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Resumo

Objetivo: Este estudo visou verificar a eficacia antimicrobiana e extenséo da
vida de prateleira em agua de coco condicionada em filmes de polietileno de
baixa densidade linear (PEBDL) aditivados com nanoparticulas de prata
(AgNPs) dispersas no carregador de silica (SiO») e hidroxiapatita (HAP), em
diferentes concentragbes em porcentagem (%) por filme polimérico
Metodologia: Na pesquisa foram estudadas trés concentracbes diferentes
de AgNPs (%) (0,2; 0,4 e 0,6) para ambos carregadores em filmes PEBDL,
além do filme controle (sem nanoparticulas). Tanto os aditivos AgNPs + SiO,
e AgNPs + HAP quanto os filmes caracterizados por: difragdo de raio X
(DRX), espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR), microscopia eletrobnica de varredura (FEG-SEM), espalhamento
dinamico de luz (DLS), potencial zeta, termogravimetria (TGA) e calorimetria
diferencial de varredura (DSC). A agao antimicrobiana foi pesquisada contra
0s seguintes microrganismos, Gram Positivo: Staphylococcus aureus, Gram
Negativo: Escherichia coli e os fungos Penicillium expansum e Fusarium
solani; por meio das metodologias de atividade antimicrobiana por contato e
imagens bacterianas por microscopia eletrénica de varredura (MEV). Na
andlise de vida de prateleira de agua de coco foram realizados
procedimentos fisico-quimica de pH, acidez titulavel, sdlidos soluveis, cor,
turbidez, compostos fendlicos, acucares redutores e nao redutores e
minerais, e analises microbiolégicas em psicrotroficos, bolores e leveduras
enterobactérias e Salmonella spp. Resultados: A adicdo de AgNPs na
matriz do PEBDL n&o interferiu nas propriedades quimicas e térmicas dos
filmes e ndo houve migracao significante de prata para o meio externo. Em
relacdo a atividade antimicrobiana, foi observado que a maioria das
concentragbes realizaram uma inibicdo maior de 90% em todos os
microrganismos estudados, independente do carregador, entretanto uma
maior acdo antimicrobiana foi para bactéria Gram positiva do para que a
Gram negativa e entre os carregadores, a HAP a foi mais efetiva. Com
relagdo ao envase da agua de coco em embalagens com nanotecnologia,
verificou-se que, independentemente do carregador houve maior
manutengdo das caracteristicas fisico-quimica ao longo do periodo de
armazenamento, correlacionando o resultado a reducéo da carga microbiana
do produto em embalagem com AgNPs. Conclusao: Os resultados desta
pesquisa demostraram que as embalagens com nanoparticulas de prata,
independente do carregador, e, mesmo em baixas concentragdes sao
efetivas na manutengcdo e otimizacdo da qualidade fisico-quimica e
microbiolégicas da agua de coco armazenada sob refrigeragdo acima de 5°C
e em um periodo superior a 30 dias.

Palavras-Chave: nanotecnologia; nanoparticulas de prata; antimicrobianas;
embalagens ativas.



Abstract

Objective: This study aimed to verify the antimicrobial efficacy and extension
of shelf life in coconut water conditioned in linear low density polyethylene
(LLDPE) films added with silver nanoparticles (AgNPs) dispersed in the silica
carrier (SiO2) and hydroxyapatite (HAP), at different concentrations in
percentage (%) per polymeric film Methodology: In the research, three
different concentrations of AQNPs (%) (0.2; 0.4 and 0.6) were studied for both
carriers in LLDPE films, in addition to the control film (without nanoparticles) .
Both the AgNPs + SiO2 and AgNPs + HAP additives and the films
characterized by: X-ray diffraction (XRD), Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR), scanning electron microscopy (FEG-SEM), dynamic
light scattering (DLS), zeta potential, thermogravimetry (TGA) and differential
scanning calorimetry (DSC). The antimicrobial action was investigated
against the following microorganisms, Gram Positive: Staphylococcus
aureus, Gram Negative: Escherichia coli and the fungi Penicillium expansum
and Fusarium solani; through the methodologies of antimicrobial activity by
contact and bacterial images by scanning electron microscopy (SEM). In the
analysis of the shelf life of coconut water, physical-chemical procedures of
pH, titratable acidity, soluble solids, color, turbidity, phenolic compounds,
reducing and non-reducing sugars and minerals, and microbiological
analyzes on psychrotrophs, molds and enterobacterial yeasts were carried
out and Salmonella spp. Results: The addition of AgNPs to the LLDPE
matrix did not interfere with the chemical and thermal properties of the films
and there was no significant silver migration to the external environment.
Regarding antimicrobial activity, it was observed that most concentrations
performed a greater than 90% inhibition in all microorganisms studied,
regardless of the carrier, however a greater antimicrobial action was on Gram
positive bacteria than Gram negative and between carriers, PAH was more
effective. Regarding the bottling of coconut water in nanotechnology
packages, it was verified that, regardless of the carrier, there was a greater
maintenance of the physicochemical characteristics of this product
throughout the storage period, correlating this result with the reduction of the
microbial load of coconut water in packaging with AgNPs. Conclusion: The
results of this research showed that packages with silver nanoparticles,
regardless of the carrier and in low concentrations, are effective in
maintaining and optimizing the physical-chemical and microbiological quality
of water stored under refrigeration above 5°C and in a period longer than 30
days.

Keywords: nanotechnology; silver nanoparticles; antimicrobial; active packs.
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Introducgao

A comercializagdo da agua de coco no Brasil no ano de 2020 foi de
21,9 toneladas, sendo esta bebida avaliada no mercado global em 2021
em 5 bilhdes de ddélares e podendo valer 11,72 bilhbes de dolares em
2027, esta valorizagdo no mercado é reflexo de uma maior demanda de
consumidores cientes dos beneficios do seu consumo (1,2), entretanto a
agua de coco é um produto que se deteriora facilmente quando exposta
ao ar, sendo esta podendo ser ocasionada por atividades de
microrganismos, contaminantes fisicos e condigbes de armazenamento
deficientes, além das atividades enzimaticas que € maior durante o
manuseio deste produto (3—7), portanto torna atraente a incorporagao de
agentes antimicrobianos em garrafas plasticas de agua de coco pronto
para beber, assim reduzindo a sua deterioragdo e otimizando sua

qualidade fisico-quimica e microbiolégica (8—12).

Agua de Coco

O coqueiro (Coco nucifera L.), pertencente a familia Arecaceae, € uma
palmeira nativa das regides tropicais, e amplamente cultivado na Asia,
América e Africa. Trazida para o Brasil na segunda metade do século XVI,
tornou-se uma das mais importantes palmeiras cultivadas no pais, sendo
encontrado em quase todo o territério brasileiro (5,13-15). O coco,
cientificamente conhecido como cocos nucifera, € um fruto classificado
como drupa fibrosa, que apresenta forma ovoide com varios tamanhos e
cores (6). Em geral, um coco leva cerca de 12 meses para ficar maduro e

pesa até 2 kg. Este fruto apresenta internamente duas partes comestiveis,
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0 nucleo branco (polpa) e o liquido claro (agua de coco), e ambas podem

ser processadas, fornecendo mais de 100 produtos e subprodutos (13,16).

epicarpo

mesocarpo pericarpo

A

p

endosperma liquido
(dgua de coco)

endosperma solido

Fig. 1. llustragdo da morfologia do fruto Coco nucifera L. Fonte: Uzunian; Birner (2009)

A agua de coco é um endosperma liquido que corresponde por
aproximadamente 25% do peso do fruto, € uma bebida com sabor
levemente adocicado e acido, com coloragéo incolor (6,17,18). No terceiro
més de desenvolvimento do coco € encontrado em pequenas
quantidades, mas com sete a oito meses ela atinge o maximo do seu
volume (300-500 mL), e também é quando o sabor da agua de coco esta
mais doce, este volume se mantém constante durante um ou dois meses,
reduzindo até o final do madurecimento (100-150 mL) (6,14,15).

A agua de coco é composta por sais minerais, proteinas e agucares
(glicose, sacarose e frutose), vitaminas e fitohormonios, sendo
considerada uma bebida auxiliadora na saude do consumidor, ja que
apresenta agdes antioxidantes, cardioprotetor, anticancerigeno e

hipoglicemiantes (17,19,20), além disso pode inibir e aliviar varios
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problemas e disturbios associados a saude, como: diarreia, desidratagao,
problemas relacionados aos rins, infec¢gado do trato urinario e entre outros
(5,6,21).

Apesar de todas as suas caracteristicas benéficas aos consumidores,
a agua de coco se deteriora facilmente quando exposta ao ar. A sua
deterioragdo pode ser ocasionada por atividades de microrganismos,
contaminantes fisicos e condi¢gdes de armazenamento deficientes, além
das atividades enzimaticas que é maior durante o manuseio deste produto
(3-7).

Em relacdo a sua atividade enzimatica, vale ressaltar que duas
enzimas se destacam, a peroxidase (POD) e a polifenol oxidase (PPO),
ambas contribuem para o aparecimento de coloragédo rosa ou marrom na
agua de coco, ja que sdo capazes de oxidar compostos fendlicos com o
auxilio de oxigénio molecular, sendo esta sintese relacionada como um
mecanismo de defesa do fruto. O resultado final das reagdes catalisadas é
0 escurecimento enzimatico, que é indesejavel, ja que altera o sabor, odor
e valor nutricional (14,22). Portanto aspectos fisico-quimica como acidez,
turbidez, compostos fendlicos e teor de minerais, devem ser analisados
com frequéncia, ja que estdo relacionados com as reagbes enzimaticas
indesejaveis (22).

Todas estas variaveis podem causar uma diminuicdo da qualidade da
agua de coco, refletindo em uma menor vida de prateleira e perda de suas
qualidades sensoriais (sabor rangoso, turbidez e pigmentos marrom) e
nutricionais, além disso, pode apresentar um risco para saude do

consumidor pelo consumo de micotoxinas de fungos ou até mesmo
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infecgbes bacterianas (6,7,23).

A preservacgéo e o processamento da agua de coco sem alterar a sua
composi¢cdo quimica e sua natureza sensorial, € o maior desafio da
industria de processamento deste produto (6,7).

Atualmente o processo para o aumento de vida de prateleira da agua
de coco é realizada por meio do tratamentos térmicos, como a
esterilizagdo e a pasteurizacdo, onde a primeira elimina todos os
microrganismos e seus esporos originando produtos tipo tetra pak, que
nao precisa ser refrigerado e tem uma vida de prateleira maior que dez
meses, € a pasteurizagdo que destréi formas vegetativas dos
microrganismos a qual possibilita um tempo de prateleira de 30 dias sob
refrigeracdo, e ambos os tratamentos inativam as enzimas peroxidase e a
polifenol oxidase (ambas contribuem para o aparecimento de coloragao
rosa ou marrom no produto (7,24-26).

O processamento de pasteurizacdo da agua de coco resfriada,
comega com a selecdo e sanitizacdo dos frutos, para posteriormente
ocorrer a sua extragao, geralmente esta agdo ocorre com o auxilio de um
equipamento tipo furador de aco inox, este processo pode ser realizado
por uma extratora manual ou automatizada. Nesta etapa é recomendado
introduzir o equipamento na parte superior dos frutos, no pedicelo, parte
que sustenta o fruto no cacho e também onde o este é gerado (15).

Com a abertura, a agua é vertida em um coletor de malha ou peneira,
ambas de inox, que retém as particulas ou residuos provenientes da etapa
de extragdo, em seguida a agua € conduzida a um pasteurizador de

placas, com seccdes de aquecimento e resfriamento, onde é submetida a
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temperaturas na faixa de 90-95 °C/60 segundos e resfriada até 35 °C, por
fim a agua de coco € envasada, esta pode ocorrer por meio de dosadoras
manuais ou semiautomaticas. O armazenamento da agua de coco, deve
ser em temperatura maxima de 5 °C. Com este o bindbmio tempo versus
temperatura da pasteurizagdo, a agua de coco em geral ndo ira sofrer
mudancgas significativas nas suas caracteristicas sensoriais durante o
armazenamento em refrigeracéo (15,27,28).

De acordo com (28) (2017) e (29) (2004), o tratamento térmico via
pasteurizacdo, proporciona uma vida de prateleira de 30 dias em
temperatura de refrigeragcdo controlada, entretanto observou-se que nas
gondolas e estoques de supermercados esta temperatura geralmente néo
€ seguida, podendo encontrar refrigeradores com temperaturas de 7 a 10
°C (30,31).

Com as inadequagdes de refrigeragdo, mesmo com a pasteurizagdo a
agua de coco apresenta uma vida de prateleira menor que 30 dias.
Salienta-se que o tratamento térmico realiza uma reducéo parcial da carga
microbiana em uma ordem de seis ciclos decimais, sendo que pela
legislacédo brasileira, os padrbées microbioldgicos aceitaveis para
comercializacdo de sucos e outras bebidas submetidas a processos
tecnolégicos para redugao microbiana, que necessitam de refrigeragéo é:
Salmonella, ausente, Enterobacteriaceae, 102 e bolores e leveduras de
107 (28,32).

Portanto, torna-se interessante uma tecnologia aplicada a embalagem
da agua de coco, com a incorporagdo de nanoparticulas metalicas em

polimeros, a qual contém em sua estrutura agentes antimicrobianos que
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agem na redug¢do microrganismos no produto alimenticio; adicionalmente
a pasteurizagdo a agua de coco tera mais um meio de seguranga para
manutencdo da qualidade com agao antimicrobiana, principalmente
durante distribuicdo, onde as condi¢cdes de controle de temperatura sao
deficientes e um possivel aumento da carga microbiana € presumivel

(9,28).

Embalagens

16

A embalagem é um meio eficaz de prote¢cdo de produtos alimenticios de

contaminantes externos e outras influencias (odores, choques, poeira,

temperatura, danos fisicos, luz, microrganismos e umidade), garantindo

a

prevencdo de alteragdes quimicas, fisicas e bioldgicas (deterioragdo) dos

alimentos, portanto € fundamental na qualidade e seguranga dos alimentos,

além de aumentar a vida de prateleira e minimizar o desperdicio (8,10,11).

Os atributos que as embalagens devem apresentar sdo a
compatibilidade com o produto alimenticio, ser atdxico; oferecer protecéo
sanitaria; proteger contra a passagem de umidade, gases, luz, gorduras e
aromas, ser resistente a impactos fisicos, ter boa aparéncia, ser de facil
eliminacao e ter viabilidade econémica (33—-36).

Dentre os materiais utilizados para embalagens, os polimeros sao
comumente usados para embalar alimentos, em particular os polietilenos
e suas misturas, isso € devido a sua nao toxicidade, alta durabilidade e
facilidade de moldagem (12,37). Os exemplos de embalagens de
polietileno incluem, garrafas, bandejas, tigela bowl, sacos, potes, filmes,

pouch, e outros (37). Os matérias poliméricos utilizados nas embalagens



consistem, por exemplo, polietileno tereftalato (PET), polipropileno (PP),
poliestireno (OS), cloreto de polivinil (PVC), polietileno de alta densidade
(PEAD), polietileno de baixa densidade (PEBD) e o polietileno de baixa
densidade linear (PEBDL) (37).

PEBDL, & copolimero de etileno com a-olefina (1-buteno, 1-hexeno
e 1-octeno), onde uma pequena fragao de a-olefina, introduz ramificagbes
de cadeia curta, que pode proporcionar o melhoramento das propriedades
mecanicas e opticas do PEBDL, sendo que as caracteristicas mecanicas
deste é melhor que dos filmes feitos de PEBD e PEAD (38,39). Devido
suas atraentes caracteristicas, como boa flexibilidade, resisténcia elétrica,
estabilidade térmica, alta barreira de vapor de agua e excelente
resisténcia a substancias, o PEBDL acaba sendo utilizado em muitas
aplicagdes para embalagens de alimentos (40—42).

Bactérias e fungos, vém ao longo dos anos sendo os responsaveis
por varias doengas de origem alimentar, tornando-se uma das
preocupagdes mais importantes na area de seguranga alimentar no
mundo (8). De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em
2015, cerca de 600 milhdes de pessoas foram afetadas por doencgas
transmitidas por alimentos e 420 mil casos de mortes pelo mesmo motivo,
foram registrados no mundo todo a cada ano (8,43).

A contaminagao de alimentos pode ocorrer durante a pds colheita,
processamento e distribuicdo, portanto € necessario diminuir os riscos de
doengas transmitidas por alimentos contaminados e as embalagens de
alimentos podem em muito contribuir para a reducdo destas

contaminacgdes. (8,10).
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A embalagem como dito anteriormente, € um meio eficaz de
protecdo dos produtos alimenticios, principalmente durante seu
armazenamento, entretanto os materiais de embalagem convencionais
nao podem controlar ativamente as reagdes dentro do produto (10). A
ciéncia e a engenharia de materiais, vém apresentando novas tecnologias
de embalagens, conhecidas como embalagem inteligente/ativa, que
auxiliam na manutencdo da qualidade e otimiza a seguranga do alimento
além de aumentar a vida de prateleira (8,10).

Uma das tecnologias de embalagens ativas, consiste na
incorporagdo de agentes antimicrobianos na estrutura polimérica da
embalagem, se destacando pela sua eficacia na redugédo da deterioragao
de alimentos e na otimizagdo da seguranga alimentar (8—12).

Varios tipos de antimicrobianos em polimeros foram estudados e
desenvolvidos, em especial aqueles que continham nanoparticulas
antimicrobianas, com destaque para a prata, com a cadeia polimérica de
polietilenos, utilizada em embalagens de alimentos, como pode ser
observados pelos trabalhos de Abutalib & Rajeh, Ahmed et al., Becaro et

al. e Brito et al. (9,44-46).

Nanotecnologia em Embalagens
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Nanoparticulas, cuja a escala de dimensao fica na faixa de 1—-100 nm,

tem como fenbmeno o efeito de superficie, ou seja, 0 aumento da relagao

area/volume em matérias nanométricos. A redugcdo do volume em

detrimento com o tamanho, favorece o aumento da proporgcao de atomos na

superficie, proporcionando propriedades fisicas, quimicas e Opticas
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superiores quando comparadas com 0s mesmos materiais em escala macro
(47-49).

Materiais em nanoescala, baseados em particulas metalicas ou éxidos
de metal, vém sendo empregados nas matrizes poliméricas para incluir a
funcdo antimicrobiana nestas estruturas (43). Dentre as nanoparticulas se
destaca a prata, a qual nas pesquisas realizadas por Becaro et al. (2015),
Brito et al., (2020), Lazi¢ et al. (2018), Roy et al. (2017) e Zhou et al.
(2020a), mostrou que ela apresenta um espectro maior de atividade
antimicrobiana quando comparado com outras nanoparticulas metalicas.

Historicamente a prata é utilizada para a eliminagcdo de bactérias, a fim
de evitar infecgdes causadas por estas, mas quando este metal se encontra
no tamanho nano, tem apresentado uma otimizacdo do seu desempenho
antimicrobiano (54,55), com isso as nanoestruturas da prata vem sendo
aplicadas na medicina, cosmetologia e em alimentos (56).

O mecanismo de acao da prata ainda nao foi totalmente elucidado,
entretanto as suas propriedades antimicrobianas podem estar relacionadas
com a liberagdo de ions de Ag, sendo estes os responsaveis pelas
alteragdes morfolégicas e na permeabilidade da membrana microbiana e
danos intracelulares (9,52,57).

Entretanto a nanoescala da prata ndo € garantia de um eficiente
desempenho antimicrobiano, pois isso também depende da uniformidade e
dispersdo destas nanoparticulas (52,55). Nanoparticulas de prata,
apresentam uma alta tendéncia de formar aglomerados, devido a
instabilidade decorrente da alta area de superficie/volume, portanto para

evitar tal ocorréncia a prata pode ser sintetizada com um carregador
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inorganico, a qual imobilizara a nanoparticula de prata, controlando o seu
tempo de contato com os microrganismos, assim como o controle da taxa de
liberacdo de ions prata (52,56,58).

Como carregadores inorganicos da prata, é de grande interesse escolher
a mais utilizada no mercado que é a nano silica mesoporosa, um substrato
inorganico, e a nano hidroxiapatita, que € tipo de fosfato de calcio, pois
ambas apresentam caracteristicas favoraveis como biocompatibilidade,
dispersibilidade, estabilidade quimica e grande area de superficie, além de
ser baixo custo de producdo e seguro para o consumo humano (9,51-
53,56-58).

Em suma este trabalho visa investigar se ha diferenga na eficacia da
agao antimicrobiana dos diferentes carregadores sob as nanoparticulas de
prata integradas em embalagens alimenticias, além disso verificar se esta
tecnologia pode ser um mantenedor da qualidade fisico-quimica e
microbioldgica pos pasteurizagdo da agua de coco, estendendo a vida de
prateleira principalmente em ambientes a qual as condigdes de controle de
temperatura ndo sdo eficazes, adicionalmente proporcionando a
manutengdo da qualidade microbiolégica e fisico-quimica por um periodo

maior apos o produto ser aberto para consumo
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nas analises in vitro como na agua de coco. No caso do produto alimenticio,
esta acdo antimicrobiana refletiu em melhores resultados fisico-quimica ao
longo de 35 dias, portanto estas embalagens com nanoparticulas,
independente do carregador, possibilitou que a agua de coco ter uma vida de
prateleira com qualidade além dos 30 dias estipulados para o produto e em
refrigeragdo acima da recomendada ideal pela legislacdo, além disso estas
embalagens ndo promoveram migracdo de seus aditivos para o alimento,
portanto demostrando que as nanoparticulas de prata pode ter um grande
potencial de uso em garrafas para agua de coco como também para outras

bebidas pasteurizadas.
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