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RESUMO

Alimentos frescos sdo frequentemente vetores para surtos de doengas como
intoxicacdo alimentar com vomitos, diarreias e desidratacdo. Essa categoria de alimentos
ndo usa processamento convencional de esterilizagdo. Portanto, a sanitizacdo desses
alimentos sdo constantemente uma preocupacdo de salude publica. Atualmente, novas
categorias de sanitizantes sdo aplicadas em alimentos de consumo humano, cujos
compostos sdo moléculas alternativas ao cloro. Esses sanitizantes livre de cloro foram
estabelecidos ap6s a organizacdo mundial da saide (OMS) divulgar os efeitos negativos
da molécula de cloro no organismo, como problemas enddcrinos. As nanoparticulas de
oxido de zinco (NPsZnO) é um sanitizante versatil com aplicagBes promissoras na
categoria de sanitizantes alternativos. As NPsZnO é um antimicrobiano ativo contra um
amplo espectro de microrganismos patogénicos. Outra categoria € a sanitizacdo
eletrolitica, cuja producdo de cloro residual depende exclusivamente do tipo de sais
adicionado a solugdo para produgdo de uma agua eletrolitica com atividade bactericida.
Se os pardmetros do processo forem adequadamente controlados, o tratamento elimina
as principais bactérias patogénicas. Compostos sanitizantes extraidos de extratos naturais
sdo estudados em destaque para os 6leos essenciais. Essa categoria, apresenta atividade
bactericida, fungicida; Além de alguns dleos essenciais apresentarem acédo antioxidante
na superficie do alimento, sendo vantajoso para o desenvolvimento de compostos de agdo
antimicrobiana para uso como sanitizante. Portanto, nesse estudo foram avaliados
diferentes sanitizantes alternativos com potencial antimicrobiano contra cepas

patogénicas de interesse.

Palavras-chave: Livre de cloro; Antimicrobiano; Patogénico.



ABSTRACT

Fresh foods are often vectors for disease outbreaks such as food poisoning with
vomiting, diarrhea, and dehydration. This category of foods does not use conventional
sterilization processing. Therefore, the sanitization of these foods is a constant public
health concern. Currently, new categories of sanitizers are applied to foods for human
consumption, whose compounds are alternative molecules to chlorine. These chlorine-
free sanitizers were established after the World Health Organization (WHO) disclosed
the negative effects of the chlorine molecule on the body, such as endocrine problems.
Zinc oxide nanoparticles (ZnO NPs) are a versatile sanitizer with promising applications
in the category of alternative sanitizers. ZnO NPs is an antimicrobial active against a
broad spectrum of pathogenic microorganisms. Another category is electrolytic
sanitization, whose production of residual chlorine depends exclusively on the type of
salts added to the solution to produce electrolytic water with bactericidal activity. If the
process parameters are adequately controlled, the treatment eliminates the main
pathogenic bacteria. Sanitizing compounds extracted from natural extracts are studied,
with emphasis on essential oils. This category presents bactericidal and fungicidal
activity; in addition, some essential oils present antioxidant action on the surface of the
food, which is advantageous for the development of compounds with antimicrobial
action for use as sanitizers. Therefore, this study evaluated different alternative sanitizers

with antimicrobial potential against pathogenic strains.

Keywords: Chlorine free; Antimicrobial; Pathogenic
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INTRODUGCAO JUSTIFICADA

A busca por alimentos frescos, minimamente processados, livres de produtos
quimicos tem influenciado na disponibilidade de mercado e na regulamentagdo do uso
de vérios produtos agricolas fitossanitarios. Produtos frescos e minimamente
processados possuem um maior valor agregado quando comparados aos produtos
processados e industrializados (Cossu et al. 2017). Apesar disso, o perfil do consumidor
avalia as vantagens de escolher essa categoria de produtos.

O crescente interesse por alimentos naturalmente ricos em proteinas, minerais,
vitaminas e cuja produgdo agréria valoriza préaticas orgénicas ou de livre adi¢do de
quimicos, levou a formacdo de um nicho de mercado saudavel e consumidores
conscientes.

Os alimentos frescos e minimamente processados tém grande aceitacdo no
mercado internacional, entretanto anualmente cresce o mercado de consumidores
interno. S&o produtos frescos, embalados e de consumo imediato que priorizam as
caracteristicas nutricionais, sensoriais, qualidade e seguranca alimentar (Zamuner et al.,
2020). Portanto, o produto deve ser limpo, higienizado, desprovido de partes com danos
mecanicos ou bioldgicos e embalado de modo, a facilitar seu consumo e transporte.

Outra vantagem para essa categoria de alimentos é a redugdo de desperdicios,
visando um maior aproveitamento do alimento (Aayush et al., 2022). Entretanto, 0s
alimentos frescos e minimamente processados apresentam maiores desafios de
conservacao devido aos riscos de contaminagdo por microrganismos patogénicos ou que
podem reduzem a qualidade do produto e principalmente o tempo de prateleira (Raffo &

Paoletti., 2022).
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Para garantir uma producdo de frutos frescos seguros para o consumidor, 0 ps
colheita segue para packing-house, uma instalacdo mecanizada que prevé a redugédo do
contado humano direto com o alimento e realiza 0s processos de sanitizacdo e
embalagem em atmosfera modificada (Dilarri et al. 2021). Vérios paises incluindo o
Brasil, utilizam produtos a base de cloro na forma de hipoclorito de sédio (NaOCI) em
processos de sanitizacdo de alimentos.

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) junto ao
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) estabelecem legislagdes
para o uso de substancias biocidas em alimentos destinados ao consumo humano ou
animal. De acordo com o Cddigo da Regulacdo Federal n° 21 da Administracdo de
Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos (FDA) Art. 49 adotado no Brasil pela
ANVISA e compartilhado pelo MAPA, a concentragdo permitida do cloro em solugéo
para uso em alimentos deve estar entre 50 ppm e 200 ppm (MAPA, 2018). Entretanto, a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) divulgou dados sobre o efeito cumulativo do
cloro livre, sendo responsavel por problemas endécrinos como insuficiéncia renal,
deficiéncia na absor¢do de iodo e aterosclerose (OMS, 2017).

O uso do cloro livre, quando em contato com a matéria organica leva a formacéo
de compostos halégenos com potencial carcinogénico como os trihalometanos e os
acidos haloacéticos (EFSA 2015; Gil et al., 2019). Portanto, o Conselho da Uniéo
Europeia (UE) adotou o novo regulamento (UE) 2018/605 (Regulamentacdo da
Comissdo Delegada da Unido Européia, 2018) com a categoria “Desreguladores
Endécrinos” (DEs) em produtos sanitizantes para uso em alimentos destinados ao
consumo humano. Essa categoria lista a proibi¢do do uso de substancias como o cloro

livre produzido a partir do hipoclorito de sédio e eletrélise do cloreto de sédio, que séo
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nocivos a saide em longo prazo (European Commission, 2018).

O regulamento permite que a UE proiba o uso do cloro livre em contato com
alimentos e a entrada de produtos de destino alimentar no mercado interno com base na
identificacdo do perigo a saude, em vez de uma avaliagdo de risco considerando sua
exposic¢ao.

No Brasil, a nova regulamentacdo da UE tem influenciado diretamente na
escolha dos produtos sanitizantes usados em processos de higienizacdo em frutos
frescos e minimamente processados destinados exclusivamente a exportacéo para UE.
Apesar disso, a ANVISA ndo apresentou qualquer retificacdo nas diretrizes de lei para o
cloro livre destinados ao uso de produtos alimentares do mercado interno. Mesmo assim,
o0s produtores junto as instalacBes de packing-house tiveram que se adequar as novas leis
da UE para continuar com as exportacdes.

Em 2018 o Brasil ocupou a 23° posi¢do no ranking dos exportadores de frutos
frescos, segundo a Associacdo Brasileira dos Produtores Exportadores de Frutas e
Derivados (Abrafutas, 2018). No mesmo ano, as exportagbes de frutos frescos e
minimamente processados tiveram aumento de 9% que ultrapassaram os US$ 150
milhdes na balanga comercial do agronegécio (Abrafrutas, 2018). Embora ainda ocupe a
mesma posicdo no primeiro trimestre de 2020, o pais € o terceiro maior produtor de frutos
do mundo, com 2,5 milh8es de hectares cultivados. No entanto, apenas 3% da producéo
nacional de frutos frescos foram exportados no ano de 2019 (Secretaria de Agricultura e
Abastecimento, 2019).

Esse setor estd em ascensdo entre acordos comerciais com o Mercosul e a
Associagdo Europeia de Livre-Comércio (EFTA), formado por Suica, Noruega, Islandia

e Liechtenstein, a qual beneficiam a balanca comercial do agronegécio brasileiro
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(Mercosul-EFTA, 2019). O acordo garante beneficios fiscais imediatos como tarifa zero,
0s quais, ficam totalmente livres de sobre taxa de importacéo ou dependendo do produto
recebem os beneficios com periodo de caréncia que podem variar entre quatro edez anos.

O ano de 2019 marcou a fruticultura brasileira que alcangou a marca de 21% de
aumento em volume exportado, cerca de 980 milhdes de toneladas de frutos frescos
comparados a 848 milhdes em 2018, a qual gerou uma expectativa para alcancar a marca
de US$ 1 bilhdo no futuro (Abrafrutas, 2020). Isso representa um aumento del6%
em valor na balanga comercial do agronegdcio cerca de US$ 173,19 milhdes em
comparacéo a US$ 158,86 milhdes no mesmo periodo do ano de 2018 (Abrafrutas,
2019).

No entanto, a crise decorrente do virus da Covid-19 tornou o ano de 2020 com
baixa na balanca comercial brasileira de exportagéo de frutos frescos.

A interrupcéo das atividades de importacdo no mercado interno da China durante
o0 periodo de quarentena afetou diretamente os acordos comerciais no mesmo ano.Apesar
da China nunca ter sido um grande comprador de frutos frescos brasileiro dentro do
quadro de mercado internacional, gerou uma preocupagdo Vvoltado aos paises
exportadores concorrentes que abasteciam anteriormente o mercado chinés. E novos
acordos comerciais sdo considerados concorrentes diretos do Brasil nas exportacfes para
novos destinos como a UE. Esse quadro reforca a necessidade de estabelecermos uma
posicéo de maior confianca no mercado de exportadores para UE.

A meta é exportar produtos com a mesma qualidade e seguros a salde, dentro das
novas normativas vigentes da EU que impedem o uso de cloro livre como sanitizante de
frutas frescas e minimamente processadas.

O MAPA incentiva a participa¢do do Brasil nas exporta¢cdes mundiais no setor
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de alimentos. Entretanto, ocorre uma disparidade entre 0s regulamentos para 0 uso de
sanitizantes e biocidas aprovados no Brasil e a UE, e ajustar essas diferencas sdo a maior
preocupacao.

O uso de produtos sanitizantes ndo aceitos pela UE pode gerar uma instabilidade
no mercado de exportacdo, o que reflete na economia do segmento de fruticultura no
Brasil.

O processo de sanitizagdo do p6s colheita é considerado a principal etapa para
reduzir o nimero de micro-organismos a nivel de seguranca alimentar (Cossu, 2017).

Os substituintes alternativos ao cloro livre sdo peroxido de hidrogénio, acido
peroxiacético, 0zono, extratos de origem organica e ultrassom para serem usados como
sanitizantes em packing-house (Caccalano et al., 2021).

A substituicdo, também significa aumento no valor da produgdo que deve ser
repassado no produto final para o consumidor. Portanto, é de extrema prioridade
encontrar novos compostos com agdo antimicrobiana que sejam aceitos pela UE de baixo
custo e seguros a satide do consumidor para garantir a continua ascensdo do mercado de

exportacao.

Alternativas ao uso de sanitizantes a base de cloro livre

A busca por produtos naturais que possam substituir produtos quimicos como
uma fonte alternativa verde tem sido adotada na UE, a ideia vai ao encontro com as
préaticas ambientais e renovaveis. E um nicho de novas pesquisas para criagio de
produtos e aplicagdes.

Acidos galicos (galatos) sintetizados de matrizes organicas naturais tém sido

estudados e aplicados como agentes inibidores de micro-organismos (Kubo et al., 2022).
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Esse composto possui a vantagem de inibir bactérias Gram-positivas e Gram- negativas,
podendo ser utilizados como um agente efetivo no combate de bactériaspatogénicas
humanas formadoras de biofilmes, como relatado por Kang et al. (2018).

Esses compostos apresentam também atividade anticarcinogénica, tendo
potencial de uso para combate de células tumorais (Locatelli et al., 2023). No entanto, o
uso dos galatos em produtos sanitizantes ainda néo é aplicavel pois a sua producdo tem
elevado custo e necessita de um composto ancorador estavel.

Existe um interesse crescente nas propriedades antimicrobianas de o6leos
essenciais como alternativas aos produtos quimicos biocidas para uso em packing-house.
Oleos essenciais sdo descritos como liquidos hidrofébicos de cadeia aromatica que
podem ser obtidos de praticamente de partes de vegetais como flores, raizes, folhas,
frutos (Lira et al., 2020)

As substancias que compem o 6leo essencial sdo consideradas, em geral, como
GRAS (Generally Recognized As Safe,ou Geralmente Reconhecido como Seguro) pelo
o6rgdo de regulagcdo americano (Food and Drug Administration — FDA), por nao
apresentarem efeitos de tolerancia quando usados como aditivos alimentares. Estas
caracteristicas, associadas ao amplo espectro de atividades, como anti-inflamatoria,
antioxidante,antifingica e antibacteriana, colocam os dleos essenciais como candidatos
viaveis a serem explorados no desenvolvimento de compostos de agdo antimicrobiana
para uso em sanitizantes alimentares.

Alguns dleos essenciais ja sdo utilizados na agricultura orgénica e outros
descritos na literatura devido a agdo bactericida, como o 6leo de Lippia gracilis,
Unonopsis guatterioides, Origanum vulgare, Thymus vulgaris (Aziz & Almasi, 2018;

Santos et al., 2019; Yoshida et al., 2019; Ha¢-Szymanczuk et al., 2019).
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Recentemente Zayed et al. (2019) descreveu as propriedades antioxidantes do
0leo essencial de Pimpinella anisum (anis), 0 que aumentou o interesse para novas
pesquisas e aplicacdes. Além disso, foi descrito a atividade antimicrobiana devido a
presenca do composto fendlico trans-anetol encontrado na proporcdo de 80% da
composi¢do do dleo (Kasouda et al., 2019).

O trans-anetol € um composto aromatico de origem vegetal formado por trans-1-
metoxi- 4-(prop-1-enil)benzeno, também encontrado em menor concentra¢do nos 6leos
de Foeniculum vulgare (Funcho), Illicium veru (anis estrelado), Cuminum cyminum
(cominho) e Salvia officinalis (salvia) (Anastasopoulou et al., 2019).

A capacidade antimicrobiana dos 6leos essenciais depende principalmente da
composi¢do molecular do 6leo, ja que cada composto apresenta um mecanismo de agao
especifico.

Auvaliar o tipo de molécula que compde o 6leo permite compreender melhor os
mecanismos de acdo antimicrobiana e a regido de atuacdo na célula alvo.

Alguns compostos presentes nos Oleos essenciais podem interagir na
permeabilidade da bicamada lipidica, desse modo o composto leva ao desequilibrio e lise
celular; outros compostos podem atuar negativamente no sistema enzimatico, o que
desencadearia uma série de alterages na sintese de produtos considerados essenciais
para a sobrevivéncia da célula ou inativacdo do material genético (Oliveira et al., 2011).

Compreender os mecanismos de acdo das drogas antimicrobianas € parte
essencial para desenvolver novas pesquisas com aplicabilidade, visando a seguranga da
salde humana e ambiental. Apesar da capacidade antimicrobiana de varios 0leos
essenciais, sua aplicacdo pode ser restrita, devido a composicdo apolar do 6leo que

impede sua solubilidade em sistemas aquosos e a degradacdo e evaporagdo de alguns
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compostos. Portanto, a encapsulacdo do 6leo essencial em matriz biopolimérica é uma
alternativa para aumentar a sua solubilidade, impedir a evaporacdo, reduzir a
fotodegradacéo e oxidacdo do composto.

Matrizes biopoliméricas de fontes renovéaveis como a quitosana tém chamado
muita atencdo para o uso em sistemas de dispersdo de medicamentos e encapsulacgéo de
compostos organicos na forma de hidrogéis, micro ou nanomateriais (Boardman et al.,
2017). A quitosana é um biopolimero formado a partir da desacetilacdo da quitina o
segundo polimero mais abundante na natureza, depois da celulose (Kou, 2020). E um
produto natural, de baixo custo, renovavel e biodegradavel.

A molécula de quitosana & um copolimero composto por N-acetil-2-amino-2-
desoxiD-glucopiranose e 2-amino-2- desoxi-D-glucopiranose, onde os dois tipos de
unidades de repeticdo estdo ligadas por (1—4)-p-glicosidica, estas unidades estdo
distribuidas em diferentes graus, dependendo do grau das porcdes acetiladas (Fleet,
1985). Assim como a maioria dos polissacarideos e proteinas, a quitosana é constituida
de cadeias poliméricas individuais que sdo mantidas juntas por ligacoes dipolo-dipolo e
forcas de van der Waals.

A quitosana possui cargas positivas na estrutura da cadeia do biopolimero
principalmente pelos grupamentos amina NH2 que estéo presentes em grande quantidade
e sdo facilmente protonados a NHs*. Este biopolimero possui uma estrutura molecular
quimicamente similar & da quitina, diferenciando-se somente nos grupos funcionais. A
principal diferenca entre eles é a presen¢a de grupos amino na estrutura da quitosana.
Suas propriedades sdo desejaveis devido a estrutura do polissacarideo que permite
biocompatibilidade, biodegradabilidade e ndo toxicidade (Bhattacharjee et al., 2020).

A encapsulacdo do 6leo essencial pode ser realizada por meio da reticulagéo
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intermolecular entre o grupo amino protonado e o agente reticulante fosfato aniénico do
tripolifosfato (Samrot et al., 2020). Esse método cria redes de ligagdes cruzadas na matriz
do biopolimero e aprisiona 0 composto organico de interesse.

O emprego de microparticulas de quitosana é reportado na literatura devido ao
potencial uso para aplicagbes farmacéuticas como o encapsulamento de medicamentos
descrito por Divya & Jisha (2018). Podendo ser aplicado em outras areas como em
sanitizantes para o controle microbiolégico em frutos frescos, o qual ainda € um desafio,
pois o produto deve eliminar os principais microrganismos patogénicos de origem
alimentar sem ser prejudicial a satide humana.

As nanoparticulas sdo candidatas versateis para combater microorganismos
potogénicos devido as suas propriedades fisico-quimicas Unicas e a capacidade de
interagir com células microbianas na nano escala (Hetta et al., 2023).

A categoria de nanoparticulas metalicas possui propriedade antimicrobiana
através do mecanismo de acdo que rompe a membrana celular bacteriana ou pela
interferéncia nos processos celulares (Mamun et al., 2021).

As nanoparticulas de prata sdo capazes de romper matrizes de biofilme, inibir a
adesdo bacteriana e induzir a morte celular microbiana (Bruna et al., 2021).

As nanoparticulas de cobre tem efeito antimicrobiano ao liberar ions de cobre que
agem no rompemento da membrana celular bacteriana (Ma et al., 2022).

As nanoparticulas de 6xido de zinco possuem propriedades antimicrobianas
fotoativadas com producdo de espécies de oxigénio reativo e ions de zinco. Essa
capacidade os torna eficazes na interrupcéo de formacdo de biofilmes (Puspasari et al.,
2022).

Outra categoria de sanitizante alternativo em destaque é a aplicabilidade da agua

18



eletrolitica na contagem de coliformes fecais e outras cepas de interesse clinico (Zhao et
al., 2021). A versatilidade das nanoparticulas metélicas permitem a incorporagdo em
varios materiais com a finalidade de agente antimicrobiano.

A 4gua eletrolisada resulta da eletrélise de um sal em solucéo sob influéncia de
corrente elétrica para a formacdo de novas moléculas com propriedades reativas e
antimicrobianas. De acordo com Zhao et al. (2021) existem diferentes categorias de agua
eletrolisada como &guaeletrolisada neutra, agua eletrolisada &cida e agua eletrolisada
alcalina. As diferentes aguas eletrolisadas provem do tipo de sal utilizado durante os
processos o que interfere no valor de pH da solugdo.

EUA e o Brasil utilizam a eletrdlise da 4gua com NaCl parageracdo de
hipoclorito de s6dio em processos industriais de sanitizacdo (Ampiaw et al., 2021). No
entanto, 0 método pode ser aplicavel com outros tipos de sais para que ndo haja a geragéo
de molécula de cloro livre. Portanto, a utilizagdo de sais como Na,SO,, ZnSOy, e CaCl,
podem apresentar um potencial uso na sanitizagdo de frutas e legumes frescos sem a
molécula de cloro livre produzida.

Os dispositivos de desinfeccdo eletroquimica podem ser divididos em duas
categorias: Os eletrolisadores diretos, a qual interagem diretamente na agua com a
matéria organica; e os eletrolisadores para oxidantes mistos que necessitam de uma
solugdo concentrada de sais para gerar “anélito”, uma mistura de espécies oxidantes
fortes que podem incluir a producéo de cloro livre, didéxido de cloro, perdxido de
hidrogénio, oz6nio e outros radicais de vida curta dependendo do sal adicionado durante
0s processos de eletrélise (Li et al., 2020).

Agua eletrolisada é4cida, também conhecida como agua oxidante é gerada pela
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eletrolise de uma solucéo diluida de cloreto de s6dio (NaCl) em uma camara com
eletrodos anddico e catodo separados por uma membrana, e essa agua € obtida do lado
do anodo. Kim et al. (2020) relatou que seu produto tem forte efeito bactericida contra
muitos patdgenos de origem alimentar. No entanto, como ponto negativo essa eletrolise
tem liberagdo de gas cloro (Kim et al., 2020).

A 4gua eletrolisada neutra tem pH entre 5,5 a 6,5 e produz uma alta concentracdo
de &cido hipocloroso (HCIO) sendo considerado o ion hipoclorito (ClO-) ofator principal
da atividade bactericida; Além de uma alternativa no processamento de sanitizagdo de
alimentos por ndo gerar cloro livre (Rahman et al., 2020).

A &gua eletrolisada alcalina é gerada por um catodo e tem um valor de pH entre
9 e 11. Além disso, sdo utilizadas soluc¢des de cloreto de magnésio (MgCly) ou cloreto
de célcio (CaCly) de acordo com Sun et al. (2022).

Nesse sentido, podemos avaliar que o controle microbioldgico em frutos frescos
ainda é um desafio, pois o produto deve eliminar os principais microrganismos
patogénicos de origem alimentar, ndo ser prejudicial & saide humana e estar dentro das
normativas vigentes do destino de exportagdo. Portanto, nesse estudo foi aplicado

diferentes sanitizantes para avaliar a atividade antimicrobiana contra cepas de interesse.
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