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RESUMO: As infecgOes fungicas em frutas
s@o causadas principalmente pelo fungo
Botrytis cinerea e resultam em perdas
econbmicas significativas para a cadeia
produtiva. Estas contaminagbes podem
ser minimizadas através do controle
de temperatura e umidade durante a
estocagem, bem como aplicagdo de
fungicidas, que gera residuos com riscos
potenciais tanto para o consumidor quanto
para o ambiente. Desta forma, sanitizantes
naturais eficientes e biodegradaveis séo
de grande relevancia no combate as
infec¢cdes fungicas permitindo o aumento
da vida de prateleira e seguranca alimentar.
Soforolipidios s&o biomoléculas produzidas
pela levedura Starmerella bombicola que
possuem potente atividade antimicrobiana
contra varios patdgenos de importancia na
agricultura. Neste trabalho descrevemos
0 desenvolvimento de um sanitizante
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contendo soforolipidios, contra infeccdes causadas por B. cinerea em tomate cereja (Solanum
lycopersicum var. cerasiforme) e morango (Fragaria x ananassa). Os resultados obtidos
mostraram que os soforolipidios foram capazes de reduzir a contaminagao por B. cinerea,
sendo que 0 sanitizante com esse bioativo pode ser uma alternativa natural e sustentavel
para substituir os fungicidas convencionais utilizados no processo de pés-colheita.
PALAVRAS-CHAVE: Antimicrobiano; soforolipidios; biomolécula; tomate; morango.

BIOLOGICAL FRUIT SANITIZER: A SOLUTION FOR FOOD WASTE

ABSTRACT: Fungal infections in fruits are mainly caused by Botrytis cinerea and result in
economic losses for the production chain. These contaminations can be minimized through
temperature and humidity control during storage, as well as the application of fungicides,
which generates residues with risks both for the consumer and for the environment. In this way,
efficient and biodegradable natural sanitizers are of great relevance against fungal infections,
allowing the increase of shelf life and food safety. Sophorolipids are biomolecules produced
by Starmerella bombicola yeast that exhibits potent antimicrobial activity against several plant
pathogens. In this research we describe the development of sophorolipid sanitizers against B.
cinerea in cherry tomato (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) and strawberry (Fragaria
x ananassa). The results showed that sophorolipids were able to reduce contamination by B.
cinerea, and the sanitizer with this bioactive could be a natural and sustainable alternative to
replace conventional fungicides used in the post-harvest tratments.

KEYWORDS: Antimicrobial; sophorolipids; biomolecule; tomato; strawberry.

11 INTRODUGAO

O Produto Interno Bruto (PIB) do agronegécio brasileiro, calculado pelo CEPEA
(Centro de Estudos Avancados em Economia Aplicada), em parceria com a CNA
(Confederacdo da Agricultura e Pecuéria do Brasil), cresceu 8,36% em 2021. Segundo
pesquisadores, os segmentos primario e de insumos se destacaram em 2021, com
aumentos de 17,52% e 52,63%, respectivamente. O PIB também cresceu para os outros
dois segmentos, 1,63% para a agroindustria e 2,56% para os agros servicos. Dentre os
ramos, enquanto o PIB do agricola avangou 15,88% de 2020 para 2021 (CEPEA; CNA,
2021).

Adegradacéo dos alimentos € um enorme problema para aindustria alimenticia e pode
ser causada pela contaminagéo do produto, prévia ou posteriormente ao processamento,
por esporos fungicos e que em condig¢des intrinsecas favoraveis, como atividade de agua
e pH, germinam e formam um micélio visivel, consequentemente deteriorando o produto
antes mesmo do seu prazo de validade. Além disso, em alguns casos a contaminagéo
fungica pode causar danos a satde dos consumidores devido a produgéo de micotoxinas
(PITT; HOCKING, 2009; SAMSON et al., 2004; GERMANO, GERMANO, 2011; GOUGOULI
et al., 2011; DAGNAS; MEMBRE, 2013; BERNARDI et al., 2018; BERNARDI et al., 2019).

O aumento populacional e a tendéncia de consumidores cada vez mais exigentes,
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influenciaram a maior demanda por produtos frescos e organicos que passam por
operacdes como limpeza, lavagem com agua potavel, sanitizagdo, enxague, embalagem
e armazenamento (TEIXEIRA et al.,, 2013). As frutas e hortalicas sdo os principais
produtos nesse mercado, contudo, sdo dependentes da cadeia de distribuicdo para sua
disponibilidade nos mercados locais e a aplicagdo de sanitizantes naturais podera ser uma
alternativa viavel reduzindo o desperdicio, assim surge o glicolipidios: soforolipidios, como
uma molécula sustentavel e com alto poder antimicrobiano.

2| SOFOROLIPIDIOS

Os soforolipidios pertencem a classe dos glicolipidios extracelulares e sao
estruturalmente compostos por um dissacarideo soforose (2°-O-B-D-glucopiranosil-
1-B-D-glicose) ligado por uma ligacao B-glicosidica a uma cadeia longa acidos graxos,
especialmente &cidos palmiticos (C16) ou estearico (C18). Estes biossurfactantes séo
sintetizados como uma mistura de moléculas diferentes e podem ser divididos em duas
formas principais: acidica e lacténica, e podem ter grupos acetil na sua unidade de
soforose com variagédo nas propriedades fisico-quimicas e biol6gicas (ASMER et al., 1988).
Além disso, a estrutura da cadeia de &acidos graxos (numero de carbono, insaturagéo e
hidroxilacao) presente em soforolipidios pode variar de acordo com o substrato utilizado
como fonte de carbono hidrofébico no processo de fermentagéo (DIAZ DE RIENZO et al.,
2015).

Soforolipidios de forma acida tém forte capacidade de formagédo de espuma e
solubilidade em agua, enquanto soforolipidios de forma lacténica tém a capacidade
de diminuir a tensdo superficial da agua e grande potencial antimicrobiano (LI et al.,
2020). Essas moléculas sao produzidas principalmente como uma mistura complexa de
congéneres, principalmente pelas leveduras ndo patogénicas Starmerella bombicola (LI
et al., 2020). As propriedades antimicrobianas dos soforolipidios, tem sido descrita na
literatura com resultados expressivos (DA FONTOURA et al., 2020).

De acordo com Hipdlito et al. 2020, os biossurfactantes recebem significancia
devido a sua ampla aplicagcdo experimental e vantagens sobre superficies sintéticas,
os soforolipidios sdo biossurfactantes promissores, classificados como glicolipidios
extracelulares e produzidos em meio sustentavel.

2.1 Acao microbiana dos soforolipidios

Os soforolipidios tem sido estudado quanto ao seu potencial em aplicagdes como
antimicrobiano desde o final dos anos 1980. Um dos primeiros relatos de soforolipidios
como agentes antimicrobianos foi de Wullbrandt et al. (1998) que testaram soforolipidios de
S. bombicola em bactérias Gram positivas: Bacillus subtilis, Staphylococcus Epidermidis,
Streptococcus faecium e Propionibacterium acne e obteve efeitos significativos na redugao
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da viabilidade celular.

A agao antimicrobiana dos soforolipidios estéa relacionada a sua natureza anfifilica, a
qual através de interacdes sinérgicas entre as por¢coes da soforose e acido graxo produz o
efeito surfactante, sendo capaz de diminuir a tenséo interfacial e superficial de compostos
e materiais, e assim promover alteracoes a adesdo de microrganismos (PONTES et al.,
2016; VALOTTEAU et al., 2017).

A atividade antimicrobiana do soforolipidio é caracterizada por mudancas ou
ruptura da membrana, induzindo a lise e possivel vazamento do contetdo citoplasmatico
das bactérias alvo, relacionado com o efeito das suas porcdes de acgucar e lipidios.
Sendo assim, os soforolipidios, gracas as suas caracteristicas anfifilicas, diminuem a
hidrofobicidade das membranas plasmaticas de bactérias, apresentando caracteristicas
bactericidas podendo induzir morte de células e biofilmes de bactérias Gram positivas e
Gram-negativas (FREITAS et al., 2021).

A atividade antimicrobiana tem sido objetivo de pesquisa do nosso grupo de
pesquisa contra diferentes patdogenos. Da Fontoura et al. (2020) aplicou soforolipidios de
S. bombicola produzido com gordura de frango contra bactérias Gram-negativas (Proteus
mirabilis, Escherichia coli, Salmonella enterica) e bactérias Gram-positivas (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans) obtendo reducéo da viabilidade
celular microbiana em concentragdo de 0,5 mg/mL e 2 mg/mL contra bactérias Gram-
positivas e bactérias Gram-negativas, respectivamente.

Hipolito et al. 2020 testaram a acgdo antimicrobiana dos soforolipidios contra 5
espécies de fungos contaminantes de alimentos, com efetiva acdo contra Fusarium
oxysporum e cinco espécies de Aspergillus ssp. (0,73 mg/mL), B. cinerea (0,43 mg/mL) e
Rhizopus ssp (0,23 mg/mL).

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

Silveira et al. (2019) testaram a atividade de soforolipidio de S. bombicola (ATCC
22214) associados ao acido lactico contra Clostridium perfringens (ATCC® 3624 ™)
e Campylobacter jejuni (ATCC® 33560 ™). Os resultados mostraram que o tratamento
combinado de soforolipidio e acido latico foi capaz de manter a eficiéncia antibacteriana em
baixas concentracdes devido a interagédo aditiva do soforolipidio e acido latico.

Todos esses trabalhos demonstram a capacidade antimicrobiana dos soforolipidios
e a ampla area de atuacgdo, levando as buscas pela atividade antimicrobiana contra
patdégenos de outras areas, como de frutas e verduras.

Costa et al. (2021) testaram uma alternativa para aumentar o prazo de validade dos
morangos onde desenvolveram filmes de amido de mandioca com soforolipidios visando
a reducdo da contaminagdo microbiana e aumento de tempo de validade do morango. A

porcentagem de eficacia dos revestimentos do tratamento com amido e com amido acrescido
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de soforolipidios (5 e 10%) foi de 25% e 66,6%, respectivamente. Os resultados obtidos
neste estudo mostraram pela primeira vez na literatura o potencial uso de soforolipidios
produzidos por S. bombicola como agentes de revestimentos de morangos agregando
importantes propriedades as formulagdes poliméricas.

Estudos do nosso grupo de pesquisa com soforolipidios produzidos pela levedura
S. bombicola, como sanitizante, na 4gua de lavagem de carcagas de frango, simulando
as etapas do abate e processamento, para reducdo de contaminantes e prevencdo de
contaminagd@o cruzada, bem como manutencdo da inocuidade das carcacas contra os
microrganismos Staphylococcus aureus, Escherichia coli, coliformes termotolerantes e
aerObios mesodfilos, sendo um potencial inovador de grande perspectiva para a industria
avicola, como agente descontaminante, trazendo maior seguranga alimentar aos produtos
e diminuic&o das perdas por contaminacao (FREITAS et al. 2021).

No presente estudo foi desenvolvido uma solucdo sanitizante com propriedades
antimicrobianas, devido a incorporacdo soforolipidios de S. bombicola, para aplicagdo
em frutos tomate cereja (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) e morango (Fragaria x
ananassa), pos-colheita, prolongando o tempo de prateleira e aumentando a seguranga
desses alimentos. Os frutos foram previamente contaminados pelo B. cinerea e os
soforolipidios foram aplicados nas concentra¢des de 2 mg/mL e 4 mg/mL (CELLIGOI et al.
2022).

Caretta et al. 2021 investigaram a estabilidade e a atividade antifungica do
soforolipidio de S. bombicola para o fitopatogenos de folhas e frutos de tomate. O
soforolipidio na concentracao de 2 mg/mL inibiu 95% do crescimento de P. ultimum; 75,7%
de B. cinerea; 64,3% de R. solani e 28,5% de S. rolfsii. Nos testes contra B. cinerea nas
folhas de tomate o soforolipidio na concentracao de 1 e 4 mg/mL teve uma melhor eficacia
de 76,9% e morte do fungo respectivamente, e nos tomates as concentragbes de 2 e 4 mg/
mL tiveram eficacia 96,27%.

3 I’ Botrytis cinereaE O DESAFIO DA PRESERVA(;i\O DE FRUTAS E VEGETAIS
POS-COLHEITA

B. cinerea € um fungo ascomiceto, necrotrofico que afeta muitas plantas e frutas
macias, sendo classificado entre os principais patdégenos fungicos de plantas que causa
doencga do mofo cinzento em mais de 1000 espécies de plantas (ELAD et al., 2016; LI et
al., 2021; RIGHINI et al., 2021; SAMARAS et al., 2021). Esse fungo pode causar perdas
em vegetais em armazenamento pés-colheita uma vez que produz fitotoxinas e enzimas
capazes de deteriorar a parede celular vegetal o que induz a necrose de tecidos vegetais
favorecendo o processo de infeccdo e podem causar perdas devastadoras em safras,
como uvas, morangos, vegetais e plantas ornamentais em todo o mundo (D’AMBROSIO et
al., 2018; DEAN et al., 2012).
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B. cinerea é responsavel pela infeccdo de uma imensa parte dos vegetais
principalmente no periodo pés-colheita (D’AMBROSIO et al, 2018). Para controlar a
deterioracdo poOs-colheita, existem algumas técnicas prevalentes, como o resfriamento e
armazenamento dos vegetais em baixas temperaturas logo ap6s a colheita (YOON et al.,
2020; BERNAT, 2017; MERCIER et al., 2017). Outra técnica tradicionalmente utilizada é a
aplicacé@o de fungicidas, que gera residuos com riscos potenciais tanto para o consumidor
quanto para o ambiente (GOL et al., 2013). O uso desses descontaminantes, em sua maioria,
quimicos, tem como finalidade a prevencédo e/ou inibicdo de microrganismos prejudiciais,
evitando alteracdes indesejadas nos vegetais, mantendo a qualidade e aumentando o
tempo de prateleira (VINCENZI et al., 2021).

Desta forma ha uma crescente conscientizacdo com relagdo ao consumo de
alimentos saudaveis, gerando a necessidade de manter qualidade dos alimentos sem uso
de conservantes quimicos, consequentemente, alternativas naturais, com menor toxicidade,
que conservam as caracteristicas como sabor, odor, consisténcia e valor nutritivo tem sido

a busca deste mercado.

41 S{-\NITIZANTE PARA FRUTAS CONTENDO SOFOROLIPIDIOS COMO
MOLECULA ATIVA MICROBIANA

O sanitizante com o bioativo soforolipidios em concentragées de 2 e 4 mg/mL foi
desenvolvido por Celligoi e colaboradores (2022) e aplicado em vegetais: pepino (Cucumis
sativus) e abobrinha menina (Cucurbita moschata) diminuindo a severidade da doenca em
todos os tratamentos com eficacia de 88,89% no pepino e 88,89% abobrinha.

Resultados satisfatérios na preservagao poés colheita de vegetais devido a aplicagéo
do sanitizante a base de soforolipidios ja foram apresentados por Celligoi et al. (2022)
em diferentes vegetais, Caretta et al. (2021) em folhas e frutos de tomate e em filmes
de revestimento em morangos Costa et al (2021) contendo soforolipidios como ativo
microbiano, o grupo de pesquisa define a aplicacéo do sanitizante a base de soforolipidios
em frutas, tomate e morango.

O sanitizante contendo a molécula de soforolipidio como bioativo microbiano, foi
testado em tomate cereja (Solanum lycopersicum var. cerasiforme), morango (Fragaria x
ananassa) objetivando a minimizagcdo de contaminacéo e posterior deterioragdo destes
frutos apo6s sua colheita e consequente aumento do prazo de distribuicdo e comercializagdo
dos mesmos.

Os frutos (tomates e morangos) foram inoculados com 10 pL 1x 10°® esporos/mL
de Botrytis cinerea e tratados com os sanitizantes com soforolipidios nas concentracbes
de 2 e 4 mg/mL de soforolipidios. Sendo o tratamento curativo a solugédo sanitizante foi
aspergida nos frutos ap6s a infecgéo, e o tratamento preventivo a solugdo sanitizante foi
aspergida nos frutos ndo infectados. O controle foi realizado somente com asperséo de
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agua destilada.

Os resultados demostraram que a solugé@o sanitizante de soforolipidios foi capaz
de diminuir a severidade da doenca em todos os tratamentos com eficacia de 66,67% no
tomate com 2mg.mL de soforolipidio e 80% no morango na concentragdo de 4 mg. mL,

resultados que mostraram diferencgas significativas e melhores n (Tabela 1).

Soforolipidios (mg. mL")

Tratamentos
0 2 4
) Severidade (%) 752 50° 50°
. Curativo
Tomate Cereja Eficacia (%) 0 338 33,33°
(Solanum lycopersicum var. -
Cerasiforme) . Severidade (o/o) 75% 25¢ 33¢
Preventivo
Eficacia (%) 0 66,67° 55,560
. Severidade (%) 88,332 58,33° 41,67°
Curativo
Morango Eficacia (%) 0" 308 50°
(Fragaria x ananassa) . Severidade (%) 88,332 41,67° 16,67d
Preventivo
Eficacia (%) 04 50¢ 80°

As letras diferentes na mesma linha indicam diferencgas significativas (P < 0,05) de acordo com o teste
de Tukey.

Table 1. Severidade e eficacia dos sanitizante com 2 e 4 mg/mL de soforlipidios em tomate cereja e
morango contaminados com Botrytis cinerea

Esses resultados revelam que o sanitizante a base de soforolipidio foi eficaz
quando usado preventivamente e que os soforolipidios sdo moléculas promissoras contra
o principal fitopatégeno do tomate e morango. Os percentuais de infeccdo da doenca nos
frutos inoculados e o percentual de eficacia dos tratamentos foram determinados com base
na escala de danos nos frutos do primeiro (dia 1) até 32 dias de armazenamento para o
tomate e 16 dias de armazenamento para o morango.

Em tomate-cereja a infecgéo pelo B. cinereafoi capaz de danificar o tomate induzindo
lesdo que resultou em 100% da severidade nos frutos controles tratados somente com agua
destilada. Por outro lado, todos os tratamentos apresentaram diferenca significativa em
relacdo ao controle, sendo que sanitizante contendo 4 mg/mL de soforolipidios demostrou
mais eficiéncia contra as lesdes necréticas conforme demostrado na Figura 1. Os frutos de
tomate inoculados com B. cinerea e tratados com o sanitizante apresentaram uma maior
vida de prateleira.
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Figura 1. Atividade sanitizante de soforolipidios em tomates e morango, infectado e néo infectado, com
Botrytis cinerea durante o armazenamento

Em morangos, o tratamento com sanitizante com a concentracdo de 4 mg/
mL demonstrou ser eficaz inibindo significativamente o crescimento de B. cinerea em
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comparacao com o controle (Figura 1).

Os morangos nao tratados apresentaram um crescimento evidente de fungos apés
5 dias em suas condi¢des naturais (Figura 1).

Os resultados demonstraram que a biomolécula de soforolipidio apresenta
atividade antimicrobiana contra o fungo B. cinerea. A eficacia de prevencao, ao aplicar a
solucdo sanitizante, 2mg/mL de soforolipidios, contra B. cinerea foi superior a 50% nos
frutos testados. E o tratamento curativo utilizando o sanitizante a base de soforolipidios,
possibilitou um tempo prateleira mais prolongado.

51 PERSPECTIVAS FUTURAS

A biomolécula, soforolipidio, demonstra ser um promissor sanitizante natural pela
sua alta acdo antimicrobiana e sustentavel quanto a sua producéo. Também demostra
grande agao contra o fitopatdogeno B. cinerea, podendo ser uma alternativa aos fungicidas

convencionais utilizados no processo de pos-colheita.
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