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RESUMO

A crescente demanda por parte dos consumidores por produtos naturais tém se intensificado nos
ultimos anos, fazendo com que a industria alimenticia invista cada vez mais na pesquisa €
desenvolvimento de conservantes naturais que possam ser aplicados nos alimentos sem oferecer
riscos a saude humana e que tenham as mesmas funcdes dos conservantes sintéticos. Diante deste
cenario, os Oleos essenciais obtidos de plantas se destacam, uma vez que possuem agao
antimicrobiana e antioxidante ja comprovada e tém sua aplicagdo em alimentos considerada
segura (GRAS). Apesar dos Oleos essenciais apresentarem atividade antimicrobiana contra
diversos microrganismos, sua aplicacao nos alimentos encontra restrigdes, principalmente devido
a sua baixa solubilidade em Aagua, seus efeitos sensoriais indesejados e as interagdes com
constituintes alimentares que dificultam sua a¢do. Com isso, novas formas de aplicacdo desses
0leos nos alimentos vém sendo estudadas, como a utilizagdo de nanoemulsdes de oleos
essenciais, que busca tornar esses compostos mais reativos, porém com menores efeitos nas
propriedades sensoriais do produto. Objetivou-se neste trabalho avaliar a atividade
antimicrobiana da combinacao de 6leos essenciais de alho, cravo botdo, pimenta rosa e pimenta
preta, e sua respectiva nanoemulsdo, no controle de endésporos de Clostridium botulinum e
Clostridium sporogenes inoculados em mortadela, bem como sua influéncia nas caracteristicas
tecnoldgicas (pH, atividade de dgua e cor) e sensoriais do produto. A combinagdo de odleos
testada, bem como sua nanoemulsdo, apresentou efeitos satisfatorios sobre os endosporos de
ambos os microrganismos testados. Porém, quanto as caracteristicas tecnoldgicas e sensoriais do
produto, a adicdo dos Oleos essenciais combinados, tanto emulsionados quanto
nanoemulsionados, teve forte impacto na cor das mortadelas e no sabor/aroma, indicando a
necessidade de outros estudos para que essas alteragdes sejam minimizadas.

PALAVRAS-CHAVE: Oleos essenciais. Conservantes naturais. Clostridium botulinum.
Nanoemulsdes. Seguranca alimentar.



ABSTRACT

The growing demand by consumers for natural products has intensified in recent years, causing
the food industry to invest more and more in the research and development of natural
preservatives that can be applied to food without posing risks to human health and that have the
same functions as synthetic preservatives. In this scenario, essential oils obtained from plants
stand out, since they have already proven antimicrobial and antioxidant action and their
application in foods is considered safe (GRAS). Although essential oils have antimicrobial
activity against several microorganisms, their application in foods is restricted, mainly due to
their low water solubility, their unwanted sensory effects and interactions with food constituents
that make their action difficult. Thus, new ways of applying these oils in food have been studied,
such as the use of essential oil nanoemulsions, which seeks to make these compounds more
reactive, but with lesser effects on the sensory properties of the product. The objective of this
work was to evaluate the antimicrobial activity of the combination of essential oils of garlic,
clove, pink pepper and black pepper, and their respective nanoemulsion, in the control of
endospores of Clostridium botulinum and Clostridium sporogenes inoculated in mortadella, as
well as their influence on technological (pH, water activity and color) and sensory characteristics
of the product. The combination of oils tested, as well as its nanoemulsion, showed satisfactory
effects on the endospores of both microorganisms tested. However, regarding the technological
and sensorial characteristics of the product, the addition of combined essential oils, both
emulsified and nanoemulsified, had a strong impact on the color of the mortadella and on the
flavor/aroma, indicating the need for further studies to minimize these changes.

KEYWORDS: Essential oils. Natural preservatives. Clostridium botulinum. Nanoemulsions.
Food security.
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PRIMEIRA PARTE

1. INTRODUCAO

As doencas transmitidas por alimentos (DTA’s), que sdo causadas pela ingestdo de
alimentos contaminados com microrganismos patogénicos ou com toxinas produzidas por estes,
tém despertado cada vez mais a aten¢do dos consumidores, se tornando motivo de intensa
preocupacdo por parte destes e da indistria alimenticia. Dentre os principais causadores dessas
doengas, destacam-se as bactérias, especialmente Clostridium botulinum através do consumo de
embutidos carneos cozidos.

Clostridium botulinum ¢ uma bactéria Gram-Positiva, anaerdbia obrigatéria e formadora
de esporos altamente resistentes ao calor. E encontrada em diversos ambientes, como solo e
sedimentos aquaticos, sendo responsavel pela producdo de potentes neurotoxinas que levam ao
desenvolvimento de uma doenca potencialmente letal, que atinge tanto humanos quanto animais e
que provoca intensos disturbios neurologicos e digestivos, conhecida como botulismo. Diversos
alimentos t€m sido relacionados aos surtos de botulismo, especialmente alimentos produzidos de
forma artesanal (como conservas de vegetais caseiras), conservados de forma inadequada e que
nao passaram por um tratamento térmico adequado suficiente para inativar seus enddsporos.

Por possuirem valores de pH superiores a 4.5, elevada atividade de agua, serem
embalados a vacuo propiciando um ambiente anaerdbico e o fato de apresentarem prévio
cozimento, que elimina a microbiota competente, os produtos carneos cozidos curados, como a
mortadela, se tornam meios favoraveis ao crescimento da bactéria Clostridium botulinum.

Como forma de controlar o crescimento microbiano, a indistria de carnes tem utilizado de
conservantes sintéticos, especialmente os sais de nitrito e nitrato. Em produtos cozidos curados,
estes sais além de possuirem a¢do antimicrobiana comprovada contra Clostridium botulinum e
diversas outras bactérias patogénicas como Listeria monocytogenes, contribuem para coloragdao
rosea ¢ sabor caracteristico desse tipo de produto, além de exercerem agdo antioxidante. Apesar
desses conservantes sintéticos serem amplamente empregados, quando utilizados a longo prazo
podem apresentar risco a saide humana, contribuindo para a formagdo de compostos chamados
de N-nitrosaminas que sdo substancias consideradas carcinogénicas. Diante da percep¢ao
negativa da utilizacdo de antimicrobianos sintéticos em diversos produtos alimenticios, tem-se

intensificado o interesse tanto da industria quanto dos consumidores pela substituicdo desses
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conservantes por compostos ditos “naturais” capazes de exercer as mesmas fungdes
antimicrobianas e antioxidantes, porém sem oferecer riscos a saiude do consumidor. Nesse
contexto, destacam-se os 0leos essenciais condimentares € aromaticos.

Os o6leos essenciais sao misturas complexas de compostos volateis aromaticos, obtidos de
diversas partes de plantas, que possuem agdo antimicrobiana e antioxidante comprovada. Por
serem reconhecidos como seguros GRAS (Generally Recognized as Safe), t€m apresentado
ampla aplicagdo pela industria alimenticia, sendo utilizados ainda como aromatizantes em
diversos produtos. Embora seu uso apresente uma série de vantagens, a aplicagdo destes 6leos em
alimentos encontra restricoes quanto sua aceitabilidade sensorial, uma vez que, por serem
adicionados em matrizes complexas, sdo necessarias altas concentracdes destes Oleos nos
alimentos para que seja alcancada elevada atividade microbiana, fazendo assim com que possam
ser desenvolvidos sabores e odores indesejaveis no produto. Como forma de minimizar os efeitos
sensoriais € aumentar a atividade antimicrobiana, alguns trabalhos tém apontado a utilizagdao
destes Oleos essenciais de forma nanoemulsionada, tornando entdo esses compostos mais
reativos, porém com efeitos menores nas propriedades sensoriais do produto, tratando-se de um
método de alta eficiéncia para entrega de compostos bioativos lipofilicos.

Apesar de C. botulinum ser um patdogeno de intenso interesse e preocupacao devido a sua
alta patogenicidade e capacidade de contaminacdo, estudos atuais tém utilizado um
microrganismo substituto, Clostridium sporogenes, nos ensaios microbioldgicos envolvendo,
principalmente, resisténcia de seus esporos, uma vez que este nao produz toxinas e ¢
filogeneticamente semelhante ao C. botulinum tipo A. C. sporogenes apresenta-se na forma de
bastonetes Gram-Positivos, anaerobios e formadores de endosporos com semelhangas
morfologicas e genéticas com C. botulinum, porém com maior resisténcia térmica.

Em busca de alternativas ao uso de nitrito de sdédio em elevadas concentragdes em
produtos carneos, este estudo avaliou a atividade antimicrobiana sinérgica entre combinacdes dos
6leos essenciais de alho, pimenta preta, pimenta rosa e cravo botdo, com o intuito de elaborar
nanoemulsdes e avaliar sua atividade antimicrobiana sobre enddsporos e células vegetativas de

Clostridium botulinum e Clostridium sporogenes em produto carneo curado e cozido.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1.  Doengas transmitidas por alimentos (DTA’s)

A deterioracdo de alimentos por microrganismos ¢ a presen¢a de bactérias patogé€nicas
nestes ¢ motivo de intensa preocupacao para a industria alimenticia mesmo nos tempos de hoje e
com as tecnologias de preservacao existentes, levando a perdas inestimaveis e grandes prejuizos a
industria. Em produtos altamente pereciveis, como carnes e produtos carneos, as bactérias
deteriorantes levam a uma diminui¢do na vida util do produto, ocasionando alteracdes
desagradaveis no sabor, odor, colorag¢ao e produgdo de gas, por exemplo (Mith et al., 2014). Ja as
bactérias patogénicas podem produzir toxinas nestes alimentos, levando ao desenvolvimento de
doencas conhecidas como Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA’s) (Law et al., 2015).

As Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA’s) sdo aquelas causadas pela ingestdao de
alimentos e dgua contaminados por agentes fisicos, quimicos ou biologicos, sendo este ultimo
grupo representado principalmente pelas bactérias que podem estar presentes diretamente no
alimento ou produzir toxinas nestes (de Melo et al., 2018). Essas bactérias podem ser divididas
em grupos segundo o tipo de manifestacdo clinica: as infecciosas mais importantes sao
Salmonella, Escherichia coli e Campylobacter; as principais intoxicantes sao Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus e Clostridium botulinum e as principais toxigé€nicas sdo E. coli
enterotoxigénica, Vibrio cholerae, Clostridium perfringens e Bacillus cereus (BRASIL, 2010).
Os principais agentes etioldgicos relacionados aos surtos no Brasil sdo as bactérias Escherichia
coli, Salmonella entérica, Staphylococcus aureus € Bacillus cereus (Pombo et al., 2018).

Diversos fatores tém contribuido para a propagacao das DTA’s e alteracdes em seu perfil:
rapido crescimento populacional e uma mudanca demografica em direcdo ao envelhecimento da
populagdo; desenvolvimento de um mercado cada vez mais global de vegetais, frutas, carnes e até
mesmo animais de fazenda, alguns dos quais se originam de paises com procedimentos
inadequados de seguranca microbiologica; condi¢des de transporte aprimoradas, que facilitam o
crescimento de microrganismos nos produtos alimentares, chegando ao consumidor em niimero
viavel, uma populagdo humana cada vez mais transitéria que carrega em seu intestino uma
microbiota variavel; alteracdes nos habitos alimentares, como o consumo de alimentos crus ou

levemente cozidos; aumento no numero de individuos imunologicamente comprometidos em
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decorréncia da mudanga demografica gerando grupos altamente suscetiveis a doengas ou
tratamentos imunossupressores €, principalmente, alimentos mais baratos oriundos de alteragdes
nas praticas agricolas (Newell et al., 2010).

Os principais alimentos diretamente relacionados aos surtos de DTA’s sdo as carnes,
produtos lacteos, peixe, frutos do mar, ovos e vegetais. Ainda que a maioria dos patdgenos
presentes nesses alimentos possa ser eliminada facilmente com o processamento térmico
adequado, como Escherichia coli, algumas formas esporuladas apresentam-se altamente
resistentes a condi¢des adversas como os microrganismos dos géneros Bacillus e Clostridium

(Cortés-Sanchez, & Salgado-Cruz, 2017).

2.2.  Clostridium sp.

Clostridium botulinum ¢ uma bactéria Gram-Positiva, bacilar, anaerobia obrigatoria e
formadora de esporos, estando presente no solo e sedimentos aquaticos, por exemplo. Seus
endosporos sdo formados geralmente sob condicdes de estresse, sobrevivendo as medidas padrao
de cozimento e processamento dos alimentos e, germinando em condigdes propicias como
ambientes anaerobios, pH acima de 4,6, baixo contetdo de sal e actcar e elevada atividade de
agua (Chalk et al., 2019; Cereser et al., 2008).

Apresenta a producdo de sete potentes neurotoxinas, diferenciadas pela antigenicidade da
neurotoxina produzida (A-G), divididas em quatro grupos (I - IV) que levam a uma doenga
potencialmente letal conhecida como botulismo, uma doenga neuroparalitica. Dentre todos os
quatro grupos, apenas os Grupos I e II sdo os responsdveis pelo botulismo em humanos. Os
demais estdo relacionados com a doenga em varias espécies de animais (Grupo III) ou ndo
parecem estar associados com o botulismo em humanos ou animais (Grupo IV) (Carter; Peck,
2015; Chalk et al., 2019).

Existem trés tipos principais de botulismo em humanos: o botulismo alimentar, o
botulismo infantil / intestinal (adulto) e o botulismo de ferida. O botulismo alimentar ¢ causado
pela ingestdo de alimentos contaminados com a neurotoxina botulinica pré-formada, apds o
crescimento de C. botulinum no alimento. J& os demais sdo infec¢des causadas pela producao de

toxinas in situ (Peck et al., 2011).
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Independente do tipo de botulismo, o mecanismo de agdo da toxina e a causa da doenca
sdo comuns, levando a sintomas muito semelhantes, como vomitos, nauseas, paralisia flacida e
dificuldade respiratoria (Pignata-Viana et al., 2019). A toxina ¢ absorvida no trato
gastrointestinal, ou no caso do botulismo de feridas, no ferimento, se disseminando via corrente
sanguinea até alcancar as terminagdes neuromusculares. Ela entdo bloqueia o lancamento da
acetilcolina, levando ao seu efeito toxico (paralisia dos nervos motores e por fim do nervo
frénico) (de Macedo et al., 2017; Pignata-Viana et al., 2019).

Os produtos associados a surtos de botulismo sdo muito diversos, incluindo
principalmente embutidos carneos, peixes, legumes e conservas artesanais, produtos lacteos e
mel, que ndo tiveram um tratamento térmico adequado aplicado ou que nao foram preservados de
forma correta (Brown, 2000; Cereser et al., 2008). Alimentos embalados a vacuo e sem
tratamento adequado possibilitam o desenvolvimento da bactéria e, conseqiientemente, producao
da toxina botulinica. Além desses fatores, temperatura, pH e atividade de agua também
influenciam no desenvolvimento dessa bactéria no alimento (Gelli et al., 2002).

Segundo da Silva et al. (2020), entre os anos de 2008 e 2018 foram confirmados pelo
Sistema Unico de Saude (SUS) 69 casos de botulismo no pais, sendo Sdo Paulo o estado que
registrou maior niamero de casos (30.5%). Provavelmente isso ocorreu devido ao fato de que Sdo
Paulo apresenta uma grande quantidade de produtos industrializados e preparados no comércio
que sdo distribuidos em grande escala, aumentando-se o entdo o risco de possiveis surtos de
botulismo alimentar.

Como forma de se evitar a contaminacdo dos alimentos por essa bactéria e conseqiiente
produ¢do na neurotoxina, sdo recomendadas algumas medidas de seguranca. Por exemplo,
recomenda-se utilizar em conjunto valores de pH abaixo de 4.5 e concentracdes de NaCl iguais
ou superiores a 3.5% em todo o alimento, diminuindo a atividade de agua para valores inferiores
que 0.97. Para alimentos refrigerados, por exemplo, adotam-se os seguintes procedimentos:
armazenamento em baixas temperaturas, normalmente iguais ou inferiores a 8°C, e vida qtil
inferior a 10 dias; tratamento térmico a 90°C por 10 min ou letalidade equivalente combinada
com armazenamento a baixas temperaturas e adigdo de nitritos em concentragdes superiores a

100 ppm (Silva; Gibbs, 2010; Peck et al., 2011).
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Devido a sua elevada patogenicidade, estudos tém sido conduzidos com Clostridium
sporogenes, uma bactéria filogeneticamente e fisiologicamente semelhante ao Clostridium
botulinum tipo A, porém nao produtora de toxinas (Brown et al., 2012).

Assim como Clostridium botulinum, ela ¢ uma bactéria anaerdbia e formadora de
enddsporos, porém nio é patogénica e sim putrefativa (Cho, & Chung, 2018). E amplamente
distribuida na natureza, podendo ser encontrada no solo, na dgua e no intestino de humanos e
animais (Kubiak et al., 2015).

Seus enddsporos sdo encontrados em diversos ambientes e persistem por longos periodos
nestes devido a sua estrutura composta por diversas camadas. Este estado dormente altamente
resistente caracteristico desses esporos permite a sobrevivéncia em condigdes hostis, como na
presenca de oxigénio; auséncia de nutrientes; tratamento térmico; dessecagdo; alta pressdo e
produtos quimicos toxicos, que seriam letais para as células vegetativas (Brunt et al., 2015).

Quanto a sua morfologia, estes enddsporos apresentam estruturas semelhantes aos esporos
bacterianos tipicos: uma capa de revestimento do esporo; membrana externa; cortex; membrana
interna e um nucleo (FIGURA 1) (Leggett et al., 2012). Apresentam uma camada membranosa
externa que reveste o endosporo bacteriano chamada de exosporio que possui papel muito
importante na germinacao, crescimento e fixagdo do esporo, sendo o primeiro ponto de contato

entre o esporo € 0 meio (FIGURA 2) (Brunt et al., 2015).

Figura 1 — Esporo bacteriano tipico
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FONTE: Leggett et al. (2012) com modificagdes.
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Figura 2 — Imagem de uma microscopia eletronica de transmissao de esporos de
Clostridium sporogenes.
SC) '

(a): micrografia eletronica de transmissdo de uma se¢do transversal de um esporo de Clostridium
sporogenes com cortex intacto. (CT) cortex; (SC) capas do esporo; (C) nucleo do esporo; (EX) exosporio.
(b) Esporo germinando. A seta vermelha indica quebras e distorgdes do revestimento de esporos. Seta
verde indica uma segdo aberta no exosporio que pode permitir a liberagdo da célula recém-formada.

FONTE: Brunt et al. (2015) com modificagdes.

A dorméncia dos esporos bacterianos pode ser quebrada quando o ambiente apresenta
condicdes favoraveis, como presenga de nutrientes, temperatura adequada, ou até mesmo pode
ser induzida pela presenga de muropeptideos no ambiente produzidos por outras bactérias
(Keynan et al., 1964; Shah et al., 2008). Diz-se entdo que a germinagao ocorreu e a multiplicagdo
celular recomeca.

Durante a germinacdo, todas as propriedades intrinsecas de resisténcia dos esporos
bacterianos sdo perdidas, podendo ser mortos facilmente por agentes estressores que também
atuam sobre as células vegetativas (Olguin-Araneda et al., 2015). Uma vez que a fase de
dorméncia ¢ interrompida, os enddsporos produzem estruturas membranosas exosporiais
especificas, no inicio da germina¢do, que facilitam a fixacdo do esporo ao substrato, a outro
esporo ou até mesmo a bactérias vizinhas, sendo esta fase marcada por um odor de putrefagdo
caracteristico de microrganismos do género Clostridium (Panessa-Warren et al., 1994). Vale
destacar que, apesar dos esporos de Clostridium germinarem normalmente sob condigdes
aerdbicas, a presenca de oxigénio dificulta o desenvolvimento e o crescimento subsequentes da
célula vegetativa nascente, uma vez que ela apresenta elevada sensibilidade ao oxigénio (Olguin-
Araneda et al., 2015).

Existem diversos fatores responsaveis pela resisténcia dos esporos bacterianos ao calor,
radiagdo e produtos quimicos. Estes fatores estdo principalmente relacionados a estrutura
morfologica dos esporos. Por exemplo, a membrana interna apresenta baixa permeabilidade que

retarda o fluxo de produtos quimicos toxicos para o nucleo da célula. Ainda, algumas cepas
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apesentam proteinas com uma termoestabilidade intrinseca que contribui para a resisténcia ao
calor umido. Outro fator importante diz respeito ao reparo do DNA, um importante mecanismo
na resisténcia a tratamentos que danificam essa molécula, como radiagdo, calor seco e produtos
quimicos genotoxicos (Setlow, 2006).

Devido as semelhancas citadas acima e a resisténcia térmica comparavel de seus
enddsporos para maior parte dos alimentos, C. sporogenes tem sido utilizado como um modelo
substituto para C. botulinum no estudo de processamento térmico para alimentos, sendo ainda de
facil deteccdo uma vez que apresentam odor e formagdo de gas caracteristicos e relativa

facilidade em cultivar seus esporos (Brown et al., 2012).

2.3. Oleos essenciais como conservantes naturais em alimentos

Uma das maiores preocupacdes da industria alimenticia, especialmente de produtos
altamente pereciveis, como os produtos carneos, refere-se ao controle do crescimento microbiano
nesses produtos, que pode levar tanto a deterioracdes nestes ocasionando grandes perdas
econdmicas, quanto ao desenvolvimento de doencas, afetando todo o sistema de saude da
populacdo. Uma das formas de controlar este crescimento microbiano ¢ por meio da adi¢do de
conservantes, como forma de um aditivo (substancias adicionadas intencionalmente no alimento,
mas nao sao consumidas como alimento, tornando-se componentes deste) a fim de garantir maior
vida util e seguranca alimentar (Woraprayote et al., 2016).

Além do sal comum, alguns conservantes sintéticos sdo amplamente utilizados,
principalmente em produtos carneos, como sais de nitrito/nitrato, benzoatos, sulfitos e sorbatos.
Ainda que apresentem uma série de vantagens em sua aplicagdo, seu uso em excesso € a longo
prazo pode oferecer riscos a saide do consumidor, que vao desde reagdes alérgicas, crises de
asma, erupcdes cutaneas, dermatite de contato, até casos mais graves podendo levar ao
desenvolvimento de cancer de estobmago, este relacionado principalmente com a utilizagao de sais
de nitrito/nitrato (Sharma, 2015).

Diante da crescente preocupacdo dos maleficios a saude humana advindos da utilizagao
em excesso destes conservantes sintéticos, aliados ao aumento da demanda por produtos
alimenticios “Clean Label” que sejam mais saudaveis e livres de aditivos sintéticos, tem-se

intensificado a procura por aditivos naturais, especialmente os oriundos de plantas. Estes ndo
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apresentam riscos a saude do consumidor e suas agdes antimicrobianas, antissépticas e
terapéuticas vém sendo reconhecidas desde os periodos pré-historicos, apresentando ampla
utilizagdo por todas as civilizagdes com o decorrer do tempo (Sakkas; Papadopoulou, 2017,
Martinez-Zamora et al., 2021).

Oleos essenciais (OE’s) sdo misturas complexas de compostos naturais antimicrobianos e
volateis, obtidos de células especiais ou grupos de células de plantas aromaticas, como folhas e
caule, comumente concentrados em uma regido particular, como cascas, flores, raizes e até
mesmo frutas. S3o incolores a temperatura ambiente e apresentam odor caracteristico agradavel e
sabor distinguivel, possuindo uma ampla aplicacdo em alimentos como condimentos, além de
serem muito utilizados como aromatizantes e na industria de perfumes e cosméticos, podendo ser
obtidos por meio de fermentagdes, extragdo por solventes, hidrodestilagao ou destilagao a vapor.
Apesar de receberem essa denominacdo, ndo sdo estritamente Oleos, porém apresentam baixa
solubilidade em &4gua, caracteristica dos 6leos, sendo altamente soltiveis em alcool, solventes
organicos e 0leos fixos (Burt, 2004; Gutierrez et al., 2008; Calo et al., 2015; Falleh et al., 2020).

Sdo produtos do metabolismo secundarios das plantas, apresentando um papel
fundamental na interagdo entre estas plantas e o meio ambiente, tanto na defesa quanto na
atracdo, seja com outras plantas, patogenos e polinizadores. Sua producdao ¢ afetada por
condicdes ambientais como temperatura, disponibilidade hidrica, nutrientes e altitude.
Apresentam aplicagdes em alimentos, além de farmacéuticas e medicinais (Gobbo-Neto; Lopes,
2007; Figueiredo et al., 2008).

A grande maioria dos OE’s apresenta em sua constitui¢do derivados de terpendides ou
fenilpropandides. Ambos os compostos t€ém sua origem a partir do metabolismo da glicose. Os
primeiros sdo derivados do isopreno, podendo ser formados a partir da via do mevalonato (ou
ciclo do 4cido citrico), cujos precursores sao o piruvato e acetil-coA. Ja os fenilpropanoides sao
derivados do acido chiquimico responsavel pela formagdo dos acidos cindmico e p-cumarico

(FIGURA 3) (Ootani et al., 2013).
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Figura 3 — Ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios em plantas.
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Além dos terpendides e fenilpropanoides, os OE’s apresentam diferentes componentes em
sua constitui¢do, sendo sua porcentagem varidvel de acordo com a espécie e a parte da planta na
qual ele ¢ obtido. Por exemplo, podem ser constituidos por 20 a 100 metabdlitos secundarios
pertencentes a uma grande variedade de classes quimicas. Alguns constituintes aromaticos e
alifaticos também estdo presentes. Monoterpenos, sesquiterpenos e derivados oxigenados desses
dois representam o maior grupo de entidades quimicas em OE’s (Solorzano-Santos; Miranda-
Novales, 2012; Raut; Karuppayil, 2014).

Possuem, em sua maioria, atividade antimicrobiana, antifingica e antioxidante, além de
apresentarem propriedades anti-inflamatdrias e anti-carcinogénicas, por exemplo. Cerca de 60%
destes 6leos presentes em plantas medicinais, ervas e condimentos apresentam propriedades
antifingicas e 35% propriedades antibacterianas e por isso apresentam grande potencial para
serem utilizados como conservantes naturais principalmente em alimentos industrializados

(Kalemba; Kunicka, 2003; Guerra et al., 2012). Ja foram produzidos cerca de 3000 oleos
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essenciais, utilizando pelo menos 2000 espécies de plantas, das quais 300 apresentam grande
importancia do ponto de vista comercial (Raut; Karuppayil, 2014).

Normalmente, a atividade antimicrobiana de um 6leo essencial € atribuida pela presenca
de um ou dois compostos, sendo chamados de compostos majoritarios, que se encontram em
maiores concentragdes (20 — 70%), enquanto os demais componentes se encontram em menores
concentragdes (elementos tragos). Por exemplo, carvacrol (30%) e timol (27%) sdao os
componentes principais do 6leo essencial de Origanum compactum, e 1,8-cineole (50%) do 6leo
essencial de Cinnamomum camphora (Bakkali et al., 2008). Porém, os compostos presentes em
baixas concentragdes podem desempenhar papel critico nessa atividade, possivelmente, pelo
efeito sinérgico entre eles e os demais componentes (Burt, 2004).

Embora os varios componentes dos 6leos possuam alguma acdo antibacteriana, a maior
parte deles, quando utilizados sozinhos, apresenta baixa atividade e espectro de agao limitado. As
interagdes entre esses componentes podem levar a efeitos antagonicos, aditivos ou sinérgicos.
Alguns estudos demonstraram que OFE’s totais geralmente tém atividade antibacteriana mais alta
do que as misturas de seus principais componentes, sugerindo que os componentes tracos sao
criticos para a atividade sinérgica, embora efeitos antagonicos e aditivos também tenham sido
observados (Tamgue et al., 2010; Ntalli et al., 2011; Bassol¢; Juliani, 2012).

Os o6leos essenciais sdo reconhecidos como seguros GRAS (Generally Recognized as
Safe) (U.S Food And Drug Administration, 2006) uma vez que ndo ha qualquer impacto
prejudicial documentado relacionado ao seu uso tradicional. Também sdo considerados
relativamente baratos, estando prontamente disponiveis para a populacdo de baixo nivel
socioecondmico (Bag; Chattopadhyay, 2015). Tendo em vista seus efeitos benéficos, os Oleos
essenciais estdo ganhando importancia nos ultimos anos como potencial fonte de conservantes
naturais em alimentos, sendo alternativas ao uso dos conservantes sintéticos tradicionalmente

utilizados que podem apresentar algum maleficio a saude do consumidor.

2.3.1. Atividade antimicrobiana e antioxidante dos oleos essenciais

Diversos trabalhos tém avaliado a atividade antimicrobiana e antioxidante de Oleos

essenciais contra patogenos, principalmente de alimentos altamente pereciveis como frutas e
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carnes, em que a maioria dos patdgenos sdo representados por bactérias que conseguem atuar em
diversos substratos, crescem em diferentes valores de pH, temperatura e condi¢des ambientais
(Hernandez-Ochoa et al., 2014; Vasilijevi¢ et al., 2019; Orhan-Yanikan et al., 2019; Saricaoglu;
Turhan, 2020; Moon et al., 2020), como uma forma de substituicdo aos tradicionais conservantes
quimicos utilizados.

Elshafie et al. (2022) avaliaram a atividade antimicrobiana de quatro 6leos essenciais
(tomilho, funcho, anis e manjerona), extraidos de diferentes partes, contra nove patdégenos
alimentares isolados de produtos carneos industriais (carne moida, salsicha e hamburguer). Além
disso, foi realizado um teste sensorial para avaliagdo de algumas propriedades organolépticas
(cor, odor, consisténcia, sabor) dos produtos carneos elaborados com os o6leos. Os autores
obtiveram resultados antimicrobianos satisfatorios de todos os o6leos utilizados, sendo o 6leo
essencial de tomilho o que apresentou os melhores resultados tanto para as bactérias avaliadas
quanto para os fungos. Quanto ao teste sensorial, os resultados revelaram que os tratamentos
contendo os 6leos essenciais nao se diferenciaram do tratamento controle, ndo possuindo impacto
negativo nas propriedades organolépticas dos produtos carneos processados.

Garcia-Diez et al. (2017) avaliaram os efeitos antimicrobianos de treze diferentes oleos
essenciais contra algumas cepas de microrganismos patogénicos e deterioradores presentes em
produtos curados secos € no ambiente de fabricagdo destes produtos, alcangando maiores
atividades com os Oleos essenciais de tomilho e canela, que inibiram todos os sete grupos de
microrganismos testados (Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Enterobacteriaceae, Enterococcus spp. € Pseudomonas spp.)

De Oliveira et al. (2011) avaliaram o efeito do 6leo essencial de segurelha (Satureja
montana L.) sobre C. perfringens tipo A ATCC 3624, patdégeno associado a surtos de
toxinfecgdes alimentares por consumo de produtos carneos contaminados, inoculado em
mortadelas elaboradas com diferentes niveis de nitrito de sédio, alcancando atividade do o6leo
essencial sobre o microrganismo testado tanto nos ensaios in vitro quanto no produto carneo (em
concentracdes superiores a 1.56%).

Os mecanismos de acdo antibacteriana da maioria dos 6leos essenciais ainda ndo estdo
totalmente elucidados e variam de 6leo para 6leo, uma vez que os diferentes tipos de constituintes
quimicos ¢ que determinam as propriedades antimicrobianas. Diversos mecanismos de acdo tém

sido propostos (FIGURA 4), sendo que esta atividade estd relacionada ao carater hidrofilico ou
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lipofilico dos constituintes dos 6leos, do tipo de microrganismo e sua estrutura de parede celular
(Khorshidian et al., 2018).

A hidrofobicidade dos o6leos essenciais € uma caracteristica importante que permite que
estes atravessem facilmente a membrana celular, interferindo nos mecanismos de transporte
molecular e levando a alteracdes de permeabilidade na célula. Eles podem atuar na membrana
celular, levando a uma quebra de sua integridade, ocasionando interrup¢ao, por exemplo, da
producao de energia (acoplada & membrana), transporte pela membrana, interrup¢ao das bombas
de prétons e conseqiiente sintese de ATP, extravasamento de componentes celulares, perda de
ions, comprometimento de enzimas ¢ extensas perdas de constituintes celulares que poderao
ocasionar a morte celular. Essas alteracdes na organizagdo celular podem causar um efeito

cascata, afetando outras organelas celulares (Diao et al., 2014; Swamy et al., 2016).

Figura 4 - Mecanismo de agdo e sitios alvos dos 6leos essenciais em células microbianas.
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A agdo destes Oleos também pode variar de acordo com o tipo de bactéria. Bactérias
Gram-Positivas costumam ser mais sensiveis a esses agentes antimicrobianos do que bactérias
Gram-Negativas. Estas ultimas sdo geralmente menos suscetiveis a acdo destes 6leos uma vez

que possuem em sua membrana externa lipopolissacarideos hidrofilicos (LPS), que criam uma
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barreira contra macromoléculas e compostos hidrofobicos, fornecendo as bactérias Gram-
Negativas maior tolerancia a compostos antimicrobianos hidrofobicos como aqueles encontrados
em Oleos essenciais (Hyldgaard et al., 2012).

Além de atividade antimicrobiana, muitos 0leos essenciais comumente utilizados também
possuem ac¢do antioxidante. Antioxidantes sdo compostos capazes de retardar ou diminuir a
oxidacdo de um material oxidavel, como lipidios, proteinas e carboidratos, mesmo quando usados
em concentracdes muito baixas (<1%; normalmente entre 1-1000 mg/L) em comparagdo com a
quantidade de material que ¢ protegido por eles (Amorati et al., 2013). A oxidacdo lipidica, que
pode ocorrer em produtos que contenham 6leos ou gorduras em sua composicao e que reagem
com o oxigénio atmosférico, formando-se perdxidos e hidroperoxidos, além de compostos
carbonila que sdo produzidos como produtos de oxidagao secundaria, ¢ uma das principais causas
da formagdo de rango nos alimentos (devido a formacao de aldeidos, acidos, cetonas e alcoois)
que leva a alteragdes nas caracteristicas sensoriais € nutricionais destes, causando uma
deterioracdo no produto, além de poder levar a efeitos indesejaveis no organismo. Ela pode
acontecer em uma série de etapas de produgdo do alimento, como armazenamento das matérias-
primas, processamento, tratamento térmico e armazenamento dos produtos (Tomaino et al., 2005;
Embuscado, 2015).

Como forma de evitar este tipo de oxidagdo, a industria alimenticia utiliza principalmente
de antioxidantes sintéticos, sendo os mais comuns o BHT (butil hidroxitolueno), BHA (butil
hidroxianisol), PG (propil galato), TBHQ (terc-butil hidroquinona) e EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético), sendo que este ultimo atua como um agente quelante, podendo se
ligar a metais redutores contribuindo para o processo. Porém, alguns estudos sugerem que alguns
destes agentes antioxidantes sintéticos comumente utilizados, como o BHT e BHA, podem ser
potencialmente prejudiciais a saide humana (Viuda-Martos et al., 2010; Brewer, 2011; Amorati
et al., 2013). Com isso, a busca por agentes naturais que possam substituir os agentes sintéticos
utilizados, ndo apresentando riscos a saude do consumidor e que ndo alterem as caracteristicas do
produto se intensificou, observando um aumento no interesse nas plantas aromaticas e
medicinais.

Assim como a atividade antimicrobiana, a acdo antioxidante dos 6leos essenciais também
se deve, principalmente, pela presenga de compostos fendlicos que atuam interferindo no

processo de oxida¢do como terminadores de radicais livres e, as vezes, também como quelantes
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de metais. Outros compostos como flavonoides e terpendides (como timol, carvacrol e eugenol)
também apresentam essa atividade antioxidante (DelRé; Jorge, 2012; Shahidi; Ambigaipalan,
2015).

Behbahani et al. (2020) avaliaram a atividade antioxidante e antiproliferativa do 6leo
essencial da casca de Cinnamomum zeylanicum e seus possiveis mecanismos de agdo
antimicrobiana sobre bactérias patogénicas e deteriorantes de alimentos, alcancando forte agao
antioxidante devido a presenca em niveis notaveis de compostos fenolicos e bioativos com
excelente capacidade de eliminar os radicais livres e inibir a oxidacao do -caroteno.

Baj et al. (2018) avaliaram a atividade antioxidante de trés diferentes dOleos essenciais
(Ocimum basilicum, Origanum majorana € Rosmarinus officinalis) de forma isolada e
combinados (por meio do planejamento estatistico em rede simplex) em diferentes proporgdes,
alcancando uma maior atividade antioxidante para uma mistura de 75% (Origanum majorana
OE), 8% (Ocimum basilicum OE) e 17% (Rosmarinus officinalis), demonstrando possiveis

efeitos sinérgicos entre os diferentes oleos essenciais analisados.

2.4.  Conservantes sintéticos aplicados em produtos carneos: nitrito e nitrato de sodio

Os produtos carneos representam uma das fontes de nutrientes de maior consumo por
grande parte da populacdo mundial, fornecendo proteinas, vitaminas e minerais necessarios para
o bom funcionamento do organismo humano. Devido a sua rica constitui¢do, favorecem o
crescimento de diversos microrganismos, especialmente patogénicos. Com isso, como forma de
se preservar a qualidade e seguranga desse tipo de produto altamente perecivel, sdo utilizados
principalmente conservantes sintéticos, que podem ser adicionados em diversas etapas (produgao,
processamento, tratamento, acondicionamento, transporte ou armazenamento do alimento)
(Mpountoukas et al., 2008).

Dentre os conservantes sintéticos de maior utilizagdio em produtos carneos,
principalmente em produtos curados, destacam-se os sais de nitrito (NO?) e nitrato (NOs). O
termo "curado", em relacdo as carnes processadas, refere-se a adi¢do de nitrito ou nitrato com sal
e outros ingredientes, como agucares e fosfatos, a carne para melhor preservagdo. Esses sais
atuam protegendo o alimento contra microrganismos patogénicos, destacando-se as bactérias

Clostridium botulinum e Listeria monocytogenes, aumentando sua vida util; contribuem para
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coloracao rosea caracteristica de produtos cozidos como presunto e mortadela; contribuem para a
formacdo do sabor e exercem agao antioxidante contra gorduras (Sebranek; Bacus, 2007; Barbieri
et al., 2013).

Segundo a Legisla¢do Brasileira, ¢ permitida a utilizagdo de nitrato de sodio ou potassio,
associados ou ndo a nitrito de sodio ou potéssio, com quantidade residual maxima de 300 mg/Kg
de produtos carneos curados. O nitrito de sdédio ou potassio, utilizados de forma isolada ou
combinados, possuem como limite residual méximo permitido 150 mg/Kg em produtos carneos
curados (BRASIL, 2006).

Apesar do nitrato de sodio ndo possuir uma a¢ao antimicrobiana direta no produto, ele ¢
uma importante fonte de nitrito de sddio, sendo convertido a ele em condicdes anaerdbicas por
bactérias pertencentes a microbiota da carne que utilizam uma enzima chamada nitrato redutase.
Alguns estudos ainda sugerem que a conversao de nitrato de sddio a nitrito também pode ocorrer
devido a reducio de nitrato por Fe* “ na presenca de pequenas concentragdes de cobre. Uma vez
reduzidos a nitritos, estes reagem com a agua em ambientes acidos, originando acido nitroso que,
por sua vez, se converte a 6xido nitrico por agdo de substancias redutoras. O 6xido nitrico reage
com as proteinas hidrossoliveis da carne, a mioglobina e hemoglobina, conferindo a fixagdo da
coloracao rosea caracteristicas de muitos produtos carneos (Faria et al., 2001; Hammes, 2012).

A coloragdo vermelha da carne se deve a um pigmento instavel, chamado de mioglobina
que se altera na auséncia de oxigénio ou quando submetido a elevadas temperaturas. Em produtos
curados, a manuteng@o da cor vermelha ¢ o resultado da reagdo quimica entre a mioglobina e o
6xido nitrico (resultante da degradagcdo quimica do nitrito de sédio adicionado), produzindo o
pigmento estavel denominado nitrosomioglobina que, devido ao calor do cozimento, transforma-
se em nitrosohemocromo, de coloracdo rdsea que ¢ mais estavel que a nitrosomioglobina,
conferindo a coloragdo caracteristica deste tipo de produto (EMBRAPA, 1996).

Os sais de nitritos e nitratos apresentam diversos mecanismos de acdo antimicrobiana,
porém nem todos estdo totalmente elucidados: podem atuar em enzimas e proteinas; no sistema
genético; nas membranas e paredes celulares e na ligagdo de nutrientes essenciais. Por exemplo, o
oxido nitrico pode atuar sobre as enzimas aconitases, pertencentes ao Ciclo de Krebs e
fundamentais na interconversao de citrato e isocitrato, inativando-as e levando a diminui¢des na
sintese de ATP. Acido nitroso pode reagir com tiois, produzindo nitrosotiodis, que podem impedir

a a¢do da enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, alterando também a sintese de ATP. O
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oxido nitrico também pode atuar sobre ribonucleotideos redutases, enzimas essenciais para a
formacdo do DNA. O nitrato pode desativar grupos importantes para a viabilidade celular, como
sulfidrilas, presentes na membrana celular, causando danos permanentes a ela (Cammack et al.,
1999).

Diversos mecanismos de agdo antimicrobiana do nitrito de so6dio sobre espécies do género
Clostridium t€m sido propostos. Um dos principais mecanismos esta relacionado a uma
importante via de obtencdo de energia desses microrganismos conhecida como sistema
fosforoclastico, no qual o piruvato ¢ oxidado em acetato com a producao concomitante de ATP.
O NO reage com o ferro de dois compostos envolvidos no transporte de elétrons e nas reacdes de
oxidacao-reducdo dentro da célula germinada: ferredoxina e piruvato-ferredoxina oxidorredutase.
Ele ¢ um potente ligante capaz de formar complexos de coordenacdo com o ferro em ambos os
compostos, inibindo o sistema fosforoclastico e, consequentemente, sintese de ATP e o
crescimento do microrganismo (Grever; Ruiter, 2001).

Uma das principais caracteristicas do nitrito ¢ sua forte agdo antioxidante, sendo capaz de
retardar efetivamente o desenvolvimento da rancidez oxidativa. Seu efeito antioxidante ¢
provavelmente devido aos mesmos mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento da cor rosea
caracteristica de produtos curados envolvendo reagdes com proteinas heme e ions metalicos;
quelagdo de radicais livres pelo 6xido nitrico e a formagdo de compostos nitriso e nitrosil com
propriedades antioxidantes (Sindelar; Milkowski, 2011).

Apesar de serem de grande utilizagdo, esses conservantes representam um forte risco a
saude humana, uma vez que quando utilizados em elevadas concentragdes a longo prazo podem
interagir com aminas secundarias presentes no alimento, levando a formagdo compostos
conhecidos como N-nitrosaminas possivelmente carcinogénicas para humanos. O mecanismo € a
extensdao da formagdo desses compostos dependem da estrutura da substancia amino, da fonte do
agente nitrosante e das condi¢des da reacdo (como pH, alcalinidade da amina e temperatura).
Além desses fatores quimicos, os microrganismos também podem desenvolver um importante
papel na formagao de N nitrosaminas por diferentes mecanismos, como pela redugdo dos nitratos
a nitritos; pela degradacdo de proteinas em aminas e aminoacidos; pela producao de enzimas que
realizam a nitrosacdo e pela estabilidade de um pH adequado para a nitrosacdo (Drabik-

Markiewicz et al., 2009).
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2.5. Interacgoes alimentares e nanoemulsoes de oleos essenciais

Ainda que os oOleos essenciais sejam reconhecidos como seguros a saude humana,
podendo ser utilizados em alimentos como conservantes devido as suas propriedades
antibacterianas, antiflingicas e antivirais ja descritas, seu uso nesses produtos encontra algumas
restricdes, uma vez que alguns componentes alimentares podem reduzir a acdo dos o6leos
essenciais.

Alguns estudos tém demonstrado que, quando aplicados em sistemas alimentares, as
concentragdes dos Oleos essenciais a serem utilizadas podem ser de 10 a 100 vezes maiores que
as concentragdes utilizadas nos ensaios in vitro, principalmente pela presenca de constituintes
lipidicos, proteinas e outros componentes capazes de interagir com o 6leo, diminuindo assim sua
disponibilidade para atuar contra os microrganismos. Ainda, alguns nutrientes presentes no
alimento podem acabar favorecendo a recuperacao do microrganismo que sofreu algum tipo de
lesdo e estresse, diminuindo assim a eficacia do 6leo (da Silva et al., 2021).

Por exemplo, elevadas concentragdes de gorduras ou proteinas nos alimentos podem
acabar protegendo o microrganismo, absorvendo o 6leo essencial devido a formacdo de uma
camada protetora, diminuindo assim sua concentraciao na fase aquosa e consequente eficacia. No
entanto, altos niveis de sal podem facilitar a agdo destes 6leos. Fatores como pH e temperatura
também desempenham importante fungdo nessa atividade antimicrobiana (Perricone et al., 2015).
Ainda, a estrutura heterogénea de produtos pereciveis, como os produtos carneos, leva a uma
distribui¢do também heterogénea desses agentes antimicrobianos, dificultando sua acdo contra as
células bacterianas alvo (Bouarab-Chibane et al., 2018).

Os oleos essenciais ainda podem apresentar alta susceptibilidade a reagdes quimicas,
como degradacdo e oxidagdo, que sdo influenciadas por parametros ambientais como
temperatura, luz e oxigénio atmosférico; elevada insolubilidade em agua (uma vez que sdo
compostos lipofilicos); alta volatilidade e tempo de meia-vida curto; e podem inclusive
apresentar alguma toxicidade (Donsi et al., 2012; Pavoni et al., 2020).

Outro fator determinante na utilizagdo dos 6leos essenciais em alimentos diz respeito as
concentragdes que normalmente sdo necessarias para que seja alcancada uma elevada atividade
antimicrobiana. Geralmente, ¢ necessario que se utilize uma maior concentragdo do o6leo

essencial no alimento para que seja alcangada a mesma atividade antimicrobiana obtida nos
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ensaios in vitro. Este fato pode levar a um forte impacto organoléptico, j& que o uso de
conservantes naturais pode alterar o sabor dos alimentos e exceder o limiar de sabor aceitavel
pelos consumidores (Lv et al., 2011).

Logo, diante dessas restri¢des que podem dificultar a utilizagdo dos 6leos essenciais, sdo
necessarios maiores estudos a fim de determinar quais 6leos essenciais/ compostos majoritarios e
quais concentracoes podem ser utilizadas nos alimentos sem oferecer riscos a saude humana;
como minimizar os efeitos das intera¢des entre eles e os componentes da matriz alimentar e como
reduzir os efeitos sensoriais sem afetar sua acao antimicrobiana.

Uma das formas utilizadas para otimizar as propriedades fisico-quimicas e biologicas de
um composto inicial e que pode ser aplicada aos 6leos essenciais € seus compostos majoritarios €
a utilizagdo destes compostos bioativos na forma de nanoemulsdes. As nanoemulsdes de 6leos
essenciais sao alternativas eficazes e sustentaveis para a industria alimenticia que deseja obter um
conservante natural, seguro e com menores restrigdes quando aplicados nos alimentos, uma vez
que ela permite um aumento da estabilidade fisica das substancias ativas; protegendo-as das
interagdes com os ingredientes alimentares e aumentando sua bioatividade devido ao tamanho
subcelular (Donsi et al., 2011; Sao Pedro et al., 2013).

A nanotecnologia tem despontado nos ultimos anos como uma ciéncia interdisciplinar que
permite o desenvolvimento de novos materiais em escala manométrica (10”m), alterando dessa
forma suas propriedades fisicas, quimicas e biologicas, além de suas fungdes. O fato de
apresentarem uma diminuicdo no tamanho da particula proporciona uma maior superficie de
contato que confere as nanoparticulas caracteristicas unicas e, dessa forma, seu enorme potencial
para aplicagdes (Sozer; Kokini, 2009; Bromberg, 2010; Duran; Marcato, 2013).

Ha diversos relatos na literatura que trazem os beneficios da encapsulacao de oleos
essenciais em particulas de escala micrométrica (microencapsulagcdo, como as microemulsoes)
que acabam protegendo esses compostos de interagdes com fatores ambientais. Porém, ao se
comparar com processos em escala nanométrica, como as nanoemulsdes, observa-se que, devido
a diminui¢ao do tamanho da particula para escala nanométrica, ha um aumento na area superficial
das particulas e com isso um aumento nos mecanismos passivos de absor¢cdo da célula
microbiana, fazendo com que haja um melhor direcionamento dos compostos encapsulados.
Além disso, observa-se uma diminui¢do na resisténcia de transferéncia de massa ¢ com isso um

aumento na atividade antimicrobiana, além de uma melhora na solubilidade, tornando a
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nanoencapsulacdo um método mais eficiente do que a microencapsulacao (Donsi et al., 2011;
Prakash et al., 2018).

As nanoemulsdes sdo dispersoes do tipo 6leo em agua (O/A), em que o dleo ¢ a fase
dispersa e a dgua a fase continua, ou dgua em 6leo (A/O), em que a dgua ¢ a fase dispersa e o
6leo a fase continua, de dois liquidos imisciveis, estabilizados por um agente surfactante
apropriado, uma vez que sdo sistemas termodinamicamente instaveis, cujo didmetro médio das
goticulas ¢ em torno de 500 nm, conferindo-as uma aparéncia clara/transparente, diferente da
coloragdo branca leitosa associada as emulsdes de particulas maiores (Jaiswal et al., 2015; Singh
etal., 2017).

O fato de apresentarem particulas tdo pequenas faz com que haja forte reducdo da forca
gravitacional, permitindo que a ocorréncia do movimento Browniano (movimento aleatorio das
particulas microscopicas imersas em um fluido) seja suficiente para superar a gravidade, evitando
assim a sedimenta¢do durante o armazenamento, além da floculagdo e coalescéncia das goticulas
(Tadros et al., 2004). Elas possuem maior capacidade de solubilizagdo do que as solugdes
micelares simples, como as emulsdes, podendo ser fabricadas com métodos que utilizam pouca
energia e tém uma vida util longa (Shafiq et al., 2007). As nanoemuldes podem ser diluidas em
agua infinitamente sem que o tamanho das particulas se altere, o que ndo ¢ observado nas
microemulsdes (10°m) (Morales et al., 2003).

As nanoemulsdes ndo sdo sistemas em equilibrio, ndo podendo ser formadas de forma
espontanea, necessitando de algum tipo de energia, seja oriunda de forcas mecanicas ou de
potenciais quimicos de seus componentes para sua formagao (Solans et al., 2005). O preparo das
nanoemulsdes pode ser classificado em dois grupos principais: métodos de alta energia, como a
homogeneizacdo a alta pressdo e a ultrassonificagdo, que consomem energia significativa para
formacdo das goticulas; e métodos de baixa energia, como o método da temperatura de inversao
de fase e ponto de inversdao de emulsdo, que consomem uma quantidade de energia baixa e
exploram outras propriedades especificas do sistema (Gupta et al., 2016).

O método de ultrassonificagdo ¢ um método muito utilizado em escala laboratorial,
devido a sua eficiéncia e rapidez para formar nanoemulsdes estaveis com particulas de tamanhos
menores por meio da producdo de ondas de intensas vibragdes ultrasOnicas que rompem as
goticulas primarias da emulsdo, com a formacao de goticulas de tamanhos em escala nanométrica

(Holkem et al., 2015).
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Com isso, a nanoemulsdo de dleos essenciais se apresenta como uma alternativa viavel e
eficiente para contornar essas limitagdes, aumentando a estabilidade fisica dos compostos
bioativos; protegendo-os das interagcdes com os ingredientes alimentares; minimizando o impacto
nas propriedades sensoriais dos produtos alimenticios e aumentando sua atividade antimicrobiana
devido ao seu tamanho subcelular que leva a um aumento nos mecanismos de absor¢ao celular
passivos e reducdo na resisténcia da transferéncia de massa (Moraes-Lovison et al., 2017).

As nanoemulsdes podem interagir com as células microbianas por meio de quatro
mecanismos principais (Donsi; Ferrari, 2016):

1) Transporte passivo através da membrana celular: o 6leo essencial ¢ transportado para a
superficie da membrana por meio das pequenas gotas de nanoemulsdes, permitindo assim
sua ruptura e aumentando a acessibilidade as células microbianas. Possivelmente ocorre
alteracdo da integridade da bicamada fosfolipidica ou interferéncia nas proteinas de
transporte ativo incorporadas na bicamada fosfolipidica;

2) Fusao das goticulas de nanoemulsdes com a bicamada fosfolipidica da membrana celular:
permite a liberacdo direcionada dos 6leos essenciais;

3) Particdo na fase aquosa: ocorre a liberagdo prolongada dos oOleos essenciais pelas
nanoemulsdes conduzida pela particdo do 6leo essencial entre as goticulas de dleo e a fase
aquosa, fazendo com que a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais seja prolongada;

4) linteragdo eletrostatica com a membrana celular: permite o aumento da acdo dos 6leos
essenciais devido a interagdo entra as particulas carregadas positivamente das goticulas
das nanoemulsdes com as particulas carregadas negativamente da parede celular
microbiana, ocasionando um aumento da concentra¢do dos Oleos essenciais no local de
acao.

Diversos trabalhos ja foram realizados utilizando nanoemulsdes com 6leos essenciais ou
compostos majoritarios a fim de avaliar a atividade antimicrobiana. Ozogul et al. (2020)
avaliaram os efeitos antimicrobianos do 6leo essencial de tomilho nanoemulsionado e purificado
contra patdgenos de origem alimentar (S. Paratyphi A, S. aureus, K. pneumoniae e E. faecalis) e
bactérias deterioradoras de peixes (P. luteola, P. damselae, V. vulnificus, E. faecalis, S.
liquefaciens e P. mirabilis), alcangando atividades antimicrobianas significativamente maiores (P
<0.05) para as nanoemulsdes quando comparadas com o 6leo essencial de tomilho purificado,

sugerindo que a conversao do 6leo essencial de tomilho em nanoemulsdes aumentou a atividade
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antimicrobiana. Zhang et al. (2017) avaliaram os efeitos antimicrobianosde nanoemulsdes
elaboradas com misturas dos 6leos essenciais de cravo e canela contra E. coli, B. subtilis, S.
typhimurium e S. aureus, alcancando maior atividade antimicrobiana da nanoemulsdo quando
comparada aos tratamentos contendo apenas os 6leos essenciais, mesmo em concentragdes muito

baixas.

3. CONSIDERACOES FINAIS

A contaminagdo de produtos alimenticios (especialmente de produtos carneos) representa
uma grande preocupagdo para a industria de alimentos que utiliza, muitas vezes, conservantes
sintéticos para controlar o crescimento de patogenos, como o Clostridium botulinum. Porém,
estes podem oferecer riscos a saude do consumidor quando utilizados por longos periodos de
tempo. Com isso, a busca por agentes antimicrobianos naturais, como os 6leos essenciais, tem se
destacado. Esses possuem sua aplicacdo em alimentos reconhecida como segura (GRAS), com
acOes antimicrobianas e antioxidantes comprovadas. Entretanto, podem interagir com
constituintes alimentares, diminuindo suas agdes, além de poderem alterar as caracteristicas
organolépticas do produto, devido as suas caracteristicas sensoriais marcantes, 0 que nao ¢
desejavel. Com isso, o estudo de novas formas de aplicacdo destes no produto se faz necessario,
como a utilizacdo de nanoemulsdes de 6leos essenciais, que faz com que ocorra um aumento da
bioatividade desses 6leos devido a diminui¢do do tamanho das particulas, além de os protegerem

de interacdes alimentares.
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RESUMO

Avaliou-se a atividade antimicrobiana de nanoemulsdes elaboradas com misturas de o6leos
essenciais de alho, cravo botdo pimenta rosa e pimenta preta sobre endosporos e células
vegetativas de Clostridium botulinum e Clostridium sporogenes inoculados em mortadela,
elaborada com 50 ppm de nitrito de sddio (NaNQO;). Também foram avaliados os efeitos sobre as
caracteristicas tecnoldgicas (pH, atividade de agua e cor) e sensoriais do produto. As
combinagdes de Oleos essenciais e suas nanoemulsdes apresentaram efeitos esporicidas sobre os
endosporos de ambos os microrganismos testados, ndo sendo observada contagem a partir do
décimo dia de anélise. Ainda, foram observados efeitos bacteriostaticos sobre os microrganismos
estudados. Quanto as caracteristicas tecnologicas e sensoriais do produto, a adigdo dos oOleos
essenciais combinados teve impacto negativo na cor das mortadelas e no sabor/aroma. Apesar do
forte apelo comercial pela adigdo de conservantes naturais em alimentos, os efeitos no sabor e na
cor devem ser considerados. Este estudo mostra que a aplicagdo de 6leos essenciais emulsionados
e nanoemulsionados como conservante natural em produtos cdrneos tem alcangado bons

resultados, incentivando novas pesquisas nesse sentido.

Palavras-chave: Essential oils; natural preservatives; nanoemulsions; Clostridium botulinum,

food security; endospores; meat products.
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1.  INTRODUCAO

A atual demanda do mercado consumidor por produtos alimenticios “Clean Label”, que
sejam mais saudaveis, seguros e de maior entendimento devido a uma clara rotulagem, tem
incentivado a industria de alimentos a buscar novas estratégias naturais de preservacdo que nao
alterem a qualidade destes produtos e que possam conferir maior seguranca a estes, visando
proporcionar uma melhor qualidade de vida aos seus consumidores por meio de um produto com
um apelo diferencial de saudabilidade e livre de aditivos sintéticos (Yong et al., 2021).

Com isso, tem-se desenvolvido pesquisas em busca de aditivos naturais com agdo
conservante que possam substituir total ou parcialmente os aditivos sintéticos tradicionalmente
utilizados (Tomovi¢ et al., 2020; Pilevar et al., 2017; de Oliveira et al., 2011), principalmente em
produtos carneos processados, nos quais se destacam o nitrito e nitrato de sodio. Estes
conservantes sdo necessarios para manuten¢do das caracteristicas dos produtos curados, porém
oferecem risco a saude do consumidor quando consumidos em excesso, levando a controvérsias
quanto a sua utilizacao (Ziarati et al., 20018; Bedale et al., 2016; Sindelar & Milkowski, 2011).

A cura de produtos carneos representa um método de preservacao do alimento, por meio
da adicao de sais de nitrato e nitrito e outros ingredientes, como cloreto de sddio e fosfatos,
aumentando a qualidade e seguranca do produto (Sebranek, 2009). Dentre os ingredientes
utilizados, o nitrito de sddio desempenha papel fundamental nas caracteristicas Unicas e distintas
desse tipo de produto, como coloragdo, sabor e textura, além de possuir forte acdo antioxidante e
antimicrobiana (Sebranek & Bacus, 2007).

Apesar de apresentar ampla utilizagdo por prevenir e controlar o crescimento microbiano,
especialmente em se tratando da bactéria patogénica Clostridium botulinum (Jo et al., 2020), seu
uso requer aten¢do, uma vez que pode levar a formacao de substancias quimicas carcinogénicas

conhecidas como N-nitrosaminas durante o processamento térmico e armazenamento do produto
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(Herrmann et al., 2015). O risco de formagdo dessas substancias tdxicas neste tipo de produto
ocasionado, principalmente, pelo uso de concentragdes mais eclevadas dos sais de nitrito
necessarias para o controle do crescimento microbiano e inibi¢do da germinagdao dos esporos de
C. botulinum, fez com que em, 2015, a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer declarasse
que produtos carneos processados sdo carcinogénicos aos humanos (Domingo & Nadal, 2017;
Sindelar & Milkowski, 2011).

Clostridium botulinum ¢ uma bactéria anaerobia e esporulada que desperta grande
interesse na industria alimenticia devido a sua elevada patogenicidade. Ela ¢ produtora de
potentes neurotoxinas que levam ao desenvolvimento de uma doenca potencialmente letal
conhecida como botulismo (Lonati et al., 2020). Ainda, a distribuicdo ampla de seus esporos no
ambiente, permitindo que alcancem facilmente os alimentos, e elevada resisténcia desses aos
métodos de processamento tradicionalmente aplicados juntamente com a capacidade desse
microrganismo de crescer e formar toxinas nos alimentos em condi¢des que seriam desfavoraveis
para a grande maioria dos patogenos de origem alimentar fazem com que a industria alimenticia
tenha grande preocupacdao com o crescimento dessa bactéria (Johnson, 2019; Peck & van Vliet,
2016).

Devido a elevada patogenicidade do Clostridium botulinum, estudos atuais tém utilizado
um microrganismo substituto, Clostridium sporogenes, nos ensaios microbiologicos envolvendo,
principalmente, resisténcia de seus esporos, uma vez que este nao produz toxinas e ¢
filogeneticamente semelhante ao C. botulinum tipo A, além de seus enddsporos possuirem
semelhangas morfologicas e genéticas com C. botulinum (Brown et al., 2012).

Diante da crescente percepgdo negativa da utilizacdo desses conservantes sintéticos em
alimentos, tem-se intensificado o interesse tanto da industria quanto dos consumidores de se

substituir esses por compostos naturais capazes de exercer as mesmas fungdes antimicrobianas e
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antioxidantes, porém sem oferecer riscos a saude do consumidor. Nesse contexto, destacam-se os
6leos essenciais (OEs) condimentares e aromadticos obtidos de plantas (Dias et al., 2022;
Hastaoglu et al., 2021; Bakhtiary et al., 2018).

Os OEs sao misturas complexas de compostos volateis extraidos de diferentes partes e
tipos de plantas, com aplicacdo nas mais diversas areas, como na induastria farmacéutica, de
cosméticos, area agricola e de alimentos (El Asbahani et al., 2015). Seu uso em alimentos ¢
reconhecido como seguro (GRAS) (FDA, 2017), sendo muito utilizados como aromatizantes em
diversos produtos. Possuem agdo antimicrobiana e antioxidante comprovada devido a sua
constituicdo quimica variada, podendo apresentar até 60 componentes individuais, em que alguns
aparecem em concentragdes mais elevadas (componentes majoritarios) € os demais estdo
presentes em tragos (Chouhan et al., 2017).

Apesar dos OEs terem seu uso como agente antimicrobiano comprovado, sua aplicagdo
em alimentos encontra restricdes principalmente pela sua elevada volatilidade; baixa solubilidade
em agua e pelas elevadas concentragdes que sdo necessarias para que seja alcangada a mesma
atividade antimicrobiana nos alimentos do que a encontrada nos ensaios in vitro, alterando entao
as caracteristicas organolépticas do produto e excedendo o limite de sabor aceitavel pelos
consumidores (Rao et al., 2019; Fernandez-Lopez & Viuda-Martos, 2018; Lv et al., 2011).
Ainda, a presenga de constituintes lipidicos, proteinas e outros componentes na matriz alimentar
podem interagir com o Oleo, afetando sua disponibilidade e conseqiientemente sua agao
(Hyldgaard et al., 2012). Diante desse cenario, o uso da nanotecnologia tem apresentado grande
potencial para contornar esses problemas, seja através da nanoencapsulacao dos 6leos essenciais,
que busca uma liberagdo controlada desses compostos bioativos, ou pela utilizagdo de
nanoemulsdes desses 6leos nos alimentos (Moazeni et al., 2021; Yazgan, 2020; Benjemaa et al.,

2018; Moghimi et al., 2016).
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As nanoemulsdes sdo sistemas coloidais que podem encapsular, proteger e liberar
compostos bioativos lipofilicos, como os OEs, aumentando sua solubilidade e estabilidade devido
ao pequeno tamanho das particulas (Barradas & Silva, 2021). Ainda, as nanoemulsdes promovem
uma liberacdo sitio-controlada, protegendo os compostos bioativos de degradagdes ambientais
(Pavoni et al., 2020). Assim, em muitos aspectos, 0s 0leos essenciais nanoemulsionados podem
apresentar maior estabilidade fisico-quimica, menor impacto sensorial nos produtos onde sdao
incorporados, bem como maior atividade antimicrobiana.

Em busca de alternativa ao uso de eclevadas concentracdes de nitrito, este estudo
comparou a atividade antimicrobiana sinérgica entre combinag¢des dos 6leos essenciais de alho,
cravo botdo, pimenta rosa e pimenta preta, € suas nanoemulsdes sobre endosporos de Clostridium
botulinum e Clostridium sporogenes inoculado em mortadela contendo baixo teor de nitrito e

sobre as caracteristicas sensoriais e tecnologicas do produto, como pH, atividade de dgua e cor.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Oleos essenciais e caracterizacio quimica (GC-MS e GC-FID)

Os oleos essenciais de alho (Allium sativum), cravo botdo (Eugenia caryophyllus),
pimenta rosa (Schinus terebinthifolia) e pimenta preta (Piper nigrum) (100 % puros) foram
adquiridos na Ferquima Ind. e Comércio LTDA (Vargem Grande, Sdo Paulo, Brazil). Seus
constituintes quimicos foram caracterizados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (GC/MS) (Shimadzu, GCMS-QP2010 Plus) utilizando coluna cromatografica do tipo
SBLTM-5MS de 0.25 um de espessura, 30 m de comprimento e 0.25 mm de didmetro interno
(fase ligada; 5% diphenyl, 95% dimethyl polysiloxane). Utilizou-se hélio como gas de arraste a
um fluxo de 1.18 mL/min. Foi empregada rampa de temperatura de 60°C a 240°C, numa taxa de

3°C/min, depois para 300°C a 10°C/min e mantida constante por 7 min. Os demais parametros
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utilizados foram: temperatura de inje¢ao de 220°C; modo de inje¢do SPLIT 1:100; temperatura
da fonte de ions: 200°C; temperatura da interface: 240°C; corte do solvente: 2.4 min e faixa de
m/z analisada: 45-500 Da. Injetou-se 0.1 pL de cada dleo essencial diluido em hexano a uma
taxa de particao de 1:100 v:v. Cromatdgrafo a gas com detector de ionizagdo de chama (GC-FID)
(Shimadzu, FID-2010) foram utilizados para quantificacdo. Os parametros experimentais foram
os mesmos aplicados na identificagao.

Os espectros de massas obtidos foram comparados a biblioteca do equipamento Wiley 8.0
e os indices de retengdo dos compostos calculados apos analise prévia de uma série homodloga de

alcanos, comparando-se os dados obtidos com os da literatura (Adams, 2007).

2.2. Microrganismo, obtencio e padroniza¢io do in6culo (enddsporos)

Clostridium botulinum INCQS 00054 e Clostridium sporogenes INCQS 00004 utilizados
neste estudo foram fornecidos pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS) da Fundagao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, RJ, Brasil. Seguiu-se
metodologia proposta por Martins et al. (2021) com pequenas alteracdes para reativacao,
obtencao e padronizagdo dos enddsporos.

A reativacdo da cepa ocorreu em 10 mL de meio Differential Reinforced Clostridium
Base Broth (DRCBB; Himedia®, Mumbai, india) a 37°C/24 h, em condi¢des de anaerobiose
gerada pela adicdo de 6leo mineral estéril. Decorrido este periodo, aliquotas de 0.1 mL foram
transferidas novamente para tubos contendo 10 mL do mesmo meio de cultura nas mesmas
condic¢des de incubagdo por mais 24 h. Aliquotas de 0.1 mL da cultura foram transferidas para
placas de Petri contendo Agar AK n° 2 (Himedia®, Mumbai, India) ¢ incubadas novamente a
37°C/120 h em anaerobiose (geradores de anaerobiose ANAEROBAC) (Probac do Brasil®, Sao

Paulo, Brasil) para a obteng@o dos enddsporos.
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O numero de enddsporos foi padronizado apos lavagem da superficie do dgar com 10 mL
de solugdo salina (0.9% m/v) e observa¢ao no microscopio optico dos endosporos, utilizando a
técnica de Wirtz-Conklin para cora-los com solucdo corante de Verde Malaquita (5% m/v) e
contra corante Safranina (0.5% m/v). Apds verificacdo da presenca de enddsporos, a suspensdo
obtida foi submetida ao choque térmico (70°C/15 min) e rapido resfriamento em banho de gelo,
com o intuito de eliminar todas as células vegetativas ainda presentes.

Posteriormente, aliquotas de 1 mL foram transferidas para eppendorfs e centrifugadas a
10.000 rpm/5 min. Descartou-se o sobrenadante, adicionando-se 1 mL de meio de congelamento
com dupla concentracdo de glicerol (30 mL de glicerol; 0.5 g peptona bacterioldgica; 0.3 g
extrato de levedura; 0.5 g NaCl; 100 mL agua destilada), congelando-se as amostras. A suspensao
de esporos foi padronizada a 10’ UFC/ mL por meio da contagem do numero de colonias em
placas, utilizando-se DRCB Agar (Himedia®, Mumbai, India) por meio do plaqueamento em
profundidade com sobrecamada. As placas foram incubadas em 37°C/48 h em anaerobiose,

gerada por geradores de anaerobiose ANAEROBAC (Probac do Brasil®, Sdo Paulo, Brasil).

2.3. Atividade antimicrobiana in vitro

As concentragdes minimas inibitérias (CMI) dos 6leos essenciais foram determinadas por
meio da técnica de macrodiluicdo em caldo (NCCLS, 2019). Os 6leos foram diluidos em DRCBB
acrescido de 0.5% (v/v) de Tween 80. Aliquotas de 25 pL da suspensdo padronizada de
endosporos (107 UFC/mL) foram transferidas para tubos de rosca, contendo 5 mL de DRCBB
acrescido de 0.5% de Tween 80 e Oleos essenciais nas concentragdes de: 0; 0,.09375; 0.1875;
0.375; 0.75; 1.5 e 3.0% (v/v). Apds homogeneizagdo, os tubos foram incubados a 37°C/24 h em

anaerobiose. Decorrido esse periodo aliquotas de 200 pL das culturas foram transferidas
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novamente para tubos de rosca contendo 5 mL de DRCBB, incubando a 37 °C/48 h em
anaerobiose. Foram consideradas CMI dos 6leos a menor concentra¢do de cada um onde ndo se
observou crescimento do microrganismo nos tubos apos incubagdo, observando-se a turvagao do
meio e formacao de gés. O experimento foi realizado em triplicata e trés repetigoes.

O estudo da sinergia antimicrobiana entre os 6leos foi realizado com base nas CMI de
cada. Devido as similaridades encontradas entre os microrganismos estudados, definiu-se uma
combinacdo de 6leos essenciais a ser testada para ambas as cepas baseada em 1/3 dos valores de
CMI encontrados para cada 6leo essencial sobre os enddsporos de C. sporogenes, com o intuito
de comparar o comportamento de ambos os microrganismos estudados. As variacdes nas
concentragdes dos Oleos foram geradas utilizando o Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) no programa Chemoface versaol.5, utilizando “Experimental design”, por meio de 27

ensaios. As varidveis +2 e -2 foram calculadas de acordo com a CMI (Tabela 1).

Tabela 1 Variaveis codificadas e valores reais das concentragdes de 6leos essenciais (%) utilizadas nos ensaios da

combinagao.

Variaveis -2 -1 0 +1 +2
codificadas ]

Combinacio Oleo essencial (%)

Alho 0.05 0.29 0.53 0.76 1.00
Cravo 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
Pimenta rosa 0.05 0.29 0.53 0.76 1.00
Pimenta preta 0.05 0.29 0.53 0.76 1.00

As porcentagens foram calculadas com base em 1/3 da concentra¢do minima inibitoria (CMI) de cada 6leo essencial
sobre os endosporos de Clostridium sporogenes.

2.4. Preparo da nanoemulsio dos 0leos essenciais
Apo6s os ensaios definidos pelo DCCR serem realizados, foi selecionado um ensaio da
combinacdo de 6leos que apresentou atividade antimicrobiana contra os endosporos de ambos o0s

microrganismos avaliados para a elaboragdo da emulsdo e sua respectiva nanoemulsdo, pensando
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no impacto sensorial da aplicagdo destes na mortadela. Assim, foram avaliados dois tratamentos
para cada cepa: um contendo os 6leos emulsionados e um com os 6leos nanoemulsionados. A
nanoemulsdo foi preparada segundo metodologia proposta por Pinelli et al. (2021) com
modificagdes, com 10% de oleos essenciais, 30% de agente tensoativo ndo i6nico, Tween 80, e
60% de agua destilada em 100 mL. Ressalta-se que, apesar de ter sido preparada com 10% de
6leos essenciais, a nanoemulsao elaborada foi adicionada no produto carneo na mesma propor¢ao
que sua respectiva combinacao de 6leos emulsionados (Tabela 2).

A mistura foi homogeneizada por, aproximadamente, 10 minutos/22.500 rpm em Ultra-
Turrax (Ika Labortechnik), e transferidas para um homogeneizador ultrassonico (Ultrassom
digital Sonifier, Modelo 450, Brason Ultrasonic Corporation) a 70 amplitude, onde permaneceu
por 10 minutos. A temperatura da emulsdo (15°C) foi controlada por banho de gelo. Ao final do
processo, a temperatura final da nanoemulsao foi aferida. Para analise do tamanho das particulas,

realizou-se uma Microscopia Eletronica de Varredura de Emissao de Campo (ver item 2.6).

2.5. Estabilidade da nanoemulsiao

Por se tratar de um sistema instavel, diversos fatores podem desestabilizar uma
nanoemulsdo durante seu periodo de armazenamento. Neste estudo, a estabilidade da
nanoemulsdo elaborada foi avaliada conforme metodologia proposta por de Abreu Martins et al.
(2021), considerando diferentes pH e temperaturas, parametros normalmente associados ao
processamento dos alimentos.

Apo6s passar pelo Ultrassom, a nanoemulsdo contendo o6leos essenciais teve seu pH
ajustado para 7.0 e 3.0 utilizando HCI e NaOH. Ela foi dividida e transferida para tubos de vidro

e as amostras foram armazenadas a 4°C e 25°C sem luz. A estabilidade foi avaliada visualmente
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nos tempos 0 e 60 dias de armazenamento, em que se observou se houve alteragdes na cor e

turvacdo das amostras. As analises foram realizadas em triplicata.

2.6. Microscopia Eletronica de Varredura de Emissio de Campo (MEV-FEG)

Com o intuito de avaliar o tamanho das particulas da nanoemulsao elaborada, bem como
os possiveis danos causados pelos 6leos essenciais nos endosporos dos microrganismos testados,
realizou-se uma Microscopia Eletronica de Varredura de Emissao de Campo (MEV-FEG),
segundo procedimentos descritos por Bozzola & Russell (1999).

Apés passar pelo Ultrassom, um aliquota correspondente a 0.97% da nanoemulsdo
elaborada contendo os 6leos essenciais foi transferida para tubos de ensaio contendo 5 mL de
meio DRCBB e 25 pL da suspensdo padronizadas de enddsporos (10’ UFC/mL) de cada cepa e
incubadas a 37°C por 4 horas em anaerobiose, gerada pela adicdo de o6leo mineral estéril.
Decorrido este periodo, retirou-se uma aliquota de 2 mL de cada tubo para analise microscopica.
Foi realizado um tratamento controle contendo apenas a nanoemulsdo para conferéncia do
tamanho das particulas.

Pipetou-se 7 pL de poli-L-lisina 0.1% sobre laminulas circulares de 60 mm de didmetro,
espalhando sobre sua superficie. Apds secagem por 15 min a temperatura ambiente, 10 pL da
suspensdo bacteriana foi adicionada sobre a face da laminula tratada com poli-L-lisina. Com a
deposi¢ao e aderéncia das células bacterianas sobre a poli-L-lisina, ap6s 30 minutos, realizou-se a
fixacdo das mesmas em solucdo fixativa Karnovisky (glutaraldeido 2.5% e formaldeido 2.5% em
tampao cacodilato de sodio 0.05 M pH 7,5 e CaCl, 0.01 M). Apds o tempo minimo de 24 horas
da fixacdo, as amostras foram lavadas com tampao cacodilado de sdédio trés vezes por 10 min e
desidratadas com solugdes de concentracao crescente de acetona (25, 50, 75, 90 e trés vezes de

100%, 10 minutos cada), seguido de secagem utilizando aparelho de ponto critico (Bal-tec



50
CPDO030). Apos, foram montados em porta-amostras de aluminio (stubs) e estabilizados com fita
de carbono para garantir eletron condutividade, e metalizados com ouro em aparelho sputtering
(Bal-tec SCDO050). As observagdes foram realizadas utilizando Microscopio Eletronico de
Varredura FEG (field-emission gun) de ultra alta resolugdo (UHR) (Tescan-Clara, Republica
Tcheca) no Laboratério de Microscopia Eletronica e Analise Ultra estrutural da Universidade
Federal de Lavras (LME/UFLA), nas condigdes de 20 Kev e 430 pA, com distancia de trabalho

de 10 mm.

2.7. Fabricacao das Mortadelas

Para elaboracdo das mortadelas, seguiu-se a formulagao e os procedimentos descritos por
Dutra et al. (2011) com modificacdes. A Tabela 2 apresenta os ingredientes utilizados na
fabricagdo das mortadelas, bem como os tratamentos estudados. Os 6leos essenciais utilizados e
suas proporcdes foram selecionados a partir do estudo da sinergia antimicrobiana entre os 6leos

por meio do planejamento estatistico DCCR (Tabela 3).

Tabela 2 Formulagdo da mortadela e os diferentes tratamentos utilizados.

Ingredientes Quantidade (%)
Tlcg Tlcs T2cs T2¢s Ces Ccs
Carne de porco 58.5 58.5 58.5 58.5 58.5 58.5
Agua 19.08 19.08 10.35 10.35 20.05 20.05
Toucinho 14 14 14 14 14 14
Sal (NaCl) 1.9 1.9 1.9 1.9 1.9 1.9
Tripolifosfato de 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
sodio (New Max)

Fécula de mandioca 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
Acido ascérbico 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
Nitrito de sodio 0.0050 0.0050 0.0050 0.0050 0.0050 0.0050

Oleos essenciais (%) Nanoemulsoes* (%)
Tlcs Tlcs T2cp T2¢s Ccp Ces
Alho 0.29 0.29 0.29 0.29 0 0
Cravo 0.10 0.10 0.10 0.10 0 0
Pimenta rosa 0.29 0.29 0.29 0.29 0 0
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Pimenta preta 0.29 0.29 0.29 0.29 0 0

Concentracio final 0.97 0.97 0.97 0.97 - -
de dleos essenciais

Ccp: controle, sem adi¢do de 6leos essenciais e com 50 ppm de nitrito de sodio (C. botulinum); Ccs: sem adigdo de
oleos essenciais e com 50 ppm de nitrito de sddio (C. sporogenes); Tlcg: emulsdo consistindo em 0.29% oleo de
alho, 0.10% o6leo de cravo; 0.29% oleo de pimenta rosa e 0.29% o6leo de pimenta preta e 50 ppm de nitrito de sodio
(C. botulinum); T1cs: emulsdo consistindo em 0.29% 6leo de alho, 0.10% 6leo de cravo, 0.29% 6leo de pimenta rosa
e 0.29% oleo de pimenta preta e 50 ppm de nitrito de sédio (C. sporogenes); T2cg: nanoemulsdo consistindo de
0.29% o6leo de alho, 0.10% oleo de cravo; 0.29% 6leo de pimenta rosa e 0.29% oleo de pimenta preta e 50 ppm de
nitrito de sédio (C. botulinum); T2¢s: nanoemulsdo consistindo de 0.29% o6leo de alho, 0.10% o6leo de cravo; 0.29%
6leo de pimenta rosa e 0.29% 6leo de pimenta preta e 50 ppm de nitrito de sodio (C. sporogenes).

* Nanoemulsdes (T2¢p e T2¢s) foram preparadas contendo 10% dos 6leos essenciais e aplicadas no produto carneo
nas mesmas propor¢des utilizadas nos tratamentos 1 e 2 (0.97%). Para ser usado na formulacdo nas mesmas
proporgdes dos tratamentos 1 e 2, 9.7% da nanoemulséo (preparada a 10%) foi adicionado aos tratamentos 3 ¢ 4,
havendo ent3o uma redugdo na quantidade de 4gua adicionada.

Os ingredientes foram emulsionados em cutfer (modelo KJ-10, Industries Jamar Ltda.;
Tupa, SP, Brasil), adicionando-se os 6leos essenciais no final do processo uma vez que sao
altamente volateis e poderiam ser perdidos com o aumento da temperatura ao longo do
processamento. A massa obtida foi embutida em tripas de poliamida, formando gomos de cerca
de 500 g, que foram cozidos em imersao em agua até 72°C (no ponto frio). Apds o cozimento, as
mortadelas foram mantidas a 4°C por 24 h.

Para as andlises microbioldgicas, as mortadelas foram fatiadas em porgdes de 25 g,
trituradas, inoculadas com 10° UFC/g de endosporos de C. botulinum ¢ C. sporogenes, embaladas
a vacuo (seladora TM300, Tecmaq, Sao Paulo, SP, Brasil) e armazenadas a 14°C + 1°C. Para as
analises fisico-quimicas as por¢des embaladas a vacuo foram de 60 g, e a temperatura de

armazenamento foi de 4°C = 1°C.

2.8. Quantificacio de Clostridium botulinum e Clostridium sporogenes nas mortadelas
As células vegetativas e endosporos foram quantificados segundo metodologias propostas
por Dutra et al. (2016) e de Oliveira et al. (2011) com alteragdes. As embalagens contendo 25 g

de mortadelas foram adicionados 225 mL de agua peptonada 0.1% (m/v) e as misturas
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homogeneizadas em Stomacher Metroterm® (490 golpes/min) por 3 minutos. As células
vegetativas foram quantificadas por plaqueamento em profundidade de 1 mL das diluigdes
adequadas em SPS Agar (Sulfite Polymyxin Sulfadiazine Agar, Himedia®, India) ¢ incubadas a
37°C/48 h em anaerobiose.

Assim como as células vegetativas, os endosporos também foram quantificados por
plaqueamento em profundidade. Ap6s homogeneizacdo em agua peptonada, as amostras foram
submetidas ao choque térmico (75°C/15 min, seguido de banho de gelo) para inativacdo das
células viaveis. Aliquotas de 1 mL das dilui¢cdes adequadas foram transferidas placas de Petri
contendo SPS Agar e incubadas a 37°C/48 h em anaerobiose. Todas as anélises foram realizadas

em triplicata.

2.9. Analises tecnologicas

2.9.1. Atividade de agua e pH

Aproximadamente 2 g de mortadela triturada foi utilizada na andlise da atividade de dgua
(aw) em Aqualab Modelo 3TE Series (Dacagon Devices Inc.), conduzida a 25 + 0.3°C. Os valores
de pH das mortadelas foram medidos pela insercdo de um combinado eletrodo, acoplado a um
potencidmetro (DM20-Digimed, Sdo Paulo, SP, Brasil). Todas as medidas foram realizadas em

triplicata.

2.9.2. Analise de cor
O colorimetro espectrofotométrico Nix Pro Color Sensor (MAST, Santo André, SP,
Brazil) foi utilizado. O iluminante utilizado foi o D65 com angulo 10° para o observador, luz

especular excluida e o sistema de cor CIELAB, seguindo as recomendacdes descritas por Ramos
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et al. (2009) para produtos curados. Os indices de cor L* a* e b* foram obtidos de acordo com o
valor médio de cinco leituras realizadas em diferentes pontos de superficie interna das fatias de
mortadela e os indices de saturagdo (C*), angulo de tonalidade (/) e diferenga global (4E*) foram

calculados de acordo com as férmulas descritas por Ramos & Gomide (2007) (Equacdes 1, 2 e

3):

C'=\/(a*?+ b %2) Equacdo 1
h'=tan"1(b */a %) Equagio 2
AE = \J(L — Lref)? + (a — aref)? + (b — bref)? Equacdo 3

Sendo os parametros de referéncia os do controle no tempo 0 (dia 1 de analise).

2.10. Analises sensoriais

A aprovacao das questdes éticas para as andlises sensoriais foi obtida pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFLA (CAAE: 94921318.8.0000.5148) e os
voluntarios assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE).

O grupo de foco foi executado conforme Pinelli et al. (2021), sendo recrutados 16
avaliadores nao treinados na Universidade Federal de Lavras (UFLA), dos quais, 75% do sexo
feminino e 25% do sexo masculino, com idade entre 18 e 60 anos e consumidores de mortadela.
Avaliou-se trés amostras codificadas em ordem balanceada e monadica, em que fatias de
mortadela de 1.0 cm de espessura em formato circular foram obtidas, embaladas a vécuo,
identificadas e estocadas sob refrigeracdo (4 °C) e as embalagens foram abertas no momento da
analise sensorial para a avaliagdo dos atributos de aroma, aparéncia, sabor e textura e os
avaliadores foram instruidos a beber dgua para a limpeza das papilas gustativas entre as

avaliagoes.
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Em seguida, uma discussdo foi estimulada por um lider para a identificagdo e o
levantamento das caracteristicas mais relevantes das amostras e, além disso, foram feitas
perguntas sobre o consumo de produtos carneos, principalmente de mortadela, questionados
quanto ao entendimento sobre a utilizacdo de nitrito de sddio e a relacdo com a saude humana,
um levantamento sobre a intencdo de compra das amostras, utilizando uma escala estruturada (5
= certamente compraria a 1= certamente ndo compraria) e, também, foram solicitados que
avaliassem o quanto gostaram ou ndo das amostras quanto aos atributos de aparéncia, aroma,
sabor, textura e impressao global por meio de uma escala hedonica estruturada de 9 pontos (1 =
desgostei extremante a 9 = gostei extremamente).
Os dados foram organizados em uma matriz com a frequéncia com que as caracteristicas

para cada atributo foram citadas e apresentado em porcentagem graficamente.

2.11. Analises estatisticas

Um esquema de planejamento do tipo DCCR foi utilizado para analise das combinagdes
dos o6leos essenciais por meio do software Statistica 8.0. O experimento foi realizado em
delineamento inteiramente casualizado, em um esquema fatorial 6 (tratamentos) x 5 (tempos de
estocagem) para analise microbiologica e 3 (tratamentos) x 5 (tempos de estocagem) para
analises tecnoldgicas, com trés repeticdes. As analises dos dados foram feitas com o pacote
estatistico SAS University Edition, livre para uso académico (SAS, 2018). Para as variaveis Log
UFC/g e Tempo, foram realizadas analises estatisticas descritivas para cada tratamento aplicado.
Em cada tratamento foram realizadas trés repeti¢des reais, sendo que em cada repeticdo foram
feitas trés replicatas. As analises dos dados foram submetidas a ANOVA, considerando um nivel
de 5% de significancia. Quando necessario, as médias dos tratamentos foram separadas pelo teste

Tukey (P < 0.05%).
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3.1. Atividade antimicrobiana in vitro dos 6leos essenciais e suas combinacoes

55

As concentragdes minimas inibitorias (CMI) dos dleos essenciais sobre os endosporos de

C. botulinum foram: alho 1.5%; cravo botdo 3.0%; pimenta rosa 3.0% e pimenta preta 3.0%.

Quanto aos endosporos de C. sporogenes, os valores de CMI encontrados foram: alho 3.0%;

cravo botdo 0.75%; pimenta rosa 3.0% e pimenta preta 3.0%. Na Tabela 3 observa-se o efeito

esporicida das diferentes concentragdes de 6leos essenciais contidas na combinagdo sobre os

endosporos de cada microrganismo estudado.

Tabela 3 Proporgdo (%) dos dleos essenciais usados na combinag@o e sua atividade antimicrobiana sobre esporos de

Clostridium sporogenes e Clostridium botulinum segundo o Design Composto Central Rotacional (DCCR).

Clostridium sporogenes

Clostridium botulinum

. £ S s s é S S RIS g
s = S £ c £ & St = S £ £ £ & 5%
1 0.29 0.10 0.29 0.29 0.29 0.10 0.29 0.29 -
2 0.29 0.10 0.29 0.76 - 0.29 0.10 0.29 0.76 +
3 0.29 0.10 0.76 0.29 - 0.29 0.10 0.76 0.29 -
4 0.29 0.10 0.76 0.76 + 0.29 0.10 0.76 0.76 -
5 0.29 0.20 0.29 0.29 - 0.29 0.20 0.29 0.29 -
6 0.29 0.20 0.29 0.76 - 0.29 0.20 0.29 0.76 -
7 0.29 0.20 0.76 0.29 + 0.29 0.20 0.76 0.29

8 0.29 0.20 0.76 0.76 - 0.29 0.20 0.76 0.76

9 0.76 0.10 0.29 0.29 + 0.76 0.10 0.29 0.29 -
10 0.76 0.10 0.29 0.76 + 0.76 0.10 0.29 0.76 -
11 0.76 0.10 0.76 0.29 + 0.76 0.10 0.76 0.29 -
12 0.76 0.10 0.76 0.76 + 0.76 0.10 0.76 0.76 -
13 0.76 0.20 0.29 0.29 + 0.76 0.20 0.29 0.29 +
14 0.76 0.20 0.29 0.76 + 0.76 0.20 0.29 0.76 +
15 0.76 0.20 0.76 0.29 + 0.76 0.20 0.76 0.29 +
16 0.76 0.20 0.76 0.76 + 0.76 0.20 0.76 0.76 +
17 0.05 0.15 0.53 0.53 - 0.05 0.15 0.53 0.53 +
18 0.99 0.15 0.53 0.53 0.99 0.15 0.53 0.53 +
19 0.53 0.05 0.53 0.53 0.53 0.05 0.53 0.53 -
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20 0.53 0.25 0.53 0.53 + 0.53 0.25 0.53 0.53

21 0.53 0.15 0.05 0.53 + 0.53 0.15 0.05 0.53

22 0.53 0.15 0.99 0.53 + 0.53 0.15 0.99 0.53 -
23 0.53 0.15 0.53 0.05 + 0.53 0.15 0.53 0.05 +
24 0.53 0.15 0.53 0.99 + 0.53 0.15 0.53 0.99 +
25 0.53 0.15 0.53 0.53 + 0.53 0.15 0.53 0.53 +
26 0.53 0.15 0.53 0.53 + 0.53 0.15 0.53 0.53 +
27 0.53 0.15 0.53 0.53 + 0.53 0.15 0.53 0.53 +

* (+) observagdo de crescimento em placas; (-) sem crescimento em placas.

Apesar de todas as concentragdes de oleos essenciais utilizadas terem sido menores que as
CMI de cada um, houve excelente acdo inibitoria em ambas as cepas estudadas, destacando-se
que, para os endosporos de C. sporogenes, ndo foi observado crescimento nas placas em,
aproximadamente, 26% dos ensaios testados. Ja para os enddsporos de C. botulinum, esse nimero
foi ainda maior: 40.74% dos ensaios ndo apresentaram crescimento. Esse fato confirma a elevada
similaridade entre os dois microrganismos, uma vez que, mesmo utilizando os dados de CMI dos
6leos essenciais sobre os endosporos de C. sporogenmes, houve inibi¢do do crescimento
microbiano, quase duas vezes maior, para os esporos de C. botulinum. A intima relacdo entre
essas duas bactérias ja estd bem descrita na literatura (Wu et al., 1972; Lee & Riemann, 1970).
Estudos de seqlienciamento de genona e analise de genoma completo utilizando microarranjos de
DNA e outras técnicas de tipagem confirmam a estreita relagdo genética entre C. sporogenes e C.
botulinum Grupo 1. Ainda, esses dois microrganismos compartilham propriedades metabolicas
quase idénticas, além da resisténcia ao calor de seus esporos ser comparavel (Brunt et al., 2014;
Brown et al., 2012).

A atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais tem sido diretamente associada a
presenca de dois ou trés compostos em maiores concentracdes (chegando até 85%), conhecidos

como compostos majoritarios, € a associacdo destes com componentes em menores
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concentracdes, conhecidos como componentes minoritdrios ou tragos, que juntamente com o
componente majoritario modificam a atividade do 6leo essencial, podendo exercer efeito aditivo
ou sinérgico, ou at¢ mesmo antagonico (Chouhan et al., 2017; Cakir et al., 2004), permitindo
assim que se usem menores concentragdes de 6leos essenciais para tal finalidade, diminuindo os
impactos sensoriais no produto.

Foi observada uma gama de componentes quimicos nos 6leos estudados (Tabela 4), sendo
os componentes majoritarios identificados no 6leo de alho o trissulfeto de dialila (23.89%) e o
dissulfeto de dialil (17.51%); no 6leo de cravo, o m-eugenol (89.87%); no 6leo de pimenta rosa, o
0-3- careno (35.61%) e o limoneno (19.85%); e no 6leo de pimenta preta, o (E)-B-cariofileno

(40.07%).

Tabela 4 Compostos quimicos identificados nos dleos essenciais de alho, cravo, pimenta rosa e pimenta preta.

TR Composto IR Kovats Quantidade
Calculado indice (%)
Oleo essencial de alho

Dissulfeto de dialil 1073 1076 17.51
4.156
5.403 1,3-Dithiane 918 1027 4.86
10.625 2-propenil-dissulfeto 1081 1281 19.81
13.016 Trissulfeto de metil-alilo 1140 1133 9.66
19.962 Trissulfeto de dialila 1303 1289 23.89
23.405 Dissulfeto de metil propila 1383 946 4.14

Oleo essencial de cravo
23.189 m-Eugenol 1354 1350 89.87
26.000 (E)-Cariofileno 1420 1417 8.56
27.471 a-Humuleno 1456 1452 1.57
Oleo essencial de pimenta rosa

6.453 a-Pineno 933 932 10.96
7.791 B-Pineno 979 974 0.41
8.046 Mirceno 988 988 2.42
8.696 a-Felandreno 1007 1002 16.15
8.808 A-3- Careno 1010 1008 35.61
9.330 p-Cimeno 1024 1020 4.96
9.519 Limoneno 1029 1024 19.85
9.583 Sabineno 1031* 969 2.56

11.683 Terpinoleno 1086 1086 0.65
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25.993 (E)-Cariofileno 1420 1417 1.06
28.516 Germacreno D 1481 1484 0.89
44.727 Heptadecanoato de metila 1924 1921 1.14
50.201 9-octadecenoato de metila 2097 2087 2.37
Oleo essencial de pimenta preta
6.454 a-Pineno 933 932 13.72
7.596 Sabineno 972 969 10.45
7.793 B-Pineno 979 974 13.64
8.800 A-3- Careno 1010 1008 5.45
9.332 p-Cimeno 1024 1020 0.39
9.517 Limoneno 1029 1024 9.49
22.385 a-Terpineno 1335* 1018 1.12
24.144 -Cubebeno 1376 1387 2.55
26.013 (E)- B -Cariofileno 1420 1417 40.07
27.471 Linalol 1456* 1095 0.48
32.548 Oxido de cariofileno 1582 1582 1.12

RI . — Indice de Retengdo calculado; Composto ndo identificado por GC-MS; *N&o confirmado pelo indice de
Kovats.

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais utilizados nesse trabalho ja ¢ conhecida e
atribuida principalmente aos seus componentes majoritarios. Por exemplo, os compostos
sulforosos trissulfeto de dialila e o dissulfeto de dialil, presentes no 6leo essencial de alho, atuam
principalmente na membrana celular microbiana, modificando sua estrutura e rompendo-a (Tang
et al.,, 2021; Wang et al., 2019). Ja no 6leo essencial de cravo, o eugenol, composto majoritario
identificado, constitui um composto fenolico conhecido por sua forte agdo antimicrobiana e
antioxidante, atuando na membrana citoplasmatica das células, alterando sua permeabilidade e
levando-a a ruptura, podendo ainda se ligar a proteinas, impedindo a a¢do de enzimas especificas
(Devi et al., 2010). O 6-3-careno e o limoneno, presentes na pimenta rosa, sdo hidrocarbonetos
monoterpénicos que atuam principalmente na membrana celular devido a sua elevada
hidrofobicidade, acumulando-se na bicamada fosfolipidica e ocasionando perda da integridade da
membrana, fazendo com que as células ndo consigam manter sua homeostase intracelular, sendo

entdo incapazes de realizar as reagdes de transformacao desejadas (Sikkema et al., 1994). E, por
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fim, o (E)-P—cariofileno, composto majoritario indetificado na pimenta preta, um hidrocarboneto
sesquiterpénico com agdes semelhantes a dos hidrocarbonetos monoterpénicos citados acima.

A combinagdo selecionada para utilizagdo como conservante na mortadela na forma de
emulsdo foi o ensaio de numero 1 do DCCR, que apresentou acdao antimicrobiana contra os dois
microrganismos estudados, estando nas menores concentracdes dos OEs: 0.29% do 6leo de alho;
0.10% do 6leo de cravo; 0.29% do 6leo de pimenta rosa e 0.29% do 6leo de pimenta preta.

Embora a combinagdo escolhida tenha apresentado atividade antimicrobiana in vitro, ¢
sabido que, quando em um alimento, os 6leos apresentam essa atividade reduzida (Speranza et
al., 2010). Dessa forma, em busca de um aumento na atividade antimicrobiana da mistura,
elaborou-se uma nanoemulsao a partir dessa combinagao.

A nanoemulsdo elaborada teve seu tamanho verificado por Microscopia Eletronica de
Varredura de Emissdo de Campo (MEV-FEG), assim como seu possivel mecanismo de acao e

danos aos enddsporos dos microrganismos estudados (Figura 1).

Figura 1 (A) Particulas da nanoemulsdo elaborada com 6leos essenciais; (B) Enddsporos de C. botulinum apds 4
horas de exposi¢do aos dleos essenciais nanoemulsionados; (C) Enddésporos de C. sporogenes apds 4 horas de
exposicao aos dleos essenciais nanoemulsionados. Setas verdes indicam a presenca de particulas da nanoemuls@o.

Ao analisarmos as microgafias, foi possivel perceber a presenca das particulas da
nanoemulsdo na superficie celular dos microrganismos avaliados, tanto nos endosporos (células

arredondadas) quanto nas células vegetativas (células em formato bastonete).
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Os mecanismos de ag¢do dos 6leos essenciais ainda ndo estdo totalmente elucidados e
variam de 6leo para 6leo, uma vez que a constituicao quimica deles € variavel e responsavel por
determinar suas propriedades antimicrobianas. Alguns mecanismos propostos referem-se
principalmente a hidrofobicidade dos 6leos, que os permite atuar sobre a parede e membrana
celular, danificando-as, alterando sua permeabilidade e levando a irregularidades nas superficies
bacterianas. Ainda, devido aos danos a integridade celular, podem inibir a respirag¢do celular e,
consequentemente sintese de ATP, e o transporte de ions criticos que levardao a célula a morte
(Oulkheir et al., 2017; Djihane et al., 2016; Jiang et al., 2011).

A utilizagdo dos 6leos essenciais na forma nanoemulsionada aumenta a biodisponibilidade
destes compostos ativos nos alimentos, melhorando sua estabilidade fisico-quimica e atividade
bioldgica. Sua atividade antimicrobiana ¢ aumentada basicamente por meio de quatro
mecanismos de interagdo com a membrana celular microbiana: transporte passivo através da
membrana celular; fusdo com bicamada fosfolipidica; particio na fase aquosa ¢ interacao

eletrostatica com a membrana celular (Donsi & Ferrari, 2016).

3.2. Estabilidade da nanoemulsdo de dleos essencias

As nanoemulsdes sdo sistemas coloidais termodinamicamente instaveis que podem se
decompor com o passar do tempo devido a diversos mecanismos desestabilizantes, como
floculagdo, separagio gravitacional e coalescéncia (de Oca-Avalos et al., 2017). Apesar de serem
mais estaveis do que as emulsdes tradicionais devido ao tamanho pequeno de suas goticulas e,
consequentemente, maior area superficial, possuindo elevada estabilidade a agregacdo de
particulas e separacdo gravitacional, as nanoemulsdes tém sua estabilidade influenciada
principalmente por parametros de formulagdo e processamento, como tipo de surfactante e

método de preparo, além de fatores ambientais, como pH, forca ionica, temperatura e tempo de
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armazenamento (Kumar & Mandal, 2018; Qian et al., 2012). Com isso, avaliou-se visualmente a
estabilidade da nanoemulsdo de 6leos essenciais elaborada sobre diferentes condi¢des durante

armazenamento (Figura 2).

A - Initial nanoemulsions B - 60 days

4°C 25°C 4°Cc 25°C

Figura 2 Fotos de nanoemulsdes armazenadas em repouso. Nanoemulsdes iniciais (A) e nanoemulsdes apds 60 dias
(B).

Pela analise visual das nanoemulsdes elaboradas foi possivel verificar que com o decorrer
do periodo de armazenamento as nanoemulsdes se tornaram mais turvas ¢ amareladas, com uma
maior viscosidade, especialmente as armazenadas a 4°C, sendo o tratamento com o pH 7 o que
apresentou maior turvacdo. Ao analisarmos os efeitos do pH e da temperatura, foi possivel
concluir que, nas condigdes avaliadas, a temperatura de armazenamento demonstrou maior efeito
na estabilidade das namoemulsdes do que o pH, visto que visualmente as diferencas na turvacao e
viscosidade foram maiores com as diferentes temperaturas do que com os diferentes valores de
pH.

A temperatura e o tempo de armazenamento podem afetar a viscosidade da emulsdo. Li et
al.  (2016) avaliaram as alteracdes que nanoemulsdes de D-limoneno sofreram durante
armazenamento a 4°C, 25°C e 50°C e encontraram um aumento maior na viscosidade durante os

49 dias iniciais a 4°C e 25°C, sendo esta primeira temperatura (4°C) a que apresentou maior
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alteracdo, resultados semelhantes ao encontrado. Essa alteracdo na viscosidade devido a
temperatura e tempo de armazenamento ocorre uma vez que a cristalizagdo em fase oleosa pode
levar a uma inducdo na coalescéncia parcial de suas goticulas. Ainda, podem ocorrer mudancas

conformacionais do biopolimero das moléculas do surfactante.

3.3. Analises microbiolégicas na matriz alimentar

A atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais emulsificados e nanoemulsificados foi
comparada sobre enddsporos e células vegetativas de Clostridium botulinum e Clostridium
sporogenes inoculados em mortadela durante o armazenamento a 14°C por 20 dias. A contagem
de endosporos foi influenciada significativamente pelos tratamentos, pelo periodo de andlise e

pela interagao entre estes (P < 0.05) (Tabelas 5 ¢ 6).

Tabela 5 Efeito dos tratamentos ¢ do periodo de analise (média = desvio padrdo) na contagem de endésporos de
Clostridium botulinum e Clostridium sporogenes.

Tempo (dias) Log (UFC/g)
0 2.94¢ +0.30

5 3.0lc £1.09

10 1.32b+1.39

15 0.19a + 0.64

20 0.00a + 0.00
Tratamentos Log (UFC/g)
Ccs 1.69ab + 1.49

Ccs 1.71ab+ 1.51
Tlcs 1.17a+1.54
Tlcs 0.96a £+ 1.55
T2cp 2.09b £ 1.52
T2cs 1.33ab+ 1.75

As médias seguidas de letras difentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0.05). Ccg: controle, sem
adi¢@o de dleos essenciais e com 50 ppm de nitrito de sodio (C. botulinum); Ccs: sem adi¢do de 6leos essenciais e
com 50 ppm de nitrito de sodio (C. sporogenes); T1lcg: emulsdo consistindo em 0.29% o6leo de alho, 0.10% o6leo de
cravo; 0.29% o6leo de pimenta rosa ¢ 0.29% o6leo de pimenta preta + 50 ppm de nitrito de sodio (C. botulinum); T1cs:
emulsdo consistindo em 0.29% o6leo de alho, 0.10% 6leo de cravo, 0.29% o6leo de pimenta rosa e 0.29% o6leo de
pimenta preta + 50 ppm de nitrito de sodio (C. sporogenes); T2cp: nanoemulsio consistindo de 0.29% o6leo de alho,
0.10% oleo de cravo; 0.29% o6leo de pimenta rosa e 0.29% oleo de pimenta preta + 50 ppm de nitrito de sodio (C.
botulinum); T2cs: nanoemulsdo consistindo de 0.29% oleo de alho, 0.10% 6leo de cravo; 0.29% o6leo de pimenta rosa
€ 0.29% 6leo de pimenta preta + 50 ppm de nitrito de sodio (C. sporogenes).
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O periodo de armazenamento do produto influenciou significativamente na contagem de
enddsporos, sendo observada uma redugao de 2.94 log UFC/g ap6s 20 dias de analise (Tabela 5).
Ao compararmos os efeitos dos tratamentos (Tabela 5), foi possivel observar que os
tratamentos contendo os 6leos essenciais emulsionados (T1cp € Tlcs) foram os que apresentaram
maior efeito sobre os endosporos de ambos os microrganismos testados, com uma contagem
média (£ desvio padrdao) de 1.17 £ 1.54 (Tl¢cg) e 0.96 = 1.55 (Tlcs), confirmando os efeitos

antimicrobianos dos 6leos essenciais utilizados.

Tabela 6 Efeito da interagdo entre os tratamentos e tempos de analise (média = desvio padrdo) na contagem de
endosporos de Clostridium botulinum e Clostridium sporogenes.

Tempo (dias) Clostridium botulinum
Tratamentos
Ccp(Log UFC/g) T1cp(Log UFC/g) T2cp(Log UFC/g)
0 2.75aB £0.21 2.85aB +0.52 3.16aC £ 0.27
5 3.10aB £ 0.77 3.00aB + 0.69 3.49aC £ 0.82
10 2.61bB +0.22 0.00aA +0.00 2.68bBC £ 0.18
15 0.00aA + 0.00 0.00aA +0.00 1.12aAB +1.58
20 0.00aA + 0.00 0.00aA +0.00 0.00aA +0.00
Tempo (dias) Clostridium sporogenes
Tratamentos
Ccs(Log UFC/g) T1cs(Log UFC/g) T2cs(Log UFC/g)
0 2.69aB £ 0.24 3.00aB £ 0.26 3.17aB £ 0.20
5 3.22aB £ 0.45 1.78aAB £2.51 3.49aB £ 0.88
10 2.66bB + 0.40 0.00aA +0.00 0.00aA +0.00
15 0.00aA + 0.00 0.00aA +0.00 0.00aA +0.00
20 0.00aA +0.00 0.00aA +0.00 0.00aA +0.00

As médias seguidas de letras mintisculas difentes nas linhas diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0.05). As
médias seguidas de letras maiusculas difentes nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0.05). Ccg:
controle, sem adi¢ao de 6leos essenciais e com 50 ppm de nitrito de sodio (C. botulinum); Ccs: sem adi¢ao de 6leos
essenciais e com 50 ppm de nitrito de sddio (C. sporogenes); Tlcg: emulsdo consistindo em 0.29% o6leo de alho,
0.10% oleo de cravo; 0.29% o6leo de pimenta rosa e 0.29% oleo de pimenta preta + 50 ppm de nitrito de sodio (C.
botulinum); T1cg: emulsdo consistindo em 0.29% o6leo de alho, 0.10% oleo de cravo, 0.29% o6leo de pimenta rosa e
0.29% 6leo de pimenta preta + 50 ppm de nitrito de sédio (C. sporogenes); T2cp: nanoemulsdo consistindo de 0.29%
oleo de alho, 0.10% 0leo de cravo; 0.29% o6leo de pimenta rosa e 0.29% 6leo de pimenta preta + 50 ppm de nitrito de
sodio (C. botulinum); T2cs: nanoemulsdo consistindo de 0.29% o6leo de alho, 0.10% o6leo de cravo; 0.29% o6leo de
pimenta rosa e 0.29% 6leo de pimenta preta + 50 ppm de nitrito de sodio (C. sporogenes).

Ao observamos os efeitos da interacao entre os tratamentos e o periodo de armazenamento

do produto nos endosporos de C. sporogenes (Tabela 6), foi possivel verificar que os tratamentos
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contendo os 6leos essenciais emulsionados (T1¢s) e nanoemulsionados (T2¢s) apresentaram uma
melhor agdo esporicida comparados ao tratamento controle, que continha apenas o nitrito de
sodio, sendo o tratamento T1¢s 0 que apresentou maior reducao na contagem de endosporos (3.00
log UFC/g) ap6s 10 dias de andlise. Para ambos os tratamentos (T1cs € T2¢s), apds 10 dias de
analises, ndo foram observadas contagem de enddsporos. Em se tratando da bactéria C.
botulinum, o tratamento contendo os 6leos essenciais emulsionados (T1¢g) foi 0 que apresentou
maior efeito na redu¢do do numero de endosporos (2.85 log UFC/g) apds 10 dias de anélise, nao
sendo observada contagem apos esse periodo (Tabela 6).

A contagem de células vegetativas foi influenciada (P < 0.05) apenas pelo periodo de
analise (Tabela 7). Os tratamentos ndo afetaram significativamente na contagem de células
vegetativas de ambos os microrganismos, assim como a interacdo destes com o periodo de

armazenamento (Tabela 8).

Tabela 7 Efeito dos tratamentos e do periodo de analise (média + desvio padrdo) na contagem de células vegetativas
de Clostridium botulinum e Clostridium sporogenes.

Tempo (dias) Log (UFC/g)
0 0.36a+0.47
5 0.61ab + 1.05
10 1.43ab+1.21
15 1.90b + 1.44
20 0.96ab + 1.44
T4 0.76a+1.37

As médias seguidas de letras difentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0.05).

Os valores médios (£ desvio padrdo) encontrados referentes as contagens de células
vegetativas dos micorganismos estudados foram (Log UFC/g): Ccp (1.75 £ 1.20); Ccs (1.93 £
1.09); Tlcg (1.12 £1.38); Tles (1.15 + 1.46); T2¢p (0.61 + 1.05) e T2¢s (0.76 = 1.37). Com isso,
¢ possivel observar que os tratamentos contendo as nanoemulsdes de 6leos essenciais (T2¢p €
T2cs) apresentaram, em média, as menores contagens microbianas, diferenciando-se

principalmente dos tratamentos controle (Ccp € Ccs), que apresentaram as maiores contagens.
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Tabela 8 Efeito da interag@o entre os tratamentos e do periodo de analise (média + desvio padrdo) na contagem de
células vegetativas de Clostridium botulinum e Clostridium sporogenes.

Tempo (dias)

Clostridium botulinum

Tratamentos
Ccp(Log UFC/g) T1cg(Log UFC/g) T2cg(Log UFC/g)
0 1.27aA £0.25 0.02aA £ 0.00 0.24aA £0.28
5 1.00aA +0.57 0.17aA £0.02 0.00aA +0.00
10 1.51aA £0.15 2.82aA £0.41 0.17aA £0.24
15 3.24aA +£0.61 1.20aA +1.69 1.29aA +1.62
20 1.74aA +£2.45 1.39aA £ 1.97 1.35aA +1.91
Tempo (dias) Clostridium sporogenes
Tratamentos
Ccs(Log UFC/g) T1cs(Log UFC/g) T2cs(Log UFC/g)
0 0.32aA +0.23 0.00aA £ 0.00 0.36aA +0.23
5 0.36aA +0.25 2.0laA £2.38 0.13aA +£0.18
10 1.24aA +0.58 1.25aA +1.77 1.61aA £2.28
15 2.75aA +0.63 1.18aA £ 1.67 1.73aA +£2.44
20 0.00aA +0.00 1.30aA +1.83 0.00aA +0.00

As médias seguidas de letras mintsculas difentes nas linhas diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0.05). As
médias seguidas de letras maiusculas difentes nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0.05). Ccg:
controle, sem adi¢do de 6leos essenciais e com 50 ppm de nitrito de sodio (C. botulinum); Ccs: sem adi¢do de 6leos
essenciais e com 50 ppm de nitrito de sddio (C. sporogenes); Tlcg: emulsdo consistindo em 0.29% o6leo de alho,
0.10% oleo de cravo; 0.29% o6leo de pimenta rosa e 0.29% oleo de pimenta preta + 50 ppm de nitrito de sédio (C.
botulinum); Tlcg: emulsdo consistindo em 0.29% o6leo de alho, 0.10% oleo de cravo, 0.29% o6leo de pimenta rosa e
0.29% 6leo de pimenta preta + 50 ppm de nitrito de sédio (C. sporogenes); T2cp: nanoemulsdo consistindo de 0.29%
oleo de alho, 0.10% 0leo de cravo; 0.29% o6leo de pimenta rosa e 0.29% 6leo de pimenta preta + 50 ppm de nitrito de
sodio (C. botulinum); T2cs: nanoemulsdo consistindo de 0.29% o6leo de alho, 0.10% o6leo de cravo; 0.29% o6leo de
pimenta rosa e 0.29% 6leo de pimenta preta + 50 ppm de nitrito de sodio (C. sporogenes).

Ao final do periodo de analise (vigésimo dia), foi possivel observar uma redugao total do
numero de células vegetativas de C. sporogenes com o tratamento controle (Ccs) € com o
tratamento contendo a nanoemulsdo de Oleos essenciais (T2c¢s), demonstrando uma maior
sensibilidade deste microrganismo se comparado ao C. botulinum ao nitrito de s6dio e aos
compostos bioativos nanoemulsionados avaliados no produto carneo (Tabela 8).

Os resultados obtidos confirmam os efeitos antimicrobianos dos 6leos essenciais sobre as
células vegetativas dos microrganismos testados, tanto na forma de emulsdo quanto na forma de

nanoemulsdo, indicando que a utilizagao destes em substituicdo ao nitrito de s6dio constitui uma
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alternativa viavel para a industria de carnes, uma vez que foram encontrados resultados
semelhantes para todos os tratamentos.

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais contra patdogenos de origem alimentar
tem sido extensivamente estudada ha varios anos (Moleyar & Narasimham, 1992; Shan et al.,
2007; Gutierrez et al., 2009; Wang et al., 2020), principalmente por se tratar de um conservante
natural com potencial para substituir conservantes sintéticos tradicionalmente utilizados, se
encaixando perfeitamente no estilo de vida mais saudavel que muitos tem procurado. Porém, a
maioria dos estudos tem sido realizado com células vegetativas, sendo poucos os trabalhos que
relatam a acdo dos 6leos essenciais sobre enddsporos bacterianos, especialmente por sua maior
resisténcia. Ismaiel & Pierson (1990) avaliaram os efeitos antimicrobianos de diferentes
concentracdes de Oleos essenciais de cravo, tomilho, pimenta preta, orégano, alho, cebola e
canela sobre a germinagdo e crescimento vegetativo de Clostridium botulinum em meio liquido,
sendo que todos os dleos essenciais testados impediram a germinagdo dos enddsporos a 0.2%.
Chaibi et al. (1997) estudaram a atividade antimicrobiana de nove 6leos essenciais sobre células
vegetativas e esporos de Clostridium botulinum e Bacillus cereus. Os 0leos essenciais testados
inibiram a germinagdo dos endosporos de C. botulinum, mas ndo seu crescimento. Aleixo et al.
(2022) estudaram os efeitos antimicrobianos dos 6leos essenciais de orégano e cravo, juntamente
com o composto majoritario carvacrol, sobre enddsporos de Clostridium botulinum inoculados
em mortadela, encontrando uma redugao na populagdo do microrganismo testado.

Apesar dos OEs serem amplamente empregados nos alimentos principalmente pela sua
seguranca, a utilizacdo destes na forma de nanoemulsdo pode aumentar sua biodisponibilidade,
melhorando sua solubilidade e estabilidade, protegendo-os de interacdes com constituintes
alimentares, a0 mesmo tempo em que reduz a estimulac¢do sensorial dos alimentos (Odriozola-

Serrano et al., 2014; Donsi & Ferrari, 2016). Porém, a maior parte dos estudos que demonstram
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uma maior atividade antimicrobiana dos o6leos nanoemulsionados quando comparados aos
emulsionados dizem respeitos a ensaios in vitro (Cecchini et al., 2021; Shahbazi et al., 2019; Roy
& Guha, 2018). Quando aplicados no alimento, essa caracteristica pode variar (Pinelli et al.,
2021; Mendes et al., 2018; Moraes-Lovison et al., 2017), uma vez que se trata de uma matriz
complexa, além de que os proprios nutrientes no meio podem acabar promovendo o reparo
celular, diminuindo entdo a eficicia desses agentes antimicrobianos (Gill et al., 2002). Fato
semelhante foi observado no presente trabalho, em que os Oleos emulsionados e
nanoemulsionados apresentaram acao similar, tanto contra células vegetativas quanto contra os
endosporos bacterianos estudados. Ainda, algumas propriedades fisico-quimicas da nanoemulsdao
podem acabar influenciando em sua acdo antimicrobiana, como o tamanho da particula, suas
propriedades elétricas e concentracdo dos compostos antimicrobianos, bem como o tipo de
emulsificante escolhido e/ou outros aditivos e o método de preparo (Ozogul et al., 2021), fazendo
com que sejam necessarios estudos posteriores mais aprofundados sobre essas caracteristicas.
Logo, a adicdo de uma mesma concentragdao de OEs livres e nanoencapsulados a uma mesma
matriz alimentar pode proporcionar efeitos antimicrobianos semelhantes e satisfatorios, porém,
com a vantagem na possivel reducao dos efeitos sensoriais indesejados quando adicionados na
forma de nanoemulsao.

Apesar da combinagdo de dleos essenciais avaliada, tanto na forma emulsionada quanto
na forma nanoemulsionada, ndo ter evitado a germinagdo dos enddsporos de ambos os
microrganismos durante o processamento do produto carneo (cozimento), ela apresentou efeito
esporicida durante o periodo de armazenamento, uma vez que a partir do décimo dia de analise
ndo foi observada a presenga de esporos na matriz alimentar (T1lcg, Tlcs € T2¢s). Ainda, a
combinacdo de OEs evitou a germinag¢do dos enddsporos de ambos 0os microrganismos, uma vez

que a contagem de células vegetativas permaneceu constante durante todo o experimento,
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reforgando os efeitos becteriostaticos da combinagao selecionada. Os OEs exercem seus efeitos
esporicidas principalmente pelo bloqueio da germinacao dos endosporos, do seu crescimento e de
sua multiplicagdo, sendo essa a¢do impactada principalmente pelas caracteristicas intrinsecas da
matriz alimentar, como pH e constituintes, como gorduras e proteinas (Mukurumbira et al.,
2022). Os OEs utilizados apresentaram seus efeitos antimicrobianos de forma muito semelhante
sobre as bactérias C. botulinum e C. sporogenes no estudo. Este fato pode ser explicado pela
intima relagdo dessas bactérias, que compartilham de propriedades metabdlicas muito
semelhantes, além de semelhancas genéticas (Weigand et al., 2015; Brown et al., 2012).

Uma vez que sdo poucos os trabalhos que trazem os efeitos das nanoemulsdes de OEs
sobre enddsporos, especialmente em se tratando de Clostridium, o presente trabalho se mostra de
extrema importancia para a industria alimenticia, ja que foi possivel verificar que os OEs
combinados, tanto na forma de emulsdo quanto na de nanoemulsdo, tiveram agdo esporicida
sobre os endosporos de C. botulinum e C. sporogenes e bacteriostatica, indicando que podem ser
alternativas seguras e eficazes para substituirem parcialmente o nitrito de sodio tradicionalmente
utilizado como conservante nesse tipo de produto carneo. Ainda, a adicao de Oleos essenciais
combinados como conservante natural em produtos do tipo “Clean Label” pode apontar como um
grande diferencial para a industria de alimentos, agregando valor a um produto inovador e com

qualidade.

3.4. Analises tecnologicas
Foi observada diferenga significativa (P < 0.05) apenas entre os tratamentos, tanto para a
ay quanto para o pH (Tabela 9). Os valores médios (+ desvio padrao) encontrados para o pH e a,

para os tempos de estocagem estdo descritos na Tabela 9.
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Tabela 9 Efeito dos tratamentos e do periodo de andlise (média + desvio padrdo) na a,, e pH do produto carneo

elaborado.
Tratamentos ay pH
C 0.96ab £+ 0.01 6.40ab £ 0.07
T1 0.97b + 0.01 6.42b+0.10
T2 0.96a +0.01 6.24a+0.03
Tempos (dias) a, pH
1 0.96a + 0.02 6.28a+0.08
3 0.97a £ 0.00 6.40a +£0.16
6 0.96a + 0.00 6.39a+0.15
9 0.97a +0.00 6.34a +0.20
12 0.97a +0.00 6.35a+0.15

As médias seguidas de letras minusculas difentes nas linhas diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0.05).

C: sem adicdo de 0leos essenciais e com 50 ppm de nitrito de sodio (controle); T1: emulsdo consistindo em 0.29%
6leo de alho, 0.10% dleo de cravo; 0.29% oleo de pimenta rosa e 0.29% 6leo de pimenta preta + 50 ppm de nitrito de
sodio; T2: nanoemulsdo consitindo em 0.29% o6leo de alho, 0.10% o6leo de cravo; 0.29% oleo de pimenta rosa e
0.29% oleo de pimenta preta + 50 ppm de nitrito de sédio.

Apesar dos tratamentos avaliados terem apresentados valores muito proximos tanto de ay
quanto de pH, o tratamento contendo a nanoemulsdao dos OEs (T2) foi o que apresentou menor
valor para ambos os parametros (ay: 0.96 £ 0.01 e pH: 6.24 £+ 0.16). Esses dados refletem os
efeitos antimicrobianos satisfatorios das nanoemulsdes incorporadas de OEs, uma vez que
valores de pH maiores podem estar relacionados com o crescimento microbiano e
consequentemente producao de metabolitos (Liu et al., 2020), explicando assim o porqué desse
tratamento ter se diferenciado estatisticamente dos demais. Os valores de pH e a,, encontrados
para todos os tratamentos estdo de acordo com os encontrados na literatura e em mortadelas
comerciais (Pinelli et al., 2021; Fiorda & de Siqueira, 2009; Rodel et al., 1990).

A cor ¢ um parametro essencial para escolha e compra de produtos carneos, especialmente
em se tratando de carnes curadas cuja coloragdo rdsea caracteristica ¢ desejada. Quanto a analise
de cor objetiva, observou-se efeito (P < 0.05) dos tratamentos e da interagdao destes com o periodo
de armazenamento para os parametros luminosidade (L*), indice de amarelo (b*), indice de

vermelho (a¢*), indice de saturagdo (C*) e angulo de tonalidade (£*) (Tabelas 10 e 11).
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Tabela 10 Valores médios (+ desvio padrdo) da luminosidade (L*), indice de amarelo (b*), indice de vermelho (a¥),
indice de saturacdo (C*) e angulo de tonalidade (#*) obtidos para os tratamentos e tempos de estocagem das

mortadelas a 4°C.

Tratamentos Luminosidade Indice de Indice de Indice de Angulo de
(L*) amarelo (b*) vermelho (a*) saturacao (C*) tonalidade
(h*)
C 63.54b+1.72 5.78a +0.20 2.76b+0.10 6.44a +0.20 63.80a + 0.99
T1 58.92a+0.98 5.05a+0.24 2.35ab +£0.22 5.58a+0.14 64.96a + 3.00
T2 62.82b + 1.89 9.46b £ 0.24 2.20a+0.53 9.72b+ 0.33 77.04b + 2.80
Tempo (dias) Luminosidade Indice de Indice de Indice de Angulo de
(L*) amarelo (b*) vermelho (a*) saturacao (C*) tonalidade
(h*)
1 61.04a+1.92 6.70a £2.19 2.07a+0.79 7.13a+1.87 70.54a +
11.62
61.74a+4.04 6.60a +2.29 2.60a+0.34 7.15a+2.10 66.75a + 8.04
62.89a + 3.60 6.80a+£2.18 2.40a+0.36 7.25a+2.05 69.28a + 6.23
61.97a+2.56 7.04a+£2.26 2.55a+0.39 7.51la+2.18 69.07a+5.20
12 61.16a+2.79 6.67a+2.29 2.56a+£0.26 720a+2.12 67.35a+7.06

As médias seguidas de letras mintsculas difentes nas linhas diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0.05). C: sem
adigdo de dleos essenciais e com 50 ppm de nitrito de sodio (controle); T1: emulsdo consistindo em 0.29% 6leo de
alho, 0.10% o6leo de cravo; 0.29% o6leo de pimenta rosa e 0.29% 6leo de pimenta preta e 50 ppm de nitrito de sddio;
T2: nanoemulsdo consitindo em 0.29% 6leo de alho, 0.10% o6leo de cravo; 0.29% 6leo de pimenta rosa ¢ 0.29% 6leo

de pimenta preta e 50 ppm de nitrito de sodio.

Tabela 11 Efeitos da interacdo entre os tratamentos e o tempo de armazenamento (média + desvio padrdo) na
luminosidade (L*), indice de amarelo (b*), indice de vermelho (a*), indice de saturagdo (C*) e angulo de tonalidade
(h*) das mortadelas estocadas a 4°C.

Tempo Indice de vermelho (a*) Indice de amarelo (b%)
(dias) Tratamentos Tratamentos
C T1 T2 C T1 T2
1 2.67bA+1.03  2.25abA+0.18 1.29aA+0.04 5.98aA+2.31 5.02aA+0.03 9.11bA+0.78
3 2.63aA+0.42 2.69aA+0.08 2.47aB+0.58 5.71aA+1.40 4.74aA+0.04 9.36bA+0.82
6 2.82aA+0.17 2.16aA+0.09 2.22aAB=+0.24 5.72aA+0.59 5.15aA+0.38 9.54bA+0.68
9 2.86aA+0.03 2.20aA+0.01 2.60aB+0.54 5.96aA+0.75 5.39aA+0.20 9.76bA+1.53
12 2.83aA+0.16  2.46aA+0.28 2.41aAB=0.13 5.53aA+0.98 4.96aA+0.52 9.54bA+0.46
Tempo Luminosidade Indice de saturacio (C*)
(dias) (L*)
Tratamentos Tratamentos
C T1 T2 C T1 T2
1 60.57aA+1.53 60.10aA+3.13  62.46aA+0.13 6.69aA+1.65 5.50aA+0.10 9.20bA=+0.77
3 63.84bA+1.2  57.65aA+4.60 63.73bA+2.93 6.32aA+1.07 5.45aA+0.08 9.68bA+0.94
5
6 64.62bA+0.8  58.44aA+1.41  65.60bA+1.29 6.38aA+0.61 5.59aA+0.32 9.80bA+0.71
5
9 64.84aA+0.60 59.70aA+1.59 61.38aA+1.55 6.62aA+0.66 5.82aA+0.18 10.10bA+1.61
12 63.84aA+1.50 58.73aA+2.91 60.93aA+1.42 6.22aA+0.94 5.54aA+0.34 9.84bA+0.47
Tempo Angulo de tonalidade (4*)
(dias) Tratamentos
C T1 T2

63.85aA+16.76

65.87aA+1.63

81.90bA+0.95
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3 65.49abA+8.93 60.40aA+0.60 75.35bA+2.06
6 63.71aA+0.99 67.23aA+2.38 76.92aA+0.47
9 64.22aA+3.05 67.83aA+0.81 75.18aA+0.77
12 62.73aA+2.79 63.49aA+4.94 75.85aA=+0.11

As médias seguidas de letras minusculas difentes nas linhas diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0.05). As
médias seguidas de letras maitsculas difentes nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0.05). C: sem
adicdo de dleos essenciais e com 50 ppm de nitrito de sodio (controle); T1: emulsdo consistindo em 0.29% 6leo de
alho, 0.10% oleo de cravo; 0.29% o6leo de pimenta rosa ¢ 0.29% o6leo de pimento preta + 50 ppm de nitrito de sodio;
T2: nanoemulsdo consitindo em 0.29% o6leo de alho, 0.10% 6leo de cravo; 0.29% o6leo de pimenta rosa e 0.29% 6leo
de pimenta preta + 50 ppm de nitrito de sédio.

Durante o armazenamento das mortadelas, foram encontrados valores médios de L * muito
proximos para todos os tratamentos e para todo o periodo de armazenamento, sugerindo que as
mortadelas mantiveram a mesma claridade durante todo o periodo experimental (12 dias). O
tratamento contendo a emulsdao dos OEs (T1) se mostrou com uma claridade um pouco menor do
que os demais (C e T2), principalmente entre o 3° ¢ 6° dia de analise. Esse tratamento também
apresentou o maior valor de pH (6.42b + 0.10). Valores maiores de L* podem ser explicados por
meio de uma correlagdo negativa entre esse indice e o pH: valores mais altos de pH
correspondem a uma carne menos brilhante, como observado no presente estudo (Mancini et al.,
2015).

Segundo Brewer et al. (2001), o parametro que traz mais informagdes a cerca da
intensidade visual da cor rosea caracteristica de produtos carneos curados ¢ a luminosidade,
sendo de extrema influéncia na qualidade desse tipo de produto. O teor de dgua, o tipo e a
concentracao de pigmentos, a adicao de aditivos, a quantidade intramuscular de gordura, o pH e a
absor¢do do teor de umidade das substancias soluveis da matriz sdo fatores que afetam a
luminosidade de produtos carneos (Abbasi et al., 2020; do Amaral et al., 2013). Logo, o fato do
tratamento contendo a nanoemulsdo dos oOleos ter apresentado luminosidade semelhante ao

tratamento controle ¢ de extrema relevancia para a industria de carnes processadas.
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Quanto ao indice de amarelo (b*), o tratamento contendo a nanoemulsao dos OEs (T2) foi
0o que apresentou maior valor, diferenciando-se estatisticamente dos demais tratamentos,
sugerindo que a mortadela neste caso se apresentou mais amarelada. Resultados semelhantes
foram encontrados por Pinelli et al. (2021), em que os autores também encontraram valores mais
altos de b* para os tratamentos contendo nanoemulsdes de OEs combinados.

As caracteristicas dos alimentos apresentam forte influéncia nos valores do indice de
amarelo (b*). Porém, alteragdes no pH, atividade de agua, oxidacdo e o tipo de 6leo essencial
utilizado também podem afetar esse parametro (Cofrades et al., 2004).

O indice de vermelho (a*) constitui um dos parametros de maior importancia ao se
analisar a cor de produtos céarneos, ja que a vermelhiddo desses produtos ¢ fundamental para
compra destes. Dentre os tratamentos avaliados, observou-se que o tratamento controle
apresentou o maior valor de a*, seguido dos tratamentos Tl e T2. A maior intensidade de
vermelho para esse tratamento pode ser explicada pela forte agdo antioxidante do nitrito de sodio
adicionado, que, mesmo estando em baixas concentracdes, contribui para uma estabilizacdo da
cor, retardando a descoloracao do produto (Monteschio et al., 2021). Segundo Jafari & Emam-
Djomeh (2007), concentragdes de nitrito de 50 ppm ja sdo suficientes para fornecer a cor
caracteristica de produtos curados e o sabor.

O tratamento contendo a nanoemulsdo dos OEs (T2) apresentou o maior valor de b* e
menor valor de a*, sugerindo um desbotamento da cor curada no produto carneo. Esse
desbotamento pode ser explicado por possiveis interagdes entre os constituintes quimicos
presentes na fragdo aromatica dos OEs e o nitrito adicionado, fazendo com que o NO; se torne
indisponivel para combinar com a mioglobina, evitando assim a formacdo da cor rosea

caracteristica (de Oliveira et al., 2012).
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Os parametros h* e C* permitem determinar a intensidade da cor e sua saturagdo,
respectivamente, além de serem uteis para estimativa do real escurecimento da carne (Andrade et
al., 2010). Em relacdo ao C*, o tratamento contendo a nanoemulsdao de OEs (T2) apresentou o
maior valor, se diferenciando dos demais ¢ indicando uma maior saturagdo da cor. Esse
tratamento também possui o maior valor de b* sugerindo entdo uma mortadela com uma
coloracdo amarelada mais intensa se comparada aos demais tratamentos. Quanto ao ~*, valores
mais baixos em produtos carneos cozidos sugerem uma cor vermelha mais distinta (Szymanski et
al., 2020). Ao compararmos os tratamentos, percebemos que o tratamento controle (C) apresentou
um valor mais baixo de 4£* e mais alto de a*, indicando uma maior tonalidade vermelha. Ja o
tratamento contendo a nanoemulsdo de OEs (T2), por apresentar o maior valor de 4#* menor
valor de a* e maior valor de b*, sugere uma mortadela com uma tonalidade menos avermelhada e
mais amarelada.

A diferenca global da cor (AE*) foi utilizada para comparar a cor de todos os tratamentos
em relacdo ao controle no momento zero de andlise (dia 1), ndo sendo encontrada diferencas
significativas entre os tratamentos (P > 0.05). Os valores médios (£ desvio padrdao) de AE*
encontrados foram: C (3.18 + 2.15); T1 (2.80 = 0.93) e T2 (4.82 = 2.17). De acordo com Ramos
& Gomide (2007), diferengas globais menores que 3,0 ndo podem ser detectadas pelo olho
humano. Logo, apenas o tratamento contendo a nanoemulsao (T2) apresentou uma diferenga em
sua cor perceptivel ao olho humano (Figura 3).

Quanto a analise de AE* com o periodo de armazenamento, foram encontrados valores
muito semelhantes (média & desvio padrao): dia 1 (2.12 &+ 2.07); dia 3 (4.24 £ 2.28); dia 6 (4.47 +
2.34); dia 9 (3.68 = 1.67) e dia 12 (3.49 + 1.10). Com isso, ¢ possivel conccluir que a
estabilidade da cor dos produtos se manteve em um nivel muto semelhante durante todo o

experimento (Figura 3).
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Dias C(Controle) T1(Emulsdo) T2 (Nanoemulsao)

Figura 3 Fotos das mortadelas armazenadas a 4°C por 12 dias. C: sem adigdo de 6leos essenciais € com 50 ppm de
nitrito de sodio (controle); T1: emulsdo consistindo em 0.29% o6leo de alho, 0.10% o6leo de cravo; 0.29% oleo de
pimenta rosa e 0.29% Odleo de pimenta preta + 50 ppm de nitrito de sédio; T2: nanoemulsio consitindo em 0.29%
oleo de alho, 0.10% oleo de cravo; 0.29% 6leo de pimenta rosa e 0.29% 6leo de pimenta preta + 50 ppm de nitrito de
sodio.

3.5. Analises sensoriais

Conforme demonstrado na Figura 4, observa-se que os avaliadores apontaram descritores
sensoriais diferentes entre amostras avaliadas, sendo os atributos sensoriais de aparéncia, aroma,
sabor e textura relevantes para a descri¢gdo das mesmas. A amostra C (controle) foi caracterizada
com 0s maiores percentuais por aparéncia menos palida, rosada, homogénea, com presenga de
olhaduras, aparéncia caracteristica de mortadela e agradavel. Esse descritivo estd de acordo com
os resultados obtidos pela andlise de cor, na qual a mortadela controle se apresentou com 0s

maiores valores de a* ¢ L*, sendo a amostra mais vermelha ¢ com maior claridade. Em relag¢do ao
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aroma, apresentou-se como agradavel e caracteristico de mortadela, e quanto ao sabor, como

suave/leve, agradavel e também caracteristico de mortadela. E os descritores de textura foram
dura, firme e agradavel.

Desta forma, nota-se que estes descritores sensoriais levaram os avaliadores a
aceitar/comprar a amostra C (controle), em que a média das notas ficaram entre “7 - gostei
moderadamente” a “8 - gostei muito” para os atributos de aparéncia, aroma, sabor, textura e
impressao global, e quanto a intencdo de compra obteve média entre “4 - provavelmente

compraria” a “5 - certamente compraria”.
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Figura 4 Descrig@o dos principais atributos sensoriais atribuidos as mortadelas pelos avaliadores do grupo de foco.
A: descritivos sensoriais relativos a aparéncia das amostras; B: descritivos sensoriais relativos ao aroma das
amostras; C: descritivos sensoriais relativos ao sabor das amostras; D: descritivos sensoriais relativos a textura das
amostras.

C: sem adicéo de 6leos essenciais e com 50 ppm de nitrito de sodio (controle); T1: emulsdo consistindo em 0.29%
oleo de alho, 0.10% oleo de cravo; 0.29% o6leo de pimenta rosa e 0.29% 6leo de pimenta preta + 50 ppm de nitrito de
sodio; T2: nanoemulsdo consitindo em 0.29% o6leo de alho, 0.10% o6leo de cravo; 0.29% oleo de pimenta rosa e
0.29% oleo de pimenta preta + 50 ppm de nitrito de sodio.
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Em relagdo as amostras T1 (emulsdo) e T2 (nanoemulsdo), observa-se que a adi¢do de
6leo essencial impacta diretamente os descritores sensoriais, tornando as amostras mais palidas,
menos rosadas, esbranquicadas e com bordas amareladas, confirmando novamente os resultados
obtidos pela andlise de cor, em que T2 se apresentou com maior coloragdo amarelada,
descaracterizando a cor tipica esperada neste tipo de produto carneo para o consumidor. Ainda, as
amostras foram descritas com aroma forte, lembrando a ervas e alho; sabor forte de condimentos,
como alho, e com residual amargo, além de gosto amargo e textura quebradica. No entanto, ¢
possivel notar que a amostra T1 teve menores percentuais de alguns destes atributos
anteriormente citados, com a média das notas de aceitagdo para impressdao global entre “4 -
desgostei ligeiramente” a “5 - nem gostei/nem desgostei” e intengdo de compra entre “2 -
provavelmente ndo compraria” a “3 - talvez compraria/talvez ndo compraria”. J4 a amostra T2
apresentou as menores notas médias de aceitacdo (entre “2 - desgostei muito” a “4 - desgostei
ligeiramente”) em relagdo ao sabor, textura e impressao global.

As nanoemulsdes de compostos bioativos, como os 6leos essenciais, devido ao seu
tamanho diminuto, apresentam uma elevada area superficial. Essa propriedade faz com que os
efeitos da nanoemulsdo sejam intensificados. Provavelmente, por essa razdo foram percebidos
pelos provadores sabor e aroma mais fortes na amostra T2 do que nas demais. Ainda, outro fator
que poderia contribuir para a menor aceitacdo dessa amostra se comparada as outras seria o fato
desta possuir um maior teor do agente tensoativo Tween 80, utilizado como surfactante para sua
elaboragdo, deixando a amostra com um gosto residual amargo indesejavel.

Apesar dos 0leos essenciais impactarem no produto carneo, este estudo indica a relevancia
e a necessidade de se aumentar as informagdes disponiveis sobre a saudabilidade no
desenvolvimento de novos produtos com ingredientes naturais em substituicdo a utilizacdo de

conservantes artificiais como o nitrito de sddio tanto nas embalagens quanto nos pontos de venda,
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uma vez que, quando os avaliadores foram questionados se consumiriam no mercado um produto
do tipo mortadela com adi¢dao de conservantes naturais com 6leos essenciais € se compraria este
tipo de produto, 93.75% afirmaram positivamente, mas ressaltam a importancia de os novos
produtos apresentarem os atributos sensoriais de aparéncia, aroma, sabor e textura similares aos
tradicionais.

E notério que a informacdo de saudabilidade ¢ importante para elevar a confianga do
consumidor no produto que estd adquirindo, visto que, muitas das vezes os consumidores nao t€ém
pleno conhecimento dos maleficios e beneficios dos produtos comerciais tradicionais. No
presente estudo, apesar de 75% dos avaliadores ter dito ter o conhecimento da aplicagao de nitrito
de sodio e suas vantagens tecnoldgicas, a maioria ndo sabia a relagdo com a saide humana, mas

93.75% afirmaram que consumiria um produto com o apelo de saudabilidade.

4.  CONCLUSAO

As combinagdes de OEs avaliadas tanto in vitro quanto na mortadela demonstraram
efeitos antimicrobianos contra endosporos e células vegetativas de ambos os microrganismos
avaliados. As caracteristicas tecnologicas das mortadelas sofreram alteracdes com os tratamentos,
especialmente no que diz respeito a andlise de cor, fazendo com que a adicdo de OEs tenha forte
influéncia na aparéncia desse tipo de produto. Fato confirmado pela andlise sensorial das
mortadelas, em que a adi¢cdo dos OEs emulsionados ¢ nanoemulsionados afetou de forma
negativa a aparéncia, o sabor e o aroma do produo carneo. Apesar dos resultados antimicrobianos
satisfatorios, ajustes nas concentragdes dos Oleos bem como na concentragdo do surfactante
utilizado ainda devem ser feitos devido aos efeitos sensoriais indesejados obtidos com as

formulagdes utilizadas.
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