientais para
0S microrganismos produtores. Dentre estas funcdes podemos relatar:
patogenicidade, adeséo celular, motilidade, sinalizacdo e diferenciacéo celular,
formacdo de biofilmes, biodisponibilidade de substratos hidrofébicos,
amensalismo, sequestrante de compostos toxicos, fonte de armazenamento de
fonte de carbono, captacdo génica via transinfeccdo, maturacdo celular e
quérum sensing (HAMME, SINGH, 2006; NITSCHKE, PASTORE, 2002).

3.6 SOFOROLIPIDIOS: BIOSSINTESE E ESTRUTURA

Os soforolipidios pertencem a classe dos glicolipidios, sdo metabdlitos
secundarios produzidos por muitas leveduras ndo patogénicas, a partir de
acucares e lipideos, secretados para o meio extracelular como uma mistura de
compostos de estruturas quimicas relacionadas (COOPER, D. G.; PADDOCK,
1983). O principal microrganismo produtor € a levedura ndo patogénica
Starmerella bombicola, devido aos seus rendimentos de producdo bastante
expressivos e seu status GRAS (Generally recognized as safe), o que a faz ser
a mais utilizada e estudada atualmente para essa producéo (PAULINO et al.,
2016).

Sao moléculas anfipaticas ou anfifilicas formadas por uma porcéo
hidrofilica e uma porcéo hidrofébica. A fragdo hidrofilica € composta de um
dissacarideo soforose (2’-O-B-D-glicopiranosil-B-glicopiranose) ligados a uma
fracdo hidrofébica composta de uma longa cadeia de acido graxo através de
uma ligagao B-glicosidica (ASMER et al., 1988).

Os soforolipidios sdo sintetizados em altas concentragdes tornando
esse grupo de moléculas particularmente atrativo para producdes comerciais e
futuras aplicacdes, considerando os aspectos de seguranca (PAULINO et al.,
2016; VAN BOGAERT et al., 2007). Os substratos normalmente empregados

na sintese da molécula de soforolipidios sdo carboidratos e acidos graxos.
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Os substratos normalmente empregados na construcédo da molécula de
soforolipidio sé@o glicose e acidos graxos. Se nenhuma fonte hidrofobica estiver
presente do meio, os &cidos graxos serdo formados por sintese de novo a
partir da acetil-CoA derivada da glicélise. Por outro lado, se a concentracdo de
glicose for baixa, parte dos acidos graxos serdo conduzidos para a via de -
oxidacdo para manutencdo celular, ao invés da sintese de SLP (VAN
BOGAERT et al., 2007).

A via metabdlica de producdo dos soforolipidios pode ocorrer de duas
formas: por sintese de novo ou incorporacdo direta. Na sintese de novo, 0s
substratos lipidicos sdo primeiramente oxidados a acidos graxos, quebrados
em moléculas menores, hidroxilados e incorporados a molécula de
soforolipidio. Essa quebra ocorre pela via da B-oxidacao, sendo os substratos
metabolizados a cada 2 carbonos, liberando um acetil-CoA a cada vez. O
acetil-CoA podera ser utilizado na respiracao celular ou participar na sintese de
biomoléculas maiores. A segunda via de sintese de &cidos graxos hidroxilados
€ a incorporacdo direta, a qual o substrato oxidado ndo € quebrado, e sim
imediatamente hidroxilado e incorporado ao soforolipidio. Dessa forma, o
comprimento da cadeia do acido graxo sera igual ao do substrato lipidico
(GUPTA, 2012; VAN BOGAERT et al., 2007).

Existem diversos relatos de incorporacdo direta e sintese de novo de
acidos graxos hidroxilados por espécies de Candida.

A segunda via de sintese é a incorporacao direta, a qual o substrato
oxidado ndo €& quebrado, e imediatamente hidroxilado e incorporado ao
soforolipidio. Dessa forma, a cadeia do acido graxo tera 0 mesmo comprimento
da cadeia do substrato lipidico (GUPTA, 2012). A incorporacdo direta é
aumentada quando substratos adicionais sdo fornecidos, como glicose, que
pode ser utilizada para manutencao da respiracéo celular. Nado ha evidéncia de
incorporacdo direta de outros acgucares na biossintese de glicolipidios por
Starmerella bombicola. Apesar do emprego diversos agucares, como sacarose,
frutose, galactose e lactose, apenas a soforose foi observada no glicolipidios,
independentemente do tipo de agucar utilizado (ZHOU; KOSARIC, 1993, 1995).

Em leveduras, as enzimas da citocromo monooxigenase P450 estdo
presentes e sdo responsaveis pela hidroxilacdo dos acidos graxos ou alcanos

na posicao terminal (w) ou sub-terminal (w-1). Assim os &cidos graxos sofrem a
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acao da enzima citocromo monooxigenase P450 (NADP), sendo convertidos a
acidos graxos hidroxilados (VAN BOGAERT et al., 2011). Apés a formacao do
acido graxo hidroxilado, duas moléculas de glicose uridina difosfato ativada
(UDP-glicose) sdo adicionadas em série para completar a sintese de
soforolipidios.

A glicose € acoplada glicosidicamente (posigdo C1’) ao grupo hidroxila
do acido graxo através da acdo da glicosiltransferase especifica I. A acdo da
transferase exige a molécula de glicose ativada por nucleotideos (UDP-glicose)
como doador de grupo glicosil. Em seguida, uma segunda glicose € adicionada
na posi¢cao C2’ da primeira porcdo da glicose pela glicosiltransferase Il (VAN
BOGAERT et al., 2007). O produto obtido apds a acéo da glicosiltransferase |l
€ classificado como moléculas de soforolipidios acidicas nao-acetiladas
(GUPTA, 2012).

Além disso, modificagdes na estrutura do soforolipidios podem ocorrer
tanto por esterificacédo interna (lactonizagcdo) como por acetilagdo da soforose.
Soforolipidios lacténicos sao formados por uma reagcdo de esterificacdo,
catalisada por uma esterase lactbnica especifica (ASMER et al.,, 1988). A
acetilacdo na posigado 6’ e/ou na posicao 6” é realizada pela acetil transferase
dependente de acetil-CoA (ESDERS; LIGHT, 1972).

A Figura 1 apresenta a via metabolica da sintese de soforolipidios por
Starmerella bombicola proposta por Asmer et al. (1988). Na etapa |, a sintese
pode ser iniciada pelo fornecimento de diferentes fontes lipidicas, a partir de
alcanos, alcoois ou aldeidos para obtencédo do acido graxo livre, ou ainda vindo
de triacilgliceréis, que precisam ser degradados pelas lipases liberando os
acidos graxos (COOPER, PADDOCK, 1984; VAN BOGAERT, ZHANG;
SOETAERT, 2011). O acido graxo podera sofrer (-oxidacdo (Etapa IlI) ou
hidroxilagdo (Etapa lll), resultado em uma cadeia de &cido graxo hidroxilado
(VAN BOGAERT; ZHANG; SOETAERT, 2011). O caminho que o acido graxo
sera direcionado dependerd das condigbes metabdlicas da célula e da
disponibilidade de substratos para manutencdo celular e sintese de
biomoléculas.

Na etapa Ill, com a formagdo do &acido graxo hidroxilado, duas
moléculas de UDP-glicose serdo adicionadas através das enzimas,

glicosiltransferase | que acopla a glicose na posicao C1’ ao grupamento
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hidroxila w ou w-1 do acido graxo e a segunda glicose pela glicosiltranferase Il
na posicdo C2' (VAN BOGAERT; ZHANG; SOETAERT, 2011). Por fim, na
etapa IV as moléculas de soforolipidios acidicos ndo acetilados sédo obtidas,
podendo sofrer acbes das enzimas lactonesterase e acetiltransferase,
formando estruturas lactonicas ndo acetiladas ou acetiladas e acidicas

acetiladas, respectivamente.

Figura 1 - Via da biossintese de soforolipidios
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Fonte: Gupta (2012) modificado

Estes biossurfactantes s&o sintetizados como uma mistura de
moléculas diferentes e podem ser divididos em duas formas principais, A-

acidica e B- lactdnica (Figura 2), e podem ter grupos acetil na sua unidade de
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soforose com variagdo nas propriedades fisico-quimicas e biolégicas (ASMER
et al., 1988; BOGAERT, I. N. A. VAN; ZHANG, J.; SOETAERT, 2011). Além
disso, a estrutura da cadeia de acidos graxos (numero de carbono, insaturacdo
e hidroxilacdo) presente em soforolipidios pode variar de acordo com o
substrato utilizado como fonte de carbono hidrofébico no processo de
fermentacdo (DIAZ DE RIENZO et al., 2015). Na forma acidica, a extremidade
do acido carboxilico é livre, enquanto que a lactbnica é internamente
esterificada na posigéao 4” da porcdo da soforose.

Essas duas formas ainda podem sofrer variagcdes estruturais em termos
de acetilagao das posicdes 6’ e 6” em sua por¢ao da soforose e de diferencas
na estrutura do &cido graxo (numero de carbonos, insaturacbes e
hidrogenagéo), de acordo com o0s substratos utilizados no processo
fermentativo, sofrendo alteracdes nos aspectos fisico-quimicos e em suas
propriedades biologicas (ASMER et al., 1988; ASHBY, SOLAIMAN, 2010; DIAZ

DE RIENZO et al., 2015).

Figura 2 - Formas estruturais principais dos soforolipidios. (A — Forma acidica,;
B — Forma lactbnica).
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Fonte: ASHBY e SOLAIMAN (2010)

As proporgbes acidicas e lactbnicas variam com as condi¢cdes de
crescimento e fornecimento de substrato lipidico. As misturas geralmente
apresentam-se na forma castanha viscosa, sendo esta mais densa que a agua.

Quando a forma lactbnica esta presente em maior concentracdo, resulta em
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formacado de cristais, ao invés do oleo viscoso (CLAUS; BOGAERT, I. N. A.
VAN, 2017). A diversidade natural encontrada na mistura de soforolipidio pode
ser justificada pela variancia nos padrbes de acetilagdo, a ocorréncia de
esterificacdo interna e a natureza da hidroxilacdo do acido graxo, podendo 20
Ou mais congéneres estarem presentes numa unica amostra de soforolipidio
(DAVILA et al.,1997). Contudo, mesmo com 0s componentes classicos dos
soforolipidio bem caracterizados e documentados, apenas em 2011 formas
poliméricas foram descritas (PRICE et al., 2012), provavelmente devido a
sensibilidade insuficiente dos métodos de deteccdo utilizados em estudos
anteriores.

A composicdo da mistura ira influenciar em suas propriedades fisicas,
quimicas e biolégicas (ASHBY, SOLAIMAN, FOGLIA, 2008 ; MORYA et al.,
2013). Diferentes microrganismos produtores de soforolipidios produzem
diferentes perfis de compostos, embora estes perfis de producdo também
possam ser alterados variando as condi¢des do processo fermentativo, como o
fornecimento de diferentes substratos lipofilicos durante o processo
fermentativo (CAVALERO, COOPER, 2003; MORYA et al., 2013; SILVEIRA et
al., 2019).

Devido a estrutura anfifilica, apresentam propriedades de superficie
ativa e encontram aplicagBes em diversas areas como: biorremediacdo (MAO
et al., 2015); industria alimenticia (FREITAS, SILVEIRA, CELLIGOI, 2018;
SAHARAN, SAHU, SHARMA, 2011); embalagens (SILVEIRA et al, 2020 );
agricultura (CELLIGOI et al., 2020), industria de cosméticos, detergentes e
emulsificantes (NGUYEN; SABATINI, 2011); farmacéutica (agente citotoxico)
(GROSS; SHAH, 2007); atividade antimicrobiana (ABBAS et al., 2015; SHAH,
BADIA, RATSEP, 2007; SILVEIRA et al., 2019); atividade anti-HIV e
espermicida (SHAH et al., 2005).

A espécies produtoras Candida apicola e Starmerella bombicola foram
descobertas em 1961 e 1970, respectivamente, sendo a levedura S. bombicola
a mais estudada devido aos seus rendimentos de producdo expressivos. 0 que
torna esse grupo de moléculas particularmente atrativo para producoes
comerciais e futuras aplicacbes, considerando o0s aspectos de seguranca
(PAULINO et al., 2016; VAN BOGAERT et al., 2007).
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A levedura S. bombicola tem sido estudada pelo nosso grupo de
pesquisa quanto as producdes e aplicagbes, como Minucelli et al. (2016)
obtiveram a producao significativas em gordura residual da industria de frango
e aplicacdo na biorremediacdo de solos contaminados. Silveira et al. (2019)
avaliaram a producdo e a atividade antimicrobiana dos soforolipidios
produzidos em acido oleico e comprovaram a acdo contra microrganismos
contaminantes da industria avicola (Clostridium perfringens e Campylobacter
jejuni. Fontoura et al. (2020) produziram soforolipidios neste mesmo substrato
e avaliaram a acdo dos contra patdogenos humanos, mostrando eficiente
resultados contra bactérias Gram-negativas (Proteus mirabilis, Escherichia coli,
Salmonella enterica subsp. enterica) e Gram-positivas (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans). Hipdlito et al. (2020)
confirmaram a acdo antimicrobiana dos soforolipidios produzidos em &cido
oleico contra fungos da area de alimentos (Aspergillus flavus, A. melleus, A.
ochraceus, A. parasiticus, A. niger, Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea e
Rhizopus spp.). Hipdlito et al. (2021) comprovaram a acdo contra o fungo

Botrytis cinerea em filmes de amido de mandioca.

3.7 ATIVIDADES ANTIMICROBIANA DOS SOFOROLIPIDIOS

Soforolipidios possuem propriedades biologicas tais como atividades
antibacterianas, antifingicas, antivirais e anticancerigenas que tornam estas
moléculas relevantes para aplicacdes no combate a muitas doencas e como
agentes terapéuticos (VAN BOGAERT et al., 2007). Além disso, o0s
soforolipidios tém caracteristicas contra virus e acao antibidtica (JOSHI-
NAVARE; PRABHUNE, 2013; SHAH et al., 2005) e podem ter aplicacbes
potenciais em infec¢des, cicatrizacdo de feridas ou contextos anti-inflamatorios
(HARDIN et al., 2007).

Os soforolipidios possuem atividade contra algas (SUN et al., 2004),
leveduras (ITO; INOUE, 1982) e bactérias (SHAH; BADIA; RATSEP, 2007a)
através da desestabilizacdo e alteracdo da membrana lipidica (AZIM et al.,

2006) conferindo-lhes atividade antimicrobiana. Esse mecanismo biocida pode
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servir um processo de competicao interespécies, como é verificado com outros
biossurfactantes (DESAI; BANAT, | M, 1997).

O uso de biossurfactante como agente antimicrobiano ainda é limitado
em escala comercial devido ao baixo custo de producdo de antibioticos
sintetizados quimicamente em comparacao aos bioldgicos (AZIM et al., 2006;
SHAH et al., 2005; SHAH; BADIA; RATSEP, 2007b; SINGH et al., 2009). No
entanto, a ocorréncia de agentes patogénicos resistentes a antibidticos
aumentou a atencdo para outros tipos de agentes antimicrobianos
(RODRIGUES et al., 2006).

Os soforolipidios possuem propriedades adicionais a antimicrobianos,
como reproducdo de células de células de fibroblasto, atividades
anticancerigenas e antivirais que poderiam aumentar ainda mais seus valores
comerciais (VAN BOGAERT et al., 2007; BORSANYIOVA et al., 2015; DIAZ DE
RIENZO et al.,, 2015; DEY et al., 2015; KIM, K. et al, 2002; LANG,
KATSIWELA, WAGNER,1989).

A acdo antimicrobiana dos soforolipidios esta relacionada a sua
natureza anfifilica, a qual através de interacdes sinérgicas entre as por¢ées da
soforose e acido graxo produz o efeito surfactante, sendo capaz de diminuir a
tensdo interfacial e superficial de compostos e materiais, e assim promover
alteracOes da adesao de microrganismos (PONTES et al., 2016; VALOTTEAU
et al., 2017). Sua acao envolve mecanismos de desestabilizacdo e alteracdo da
permeacdo da membrana, o que leva a ruptura e extravasamento do contetdo
celular (DE OLIVEIRA et al., 2015; DENGLE-PULATE et al., 2014; FRACCHIA
et al., 2015).

Lydon et al. (2017) destacam que os efeitos antimicrobianos dos
soforolipidios dependem da sua estrutura e da classe da bactéria, fato inter-
relacionado a sua especificidade de acdo em membranas, uma vez que
existem diferencas estruturais nesses dois grupos de bactérias. A membrana
celular de bactérias Gram-negativas € mais complexa do que a bactéria Gram-
positivas. Em Gram-positivas, a parede celular é constituida por uma
membrana citoplasmatica circundada por uma espessa camada de
peptideoglicano, enquanto que em Gram-negativas é composta de uma
membrana externa de lipopolissacarideo e de fosfolipidio antes da camada

peptideoglicano e membrana plasmatica interna (VALOTTEAU et al., 2017),
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tornando o envelope celular de bactérias Gram-negativas mais complexo de
interagir (DENGLE-PULATE et al.,, 2014; ZHANG et al.,, 2016a), assim 0s
soforolipidios sdo mais eficazes contra bactérias Gram-positivas do que Gram-
negativas (FONTOURA et al., 2020; HOA et al., 2017).

Os soforolipidios sao eficazes como agente bactericida e sdo capazes
de induzir morte células plancténicas tanto de bactérias quanto de fungos,
sendo comparavel aos antimicrobianos convencionais (HIPOLITO. et al., 2020;
SILVEIRA, FREITAS, CELLIGOI, 2018). Os soforolipidios interferem na
formacédo de biofimes em concentracdes superiores a 5% (v/iv) (DIAZ DE
RIENZO et al.,, 2015), e sua atividade antimicrobiana contra patdégenos
alimentares (ZHANG et al., 2016) e bactérias degradantes em curtumes de
couro (SOLAIMAN et al., 2016) ja foi evidenciada quando utilizado na limpeza e
sanitizacdo nestas industrias.

Além destes estudos, outros relataram atividade antimicrobiana do
biossurfactante, soforolipidios, contra células de outros como de C necrose
ATCC 17699, B. subtilis BBK006, Enterococcus faecalis e Pseudomonas
aeruginosa bactérias responsaveis por infeccdes nosocomiais, além de poder
inibir o crescimento de outras bactérias Gram-positivos e Gram-negativas.
Gram-positivas formadoras de endosporos (Bacillus licheniformis, B. pumilus e
B. mycoides), bactérias Gram-positivas (Enterococcus faecium, Aerococcus
viridans, Staphylococcus xylosus, S. cohnii e S. equorum), bactérias Gram-
negativas (Pseudomonas luteola, Enterobacter cloacae, E. sakazakii e Vibrio
fluvialis) e também podem ser usados para interrupcdo e remocao do
biofilme.(LANG, KATSIWELA, WAGNER, 1989; LYDON et al, 2017;
SOLAIMAN et al., 2016).

A Tabela 2 apresenta os resultados de diferentes trabalhos de
aplicacéo de soforolipidios como agente microbiano, evidenciando a gama de
microrganismos, bactérias, fungos e leveduras, contra os quais este metabdlito

é efetivo.
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Tabela 2 - Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) de soforolipidios para

diferentes bactérias

CMl de
Microrganismo Soforolipidios Referéncia
(rg.mL™)
. . Diaz de Rienzo et al., 2015;
Bacillus subtilis 5.000 Hoa et al.. 2017
Bac!llus I|che.n|form|s 19,5 Solaiman et al., 2016
Bacillus pumilus 19,5
Campylobacter jejuni 10.000 Silveira et al., 2019
Clostriduium perfringens 30 Silveira et al., 2019
Enterobacter cloacae 19,5 .
Enterobacter sakazakii 19,5 Solaiman et al., 2016
Enterococcus faecalis 20 Lydon etal., 2017
50 Valotteau et al., 2017
Enterococcus faecium 19,5 Solaiman et al., 2016
500 Fontoura et al., 2020
30 Dengle-Pulate et al., 2014
50 Valotteau et al., 2017
e . Pontes et al., 2016
Escherichia coli 750
Fontoura et al., 2020
2.000 )
10.000 Hoa et al., 2017; Zhang et al.,
) 2017
Lactobacillus acidophilus 50.000 . ) ) .
Lactobacillus orais 50.000 Solaiman; Ashby; Uknalis, 2017
Listeria sp. 5.000 Zhang et al., 2016
Proteus mirabilis 2.000 Fontoura et al., 2020
Pseudomonas aeruginosa 50 Valotteau et al., 2017
9 10.000 Hoa et al., 2017
Pseudomonas luteola 4,88 Solaiman et al., 2016
Salmonella s 2.000 Fontoura et al., 2020
Pp- 10.000 Zhang et al., 2016
Salmonella typhimurium 50 Valotteau et al., 2017
6 Dengle-Pulate et al., 2014
50 Pontes et al., 2016
Joshi-Navare; Khanvilkar;
Staphylococcus aureus 15-150 Prabhune, 2013
500
4500 Fontoura et al., 2020
Hoa et al., 2017
Staphylococcus epidermidis 50 Valotteau et al., 2017
Staphylococcus mutans 50.000 Solaiman; Ashby; Uknalis, 2017
Streptococcus mutans 500 Fontoura et al., 2020
Streptococcus pyogenes 50 Valotteau et al., 2017

Fonte: Préprio autor
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Recentemente, nosso grupo de pesquisa, evidenciaram acao
antimicrobiana de soforolipidios associados a filmes para envoltorio de
alimentos. Silveira et al. (2020) apresentou resultados antimicrobianos de
soforolipidios em filmes de &cido polilatico, apresentando efetividade contra
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Salmonella spp., patdgenos
de origem alimentar e Hipdlito et al. (2021) comprovaram a a¢&o contra o fungo
Botrytis cinerea em filmes de amido de mandioca. Assim € possivel verificar a

acao antimicrobiana desse composto com muitas aplicacdes.
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MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Microrganismos

O microrganismo utilizado na producédo de soforolipidios foi a levedura
Starmerella bombicola ATCC 22214, obtida da American Type Culture
Collection (ATCC), Manassas, USA.

4.1.2 Meios De Preservacdo, Ativacdo, Pré Inoculo E Fermentacdo Da S.

Bombicola

Os meios de preservacao, ativacdo, pré inéculo e fermentacéo
utilizados foram os seguintes: Preservacdo em g.L!: glicose 10, extrato de
levedura 3, peptona 5, extrato de malte 3 e agar 20. Ativacdo em g.L?; glicose
100, extrato de levedura 10, e ureia 1. Pré-inoculo em g.L': glicose 77,5,
extrato de levedura 2,5 e &cido oleico 75 (MINUCELLI et al., 2017).
Fermentagdo em g.L: glicose 77,5, extrato de levedura 2,5 e &cido oleico 75,
seguido de pulsos de 20 g.L* de acido oleico a cada 48h até 192h e adicdo de
90 g.L'de glicose em 144h e 192h (FELSE et al., 2007; MINUCELLI et al.,
2017; SILVEIRA et al., 2019).

4.1.3 Meios De ldentificacdo E Contagem De Bactérias

Os meios de identificacdo e contagem para Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, coliformes termotolerantes e aerdbios mesdfilos utilizados

estdo descritos a seguir:

Staphylococcus aureus: Placas Petrifim 3M™ contendo um o meio
para contagem destes microrganismos e um gel solivel em agua fria

adicionado de meio seletivo cromo génico Baird-Parker.



45

Escherichia coli: Placas Petrifilm 3M™ contendo nutrientes contém
cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio e glucuronidase, um indicador que forma um
precipitado azul

Coliformes termotolerantes: Placas Petriflm 3M™ contendo um o meio
para contagem destes microrganismos e um gel solivel em agua fria
adicionada de nutrientes do meio Vermelho Violeta Bile (VRB) e um agente
geleificante solivel em &gua fria e um indicador tetrazolico que facilita a
enumeracgao das colonias.

Aerobios mesodfilos: Placas Petrifilm 3M™ contendo nutrientes e o

2,3,5-trifeniltetrazolio cloreto como um indicador do crescimento bacteriano.

4.2 METODOS

4.2.1 Preservacao, Ativacao E Pré-Inoculo Da S. Bombicola

A levedura foi mantida crio preservada em 25% glicerol a - 80°C (GAO et
al., 2013). A manutencéo da cepa foi realizada em placas de Petri, sendo os
repigues realizados a cada quatro semanas e mantidos sob refrigeracdo a 4°C.
A ativacao ocorreu em frascos Erlenmeyers de 125 mL com 25 mL de meio
adicionado de 2 algas de platina com o microrganismo, sendo incubadas em
shaker a 30°C, 150 rpm por 24h. O pré-inoculo consistiu na transferéncia de
10% (v/v) do meio de ativacdo para novos frascos Erlenmeyers de 250 mL com

50 mL de meio, sendo incubado em shaker a 30°C, 150 rpm por 48h.

4.2.2 Producao de Soforolipidios

As fermentacdes foram realizadas em biorreator de bancada com
capacidade maxima de 5L (FerMac 320 - Electrolab Biotech Ltda), volume
operacional de 3,5L, 450 rpm de agitacdo, 1 vwvm de aeracao, pH controlado em
3,5 30 °C, in6culo padronizado em 10 % (v/v) por 288h (MINUCELLI et al.,
2017; SILVEIRA et al., 2019). Do sedimentado foi avaliado o crescimento
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microbiano e do sobrenadante foi realizada a quantificacdo dos soforolipidios e

0 consumo dos substratos utilizados.

4.2.3 Extracéo, Quantificacdo e Identificacdo de Soforolipidios

Ao final do tempo de 288h, a fermentacdo foi interrompida por
centrifugacgéo (9956 x g por 15 min). O pellet formado foi lavado trés vezes com
acetato de etila na proporcdo de 1:1 (v/v) para remocdo de impurezas. O
sobrenadante foi submetido a extracdo liquido-liquido com acetato de etila (1:1)
e logo apds, rotaevaporado. A fracdo obtida foi submetida a nova extracdo em
funil de separacdo com solugcdo metanol agua 4:1 (v/v) e hexano (v/v) nas
proporcdes de 1:1 (v/v), afim de se obter o soforolipidio bruto retido na fracdo
metandlica e remover as impurezas lipidicas presentes na fase hexanica. Apés
secagem do metanol, o soforolipidio bruto foi submetido a trés extracdes com
acetato de etila e agua (3:1) por 40 minutos a 4°C para eliminacdo de possiveis
acucares residuais na fase aquosa de acordo com Silveira et al. (2019).

ApoOs a etapa de extracdo, o soforolipidio foi seco em estufa até
eliminagdo completa do solvente e liofilizado (MINUCELLI et al., 2017). As
quantificagbes dos soforolipidios foram realizadas por gravimetria (MINUCELLI
et al., 2017) e por cromatografia liqguida de alta eficiéncia (CLAE) em
comparacdo com o padrdo 1'4"-sophorolactona 6', 6"- diacetato (Sigma
Aldrich, USA), usando coluna Shim-pack Shimadzu CLC-ODS (M) ® C18 (4,6 x
250 mm; 4,6 ym; 12 nm) e detector de matriz de iodo SPD-M20A (x 207 nm).
Foi utilizado um gradiente de 4gua e acetonitrila, iniciando 30% de acetonitrila e
70% de &gua por 5 minutos, aumentando para 80% de acetonitrila e 20% de
agua por 50 minutos (HU; JU, 2001; WADEKAR et al., 2012).

4.2.4 Crescimento Microbiano e Consumo de Substratos

Para acompanhamento da biomassa, o pellet formado da centrifugacao
foi resuspenso em 5 mL de agua destilada, secos em estufa a 100°C e
determinado o peso seco por gravimetria (MINUCELLI et al., 2017). A glicose e

0 acido oleico residuais foram quantificados para determinar o consumo desses
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substratos pelo microrganismo durante e ao final da fermentacdo. A glicose
residual foi quantificada pelo método de Somogyi-Nelson (NELSON, 1944;
SOMOGYI, 1945), a partir do sobrenadante. O &cido oleico foi quantificado por

gravimetria, a partir da extragcdo com hexano.

4.2.5 Avaliacdo Da Acdo De Soforolipidios Como Sanitizante Aplicados Por
Asperséo E Imersédo Em Carcacas E Cortes De Frango

4.2.5.1 Amostragem

As carcacas de frango foram coletadas da industria avicola de
Rolandia, situada no norte do Parand, Brasil de forma aleatéria na etapa de
evisceracdo, imediatamente anterior ao processo a ser avaliado, em um
periodo maximo 60 segundos. Os cortes de peito sem 0sso e sem pele, foram
coletados na mesa de refile de filé de peito, na mesma unidade produtiva
referida, em um periodo méximo de 60 segundos.

As amostras foram coletadas levando em consideracdo a origem, ou
seja, pertencerem ao mesmo lote de aves vivas e as condicfes de processo,
mesma regulagem de equipamentos, garantindo assim um menor desvio.

Posteriormente foram acondicionadas em embalagem plastica e apds
cada tratamento as amostras, de carcacas, agua de lavagem e cortes foram
acondicionadas, individualizadas, em sacos plasticos estéreis e mantidas
congeladas a temperatura maxima -12°C até o transporte para laboratério de
andlise microbiologicas. O transporte até o laboratorio foi realizado em caixa

térmica.

4.2.5.2 Tratamento das amostras com soforolipidios

Os soforolipidios, produzidos por Starmerella bombicola, com formas
lactdénicas predominantes, foram liofilizados e utilizados para o tratamento das
amostras. Foi realizado teste de solubilidade dos soforolipidios, sendo o
composto soluvel em concentracdes de etanol 245% em &gua (v/v).
Posteriormente, o composto foi solubilizado em 45% de etanol em agua para
compor as solu¢des dos tratamentos. Cinco tratamentos foram aplicados,

sendo dois controles 4gua (A) e 4gua + etanol 45% (B) e solugbes sanitizantes
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contendo agua + 45% etanol com 500, 2.250 e 4.000 pug.mL* de soforolipidios

(C, D e E), respectivamente. As solucdes

ultrassom por 20 minutos.

foram submetidas a banho de

Soforolipidios
concentrado

Soforolipidios
liofilizados

Solucgéo Sanitizante 500,
2.250 e 4.000 pg.mL*

As solucbes, A, B, C, D e E foram aplicadas em trés processos

diferentes, sendo estes: i) Lavagem por aspersdo de carcacas de frango, com

agua contendo soforolipidios como agente sanitizante, simulando a lavagem de

carcacas pelo chuveiro de aspersdo, anterior ao primeiro ponto critico de

controle biolégico, na etapa de evisceracdo; ii) Lavagem por imersao de

carcacas de frango, com agua contendo soforolipidios como agente sanitizante,

simulando a lavagem das carcacas nos tanques de pré resfriamento; iii)

Lavagem por imersdo de cortes de frango, com agua contendo soforolipidios

como agente sanitizante.

)] Lavagem por aspersdo de carcacas de frango, com &qua contendo

soforolipidios como sanitizante, simulando a lavagem na etapa de

evisceracao

A lavagem por aspersdo de carcacas, com soforolipidios, simulando a

lavagem de carcacas pelo chuveiro de aspersdo, anterior ao primeiro

ponto critico de controle biologico, na etapa de evisceragdo consistiu na

aplicacdo de 500mL das solucdes A, B, C, D e E, por asperséo,

utilizando frascos descartaveis, nas amostras de carcacas, com trés

repeticbes para cada tratamento para avaliar o efeito sanitizante dos

soforolipidios aplicados por aspersao.
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Soforolipidios
500, 2.250 e 4.000
pg.mL-*

]
mi \ %L
'l"\
- \
4 -
-
:
Solugdo controle: Aplicagdo de Aspersdo das Saco estéril para Semeado 1mL em Placas
Agua e Agua + 500 mL de solugdes nas armazenamento das 3M*R
Etanol 45% solugdo nas carcacas de frango amostras
Solugdo carcagas

sanitizante:

Lavagem por imersdo de carcacas de frango, com aqua contendo

soforolipidios como sanitizante, simulando a lavagem das carcacas nos

tanques de pré resfriamento.

A lavagem por imersdo de carcacas, com soforolipidios como
sanitizante, que simulou a lavagem das mesmas nos tanques de pré
resfriamento, consistiu na imersdo das carcacas em 500mL das
solugbes A, B, C, D e E, para cada amostra, sendo trés carcacas por
tratamento, permanecendo 30, 60 ou 90 minutos, e trés repeticdes por
tratamentos. Os tempos de exposicado foram determinados levando em
consideracdo os tempos dos tanques de pré resfriamento, pré chiller,

chiller 1 e chiller 2.

Carcaga de frango
eviscerada

Solugdo controle:
Agua e Agua +
Etanol 45%
Solugédo
sanitizante:
Soforolipidios
500, 2.250 e 4.000
pg.mL-*

Imers#o das carcagas de
frango em solugdes
controles e sanitizantes

Saco estéril para
armazenamento das
amostras

Semeado 1mL em Placas
3MR




50

i) Lavagem de cortes de frango, por imersdo, com solucdo contendo

soforolipidios como agente descontaminante.

O teste consistiu na imersao de cortes de frango “peito sem 0sso e sem
pele” (100 g cortadas em quadrados de 2cm x 2cm) em 500mL das
solucbes A, B, C, D e E, em frascos de Erlenmeyers, permanecendo 30,
60 ou 90 minutos, e trés repeticdes por tratamentos. Ao final de cada
tempo de tratamento, as amostras de cortes foram coletadas em sacos
plasticos estéreis e destinadas ao congelamento.

M'("‘ )

<

. A et - 5, :
' T e gt y 9
S R o Ny, -
Cortes de Franeo Solugdo Cortes de Frango imersa em solucgo controles e Coleta das Plagueamento em Placas

controle: sanitizantes amostras 3M*
Agua, Agua +
Etanol 45%
Solucdo
sanitizante:
Soforolipidios
500, 2.250 e
4.000 pg.mt-!

4.5.2.3 Analises microbiolégicas

Ao final dos tratamentos, as amostras de carcacas, agua de lavagem e
cortes de frango, foram coletadas, individualizadas, em sacos plasticos estéreis
e mantidas sob congelamento a temperatura maxima de -12°C e as analises
microbiolégicas foram realizadas com 25 g de cada amostra (carcaca / 4gua de
lavagem). As analises microbiologicas foram realizadas com 25 g de cada
amostra (carcaca, agua ou corte), sendo as amostras de carcacas compostas
por um pool de pele do pescoco e de peito e parte da cloaca. As porcdes de 25
g foram homogeneizadas em stomacher por 2 minutos com 225 mL de agua
peptonada tamponada a 35-37 °C por 24h e semeadas em placas para o
isolamento e contagem das unidades formadoras de colbénias (UFC) de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, coliformes termotolerantes e aerébios
mesofilos.

Staphylococcus aureus

A contagem de S. aureus foi realizada utilizando placas Petrifilm 3M™

contendo o meio cromogénico Baird-Parker modificado, o qual é seletivo e
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diferencial para S. aureus. Para o teste, foi adicionado 1 mL da amostra de 25
g com agua peptonada diretamente sobre a placa e realizada pressao para que
a aliguota espalhar de forma uniforme sobre a &area da placa. Apés a
solidificacdo do gel da placas, as mesmas foram incubadas na posicéo
horizontal, com o lado transparente para cima, em pilhas de até 20 placas a 35°
C por 24h. Apos o periodo de incubacéo, foi observado as cores da colénia. As
placas sem crescimento de coldnias, placas contendo somente colbnias
vermelha-violeta e placas contendo somente colonia azul-esverdeada néo
foram submetidas ao procedimento de confirmacédo através de discos. Os
discos de confirmacao foram utilizados nas placas que apresentavam colonias
vermelha-violeta, e logo apés foram contadas as colénias vermelha-violeta e
expressas como unidades formadoras de colbnia de S. aureus. Foi expresso
como negativo para S. aureus as demais coldénias com as caracteristicas de
descritas.

Escherichia coli

A contagem de E. coli foi realizada utilizando placas Petrifilm 3M™ que
continham nutrientes cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio e glucuronidase, que é
um indicador que forma um precipitado azul em torno da colénia de E. coli.
Para o teste, foi adicionado 1 mL da amostra de 25 g com agua peptonada
diretamente sobre a placa e realizada pressao para que a aliquota espalhar de
forma uniforme sobre a area da placa. As placas foram incubadas na posicao
horizontal, com o lado transparente para cima, em pilhas de até 20 placas a 35
°C por 24h. A andlise e contagem de colbnias foi realizada apos o tempo de
incubacdo calculando assim o numero de unidades formadoras de col6nias
(UFC) por grama da amostra, multiplicando o numero de coldnias pelo inverso
da diluicdo inoculada.

Coliformes termotolerantes

A contagem de coliformes termotolerantes foi realizada utilizando
placas Petrifilm 3M™ contendo nutrientes do meio Vermelho Violeta Bile (VRB),
um agente geleificante solivel em agua fria e um indicador tetrazélico que
facilita a enumeracdo das colbnias. Para o teste, foi adicionado 1 mL da
amostra de 25 g com agua peptonada diretamente sobre a placa e realizada
pressdo para a aliquota espalhar de forma uniforme sobre a area da placa.

Apés a solidificacdo do gel das placas, as mesmas foram incubadas na posi¢ao
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horizontal, com o lado transparente para cima, em pilhas de até 20 placas a 44
+ 1 °C por 24h, com umidificacdo da estufa. Coliformes termotolerantes
produzem colbnias vermelhas associadas a bolhas de gas. Assim sendo,
colénias caracteristicas que crescem na placa de coliformes termotolerantes
produzem &cido, fazendo com que o indicador de pH torne a cor do gel
vermelho mais escuro. O gés retido ao redor das colénias vermelhas indica a
presenca de coliformes. Colénias ndo associadas ao gas (uma distancia maior
do que uma colbnia de didmetro entre a colénia e a bolha de gas) ndo foram
consideradas coliformes termotolerantes. Usando este critério, foi calculado o
namero de unidades formadoras de colénias (UFC) por grama da amostra,
multiplicando o nimero de coldnias pelo inverso da diluicdo inoculada.

Aerdbios mesofilos

A contagem de aerdbios mesofilos foi realizada utilizando placas
Petrifilm 3M™, contendo cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio como indicador do
crescimento bacteriano. No caso de resultado positivo para o grupo aerébios
mesofilos, h4 o aparecimento de colbnias de cor vermelha, em placas prontas
em forma de cartdo, cobertas por um filme plastico impregnado de meio de
cultura na forma de gel solavel. Para o teste, foi adicionado 1 mL da amostra
de 25 g com agua peptonada diretamente sobre a placa e realizada presséo
para que a aliquota espalhar de forma uniforme sobre a area da placa. Apés a
secagem as placas foram incubadas a 35 °C por 48 h. A andlise e contagem de
colénias positivas foi realizada apés o tempo de incubacéo calculando assim o
namero de unidades formadoras de colbénias (UFC) por grama da amostra,

multiplicando o nimero de colbnias pelo inverso da diluicdo inoculada.

4.2.6 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas através de Estatistica

Descritiva e Redes Neurais Artificiais (RNA).

4.2.6.1 Estatistica descritiva

As andlises estatisticas dos resultados obtidos foram realizadas
através do software STATISTICA For Windows Versao 10.0 (STATSOFT,
2010).
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4.2.6.2 Redes neurais artificiais (RNA ou ANN)

A rotina de RNA do tipo SOM desenvolvida foi aplicada usando a rotina

do software Matlab, topologia da rede 12x12 hexagonal.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PRODUCAO DE SOFOROLIPIDIOS

A produgcdo de soforolipidios realizada em biorreator obteve um
rendimento de 46,41% e atingiu 69,83 g.L* em 288 h de fermentagdo. Os
parametros fermentativos influenciam a producdo de soforolipidios e as
estruturas formadas, afetando as propor¢cdes de formas acidicas e lactbnicas
(RIBEIRO et al.,, 2015; VAN BOGAERT et al., 2011). As analises de
caracterizacdo estrutural, evideciaram a predominancia das estruturas
lactdnicas, resultados correspondentes aos de Silveira et.al. (2019). Casas e
Garcia-Ochoa (1999), Davila et al. (1992) e Hu e Ju (2001) relataram que as
estruturas lactbnicas sao altamente produzido durante a fase estacionaria ap6s
100-250 h de fermentacdo. Portanto, o tempo de fermentacdo € um parametro
substancial para direcionar a producdo de estruturas soforolipidicas
especificas, que definir aplicacdes especificas, como atividade antimicrobiana
(VAN BOGAERT et al., 2007; ZHANG et al., 20162).

5.2 SOFOROLIPIDIOS COMO SANITIZANTE, APLICADOS POR ASPERSAO E IMERSAO EM

CARCACAS E CORTES DE FRANGO

Os resultados obtidos estdo apresentados na forma de artigo cientifico

(1), patentes (4), artigo de reviséo (1) e capitulo de livro (1).

5.2.1 Artigo Cientifico

Artigo submetido “RESEARCH, SOCIETY AND DEVELOPMENT”
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Soforolipidios de Starmerella bombicola, como sanitizante, na lavagem de

carcacgas por aspersao e imersao, no abate e processamento de aves.

Christiane Aparecida Urzedo Queiroz Freitas !, Victéria Akemi Itakura Silveiral,
Dionisio Borsato!, Guilherme Biz!, Mayka Reghiany Pedrdo?, Maria Antonia Pedrine

Colabone Celligoi**

1Department of Biochemistry and Biotechnology, Centre of Exact Science, Londrina State University, Parana-Brazil, 2

Federal Technological University of Parana, Parana-Brazil.

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo aplicar soforolipidios produzidos pela
levedura Starmerella bombicola, como sanitizante, na agua de lavagem de
carcacas de frango, simulando as etapas do abate e processamento por
aspersao e imerséo de aves contra 0s microrganismos Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, coliformes termotolerantes e aerébios mesofilos. Para essa
avaliacdo foram aplicadas solucdes de soforolipidios a 500, 2.250 e 4.000
ug.mL! para verificar o efeito antimicrobiano. Os resultados avaliados
demonstraram que a sanitizacao por aspersao a reducdo mais significativa foi
com a solucéo de soforolipidios a 4.000 pg.mLt, com a reducdo de 1,32 para
S. aureus; 1,47 para E. coli; 1,43 para coliformes termotolerantes e 1,05 para
aerébios mesdfilos. Na agua de imersdo, a acdo sanitizante aumentou
gradativamente com o tempo de exposicdo. Ocorreu a reducado total das
células viaveis com 90 minutos com 2.250 ug.mL* de soforolipidios e com 30
minutos na concentracdo de 4.000 yg.mLt. Os soforolipidios mostraram um
potencial inovador contra 0s microrganismos contaminantes da industria
avicola, podendo ser um novo agente sanitizante trazendo maior seguranca

alimentar aos produtos da inddstria avicola.

Palavras chaves: Biossurfactante; Qualidade microbiologica; Industria

avicola; Antimicrobianos.
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SOPHOROLIPIDS by the Starmerella bombicola AS SANITIZER IN
CARCASS WASHING BY ASPERSION AND IMMERSION IN
SLAUGHTERING AND POULTRY PROCESSING

ABSTRACT

This work aimed to apply sophorolipids produced by the yeast
Starmerella bombicola, as a sanitizer, in the washing water of poultry
carcasses, simulating stages of slaughter and processing by spray and
immersion of birds against the microorganisms Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, thermotolerant coliforms and mesophilic aerobes. For this
evaluation, solutions of sophorolipids at 500, 2,250 and 4,000 ug.mL! applied
to verify the antimicrobial effect. The evaluated results demonstrated that the
most significant reduction in spray the most significant reduction was obtained
when the solution containing 4,000 pg.mL!' was sprayed, with a reduction of
1.32 for S. aureus, 1.47 for E. coli, 1.43 for thermotolerant coliforms and 1 .05
for mesophilic aerobes. In immersion water, the sanitizing action gradually
increased exposure time. There was a total reduction of viable cells at 90
minutes with 2,250 ug.mL* of sophorolipids and 30 minutes of exposure to the
concentration of 4,000 yg.mL*. Sophorolipids showed an innovative potential
against contaminating microorganisms in the poultry industry, and could be a
new sanitizing agent bringing greater food security to products of the poultry

industry.

Key words: Biosurfactant; Microbiological quality; Poultry industry;

Antimicrobials
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SOFOROLIPIDOS LA Starmerella bombicola COMO DESINFECTANTE EN
LAVADO DE CANALES POR ASPERSION E INMERSION EN SACRIFICIO Y
TRATAMIENTO DE AVES

RESUMEN

Este trabajo tuvo como objetivo aplicar soforolipidos producidos por la
levadura Starmerella bombicola, como desinfectante, en el agua de lavado de
canales de pollo, simulando dos etapas de sacrificio y procesamiento por
aspersion e inmersion de aves contra los microorganismos Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, coliformes termotolerantes y contaminacion aerdbica
mesofila. Para esta evaluacion, se aplicaron la solucion de soforolipidos a 500,
2.250 y 4.000 pg.mL* para verificar el efecto antimicrobiano. Los resultados
evaluados demostraron que la reduccion mas significativa de la aspersion se
obtuvo cuando se asperjé la solucién que contenia 4.000 pug.mL* con una
reduccion de 1,32 para S. aureus, 1,47 para E. coli, 1,43 para coliformes
termotolerantes y 1 .05 para aerobios mesoéfilos.En agua de inmersion, la
accion higienizante aumenta gradualmente con el tiempo de exposicion. Hubo
una reduccion total de células viables a los 90 minutos con la concentracion de
2250 pg.mL* y 30 minutos de exposicion a la concentracion de 4,000 ug.mL2.
Los soforolipidos mostraron un potencial innovador contra los microorganismos
contaminantes en la industria avicola y podrian ser un nuevo agente
desinfectante que brinde mayor seguridad alimentaria a los productos de la

industria avicola.

Palabras clave: Biosurfactante; Calidad microbioldgica; Industria avicola;

Antimicrobianos.
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1. INTRODUCAO

Maior exportador e segundo maior produtor mundial de carne de
frango, o Brasil enfrenta rigidas exigéncias sanitarias dos paises importadores.
Assim a preocupacdo das empresas com 0s niveis de contaminagdo nas
industrias leva a estudos para utilizacdo de novos sanitizantes, nas etapas de
abate e processamento de aves, para reduzir a contaminagdo na carne e
consequentes perdas econdémicas (ABPA, 2019). Segundo Holley e Gill (2005),
o interior do produto carneo é considerado estéril até o momento da exposicao,
sendo a contaminacgdo de carcacas devido a rupturas das visceras durante os
processos de evisceracao (Silva, Naas, Moura, 2009).

O Brasil estabelece o critério de auséncia de contaminacédo visual
interna e externa nas carcacas antes da entrada do chiller (Brasil, 1998).
Embora contestada, essa regra se baseia no pressuposto de que o material
gastrintestinal é fonte primaria de patégenos de origem alimentar e, quando
presente nas carcacas na entrada do pré-resfriamento, pode ser uma fonte de
contaminacgao cruzada dentro do chiller (Brizio, Isolan, Salles, Prentice, 2013).
Os abatedouros de aves dos Estados Unidos utilizam lavadores de carcagas, a
fim de cumprir o limite critico de tolerancia zero para contaminacao
gastrintestinal visivel (Northcutt et al. 2005).

A lavagem das carcacas no abate de aves, como alternativa ao refile a
faca para remover a contaminacdo por conteddo gastrointestinal visivel no
processamento de aves é permitida e utilizada nos Estados Unidos, Canada e
nos Estados-membros europeus, e indicada e aceita como equivalente ao
sistema de refile, por 6rgdos internacionais como Codex Alimentarius (USDA,
2016; Hugas e Tsigarida, 2008; CFIA, 2013) e foi adotado no Brasil, sendo o
sistema de lavagem de carcacas considerado superior tanto o aspecto
microbiolégico quanto operacional (FSIS, 1998; Brasil, 2011; Depner, 2015;
Isolan et al. 2019).

A reducdo da populacdo microbiana superficial da carcaca pela
lavagem depende da pressao, da temperatura, do tempo e do volume de agua
utilizado na lavagem, além da aplicacdo ou ndo de coadjuvantes com acao

sanitizante, onde alguns ja foram aprovados e utilizados nos Estados Unidos e
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Europa, trazendo assim vantagens que podem resultar em maior seguranca
dos alimentos (Bolder, 1997; Isolan et al. 2019).

O sistema de lavagem de carcacas € utilizado em plantas
processadoras de aves nos Estados Unidos, como um chuveiro final na linha
de evisceracao, objetivando o atendimento das diretrizes governamentais, que
determinam toleré&ncia zero para contaminagao fecal em carcagas que entram
no sistema de resfriamento. No Canada e em paises membros da Comunidade
Europeia, o sistema de lavagem de carcacas também é aceito, bem como em
organismos internacionais como o0 Codex Alimentarius (FSIS, 1998; Brasil,
2011; Meat, 2013; Isolan et al. 2019). Agentes antimicrobianos naturais, como
os soforolipidios, sdo de grande relevancia para a tentativa de melhorias no
produto, tanto na questdo de saude na substituicdo de aditivos quimicos,
guanto na reducdo da carga microbiolégica e aumento da vida de prateleira,
bem como na reducdo dos custos de producdo e contaminacdo do meio
ambiente. Os soforolipidios pertencem a classe dos glicolipidios, sé&o
metabdlitos secundérios produzidos por muitas leveduras ndo patogénicas, a
partir de acucares e lipideos, secretados para o meio extracelular como uma
mistura de compostos de estruturas quimicas relacionadas (Cooper e Paddock,
1983). O principal microrganismo produtor é a levedura ndo patogénica
Starmerella bombicola, devido aos seus altos rendimentos de producao
bastante expressivos e baixa toxicidade (Hipdlito et al. 2020; Silveira et al.
2020).

Os soforolipidios sdo moléculas anfipaticas ou anfifilicas formadas por
uma porcdo hidrofilica e uma porcdo hidrofébica. A fracdo hidrofilica é
composta de um dissacarideo sefarose (2’-O-B-D-glicopiranosil-p-
glicopiranose) ligados a uma fracdo hidrofébica composta de uma longa cadeia
de acido graxo através de uma ligacao B-glicosidica (Asmer et al.1988). Sao
sintetizados em altas concentracfes tornando esse grupo de moléculas
particularmente atrativo para producdes comerciais e futuras aplicacOes,
considerando os aspectos de seguranca (Paulino et al. 2016; Van Bogaert et al.
2007). Os substratos normalmente empregados na sintese da molécula de
soforolipidios sao carboidratos e acidos graxos (Van Bogaert et al. 2007).

A acdo antimicrobiana dos soforolipidios esta relacionada a sua

natureza anfifilica, a qual através de interacdes sinérgicas entre as por¢oes da



60

soforose e acido graxo produz o efeito surfactante, sendo capaz de diminuir a
tensdo interfacial e superficial de compostos e materiais, e assim promover
alteracOes da adesédo de microrganismos (Pontes et al. 2016; Valotteau et al.
2017). Sua acao envolve mecanismos de desestabilizacdo e alteracdo da
permeacdo da membrana, o que leva a ruptura e extravasamento do contetdo
celular (De Oliveira et al. 2015; Dengle-Pulate et al. 2014; Fracchia et al. 2015;
Silveira et al. 2019). Lydon et al. (2017) destacam que os efeitos
antimicrobianos dos soforolipidios dependem da sua estrutura e da classe da
bactéria, fato inter-relacionado a sua especificidade de acdo em membranas,
uma vez que existem diferencas estruturais nesses dois grupos de bactérias.

Os soforolipidios sdo eficazes como agente bactericida
independentemente de seu contetdo acidico e/ou lactbnico, capaz de induzir
morte células planctbnicas tanto de bactérias quanto de fungos, sendo
comparavel aos antimicrobianos convencionais (Hipdlito et al. 2020; Silveira,
Freitas, Celligoi, 2018). Os soforolipidios interferem na formacdo de biofilmes
em concentracdes superiores a 5% (v/v) (Diaz de Rienzo et al. 2015), e sua
atividade antimicrobiana contra patdgenos alimentares (Zhang et al. 2016) e
bactérias degradantes em curtumes de couro (Solaiman et al. 2016) ja foi
evidenciada quando utilizado na limpeza e sanitizacdo nestas industrias.

A levedura S. bombicola tem sido estudada pelo nosso grupo de
pesquisa quanto as producdes e aplicagcdes, como Minucelli et al. (2017)
obtiveram a producdao significativas em gordura residual da industria de frango
e aplicacdo na biorremediacdo de solos contaminados. Silveira et al. (2019)
avaliaram a producdo e a atividade antimicrobiana dos soforolipidios
produzidos em acido oleico e comprovaram a acao contra microrganismos
contaminantes da industria avicola (Clostridium perfringens e Campylobacter
jejuni. Fontoura et al. (2020) produziram soforolipidios neste mesmo substrato
e avaliaram a acdo dos contra patdogenos humanos, mostrando eficiente
resultados contra bactérias Gram-negativas (Proteus mirabilis, E. coli,
Salmonella enterica subsp. enterica) e Gram-positivas (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans). Hipolito et al. (2020)
confirmaram a acdo antimicrobiana dos soforolipidios produzidos em acido
oleico contra fungos da area de alimentos (Aspergillus flavus, A. melleus, A.

ochraceus, A. parasiticus, A. niger, Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea e
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Rhizopus spp.). Hipdlito et al. (2021) comprovaram a ac¢do contra o fungo
Botrytis cinerea em filmes de amido de mandioca.

Diante do exposto este trabalho teve como objetivo aplicar
soforolipidios produzidos pela levedura Starmerella bombicola, como
sanitizante, na agua de lavagem de carcacas de frango, simulando as etapas
do abate e processamento, para reducdo de contaminantes bem como
manutengcdo da inocuidade das carcagas contra 0S microrganismos
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, coliformes termotolerantes e aerobios

mesofilos, pelos tratamentos de aspersao e imersao.

2. METODOLOGIA

2.1. AMOSTRAGEM

As carcacas de frango foram coletadas da industria avicola de
Rolandia, situada no norte do Parana, Brasil de forma aleatéria na etapa de
evisceracdo, imediatamente anterior ao processo a ser avaliado, em um
periodo maximo 60 segundos, com cuidado das mesmas pertencerem ao
mesmo lote de aves vivas e com mesma regulagem de equipamentos,
garantindo assim uma semelhanca. Apés coletadas, foram acondicionadas em
embalagem plastica. Apos cada tratamento as amostras de &agua e as
carcacas, foram acondicionadas, individualizadas, em sacos plasticos estéreis
e mantidas congeladas a temperatura maxima de -12°C até o transporte para
laboratorio de analise microbiolégicas. O transporte até o laboratorio foi

realizado em caixa térmica.

2.2. TRATAMENTO DAS AMOSTRAS COM SOFOROLIPIDIOS

Os soforolipidios, produzidos por S. bombicola, foram caracterizados
com predominancia de formas lactonicas, foram liofilizados e utilizados para os

diferentes tratamentos. Foi realizado teste de solubilidade dos soforolipidios,
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sendo que foi soluvel em concentragbes de etanol 245% em agua (v/v).
Posteriormente, os soforolipidios foram solubilizado em etanol a 45% de para
compor as solucdes dos tratamentos. Cinco solugdes foram preparadas sendo
dois controles: agua (A); agua + etanol 45% (B) e trés solugcbes sanitizantes
etanol com de 500, 2.250 e 4.000 pg.mL* de soforolipidios em etanol a 45%
(C, D e E), respectivamente. As solugbes foram submetidas a banho de
ultrassonico por 20 minutos.

As solugbes, A, B, C, D e E foram aplicadas em dois diferentes
tratamentos, aspersdo e imersdo sendo aspersao das carcagas simulando a
lavagem de carcacas pelo chuveiro de aspersdo, anterior ao primeiro ponto
critico de controle biolégico, na etapa de evisceracdo e imersédo de carcacas,
por 30, 60 e 90 minutos, simulando a lavagem das carcagcas nos tanques de

pré resfriamento.

2.2.1. Lavagem por asperséo de carcagas

A aspersdo de carcacas, com soforolipidios, simulando a lavagem de
carcacas pelo chuveiro, anterior ao primeiro ponto critico de controle bioldgico,
na etapa de evisceragao consistiu na aplicacdo de 500mL das solu¢bes A, B,
C, D e E, por aspersdo, utilizando frascos descartaveis, nas 15 amostras de
carcacas, com trés repeticdes para cada tratamento.

2.2.2. Lavagem por imersao de carcacas

A imersdo das carcacas, em solucdo contendo soforolipidios como
sanitizante, simulou a lavagem das carcagas nos tanques de pré resfriamento,
consistiu na imersdo das carcacas em 500mL das solucdes A, B, C, D e E,
para cada amostra, sendo trés carcacas por tratamento, permanecendo 30, 60
ou 90 minutos, e trés repeticbes por tratamentos. Os tempos de exposicédo
foram determinados levando em consideragdo os tempos dos tanques de pré

resfriamento, pré chiller, chiller 1 e chiller 2.
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2.3. ANALISES MICROBIOLOGICAS

Ao final dos tratamentos, as amostras de agua e das carcacas, foram
coletadas, individualizadas, em sacos plasticos estéreis e mantidas sob
congelamento a temperatura maxima de -12°C e as analises microbiol6gicas
foram realizadas com 25 g de cada amostra de carcaca e com a agua de
lavagem. As amostragem consistiu de pele do pescoco, peito e cloaca. As
amostras foram homogeneizadas em 225 mL de 4gua peptonada tamponada a
35 a 37 °C por 24h. Para a andlise dos microrganismos, 1 mL da agua
peptonada foi semeado em placas petrifilm 3M™ para o isolamento e contagem
das unidades formadoras de colénias (UFC) de S. aureus, E. coli, coliformes
termotolerantes e aerdbios mesofilos com meio de identificacdo seletivo
especifico para cada microrganismo. Os meios seletivos adicionado para S.
aureus foi cromo génico Baird-Parker. Para E. coli foram usadas as placas
contendo cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio e glucuronidase. Para coliformes
termotolerantes as placas continham o0 meio em o0s nutrientes do meio
Vermelho Violeta Bile (VRB) e um agente geleificante solivel em agua fria e
um indicador tetrazélico que facilita a enumeracao das colbnias. Para aerébios
mesofilos as placas continham nutrientes e o 2,3,5-trifeniltetrazélio cloreto
como um indicador do crescimento bacteriano. As analises foram realizadas

em triplicata.

2.4. ANALISES ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas através da Estatistica
Descritiva e Redes Neurais Atrtificiais (RNA). A rotina de RNA do tipo SOM
desenvolvida foi aplicada usando a rotina do software Matlab, topologia da rede
12x12 hexagonal. e a estatistica descritiva foi realizada através do software
STATISTICA For Windows Verséo 10.0 (Statsoft, 2010), na qual os resultados

obtidos s&o analisados e comparados numericamente.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. SOFOROLIPIDIOS COMO SANITIZANTE APLICADOS POR ASPERSAO
EM CARCACAS DE FRANGO

A aplicagdo dos, soforolipidios, em diferentes concentragdes, mostrou
eficacia no controle de S. aureus, E. coli, coliformes termotolerantes e aerdbios

mesofilos, os resultados estdo apresentados na Tabela 1.

Pelas andlises foi possivel verificar um incremento da agéo
antimicrobiana com o aumento da concentracdo do biossurfactante
soforolipidios. Apds a aspersao das solucdes sanitizantes foi observado uma
reducdo da populacéo de células viaveis, em ciclos logaritmicos para os quatro
grupos dos microrganismos estudados. A redugao mais significativa foi obtida
qguando aspergida a solucdo contendo 4.000 pg.mL™?, sendo que ocorreu uma
reducdo de 1,32 para S. aureus; 1,47 para E. coli; 1,43 para coliformes

termotolerantes e 1,05 para aerébios mesdofilos.
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Tabela 1 — Efeito de soforolipidios a 500, 2.250 e 4.000 pug.mL* aplicados por
aspersao, em carcacgas de frango contra Staphylococcus aureus, Escherichia

coli, coliformes termotolerantes e aerébios mesofilos

Soforolipidios

) i .mL?
Tratamento Agua Agua + (s :
Etanol

500 2.250 4.000
SAurels | 303:0,05% 2,99:0,03° 2,970,070 1,970,09°  1,71:0,14¢
(log UFCl/g)
E. coli 3,00£0,02* 2,96+,026" 2,62:0,07° 1,96+0,08"  1,62+0,15°
(log UFCl/qg)
Coliformes

termotolerantes | 3,20+0,01* 3,06+0,02° 2,85+0,08° 2,05+0,07¢  1,77+0,09¢
(log UFC/qg)

Aerbbios
mesobfilos 5,19+0,03% 5,09+0,04°> 5,06+0,03*° 5,08+,03° 4,14+0,06¢
(log UFC/qg)

Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas pelo teste de Krsukal-wallis (p<0,05)
para cada microrganismo. As letras correspondem a comparagdo de cada tratamento para um

determinado microrganismo.

Os resultados para S. aureus evidenciam que as solu¢des controles e a
solucdo contendo 500 pg.mLt de soforolipidios apresentaram efeitos
antimicrobianos semelhantes, ou seja, nao diferiram entre si, todavia ao
aumentar as concentracdes de soforolipidios nas solu¢des sanitizantes para
2.250 e 4.000 pyg.mL?, ocorre uma diminuicdo das unidades formadoras de
colénias. O tratamento com 4.000 pg.mL?! de soforolipidios apresentou o
melhor efeito sanitizante.

Os dados da Tabela 1, demonstram que o efeito antimicrobiano das
solucbes a 500 e 2.250 pg.mL?t, contra aerébios mesoéfilos foi baixa, com
reducdo de 0,1 log de unidades formadoras de coldnias por grama de amostra,
entretanto o tratamento com a solucdo a 4.000 pug.mL! apresentou reducéo
mais significativa.

Os mapas obtidos por redes neurais, apresentados na Figura 1A, 1B,

1C e 1D, validam os resultados apresentados na Tabelal, e evidenciam a
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suscetibilidade das quatro cepas estudadas diante do sanitizante,
soforolipidios.

A acdo sanitizante dos soforolipidios nas carcacas é indicado pelas
cores, ou seja, 0s tratamentos contidos na regido de uma mesma cor no mapa,
nao apresentam diferenciacdo, propondo semelhancas, por outro lado, quanto
mais distantes geograficamente, consequentemente, grupos com maior

diferenciacéao,

Figura 1 - Efeito dos soforolipidios a 500, 2.250 e 4.000 pg.mL* aplicados por
aspersdo em carcacas de frango contra Staphylococcus aureus (A),

Escherichia coli (B), coliformes termotolerantes (C) e aerdbios mesofilos (D).

Mapa de Pesos da Variavel Concentragdo de SPL na solugdo sanitizante aplicada em Carcagas de Frango contra S.aureus

SPL500 I ‘
Sy SPLS00  SPLsOD SPLsoD  STo00

©

8
SPL500 SPL500 SPL500 SPL500 26

Posicdo 2

Posigdo 1

(A) Staphylococcus aureus



Posicéo 2

67

u

Mapa de Pesos da Variavel Concentracdo de SPL na solugdo sanitizante aplicada em Carcacas de Frango contra E.coli
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Mapa de Pesos da Variavel Concentracdo de SPL na solugdo sanitizante aplicada em Carcagas de Frango contra Aerobios Mesofilos
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(D) Aerdbios mesofilos

O mapa referente ao S. aureus permite verificar que os tratamentos
com &agua, agua + etanol (E+A) e solucdo 500 pg.mL* (SPL 500), apresentam
similaridade e sdo diferentes dos tratamentos contendo soforolipidios em
concentracbes de 2.250 e 4.000 pug.mL?' (SPL 2.250 e SPL 4000). Fica
comprovado que existe uma tendéncia gradativa na eficiéncia de agao
antibacteriana com o aumento da concentragdo do composto na solucao,
sendo as bactérias aerdbias mesofilas mais susceptiveis, seguidas do S.
aureus, coliformes termotolerantes, e finalmente E. coli com maior resisténcia,
ratificando os achados pela estatistica descritiva. A diferente suscetibilidade
dos microrganismos aos soforolipidios pode ser explicada pelo efeito
surfactante da molécula. Esse efeito envolve interacfes sinérgicas entre a
porcdo da soforose e os acidos graxos, resultando na desestabilizacdo da
membrana dos patdgenos e respectiva alteracdo na sua permeabilidade,
caracterizada pela ruptura da membrana plasmatica e extravasamento do
conteudo celular (Dengle-Pulate et al. 2013; Fracchia et al. 2015; Oliveira et al.
2015; Valotteau et al. 2017).

Todos os microrganismos estudados foram afetados proporcionalmente
com o aumento da concentracdo de soforolipidios. A maior suscetibilidade das

bactérias aerdbias mesdfilas € explicada pelo perfil Gram-positivas das
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mesmas. Por outro lado, os coliformes termotolerantes e E. coli, foram os
grupos nos quais o soforolipidios apresentou menor efetividade, acao esperada
devido a maior complexidade da parede celular dos referidos microrganismos.
A parede celular das bactérias Gram-negativas € composta por uma fina
camada de peptidoglicano e duas membranas, dificultando a interacdo do
soforolipidio com o envelope celular, por outro lado, a parede celular das
bactérias Gram-positivas é composta por uma camada de membrana envolvida
por uma espessa camada de peptidoglicano. (Dengle-Pulate et al. 2014; Zhang
et al. 2016). Essas diferencas no envelope celular também conferem cargas
diferentes as bactérias, onde as gram-negativas tém caracteristicas menos
hidrofébicas e mais negativas, tornando-as menos afetadas pelas alteracdes
superficiais promovidas pelo soforolipidio, possivelmente explicando a menor
suscetibilidade deste grupo.

Os resultados obtidos no nosso estudo, seguem o mesmo perfil que os
achados de Valotteau et al. (2017) que aplicaram soforolipidios a 50 pg.mL™*
em bactérias Gram-positivas e Gram negativas e comprovando melhor acéo
nas Gram-positivas. Hoa et al. (2017), utilizaram em seus estudos
concentracfes expressivamente maiores na inibicho dos referidos

microrganismos.

3.2. SOFOROLIPIDIOS COMO SANITIZANTE APLICADOS POR IMERSAO
EM CARCACAS DE FRANGO

A etapa de pré resfriamento visa a reducdo da carga microbiol6gica
das carcacas, no abate e processamento de aves. A lavagem das carcacas de
frango nos tanques pré resfriadores, chillers, no Brasil, atualmente é realizada
utilizando cloro, com o maximo de 5 ppm na agua de entrada (Brasil, 1998).
Assim, a utilizacdo de soforolipidios como agente sanitizante € uma alternativa
que pode ser usada, para melhorar a qualidade microbioldgica e sensorial da
carne por ser um antimicrobiano natural, ndo apresentando residuos téxicos

como produtos clorados.

Os resultados da aplicacao dos soforolipidios, como agente sanitizante,

na &agua utlizada para a lavagem por imersdo das carcacas, estdo
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apresentados na Tabela 2 e evidenciam a acado bactericida contra os
microrganismos, S. aureus, E. coli, coliformes termotolerantes e aerdbios

mesofilos, presentes em carne de frango.

Tabela 2 - Efeito dos soforolipidios a 500, 2.250 e 4.000 pg.mL* aplicados na
dgua de imersdo, em carcacas de frango, contra Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, coliformes termotolerantes e aerdbios mesofilos em diferentes

tempos de exposicao.

Soforolipidios (ug.mL1)

Parametros

Tratamento

Agua

Agua + Etanol 500 2.250 4.000
30" 3,09+0,0228A  3,03+0,043%8  2,92+0,026°A 2,15 +0,046% 0+0,00°A
S.aureus 60" 3,34+0,037%8  3,26+0,021bA 2,87+0,014°A 040,008  0+0,00%
(log UFC/qg)
90" 3,44+0,0225C  3.24+0,016P% 2,53+0,049°® 00,009  (0+0,00%
30" 3,05+0,0142C 2,89 +0,028°C 2,85+0,031PA  0+0,00°A  0+0,00°A
E.coli 60" 3,26+0,01128 3,25+0,009%A 2,80+0,036"®8  0+0,00°A  0+0,00°A
(log UFC/qg)
90" 3,40+0,010%A  3,14+0,029%®8 2,63+0,051<C 040,000  0+0,00%
30" 3,21+0,023%8  3,04+0,036°C  2,06+0,024bA 2,36 +0,070°" 00,009
Coliformes
termotolerantes 60" 3,49+0,013%A 3,38+0,022bA 2,91+0,020°A 2,09+0,089%8  0+0,00°A
(log UFC/qg)
90" 3,47+0,018%A 3,29+0,041b8 275+0,0228 040,009  0+0,00%
30" 3,14+0,016%® 3,07+0,03228 3,110,066 2,01+0,151°A 0+0,00°A
Aerdbios
meséfilos 60" 3,59+0,017%A 3,59+0,040%A 2,99+0,022bA 1,60+0,173® 00,009
(log UFC/qg)
90" 3,73+0,074%A 3,53+0,018"A 2,57+0,080%®  0+0,00¢  0+0,00%

Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas pelo teste de Krsukal-wallis e Tukey

(p=0,05). Letras minusculas comparam os diferentes tratamentos em um tempo especifico (Krsukal-wallis)
e Letras mailsculas compram os diferentes tempos para um tratamento especifico (Tukey).

Soforolipidios a 4.000 pg.mL* erradicou todos 0s microrganismos em
estudo, em carcacas de frango submetida a imersdo, nos trés diferentes

tempos de exposicdo. Ao aplicar a concentracdo de 2.250 ug.mL?, as células
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viaveis foram eliminadas apds o 60 minutos de exposicao para S. aureus, 30
minutos para E. coli e 90 minutos para coliformes termotolerantes e aerdbios
mesofilos.

Fontoura et al. (2020) demonstraram a acdo dos soforolipidios de S.
bombicola contra patégenos humanos, tanto em Gram-positivos, como S.
aureus e S. mutans quanto em Gram-negativos, como Escherichia coli e
Salmonella entérica, quando utilizado as concentragdes de 500 e 2.000 ug.mL-
1, Silveira et al.,, 2020 relataram acdo antimicrobiana de soforolipidios
incorporados em filmes biodegradaveis de acido polilatico contra L.
monocytogenes, S. aureus e Salmonella entérica.

Resultados anteriores de Joshi-Navare, Khanvilkar e Prabhune (2013
que aplicaram soforolipidios de S. bombicola com predominancia de formas
lactdnicas, nas concentragées 1.000 pg.mL? e 150 yg.mL? e verificaram a
inibicdo de E.coli e S.aureus respectivamente.

Neste trabalho os resultados demonstram a eliminacdo total da
contaminagdo presente na agua de imersdo, a partir de 30 minutos de
exposicdo, nas concentracées de soforolipidios de 2.250 e 4.000 pg.mL?,
sendo totalmente efetivas na reducdo da contagem das células de E. coli na
agua de lavagem, em quaisquer tempos de exposi¢cdo. Agua + etanol e 500
ug.mL! ndo apresentaram diferenca significativa comprovando a néo
interferéncia do etanol, que sédo correspondentes aos achados de Hoa et al.
(2017), que em estudos em carnes, ovos, molhos e cremes, obtiveram uma
concentragdo minima inibitéria de 4.500 pug.mL? de soforolipidios lacténicos
diacetilados contra S. aureus.

A acéo dos soforolipidios também foi estudada por Olanya et al. (2018)
gue reportaram acéo antibacteriana do soforolipidio de C. bombicola in vitro em
tomate pGs colheita, obtendo resultados de inibicdo de Listeria monocytogenes,
Salmonella enterica e Escherichia coli em concentracdes a partir de 50 pg.mL™.
Outros autores investigaram seu efeito em folhas de espinafre contaminadas
com Escherichia coli O157:H7, obtendo reducdes de 1,4 log UFC/folha logo
apos tratamento com 1% de soforolipidio e 3.6 log UFC/folha apds 7 dias de
armazenamento a 4°C (Zhang et al. 2016). Dengle-Pulate et al. (2014) testaram
soforolipidios de C. bombicola para a limpeza de frutas e vegetais, verificando

que o tratamento resultou em 90% de reducdo das células de Salmonella
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typhimurium ATCC 23564 e 99% em Escherichia coli ATCC 8739 apos 10
minutos. Erwinia chrysanthemi ATCC 11663 e Xanthomonas campestris ATCC
13951 foram reduzidas totalmente ap6s 10 minutos.

Pela Tabela 2, ap6s 30 minutos de exposicdo na solucdo de
soforolipidios a 4.000 pg.mL?! eliminou a contaminacdo de coliformes
termotolerantes presente na agua de imersédo. O controle 4gua e agua + etanol
e as solugdes de soforolipidios 500 e 2.250 pg.mL*?, respectivamente,
apresentaram diferencas significativas, com resultados decrescentes de
contagem, ap6s 30 minutos de imersdo. Ao analisar a exposi¢cao por 60
minutos, os resultados seguem a mesma tendéncia de reducdo apresentada no
tempo de 30 minutos, ou seja, uma reducdo linear com aumento da
concentracdo. No tempo de 90 minutos, as solugbes com concentracdes 2.250
e 4.000 pug.mL?* apresentam a maior eficiéncia antibacteriana, eliminando toda
a contaminacdo presente na agua de lavagem, seguida da solucdo de
soforolipidios 500 pg.mL.

Zhang et al. (2017) investigaram 0Ss mecanismos de acdo dos
soforolipidios e do etanol, como composto padrdo, contra a bactéria gram-
negativa Escherichia coli O157:H7. Os resultados mostraram que utilizando o
padrdo de etanol 20% ou o soforolipidios de formas isoladas, ndo houve
reducdo significativa da populacdo da bactéria. Na presenca de 10% de etanol,
nenhuma das formas acidicas e lactonicas obtiveram resultados promissores.
Contudo, reducdes significativas foram observadas em todos os soforolipidios
na presenca de 20% de etanol, sugerindo um efeito sinérgico entre eles e a
necessidade dessa concentracdo no aumento da atividade antimicrobiana do
soforolipidios.

Embora o etanol seja um desinfetante de uso comum, sua interacao
com soforolipidios ainda ndo é bem claro. Algumas hipéteses sao pela
capacidade do etanol de auxiliar na solubilizacdo do soforolipidios na agua, e
aumentar a interagdo com as membranas celulares. Outros possiveis
mecanismos podem estar relacionados com a desnaturagdo proteica
provocada pelo etanol, com conseguintes danos a membrana, permitindo maior
acdo do biossurfactante; e a maior fluidez da membrana ocasionada pela
presenca de etanol, que incentiva a troca do conteudo lipidico bacteriano por

acidos graxos mais fortes e complexos. Assim, na presenca de soforolipidios,
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as bactérias, na tentativa de manter a rigidez da membrana celular, podem
incorporé-lo, resultando na destruicdo da fung¢édo bacteriana normal (Glover et
al. 1999; Lang et al. 1989; Soufi et al. 2015).

As bactérias aerdbias mesdfilas também foram suscetiveis a acdo dos
soforolipidios e foram reduzidas quando submetidas a concentracdes
superiores a 2.250 pg.mL! no tempos minimo de 30 minutos e apds este
tempo concentracdo de 4.000 pug.mL* ocorreu auséncia total de contaminagéo.
Com as concentracGes de 500, 2.250 e 4.000 pg.mL?* de soforolipidios a 30
minutos de exposicdo a, houveram diferencas significativas e com resultados
decrescentes. Com 60 minutos de tratamento a reducao foi mais efetiva e em
90 minutos a 2.250 e 4.000 pg.mL* apresentaram uma total eficiéncia,
eliminando toda a contaminacado presente na agua de lavagem.

Os mapas obtidos por redes neurais, apresentados na Figura 2A, 2B,
2C e 2D, confirmam os resultados. Diante da exposicédo as solu¢des contendo
soforolipidios é evidente a suscetibilidade das quatro cepas estudadas a este
metabdlito, que foi indicada pelas regides de diferentes cores, e que pode se
visualizar as concentracfes e tempos de exposicdo com acdo semelhantes
pelas cortes iguais. Os tratamentos com 2.250 e 4.000 pug.mL* apresentaram
uma tendéncia a diferenciacdo para todos o0s microrganismos estudados,

demonstrando a eficiéncia dessas concentra¢gdes como um agente sanitizante.
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Figura 2 - Efeito dos soforolipidios a 500, 2.250 e 4.000 pg.mL aplicados por
imersdo em carcacas de frango nos tempos de 30, 60 e 90 minutos contra
Staphylococcus aureus (A), Escherichia coli (B), coliformes termotolerantes (C)

e aerobios mesdfilos (D)

Mapa de Pesos da Variavel Concentragdo do SPL como sanitizante contra S. aureus na agua de lavagem
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Posigéo 2

(c) Coliformes termotolerantes

Mapa de Pesos da Variavel Concentragao do SPL como sanitizante contra Aerobios Mesofilos na agua de lavagem
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Os mapas (Figura 2) descrevem o perfil antimicrobiano das diferentes
solucbes em tempos especificos de acdo, sendo possivel verificar pelas
regides de diferentes cores existéncia ou ndo de similaridade dos tratamentos.

Analisando o mapa referente ao microrganismo S. aureus, é possivel

verificar que os tratamentos com agua e agua + etanol (ETANOL) apresentaram
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a mesma acao contra o microrganismos estudado, nos diferentes tempos de
exposicdo, e estd proxima da é&rea apresentada para a solucdo com
concentracdo de 500 pg.mL* (SPL 500), para os tempos de 30 e 60 minutos. O
perfis se distanciam, sendo possivel afirmar que com acao intermediaria esta a
concentragdo de 500 pg.mL*, com 90 minutos (SPL 500 (90)), solugdo com
concentracédo de 2.250 pg.mL*com 30 e 60 minutos, (SPL 2250 (30) e (SPL
2250(60)). Os melhores foram com as solugdes de 2.250 pg.mL* por 90
minutos (SPL 2250 (90)) e 4.000 ug.mL? em qualquer tempo de exposicao.
Assim sendo, h4 uma tendéncia de eficiéncia de acdo bactericida com o
aumento da concentracdo do composto em solugdo, bem como, tempo de
exposicdo, confirmando os achados na estatistica descritiva.

O comportamento da E. coli diante dos diferentes tratamentos e
tempos esta demonstrado na Figura 2B, que apresenta quatro diferentes zonas
de atuacdo das solucdes aplicadas, ficando totalmente evidente que o0s
tratamentos 2.250 e 4.000 pg.mL* (SPL 2250 (90) e SPL 4000 (30), (60) e (90))
em qualquer tempo de exposi¢cdo possuem similaridade e possuem resultados
de acao antimicrobiana préximas a SPL 2.250 (30) e (60). Diante dos mapas
tem-se que a concentracdo de 2.250 pug.mL* de soforolipidios, € um ponto de
referéncia para agéo antibacteriana contra E. coli (Figura 2B), sendo este dado
correspondente a coliformes termotolerantes (Figura 2C).

Aerbdbios mesobfilos por se tratarem de cepas menos especificas,
apresentaram cinco diferentes regides (Figura 2D). As regides referentes das
solugdes 2.250 pg.mL* (90) e 4.000 pg.mL, (30), (60) e (90) sdo semelhantes
e mais opostas aos controles, demonstrando efetividade na agao

antimicrobiana.

4. CONCLUSAO

Os soforolipidios de S. bombicola apresentaram efeito antimicrobiano
contra os principais contaminantes da industria avicola, S. aureus, E. coli,
coliformes termotolerantes e aerdbios mesofilos, sugerindo sua utilizacdo como

sanitizante na agua de lavagem de carcacas de frango, para melhorar o
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controle da contaminacdo nas diferentes etapas do processo de abate e
processamento de aves

A aspersdo da solugdo com concentragdo de 4.000 pg.mL?! de
soforolipidios de S. bombicola foi eficaz na reducdo log UFC /g, sendo 1,32
para S. aureus, 1,47 para E. coli, 1,43 para coliformes termotolerantes e 1,05
para aerébios mesdofilos.

Soforolipidios S. bombicola a 4.000 yg.mL* a partir 30 minutos e a
2.250 pg.mL? por 90 minutos erradicaram S. aureus, E. coli, coliformes
termotolerantes e aerdbios mesofilos em carcacas de frango por imerséao.

O tratamento por imersédo, contendo soforolipidios como sanitizante, foi
mais eficiente na reducédo dos microrganismos contaminantes de carcacas de
frango.

A estatistica descritiva e as redes neurais completaram o entendimento
e confirmaram o efeito do tempo e do aumento das concentracdes do
soforolipidios como um agente antimicrobiano efetivo, e com perspectiva
inovadora de aplicacdo de um novo sanitizante no abate e processamento de

aves.
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5.2.2 Patente 1

Titulo: “Uso de soforolipidios de Starmerella durante a lavagem de carcacas
para redu¢ao microbiana apds a etapa de evisceragao de frangos de corte”.
Autores: Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi, Christiane Aparecida
Urzedo Queiroz Freitas, Victéria Akemi Itakura Silveira.

Protocolada em: 30/06/2020 (processo BR 10 2020 013479 5) (3)

Resumo: A invencdo proposta tem como objetivo o uso de soforolipidios,
produzido por uma espécie de Starmerella, como coadjuvante na agua utilizada
para lavar as carcacas apOs evisceracdo e avaliar sua efetividade como
sanitizante, contra coliformes termotolerantes e Escherichia coli. Os resultados
demonstraram que os soforolipidios foram eficazes no controle dos patégenos,
demonstrando ser um eficiente sanitizante, podendo ser usado como agente
descontaminante nas industrias avicolas, na etapa de eviscera¢do na lavagem
por aspersdo das carcacgas, reduzindo a contaminagdo, por -coliformes

termotolerantes e Escherichia coli.

5.2.3 Patente 2

Titulo: “Aplicagao de soforolipidios como sanitizante no sistema lavagem de
carcagas de frango por aspersao para reducdo de contaminacdo de aerébios

mesofilos”.

Autores: Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi, Christiane Aparecida

Urzedo Queiroz Freitas, Victéria Akemi Itakura Silveira, Nicole Pan.

Protocolada em: 12/03/2019 (processo BR 10 2019 004754 2 (2))
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Resumo: A invencao refere-se a aplicacéo soforolipidios, produzido a partir de
uma levedura do género Starmerella contra aerdbios meséfilos contaminantes
em carcacas de frango. Os resultados demonstraram que a concentragéo de
4.000 pg.mL-t de soforolipidio foi eficaz em diminuir a populagéo de aerébios
mesofilos em carcacas de frango, obtendo-se reducdo de 1 log da
contaminacdo presente desse grupo. Os resultados encontrados nessa
invencéo demonstraram viabilidade e facilidade de aplicagdo deste composto,
na lavagem de carcacas, durante o processo industrial controlando os

mesofilos, que sé@o os principais indicativos de qualidade na industria avicola.

5.2.4 Patente 3

Titulo: “Efetividade do soforolipidio como descontaminante na reducao de
coliformes termotolerantes e Escherichia coli na etapa de pré resfriamento de
aves”.

Autores: Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi, Christiane Aparecida
Urzedo Queiroz Freitas, Victéria Akemi Itakura Silveira.

Protocolada em: Outubro 2020 (processo BR 10 2021 004173 0(4))

Resumo: A invencdo tem como objetivo utilizar soforolipidios, produzidos por
Starmerella, como agente descontaminante, na agua de lavagem na etapa de
pré resfriamento de aves, local onde ocorre a lavagem propriamente dita das
carcacas, e verificar a interferéncia das varidveis, tempo de exposicdo e
concentracéo, na efetividade da acdo sanitizante deste composto, ou seja, a
reducdo logaritmica dos contaminantes das carcacgas, especificamente,
coliformes termotolerantes e Escherichia coli. Os resultados demonstraram que
o soforolipidio, foi eficaz no controle da populacdo de coliformes
termotolerantes e E.coli na agua de lavagem, sendo que quanto maior o tempo
de exposicdo dos microrganismos a este antimicrobiano, maior a eficiéncia do

mesmo.
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5.2.5 Patente 4

Titulo: “Aplicagao de soforolipidios para reducdo de contaminacao de aerdbios
mesofilos em cortes de frango”.

Autores: Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi, Christiane Aparecida
Urzedo Queiroz Freitas, Victoria Akemi Itakura Silveira, Mayka Reghiany
Pedréo, Alexandre Rodrigo Coelho, Amanda Hipdlito, Nicole Pan.

Protocolada em: 01/11/2018 (processo BR 10 2018 072522 (1))

Resumo: A invencdo tem como objetivo a avaliacdo da atividade
antibacteriana de soforolipidios, produzidos por espécie de Candida, em
aerobios mesofilos em cortes de frango. O soforolipidio produzido foi liofilizado
e os testes conduzidos em triplicada. Os resultados demonstraram que a
utilizacédo de soforolipidios no controle da populacdo de mesofilos aerdbios foi
eficaz. O aumento da concentracéo de soforolipidios reduziu o crescimento dos
mesofilos em 10%, 41% e 72% com 500, 2.250 e 4.000 pg.mL7,
respectivamente, demonstrando ser um eficiente sanitizante néo téxico. Assim,
a possibilidade de aplicacdo deste composto no processo de abate de aves

para o controle de mesdfilos pode ser de grande relevancia.

5.2.6 Artigo de Reviséo

Titulo: “Antimicrobial applications of sophorolipid from Candida bombicola: A

promising alternative to conventional drugs”.

Autores: Victoria Akemi Itakura Silveira, Christiane Aparecida Urzedo Queiroz
Freitas e Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi.

Publicado em: Journal of Applied Biology & Biotechnology

DOI: 10.7324/JABB.2018.60614

Link: https://www.jabonline.in/admin/php/uploads/308_pdf.pdf

5.2.7 Capitulo de Livro

Titulo do livro: Inovagdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 3


https://www.jabonline.in/admin/php/uploads/308_pdf.pdf
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Titulo do capitulo: Perspectivas de aplicacdo de soforolipidio microbiano na
indastria de alimentos.

Autores: Christiane Aparecida Urzedo Queiroz Freitas, Victoria Akemi Itakura
Silveira, Amanda Hipdlito e Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi.
Publicado em: Atena Editora, 2019.

DOI: 10.22533/at.ed.98019091012

Link: https://www.atenaeditora.com.br/post-artigo/23745

Resumo: Devido a crescente preocupacdo ambiental, a procura por
alternativas de produtos naturais que possam ser utilizados como aditivos
alimentares tem aumentado, abrindo uma nova oportunidade aos surfactantes
produzidos por microrganismos. O soforolipidio é um biossurfactante produzido
principalmente pela levedura Starmerella bombicola, que se destaca por
apresentar alta produtividade. O soforolipidio tem capacidade emulsificante,
atividade antimicrobiana e antiadesiva, que sdo caracteristicas com potencial
para aplicacdo na industria de alimentos. Sendo assim, 0 objetivo dessa
revisdo foi descrever a producdo e caracterizacdo de soforolipidio e as

potenciais aplicacdes na industria de alimentos.
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CONCLUSOES

o A producéo de soforolipidio em reator obteve um rendimento de 46,41%
e atingiu 69,83 g.L'! e os parametros fermentativos influenciaram a producéo

de soforolipidios e as estruturas formadas, predominando as formas lacténicas.

o Os soforolipidios produzidos pela Starmerella bombicola apresentaram
efeito antimicrobiano contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e os
grupos indicativos de contaminacdo coliformes termotolerantes e aerébios

mesofilos;

o A sanitizacdo de carcacas por aspersdao, com soforolipidio como
coadjuvante foi eficaz no controle da populacdo de S. aureus, E. coli,
coliformes termotolerantes e aerobios mesofilos. A concentracdo de 4.000
ug.mL? soforolipidios foi a mais eficaz e reduziu o crescimento de E. coli e
coliformes termotolerantes em 47,6% e 45% respectivamente, evidenciando a
potencial acao antibacteriana deste composto.

o A acdo antibacteriana de soforolipidios, utilizando como coadjuvante na
agua de lavagem por imersdo, aumenta gradativamente com o tempo de
exposicao, podendo-se concluir que em um tempo de exposi¢ao de 90 minutos,
é possivel utlizar a concentracdo de 2.250 ug.mL?' para uma reducdo
logaritmica semelhante a obtida por 4.000 yg.mL' em 30 minutos de

exposicao.

o Os soforolipidios sdo agente descontaminantes, podendo ser utilizado
como coadjuvantes, no sistema de lavagem de carcacgas, tanto por asperséo
como por imersdo, para o0 controle de S. aureus, E. coli, coliformes
termotolerantes e aerdbios mesdfilos, em diferentes etapas do processo de

abate e processamento de aves.

o Os soforolipidios sdo eficazes na redugdo logaritmica de aerdbios

mesofilos em cortes de frango, pds espostejamento.
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APENDICE A — Patente 1

“Uso de soforolipidios de Starmerella durante a lavagem de carcacas para

redugdao microbiana apds a etapa de evisceragao de frangos de corte”.

Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoil, Christiane Aparecida Urzedo
Queiroz Freitas?, Victoria Akemi Itakura Silveira?.

1Departamento de Bioquimica e Biotecnologia, Centro de Ciéncias Exatas Universidade Estadual de

Londrina, Parana-Brasil.

1. INTRODUCAO

A lavagem de carcacas na etapa de evisceracdo, € uma alternativa
legal no controle de patégenos no abate de aves, ou seja, remocdo da
contaminacgdo visivel por agua, através de chuveiros, com vazao e pressao
controladas, instalados nas linhas, pos acéo fiscal. Este procedimento visa a
remocdo do conteudo gastrointestinal interno e externo das aves, exceto
contaminacdo biliar, e foi fundamento em estudos pelas entidades privadas em
que o processo de lavagem é mais eficiente que o refile das carcacas na
retirada das contaminacdes, com menores perdas e também fundamentado
legalmente por legislagbes de paises como Canadé, EUA e Unido Europeia.
Diante assim, a Resolucdo n° 4 de 04 de outubro de 2011 (BRASIL, 2011)
autoriza a lavagem de carcacas no abate de aves, sendo que qualquer outra

tentativa a industria estaria infringindo as legislagfes de tal segmento.

Diversos estudos tém sido direcionados na busca de novos agentes
sanitizantes e antimicrobianos, no entanto, no Brasil ainda ndo é permitida a
utiizacdo de qualquer adjunto ou composto descontaminantes no
processamento de abate das aves, sendo utilizado somente cloracdo da agua
de 0,2 a 2,0 ppm de cloro livre e méximo 5 ppm na dgua de renovacao dos pré
resfriadores (chillers) (BRASIL, 1998).

Estudos com agentes sanitizantes como cloro, derivados de &cidos

organicos (latico, acético, citrico, fumarico), sorbatos e benzoatos, fosfato
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trisodico (TSP), bactericidas (nisina), culturas starter (lactobacillos e
lactococcus), peroxido de hidrogénio, ozénio, tém sido constantes a fim de
legalizar tais coadjuvantes no abate e processamento de aves, com objetivo de
reduzir a contaminacdo de microrganismos presentes nas carcacas devido ao
rompimento do trato-intestinal nas etapas desde a apanha até evisceracao
(ANDERSON et al., 1977; BOLDER et al.,1997; HUGAS; TSIGARIDA, 2008;
DEPNER, 2015).

Os soforolipidios séo biossurfactantes compostos por um dissacarideo
de soforose unidos a uma cadeia de &cido graxo (ASHBY; SOLAIMAN, 2010).
Suas propriedades antimicrobianas estdo intimamente relacionadas com sua
estrutura quimica formada, que podem ser divididas em dois grupos principais,
as formas acidicas e lactonicas. As formas lactonicas sdo mais eficazes como
agente bactericida sendo capaz de induzir a morte de células plancténicas e
biofimes, podendo ser comparavel aos antimicrobianos convencionais
(PAULINO et al., 2016).

Diversos resultados na literatura mostram seu grande potencial como
agente antimicrobiano alternativo no combate de microrganismos patogénicos
(SILVEIRA et al., 2019, PONTES et al., 2016; SLEIMAN et al., 2009; MORYA
et al., 2013; HOA et al., 2017; VALOTTEAU et al., 2017; DIAZ DE RIENZO et
al., 2015; ZHANG et al., 2017). J& foram comprovadas a¢cfes para bactérias de
extrema importancia no controle higiénico sanitario das industrias de abate e
processamento de aves, tanto Gram-positivas e negativas, como
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Listeria Monocytogenes,
Escherichia coli, Salmonela spp. e Salmonela typhimurium, entre outras. As
atividades antimicrobianas dos soforolipidios envolvem mecanismos de
desestabilizacéo e alteracdo da permeacao da membrana celular, o que leva a
ruptura e extravasamento do conteddo celular (FRACCHIA et al.,, 2015;
OLIVEIRA et al., 2015).

Considerando a importancia do desenvolvimento de novas estratégias
e agentes para o controle de microrganismos deteriorantes e patogénicos,
frequentemente presentes nas industrias de abate de aves, os soforolipidios

podem ser vistos como importante sanitizante nesta perspectiva.
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Dessa forma, a presente invencdo tem como objetivo avaliar, a acao

sanitizante do soforolipidio, “in vivo”, para reducdo de coliformes

termotolerantes e Escherichia coli presentes em carcagas de frango.

2. METODOLOGIA

Foram desenvolvidas 3 etapas da invencao sendo: Etapa 1: producao e
extracdo dos soforolipidios de uma espécie de Starmerella; Etapa 2: aplicacéo
de diferentes concentracfes de soforolipidios em carcacas visando a reducgao
de coliformes termotolerantes e E. coli, Etapa 3: analises microbiolégicas pelo
sistema Petriflm™C (3M®).

ETAPA 1 — A produgdo dos soforolipidios foi realizada por uma
levedura do género Starmerella em meio de fermentacao inicial contendo em
(g.LY): glicose, 77,5; acido oleico, 75; extrato de levedura 2,5, por batelada
alimentada, com adicdes de 20 g.L* de &cido oleico a cada 48h e porcéo Unica
de 90 g.L! de glicose quando a biomassa atingiu seu maximo (estimado por
leitura 600 nm). A fermentacao foi em biorreator de bancada (5 L) com volume
operacional de 3,5 L; pH controlado em 3,5; 450 rpm; 30°C por 288h. A
fermentacao foi interrompida por centrifugacdo e do sobrenadante extraido os
soforolipidios com acetato de etila (1:1) e rotaevaporado. A fracdo obtida foi
submetida a nova extracdo em funil de separacdo com solugdo metanol agua
4:1 (v/iv) e hexano (v/v) nas proporcdes de 1:1 (v/v), a fim de se obter os
soforolipidios, esse foi seco em estufa até eliminacdo completa do solvente e
liofilizado (MINUCELLI et al., 2017).

ETAPA 2 — Aplicacéo dos soforolipidios como sanitizante na populacao
de coliformes termotolerantes e E. coli nas carcacas de frango. Previamente foi
realizado teste de solubilidade do soforolipidio, sendo o composto soluvel em
solugdo contendo 245% de etanol em agua (v/v). Os tratamentos testados

foram:

)  Controle com agua de torneira clorada (0,2 a 2,0ppm),
)  Agua + Etanol (45%),
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1) Solucdo com Etanol 45% + 500 pg.mL* de soforolipidio,
IV) Solucdo com Etanol 45% + 2.250 ug.mL* de soforolipidio,
V)  Solucéo com Etanol 45% +4.000 pug.mL* de soforolipidio.
Foram preparadas solucdes estoque para cada tratamento em 45%

etanol (v/v) e colocadas em banho de ultrassom por 20 minutos.

O teste consistiu na aspersdao de 500mL das solugcdes com as
diferentes concentracdes nas amostras de carcacas utilizando borrifadores. Ao
final de cada tempo de tratamento, as amostras de frango foram coletadas em
sacos plasticos estéreis e mantidas congeladas até a andlise microbioldgica.
Todas as analises foram realizadas em triplicata.

ETAPA 3 - Analises microbioldgicas para determinacdo de coliformes
termotolerantes e E. coli foram realizadas em placas Petrifim™C (3M®).
Amostras contendo 25 g da pele da carcaca de diferentes partes, dorso, peito
coxas e asas, foram coletadas e acondicionados em sacos de polietileno
estéreis, contendo 225 mL de agua peptonada tamponada a 1% e estéril. Logo
apos foram homogeneizadas em parelho stomacher por 3 minutos, na diluicdo
101 e diluicdes subsequentes foram realizadas em solucdo salina 0,85%,
estéril. Para a célculo de coliformes termotolerantes, 1 mL das diluicdes 10 e
10® foram semeadas em placas Petrifilm™C (3M®), especificas para
coliformes termotolerantes e E. coli e com incubagdo a 45°C por 48 horas.
Todas as contagens obtidas foram convertidas em logaritmo decimal (Logl10) e

expressas em Log UFC/ 25¢.

No presente experimento foram avaliadas 45 amostras, sendo
realizado 9 repeticdes para cada tratamento exposto anteriormente.

Para analise estatistica dos dados, foi utilizado o delineamento
inteiramente casualizado e as variaveis resposta observada foi a contagem de

coliformes termotolerantes e contagem de E. coli em logio (UFC/25Q).
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3. RESULTADOS

Os resultados das analises microbiologicas estdo expostos abaixo na
Tabela 1.

Tabela 1 — Coliformes termotolerantes e E. coli (logioUFC/g) de

carcacas de frango tratadas com diferentes concentracfes de soforolipidios

Tratamentos Coliformes

termotolerantes E. coli
Controle (Agua) 3,202 3,092
Etanol 45% 3,05° 2,96 b
Soforolipidio 500 pg.mL*? 2,85¢ 261¢
Soforolipidio 2.250 pg.mL1 2,054d 1,96 ¢
Soforolipidio 4.000 pg.mL-1 1,76 ¢ 1,62¢

Letras iguais néo diferiram entre si no Teste de Kruskal-wallis.

De acordo com os testes de Shapiro-Wilk a 5% de significancia, os
residuos ndo podem ser considerados normais (p-valor = 2,218e-05). Diante de
tal resultado foi utilizado o Teste de Kruskall-wallis para comparacdo de

médias.

Em relacdo aos tratamentos testados, todos diferiram entre si ao nivel
de significancia de 5% (Tabela 1). O aumento da concentracdo de
soforolipidios reduziu o crescimento tanto de coliformes termotolerantes como

de E. coli comparado ao controle.

O aumento da concentracdo de soforolipidios reduziu o crescimento de
coliformes termotolerantes em 10,9%, 35,9% e 45% com 500, 2.250 e 4.000
ug.mL1, respectivamente, e para E.coli em 15,5%, 36,6% e 47,6% com 500,
2.250 e 4.000 pg.mL?, respectivamente demonstrando uma significativa

reducdo quando comparada ao tratamento com agua (controle).
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4. CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que os soforolipidios foram eficazes no
controle dos patégenos, demonstrando ser um eficiente sanitizante, podendo
ser usado como agente descontaminante nas industrias avicolas, na etapa de
evisceracdo na lavagem por aspersdao das carcacas, reduzindo a

contaminacdo, por coliformes termotolerantes e Escherichia coli.
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APENDICE B - Patente 2

“Aplicacao de soforolipidios como sanitizante no sistema lavagem de
carcacas de frango por aspersdo para reducdo de contaminacdo de

aerobios mesofilos”.

Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoit, Christiane Aparecida Urzedo
Queiroz Freitas?, Victéria Akemi Itakura Silveira®, Nicole Pan2.
1Departamento de Bioquimica e Biotecnologia, Centro de Ciéncias Exatas Universidade Estadual de

Londrina, Parana-Brasil. 2Departamento de Estatistica, Centro de Ciéncias Exatas Universidade Estadual

de Londrina, Parana-Brasil

1. INTRODUCAO

A avicultura se desenvolveu e ocupa uma forte posicdo na economia
brasileira atingindo posi¢do de maior exportador de carne de frango do mundo.
Hoje mais de 150 paises sdo importadores da carne de frango brasileira
(ABPA, 2016). Frente a importancia mundial da avicultura brasileira, e as
exigéncias dos mercados importadores estdo cada vez mais severas. NoO
comércio internacional, a qualidade é o aspecto que mais influencia a decisao
de consumo e as caracteristicas sanitarias da producdo o que melhor traduz

essa gualidade.

Os 6rgaos competentes do governo brasileiro, visando a producéo e
manutencdo de alimentos seguros instituiram legislacdo especifica, portarias,
resolucdes sobre procedimentos de controle a redugéo e eliminagéo dos riscos
de contaminacdes de alimentos, desde seu preparo, processamento, passando
pelo transporte, distribuicdo, armazenamento, até seu consumo. Uma destas
alternativas é a remocgdo da contaminagdo por agua, através de chuveiros
instalados nas linhas de Evisceragdao, procedimento este fundamentado
legalmente por legislacbes de paises como Canada, EUA e Unido Europeia. E
com a legislacéo brasileira Resolugcéo n° 4 de 04 de Outubro de 2011 (BRASIL,
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2011) que por sua vez autoriza a lavagem de caracas no abate de aves com
intuito de remover o contetdo gastrintestinal das superficies internas e

externas das carcagas.

A contagem de bactérias aerObias mesofilas (AM) tem sido usada
como indicador de qualidade, determinando se a limpeza, a desinfec¢éo e o
controle de temperaturas durante os processos industriais foram realizados de
forma adequada, além de fornecer informacdes sobre a vida util do produto.
Niveis de contaminagdo por AM de 102 a 10° UFC/cm? em carnes podem
indicar condi¢cGes higiénicas adequadas no abate, ja contagens entre 10° e 10°
UFC/cm? podem significar inicio do processo de deterioracdo e
comprometimento da vida de prateleira. Com contagens iguais ou superiores a
10’ UFC/cm?, limosidade jA pode ser evidenciada (GILL, 1998; FRANCO;
LANDGRAF, 2002).

Apesar da legislacdo atual ndo estabelecer limites para AM, as
contagens podem sugerir se houve deficiéncia no processamento do abate.
Pesquisas apontam que o uso de agentes sanitizantes na lavagem de carcagas
de frango sdo capazes de reduzir os riscos de contaminagao, contudo, a
legislacdo brasileira atual permite somente a lavagem das carcacas com agua

clorada, sem a utilizacdo de qualquer tipo de antimicrobiano (BRASIL, 2011).

Os soforolipidios sdo biossurfactantes compostos por um dissacarideo
de soforose unidos a uma cadeia de acido graxo (ASHBY; SOLAIMAN, 2010),
com grande potencial antimicrobiano contra microrganismos patogénicos
(PONTES et al., 2016; SLEIMAN et al., 2009; MORYA et al., 2013; HOA et al.,
2017; SOLAIMAN; ASHBY; UKNALIS, 2017; VALOTTEAU et al., 2017; DIAZ
DE RIENZO et al., 2015; ZHANG et al., 2017). J4& foram comprovadas acfes
para bactérias de extrema importancia no controle higiénico sanitario das
industrias de alimentos, tanto Gram-positivas e Gram-negativas, como
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Listeria Monocytogenes,

Escherichia coli, Salmonela spp. e Salmonela typhimurium, entre outras.

Diante do exposto, a utilizacdo desse biossurfactante, na reducéo de
contaminagcdo microbiolégica em carcacas de frango € extremamente

promissora para as industrias avicolas do Brasil, visto a importancia do controle
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microbioldgico, ndo apenas para a saude publica, mas também para os 6rgaos
de regulamentacédo, promovendo a adogcdo de novas metodologias, afim de

diminuir prejuizos no setor avicola.

2. METODOLOGIA

As etapas da invencao foram a producdo e extracdo do soforolipidio
produzido por espécie de Candida; aplicacdo de diferentes concentracdes de
soforolipidio em teste de aspersdo com carcacas de frango para analise da
influéncia na populacéo de aerdbios mesofilos.

ETAPA 1 — Producéao de Soforolipidios.

A producéo do soforolipidio foi realizada por uma levedura do género
Candida em meio de fermentacdo inicial contendo em (g.L?): glicose, 77,5;
acido oleico, 75; extrato de levedura 2,5. Seguido de adi¢Ges de 20 gL de
acido oleico a cada 48h e porcdo Unica de 90 g.L! de glicose quando a
biomassa atingiu seu maximo (estimado por leitura 600 nm). A Candida foi
cultivada em biorreator de bancada (5 L) com volume operacional de 3,5 L, pH
controlado em 3,5, 450 rpm, 30 °C por 288h. O cultivo foi centrifugado e do
sobrenadante obtido a fragcdo do soforolipidio. O processo de extracdo do
biossurfactante consistiu na lavagem da biomassa com acetato de etila (3x),
rotaevaporacao e extracdo com solucdo metanol: agua (4:1) e hexano. Apos a

obtencéo da fracdo do soforolipidio, 0 mesmo foi liofilizado.

ETAPA 2 — Aplicacdo dos soforolipidios produzidos como possivel
agente antibacteriano contra a populacdo de mesdéfilos aerdbios nas carcacas

de frango.

Previamente o soforolipidio foi solubilizado em solugdo 45% de etanol
em agua (v/v). Trés tratamentos foram avaliados: A — Controle com agua de
torneira, B - Agua + Etanol 45%, C, D e E — 500, 2.250 e 4.000 pg.mL* de
soforolipidios, respectivamente preparadas em 45% etanol (v/v) e submetidas
em banho de ultrassom por 20 minutos. Para avaliar o efeito do soforolipidio,

as carcacas foram aspergidas com 500 mL das solugdes A, B, C, D e E,
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utilizando frascos de aspersdo descartaveis, com 9 repeticbes para cada
tratamento. Ao final da aplicacdo do soforolipidio, as amostras foram
acondicionadas em sacos plasticos estéreis e mantidas sob congelamento para

analise microbioldgica.

ETAPA 3 - Andlises microbiolégicas determinacdo de aerdbios

mesofilos.

De cada carcaca foram coletadas amostras assepticamente composta
por 259 de pele e muasculos das regides do pescoco, asa e cloaca e
acondicionadas em sacos de polietileno estéreis contendo 225mL de &gua
peptonada tamponada a 1% e estéril. Estas amostras foram homogeneizadas
em aparelho stomacher (dilui¢éo inicial 10'Y). As diluicdes subsequentes foram
realizadas em solugdo salina 0,85%, estéril. Para contagem das coldnias de
aerébios mesodfilos da carcaca, 1 mL das diluicdes 10 e 10 foram semeadas
em placas Petrifilm™C (3M®), com incubacéo a 35°C por 48 horas. Todas as
contagens obtidas foram convertidas em logaritmo decimal (Logl0) e

expressas em Log UFC/25g.

O esquema demonstra as etapas do experimento desde a Producao do
Soforolipidio (A), o preparo das amostras de soforolipidio e sua solubilizacao
nas solucdes em etanol 45% (B), Aspersao das carcacas com as solugdes com
os diferentes tratamentos (C) e verificacdo da atividade do soforolipidio em
aerobios mesobfilos através de sistema Petrifilm especifico para o crescimento

desse grupo de bactérias (D).
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A- Producdo do soforolipidio B - Preparo da solucao com soforolipidio

Zoforoiplaio
conoentrado

Levedura

e -
e
Fermentspdo em Elorreator
Solubliizaglo dac gSec de P Pecagem dac tragfec doc tra
om banho uitraczom por 20 minuto em balanga anaiitica

C - Aspersao da solucdo contendo Soforolipidio nas carcacas

-)

Solugdo Agua +Etanol + Soforolipidio Aplicagdo da 500 mL de Solugdo nas Carcagas Tratamentos por aspersao carcagas de frango
500, 2.250 e 4.000 pg/mL
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D- Analise da atividade de soforolipidios em aerdébios meséfilos por sistema Petrifilm

2% g de trango tetados
o Inoculacee TmL wm gluck etraim 58 Incubucac » 33°C por &2 Horsu
sutecwmy comtendo 225 ml de spee
Fupionuds

A B C D E

Iraturmernion: (A] Controte, (8] Etunot 439, (C] S00ugiemL, (L) 225 up'ml, (=] 4,000 ug'ml

O experimento totalizou 45 amostras, sendo realizado 9 repeticdes
para cada tratamento, sendo eles: A - controle com agua de torneira, B - etanol
45 %, C, D E — com soforolipidio 500, 2.250 e 4.000 pg.mL™*. Para andlise dos
dados, foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado e a variavel

resposta observada foi a contagem de mesoéfilos aerébios em logio (UFC/25g).

3. RESULTADOS

Os resultados de contagem dos mesofilos através do sistema Petrifilm

estdo expostos na Tabela 1.
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Tabela 1 - Médias logaritmicas de mesodfilos aerdbios (logl0 UFC/25g) em

carcacas nos diferentes tratamentos.

Tratamentos log10 (UFC/25q)
Controle 5,18 (£0,0028)
Etanol 45% 5,09 (+0,0020°

Soforolipidio 500 pg.mL™? 5,08 (x0,0009)°
Soforolipidio 2.250 ug.mL* 5,06 (+0,0053)P
Soforolipidio 4.000 pg.mL* 4,15 (x0,0007)¢

Médias seguidas de letras iguais, ndo diferiram entre si no Teste de Tukey (p<0,05).

A analise de variancia mostrou que o tratamento controle diferiu de
todos os tratamentos testados ao nivel de significancia de 5%. Os tratamentos
etanol 45 %, soforolipidio 500 e 2.250 pug.mL* ndo apresentaram diferenca
estatisticamente. O tratamento soforolipidio 4.000 pg.mL* diferiu de todos os
tratamentos testados e apresentou a maior reducao na populacdo de aerébios
mesofilos, sendo capaz de reduzir 1 log da carga microbiana da carcaca em
comparagdo com o controle. Como observado, com exceg¢do da maior
concentracdo testada de soforolipidio, os outros tratamentos apresentaram
reducdes minimas em relacéo ao controle. Isso pode ser explicado pelo fato da
metodologia utilizada para realizagcdo do experimento ser por aspersao, o que
implica em pouco tempo de contato entre a solugcdo sanitizante e a superficie
da carcaga, em comparacao com outras formas de tratamento, como imersao
(BR10201807252).

4. CONCLUSAO

O presente estudo foi capaz de demonstrar reducédo logaritmica
significativa de bactérias indicativas de contaminagéo, aerébios mesofilos, com
o tratamento de 4.000 pug.mL?, o qual poderia ser introduzido facilmente no

processamento de abate de frigorificos tradicionais, 0os quais ja dispdem em
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sua estrutura, bicos aspersores de agua para limpeza externa nas carcacas de

frango.
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APENDICE C - Patente 3

“Efetividade do soforolipidio como descontaminante na redugao de
coliformes termotolerantes e Escherichia coli na etapa de pré

resfriamento de aves”.
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Queiroz Freitas?, Victoria Akemi Itakura Silveira?.

1Departamento de Bioquimica e Biotecnologia, Centro de Ciéncias Exatas Universidade Estadual de

Londrina, Parana-Brasil.

1. INTRODUCAO

Estimativas para os proximos anos indicam um crescimento do numero
de habitantes, da urbanizacdo e da renda da populacdo mundial. Estes indices
impulsionam o consumo de carne que, segundo as estatisticas da FAO
(Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura), entre os
anos de 2015 e 2030 representara, em média, uma taxa de crescimento
mundial de 1,5%. Neste cenario, o Brasil vem se destacando, pois se tornou o
maior exportador mundial de carne de frangos desde 2004 (ABPA, 2019).

Entretanto, diante da presenca de microrganismos patogénicos e
produtos quimicos usados de forma indevida dentro da cadeia de producao
avicola, apresentam-se restricbes severas e abrangentes, cujas
regulamentacdes e avaliagdes técnicas apontam impactos a sanidade, a
produtividade animal e principalmente a seguranca dos alimentos (LONGO;
FIGUEIREDO, 2014). O desafio para preservar as caracteristicas do produto e
prolongar sua vida de prateleira deve ser compreendido e considerado nas
varias etapas do processo, que se inicia na fazenda e termina no prato do
consumidor (LOGUE et al., 2003).

Nesse contexto, a avaliagdo microbiolégica constitui um dos
parametros crucial para se determinar a qualidade e a inocuidade das carnes,
verificando se padrées e especificagbes microbiologicos nacionais e

internacionais estdo sendo atendidos adequadamente. Diante disso, pesquisas
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gue buscam inovacao no desenvolvimento de compostos eficazes na reducdo
da contaminagdo microbiolégica sdo fundamentais para despertar a atengéo
dos 6rgdos de regulamentacdo do Brasil sobre a necessidade, de mudancas e
adeséao de novos procedimentos para diminuicdo dos prejuizos na producao de
frango, especialmente com agentes antibacterianos naturais, tais como 0s
soforolipidios, que apresentam baixa citotoxicidade e alta biocompatibilidade.

Diversos estudos tém sido direcionados na busca de novos agentes
descontaminantes e antimicrobianos, no entanto, no Brasil ainda ndo é
permitida a utilizacdo de qualquer adjunto ou composto descontaminante no
processamento de abate das aves (BRASIL, 1998).

O altivo potencial como agente antimicrobiano alternativo do
soforolipidio, no combate de microrganismos patogénicos, evidenciados
recentemente na literatura (HIPOLITO et al., 2020; SILVEIRA et al., 2019; HOA
et al., 2017; SOLAIMAN; ASHBY; UKNALIS, 2017; VALOTTEAU et al., 2017;
DIAZ DE RIENZO et al., 2015; ZHANG et al., 2017) e a comprovada ac¢&o para
bactérias de extrema importancia no controle higiénico sanitario das industrias
de abate e processamento de aves, tanto Gram-positivas e negativas, como
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, Salmonela spp. e Salmonela typhimurium, entre outras,
sugere que este composto seja uma alternativa de agente descontaminante
para aplicacdo na &agua de imersdao do pré resfriamento em abate e
processamento de aves.

Os soforolipidios sdo biossurfactantes compostos por um dissacarideo
de soforose unidos a uma cadeia de acido graxo (ASHBY; SOLAIMAN, 2010).
Possuem inOmeras vantagens frente aos compostos sintéticos, como
biodegradabilidade e natureza ecoldgica, baixa toxicidade, alta seletividade
devido a presenca de grupos funcionais especificos e eficiéncia de operacdo
em condicbes ambientais extremas de temperatura, pH e salinidade, o que os
torna adequados para uma ampla gama de aplica¢des industriais (MAKKAR;
CAMEOTRA; BANAT, 2011; NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Considerando a importancia do desenvolvimento de novas estratégias
e agentes para o controle de microrganismos deteriorantes e patogénicos, 0s
soforolipidios podem ser vistos como 0s biossurfactantes mais vantajosos

nesta perspectiva. Apesar da acao bem elucidada, a aplicagédo desse composto
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em produtos alimentares de origem animal nunca foi testada para coliformes
termotolerantes, em especial a Escherichia coli. Dessa forma, a presente
invencdo tem como objetivo avaliar a agdo do soforolipidio “in vivo”, na
populacdo de coliformes termotolerantes e Escherichia coli presentes nas
carcacas e consequentemente na agua de lavagem de frango, simulando a
acdo antimicrobiana para reducao logaritmica dos microrganismos pesquisados
na 4gua do sistema de pré resfriamento.

2. METODOLOGIA

A invencéo foi dividida em trés etapas: Etapa 1: producdo e extracdo
do soforolipidio de Starmerella; Etapa 2: aplicacao de diferentes concentracdes
de soforolipidio e diferentes tempos de exposi¢cdo por imersdo em agua, das
carcacas de frango e Etapa 3: analise microbiolégica da influéncia na

populacao de coliformes termotolerantes e E. coli por sistema Petrifilm.

ETAPA 1 — A producdo dos soforolipidios foi realizada por uma levedura do
género Starmerella em meio de fermentacdo inicial contendo em (g.L™):
glicose, 77,5; acido oleico, 75; extrato de levedura 2,5, por batelada
alimentada, com adicdes de 20 g.L de acido oleico a cada 48 h e porg¢édo Unica
de 90 g.L! de glicose quando a biomassa atingiu seu maximo (estimado por
leitura 600 nm). A fermentacao foi em biorreator de bancada (5 L) com volume
operacional de 3,5 L; pH controlado em 3,5; 450 rpm; 30 °C por 288h. A
fermentacao foi interrompida por centrifugacédo e do sobrenadante extraido os
soforolipidios com acetato de etila (1:1) e rotaevaporado. A fracdo obtida foi
submetida a nova extracdo em funil de separacdo com solucdo metanol agua
4:1 (v/iv) e hexano (v/v) nas proporcbes de 1:1 (v/v), a fim de se obter os
soforolipidios, esse foi seco em estufa até eliminagcdo completa do solvente e
liofilizado (MINUCELLI et al., 2017).

ETAPA 2- Aplicacdo dos soforolipidios como sanitizante na agua de lavagem
das amostras, a fim de controlar a populacao de coliformes termotolerantes e

E. coli. Previamente foi realizado teste de solubilidade do soforolipidio, sendo o
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composto solavel em solucdo contendo 245% de etanol em agua (v/v). Os

tratamentos testados foram:

[) Controle com agua de torneira clorada (0,2 a 2,0ppm),
II) Etanol 45%,
[1) Solugédo com Etanol 45% + 500 pg.mL* de soforolipidios,
IV) Solugédo com Etanol 45% + 2.250 ug.mL* de soforolipidios,
V) Solucdo com Etanol 45% +4.000 pug.mL* de soforolipidios.
Foram preparadas solucdes estoque para cada tratamento em 45%

etanol (v/v) e colocadas em banho de ultrassom por 20 minutos.

O teste consistiu na preparacdo de 500 mL das solu¢cdes com os
diferentes concentracdes, nas quais as amostras de carcacas de um mesmo
lote, coletadas aleatoriamente em um mesmo instante, foram imersas, uma
carcaca por tratamento e por tempo, em trés diferentes tempos de exposi¢céo
(30, 60 e 90 minutos). Ao final de cada tempo de tratamento, as amostras de
agua foram coletadas em sacos plasticos estéreis e mantidas sob
congelamento -12 °C até a andlise microbiolégica. Todas as andlises foram
realizadas em triplicata.

ETAPA 3 - Analises microbiologicas para determinacdo de coliformes
termotolerantes e E. coli foram realizadas em placas Petrifilm. De cada
tratamento foram removidos assepticamente 25 mL de 4gua, e acondicionados
em sacos de polietileno estéreis, contendo 225 mL de agua peptonada
tamponada a 1% e estéril. Estas amostras foram homogeneizadas em aparelho
stomacher por 3 minutos, na diluicdo 10! e diluicbes subsequentes foram
realizadas em solucdo salina 0,85%, estéril. Para o célculo das unidades
formadoras de coldnia de coliformes termotolerantes, 1 mL das diluicdes 10 e
10% foram semeadas em placas Petrifim™C (3M®), especificas para
coliformes termotolerantes e E. coli e com incubagdo a 45°C por 48 horas.
Todas as contagens obtidas foram convertidas em logaritmo decimal (Logl10) e

expressas em Log UFC/ 25mL.

No presente experimento foram avaliadas 45 amostras, sendo

realizada 9 repeticdes para cada tratamento exposto anteriormente.
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Para andlise dos dados, foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado e as variaveis resposta observada foi a contagem de coliformes

termotolerantes e contagem de E. coli em logio (UFC/25mL).

3. RESULTADOS

Os resultados das analises microbiolégicas obtidos através do sistema

Petrifilm estdo expostos abaixo na Tabela 1.

Tabela 1 — E. coli e coliformes termotolerantes logio (UFC/mL) em amostras de

agua de lavagem com diferentes concentracdes de soforolipidios.

Microrganismos E. coli Coliformes termotolerantes
Tratamento / Tempo 30 60’ 90 30 60' 90
Controle 3,06%¢ 3,26 3,40 & 3,212 3,493 3,473
Etanol 45% 2,89C 3253 3,14 b8 3,04 ¢ 3,386 "4 3,298
Soforolipidio 500 pug.mL™*? 2,854 2,80 b8 2,63 ¢ 2,96 PA 2,91 A 2,758
Soforolipidio 2.250 pg.mL* 0 A 0°A 0 dA 2,36 A 2,09 0 dc
Soforolipidio 4.000 pg.mL?* 0 0°A 0 dA 0dA 0eA 0 dA

Letras iguais nao diferiram entre si no Teste de Tukey.

Na andlise dos dados de E. coli e coliformes termotolerantes, os
residuos ndo podem ser considerados normais, de acordo com o Teste de
Shapiro-Wilk. Deve-se considerar a interacdo entre a concentracdo de
soforolipidios aplicada e o tempo de permanéncia na solugdo, sendo
desdobrada as interagBes. Desdobrando a variavel tempo para cada
tratamento, comparasse-se as médias dos tempos de 30, 60 e 90 minutos pelo

Teste de Tukey.
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Para E. coli, no tempo de 30 minutos de imersao, as solucdes com
concentragbes de soforolipidios de 2.250 e 4.000 pg.mL? eliminaram toda a
contaminacdo presente na agua de lavagem. As solucdes Etanol 45% e
soforolipidios 500 upg.mL?! ndo apresentaram diferenca significativa e
apresentaram resultados parecidos ao controle (agua de torneira). Ao analisar
as solucdo com 60 minutos apés a imersao, as solugdes com concentragdes de
soforolipidios de 2.250 e 4.000 pg.mL?! continuam apresentando a maior
eficiéncia, eliminando toda a contaminagdo presente na agua de lavagem,
seguida da solucdo de soforolipidios 500 pug.mL? (2,80 log), que diferiu dos
tratamentos Etanol 45% (3,25 log) e controle (3,26 log). Apés 90 minutos de
exposicdo ao sanitizante com concentracbes de 2.250 e 4.000 pg.mL?,
obtivemos a maior eficiéncia, eliminando toda a contaminagédo presente na
agua de lavagem, seguida da solucao de soforolipidios 500 pg.mL* (2,62 log), a
qual diferiu dos tratamentos Etanol 45% (3,14 log), que também apresentou

diferenca significativa em relagéo ao controle (3,40 log).

Ao analisar os dados de coliformes termotolerantes, desdobrando a
varidvel tempo de exposicdo em cada tratamento com diferentes
concentracbes do agente sanitizante, e comparando cada tratamento em
diferentes tempos de exposicdo, a comparacdo de médias também foi
realizada pelo Teste de Tukey e evidenciados na Tabela 1. Com exposicdo de
30 minutos de imersdo, a solucdo sanitizante com concentracdo de
soforolipidios de 4.000 pg.mL?! eliminou completamente a contaminacdo de
coliformes termotolerantes presente na agua de lavagem. As soluc¢des controle,
Etanol 45%, soforolipidios 500 e 2.250 pg.mL?, apresentaram diferenca
significativa, com resultados decrescentes de contagem, 3,21; 3,04; 2,96; 2,36
mL, respectivamente apos 30 minutos de imersdo. Ao analisar a solugdo com
60 minutos de exposicdo apds a imersdo, os resultados seguem a mesma
tendéncia de reducdo que apos 30 minutos de exposi¢cdo, ou seja, uma
reducdo linear com aumento da concentragdo. Com 90 minutos pés tratamento,
as solugbes com concentracbes 2.250 e 4.000 pg.mL?* apresentam a maior
eficiéncia antibacteriana, eliminando toda a contaminagéo presente na agua de

lavagem, seguida da solugéo de soforolipidios 500 pg.mL* (2,75 logio0UFC/mL),
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que apresentou diferenca significativa com os tratamentos Etanol 45% (3,29

log), que também se diferencia da solu¢éo controle (3,47 log).

As solucdes com concentracdes de soforolipidios de 2.250 e 4.000
ug.mL* sdo totalmente efetivas na reducdo da contagem das células de E. coli
na dgua de lavagem, em quaisquer tempos de exposi¢cdo. Por outro lado, ao
analisarmos coliformes termotolerantes, somente a solugdo com concentracéo
de soforolipidios de 4.000 ug.mL* é efetiva na reducéo total da contagem das
células na agua de lavagem, em qualquer tempo de exposi¢cdo. Porém este
resultados também pode ser alcancado com a concentracdo de 2.250 pg.mL*
por um tempo de exposi¢cdo de 90 minutos, seguido por excelentes resultados
nos tempo de exposicdo de 60 e 30 minutos com 2,09 e 2,36 log,

respectivamente.

Ao comparar os resultados obtidos da agua de lavagem contendo
apenas etanol 45% e das solucfes contendo soforolipidios a concentracfes de
2.250 e 4.000 pg.mL?! temos que o soforolipidio e capaz de eliminar o
crescimento de coliformes termotolerantes, especificamente E. coli comparado
ao controle, demonstrando ser um potencial sanitizante a ser aplicado na agua

de imersao no pré resfriamento para descontaminacgéo das carcacas.

4. CONCLUSAO

Os soforolipidios em concentragdes de 2.250 e 4.000 pg.mL* em 30
minutos de exposicao, foram eficazes no controle E. coli na agua de lavagem, e
a concentracdo de 2.250 pg.mL?' em 90 minutos de exposicdo zerou a

contagem de coliformes termotolerantes.

Assim, conclui-se que a aplicacdo de solucédo de soforolipidio como
agente descontaminante, pode ser utilizado como sanitizante no sistema de
lavagem de carcacgas por imersdo, na etapa de pré resfriamento, no processo
de abate, e no processamento de aves, para o0 controle de coliformes

termotolerantes, E. coli.
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“Aplicacao de soforolipidio para redugao de contaminagao de aerdbios

mesofilos em cortes de frango”

Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoit, Christiane Aparecida Urzedo
Queiroz Freitas?!, Victéria Akemi Itakura Silveiral, Mayka Reghiany Pedrédo?,

Alexandre Rodrigo Coelho?, Amanda Hipélito!, Nicole Pan3.
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Londrina, Parana-Brasil, 2 Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Parana-Brasil, *Departamento de
Estatistica, Centro de Ciéncias Exatas Universidade Estadual de Londrina, Parana-Brasil

1. INTRODUCAO

As bactérias aerobias mesdfilos, encontrados em cortes de frango, sao
indicativos de contaminacéo, e interferem diretamente na vida de prateleira
destes produtos. Assim sendo, uma melhor qualidade microbiolégica garante a
inocuidade do produto, bem como uma elevacdo de seu shef-life. Diversos
estudos tém sido direcionados na busca de novos agentes sanitizantes e
antimicrobianos, no entanto, no Brasil ainda ndo é permitida a utilizacdo de
qualquer adjunto ou composto descontaminante no processamento de abate
das aves, sendo utilizado somente cloracdo da dgua de no maximo 1 ppm de

cloro livre e a agua de renovacao dos resfriadores até 5 ppm (BRASIL, 1998).

Varios tipos de intervencdes vém sendo estudados, especialmente no
exterior, sendo alguns ja aplicados na rotina dos abatedouros. Assim a
aplicacdo de soforolipidios, biossurfactante com atividades antimicrobianas,
devido a mecanismos de desestabilizagcdo e alteracdo da permeacdo da
membrana celular (FRACCHIA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015) & uma
iniciativa inovadora que pode auxiliar na redugcéo da contaminacdo, que causa

grandes perdas econémicas no setor avicola,
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2. METODOLOGIA

As etapas da invenc¢do foram a producéo e extracdo do soforolipidio de
uma espécie de Candida; aplicacdo de diferentes concentracbes de
soforolipidio em teste de imersdo com pedacos de peito de frango e analise
microbiolégica da influéncia na populacdo de aerdbios mesofilos por sistema
Petrifilm.

ETAPA A — A producéo do soforolipidio foi realizada por uma levedura
do género Candida em meio de fermentacdo inicial contendo em (g.L™):
glicose, 77,5; acido oleico, 75; extrato de levedura 2,5. Seguido de adi¢des de
20 g.L? de &cido oleico a cada 48 h e porcdo Unica de 90 g.L! de glicose
qgquando a biomassa atingiu seu maximo (estimado por leitura 600 nm). A
Candida foi cultivada em biorreator de bancada (5 L) com volume operacional
de 3,5 L, pH controlado em 3,5, 450 rpm, 30 °C por 288 h. O cultivo foi
centrifugado e do sobrenadante obtido a fragdo do soforolipidio. O processo de
extracdo do biossurfactante consistiu na lavagem da biomassa com acetato de
etila (3x), rotaevaporacdo e extracdo com solucdo metanol:adgua (4:1) e
hexano. Apos a obtencédo da fracdo do soforolipidio, 0 mesmo foi liofilizado.

ETAPA B — Consistiu na aplicacado dos soforolipidios produzidos para
testar a sua possivel acao antibacteriana na populacdo de mesoéfilos aerébios
totais da carne de frango. Previamente foi realizado teste de solubilidade do
soforolipidio, sendo o composto soluvel em solugdo contendo 245% de etanol
em agua (v/v). Os tratamentos testados foram: A - Controle com agua clorada
de torneira, B - Etanol 45%, C, D e E — 500, 2.250 e 4.000 pg.mL? de
soforolipidio, respectivamente. Foram preparadas solucfes estoque para cada
tratamento em 45% etanol (v/v) e colocadas em banho de ultrassom por 20
minutos. O teste consistiu na imersao de 100 g da carne de peito de frango,
cortadas em quadrados de 2cm x 2cm, em frascos de Erlenmeyers de 1000 mL
contendo 500 mL das solucdes com os diferentes tratamentos. Foi analisado
também o efeito de diferentes tempos de tratamentos (30, 60 e 90 minutos),
sendo todas as analises realizadas em triplicata. Ao final de cada tempo de
tratamento, as amostras de frango foram coletadas em sacos plasticos estéreis

e mantidas sob refrigeracdo até a analise microbiologica.
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ETAPA C - Analises microbiolégicas para determinacdo de aerdbios
mesotfilos foram realizadas. De cada tratamento foram removidos
assepticamente e pesados 25 g da carne de peito de frango e acondicionados
em sacos de polietileno estéreis contendo 225 mL de &agua peptonada
tamponada a 1% e estéril. Estas amostras foram homogeneizadas em aparelho
stomacher por trés minutos, sendo este contelido equivalente a diluicdo 102
As diluicbes subsequentes foram realizadas em solugéo salina 0,85%, estéril.
Para a calculo de aer6bios mesofilos do peito de frango, 1 mL das dilui¢des 10-
4 e 10°® foram semeadas em placas Petrifim™C (3M®), com incubacgéo a 35 °C
por 48 horas. Todas as contagens obtidas foram convertidas em logaritmo

decimal (Log10) e expressas em Log UFC/ 25g.

No presente experimento, totalizaram-se 45 amostras, sendo o0s
tratamentos: controle (apenas agua), etanol 45%, soforolipidio 500 pg.mLY,
soforolipidio 2.250 pug.mL* e soforolipidio 4.000 pg.mL*. Cada tratamento foi
avaliado em trés diferentes tempos: 30, 60 e 90 minutos. Para o experimento
foi utilizado o delineamento estatistico fatorial e a variavel resposta observada

foi a contagem de aerdbios mesofilos em logio (UFC/25Q).



A- Produgao, separagao e extragdo do soforolipidio

ug/mL SLP

-Agua (4:;I)

+

Hexano

Metanol

Candida

Pesagem das concentragdes dos tratamentos
Soforolipidio concentrado Soforolipidio liofilizado em balanga analitica

Carne de frango imersa na solugao com soforolipidio

Corte das amostras
de peito de frango em cubos

Solubilizagao das solugdes de soforolipidio
em banho ultrassom por 20 minutos

Tratamentos por imersao: Controle, Etanol 45%, 500, 2.250 e
4.000 pg/mL em 30, 60 e 90 minutos
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C- Analise da atividade de soforolipidios em aerébios mesofilos por sistema Petrifilm

dici d

1 mL semeado em placa Petrifilm

25 g de frango tratados em sacos plasti
estéreis contendo 225 mL de agua peptonada

Tratamentos: (A) Controle, (B) Etanol 45%, (C) 500ug/mL, (D) 2.250 ug/mL, (E) 4.000 ug/mL Placas incubadas a 35°C por 48 horas

3. RESULTADOS

Os resultados estdao demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Aerdbios mesdfilos logio (UFC/25g) em amostras de peito de frango

tratadas com diferentes concentracfes de soforolipidios com 30 minutos de

exposicao
Tratamentos logio (UFC/259)
Controle 3,74 (x0,11)2
Etanol 45% 3,59 (x0,12)°

Soforolipidios 500 pg.mL* 3,37 (+0,08)¢
Soforolipidios 2.250 pg.mL* 2,20 (+0,11)¢
Soforolipidios 4.000 pg.mL? 1,03 (x0,06)¢

Letras iguais ndo diferiram entre si no Teste de Tukey (p<0,05).
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De acordo com os testes de Shapiro-Wilk e Bartlett a 5% de
significancia, os residuos podem ser considerados normais (p-valor = 0,5655) e
h& homogeneidade de variancia (p-valor=0,7052), respectivamente. A analise
de variancia mostrou que o efeito dos tratamentos foi significativo. O tempo e a
interacdo entre tempo e tratamento ndo apresentaram efeito significativo
(p>0,05), mostrando que os tempos 30, 60 e 90 minutos ndo apresentaram
diferencas entre si. Sugerindo a utilizagdo, portanto, do menor tempo, 30

minutos, para o tratamento.

Em relacdo as concentracbes de soforolipidios testadas, todos
diferiram entre si ao nivel de significancia de 5% (Tabela 1). O aumento da
concentracdo de soforolipidios, com exposicdo de 30 minutos, reduziu o
crescimento dos mesofilos comparado ao controle em 10%, 41% e 72% com
500, 2250 e 4000 pg.mL*! respectivamente, demonstrando ser um eficiente
sanitizante ndo toxico. Nos demais tempos de exposicdo, em todos 0s
tratamentos ocorreu a completa eliminacdo das células viaveis, porém com

interferéncia na coloracdo da carne.

4. CONCLUSAO

Os resultados indicaram que o exposicao por 30 minutos foi suficiente
e o tratamento com a concentracdo de 4.000 pg.mL* soforolipidio foi o mais
eficaz apresentando uma reducgéo de 72% de unidades formadoras de col6nia
de mesdfilos aerdbios, ou seja, uma significativa reducdo quando comparada

ao tratamento com agua (controle), permitida legalmente para uso na indastria.
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