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RESUMO 

 

A carne e seus derivados requerem cuidados especiais no processo de manipulação e de 

armazenamento devido à fácil deterioração microbiana. Embora atendam às exigências do 

mercado, por sua grande praticidade, produtos cárneos processados são frequentemente 

contaminados por microrganismos patogênicos resistentes ao sal e capazes de se multiplicar 

durante armazenamento em refrigeração. Listeria monocytogenes é um patógeno de grande 

interesse e vem se destacando nos últimos anos no controle de qualidade na indústria de 

alimentos, devido às dificuldades de eliminação, assim como a possibilidade de causar doenças 

graves aos consumidores. Está envolvida em grande número de surtos de origem alimentar por 

todo o mundo, e os alimentos mais envolvidos são aqueles prontos para consumo, que são 

armazenados por longos períodos em refrigeração, principalmente os produtos cárneos. 

Atualmente, os consumidores buscam cada vez mais alimentos com vida útil longa e o mais 

natural possível, logo, os óleos essenciais surgem como alternativa, para substituição ou uso 

conjunto na redução da utilização de conservantes sintéticos em alimentos. Devido à grande 

instabilidade em condições ambientais, a utilização de óleos essenciais é dificultada, mas essa 

limitação pode ser superada pela produção de nanoemulsões de óleos essenciais, que 

apresentam melhores características físico-químicas e maior estabilidade, além de aumentar a 

atividade biológica dos óleos. O objetivo do presente estudo foi a elaboração de mortadelas 

com reduzida concentração de nitrito, incorporadas de emulsões e nanoemulsões de 

combinações de óleos essenciais, a fim de avaliar a atividade antimicrobiana em relação à 

Listeria innocua, as características físico-químicas e sensoriais. Para aplicação na mortadela, 

foram selecionadas duas combinações de óleos essenciais e preparados cinco tratamentos: 

Controle – sem óleos essenciais; Tratamento 1, contendo os óleos essências de orégano 

(0,075325%), tomilho branco (0,07925%), pimenta chinesa (0,058675%) e cravo folha 

(0,07925%); Tratamento 2, composto pelos óleos essenciais de orégano (0,0875%), tomilho 

branco (0,05%), pimenta chinesa (0,0875%) e cravo folha (0,15%); a partir dos tratamentos 1 

e 2 foram desenvolvidas duas nanoemulsões que constituíram os Tratamentos 3 e 4, 

respectivamente. As mortadelas foram armazenadas em temperatura de 8 °C durante 21 dias. 

As nanoemulsões produzidas foram caracterizadas em relação ao tamanho das gotículas, índice 

de polidispersão e potencial zeta. Características tecnológicas das mortadelas, como pH, 

oxidação lipídica e cor foram analisadas. Foi realizada avaliação sensorial das mortadelas 

através de grupo de foco. Os tratamentos contendo óleos essenciais e nanoemulsões foram, em 

geral, mais eficientes que o tratamento controle em relação à atividade antimicrobiana. Não 

houve diferença significativa entre os tratamentos em relação ao pH e oxidação lipídica, porém 

observou-se aumento da oxidação lipídica durante o tempo de armazenamento. A variação da 

cor entre os tratamentos não foi altamente perceptível. Embora a utilização de conservantes 

naturais incorporados nas formulações de mortadelas seja interessante e atrativa, as alterações 

nas características sensoriais devem ser consideradas. O presente estudo apresentou uma 

estratégia promissora para melhorar a segurança dos produtos cárneos, porém mais estudos 

devem ser realizados para otimizar as concentrações de óleos essenciais, a fim de reduzir os 

impactos nas características sensoriais.  

 

 

Palavras-chave: Produtos cárneos. Listeria sp. Origanum vulgare. Thymus vulgaris. Litsea 

cubeba. Eugenia caryophyllus. Conservantes naturais. Nanoemulsões.  

  



ABSTRACT 

 

Meat and its derivatives need special treatments in the handling and storage process 

because they are easily contaminated foods. Although these products meet market 

requirements, due to their great practicality, processed meat products are often contaminated 

by salt-resistant pathogenic microorganisms capable of multiplying during refrigerated storage. 

L. monocytogenes is a pathogen of interest in the food industry and has been highlighted in 

recent years in quality control due to the difficulties of elimination, as well as the possibility of 

causing serious diseases to consumers. This bacterium is involved in a large number of 

foodborne outbreaks around the world; and the foods most involved are ready-to-eat foods that 

are stored for long periods in refrigeration, especially meat products. Although this bacteria is 

eliminated by proper heat treatment of products, there is a possibility of contamination of the 

processing line when standard operating procedures fail. Currently, the quality, safety and 

authenticity of food are concerns of consumers who are increasingly looking for foods with a 

long shelf life and as natural as possible, so essential oils emerge as an alternative for 

replacement or combined use in reducing the use of synthetic preservatives in food. Due to the 

great instability of essential oils under environmental conditions, there are limitations in the use 

of these preservatives. This difficulty can be overcome by encapsulating these oils in 

nanoemulsions, which have better physicochemical characteristics and greater stability, in 

addition to increasing the biological activity of the oils due to their better distribution on certain 

surfaces. The aim of this study was to prepare mortadella with reduced concentration of nitrite, 

incorporating emulsions and nanoemulsions containing blends of essential oils, in order to 

evaluate the antimicrobial activity against Listeria innocua and the physicochemical and 

sensory characteristics of the meat product. Two combinations of essential oils were applied to 

the mortadella. In total, five different treatments were prepared: Control - without addition of 

essential oils; Treatment 1 - oregano essential oil (0.075325%), white thyme (0.07925%), 

chinese pepper (0.058675%) and clove leaf (0.07925%); Treatment 2 - oregano essential oil 

(0.0875%), white thyme (0.05%), chinese pepper (0.0875%) and clove leaf (0.15%); 

considering Treatments 1 and 2, two nanoemulsions were developed which constituted 

Treatments 3 and 4, respectively. The mortadella samples were stored at 8 °C for 21 days. The 

nanoemulsions were characterized for droplet size, polydispersity index and zeta potential. 

Technological characteristics of the samples, such as pH, lipid oxidation and color were 

analyzed. Sensory evaluation of mortadella was conducted by focus group. In general, the 

antimicrobial activity of treatments containing essential oils and nanoemulsions proved to be 

more efficient than the control treatment. Regarding the physicochemical analyses, there was 

no difference between the treatments for pH, lipid oxidation and color, however, an increase in 

lipid oxidation was observed along the storage time. Although the use of natural preservatives 

incorporated in mortadella formulations is interesting and attractive, changes in sensory 

characteristics must be considered. The present study presented a promising strategy to improve 

the safety of meat products, but more studies should be carried out to optimize the 

concentrations and types of essential oils, in order to reduce the impacts on sensory 

characteristics. 

 

Keywords: Meat products. Listeria sp. Origanum vulgare. Thymus vulgaris. Litsea cubeba. 

Eugenia caryophyllus. Natural preservatives. Nanoemulsions. 
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PRIMEIRA PARTE 

 

1 INTRODUÇÃO 
 

Durante o processo de produção, transporte, armazenamento e distribuição, os alimentos 

estão sujeitos a contaminação por substâncias tóxicas ou por microrganismos. A carne e 

produtos cárneos em geral, devido à riqueza em nutrientes e demais características, constituem-

se em excelente substrato para desenvolvimento de microrganismos deteriorantes e 

patogênicos. Alimentos prontos para consumo, como produtos à base de carne, podem ser 

contaminados com microrganismos patogênicos que podem entrar no ambiente de 

processamento de alimentos a partir de matérias-primas ou manuseio pós-processamento 

devido a condições higiênico-sanitárias inadequadas.  

Diferente da maioria dos patógenos transmitidos por alimentos, Listeria monocytogenes 

pode crescer em condições de baixa umidade, alta concentração de sal e, o mais importante, em 

temperaturas de refrigeração, conferindo, assim, capacidade de persistir e se multiplicar nos 

alimentos. A listeriose, infecção sistemática grave, causada pela L. monocytogenes, provoca 

sintomas que incluem septicemia, meningite, encefalite, principalmente em idosos ou pacientes 

imunocomprometidos, e infecção cervical ou intrauterina em gestantes, que pode provocar 

aborto, e outros danos ainda podem ocorrer além de sintomas gastrointestinais. Vários países 

consideram a identificação, o rastreamento de L. monocytogenes em carnes e o estabelecimento 

de sistemas de vigilância eficientes como base para a proteção eficaz da saúde pública e o 

gerenciamento da segurança alimentar (LIU et al., 2020). 

O uso de antibacterianos naturais, entre os quais se incluem os diversos produtos de 

origem vegetal com capacidade para inibir a multiplicação de microrganismos, constitui cada 

vez mais uma nova e promissora forma de garantir alimentos seguros, mantendo-se inalterada 

a qualidade nutricional e sensorial. A qualidade, segurança e autenticidade dos alimentos 

constituem preocupações dos consumidores atuais, que estão buscando cada vez mais alimentos 

com vida útil longa e o mais natural possível, ou seja, com a presença mínima de conservantes 

sintéticos, o que também vem sendo uma tendência da legislação mais recente de alimentos. 

Logo, os óleos essenciais surgem como uma alternativa, não só na substituição, mas também 

para uso conjunto na redução da utilização de conservantes sintéticos em alimentos. 

A utilização dos óleos essenciais na forma de nanoemulsões é de interesse, devido à 

grande instabilidade e a alta volatilidade desses compostos, o que se torna crítico durante o 

período de armazenamento e transporte. Devido ao seu tamanho nanométrico, os sistemas 
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dessas substâncias podem interagir de modo mais eficiente com a matriz a ser conservada, 

possibilitando o controle da liberação dos compostos ativos do óleo essencial (MORAES et al., 

2013). 

Diante do exposto, o presente trabalho apresenta como objetivo a elaboração de 

mortadelas, com reduzida concentração de nitrito, incorporadas de emulsões e nanoemulsões 

de combinações de óleos essenciais, a fim de avaliar as características físico-químicas e 

sensoriais e a atividade antimicrobiana sobre Listeria innocua, considerada uma variante não 

patogênica da Listeria monocytogenes. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Bactérias do gênero Listeria 

 

O gênero Listeria inclui o patógeno transmitido por alimentos L. monocytogenes e 14 

outras espécies: L. grayi, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L. ivanovii, L. marthii, L. 

rocourtiae, L. fleischmannii, L. weihenstephanensis, L. floridensis, L. aquatica, L. cornellensis, 

L. riparia e L. grandensis (WELLER et al., 2015). As espécies de Listeria são caracterizadas 

pelos seus antígenos, que determinam 17 sorovares. L. monocytogenes, a principal espécie 

patogênica, é representada por 13 sorovares, alguns dos quais são compartilhados com L. 

innocua e L. seeligeri. Embora L. innocua seja representada por apenas três sorovares, ela é 

muitas vezes considerada uma variante não patogênica de L. monocytogenes. A grande 

heterogeneidade antigênica do envelope externo das espécies citadas pode estar relacionada ao 

amplo número de animais hospedeiros nos quais elas podem proliferar-se (JAY, 2005).  

Listeria monocytogenes é um bacilo gram-positivo, amplamente distribuído na natureza, 

podendo ser isolada do solo, água, silagem, plantas e outras fontes ambientais. Não produz 

esporos, porém é bem resistente e suporta os efeitos deletérios do congelamento, desidratação, 

acidez e calor. Ela pode ainda se desenvolver em ambientes com baixas tensões de oxigênio, 

devido à sua característica microaerófila (SAKATE, 2005). É um dos poucos patógenos de 

origem alimentar que pode se adaptar e crescer lentamente sob temperaturas de refrigeração 

(EVANS; REDMOND, 2019; LIANOU; PANAGOU; NYCHAS, 2017; RYSER; 

DONNELLY, 2015), embora sua faixa ótima de crescimento seja entre 30 e 37 °C e pode 

sobreviver em alimentos congelados. Tolera pH de 6 a 8, considerada a faixa ótima de 

crescimento, embora pesquisas tenham demonstrado o seu crescimento em pH de 4,1 a 9,6, 

além disso, pode resistir a concentrações de NaCl de até 10% ou superiores. Possui a capacidade 

de crescer em atividade de água (Aw) de 0,93 e resiste bem aos efeitos de secagem e ao 

tratamento com nitrito de sódio (120 mg/Kg) (GERMANO; GERMANO, 2008; JAY, 2005).  

A taxa de crescimento de L. monocytogenes em alimentos depende de fatores como 

temperatura, atmosfera, matriz alimentar, atividade de água, pH, aditivos como lactato e acetato 

e microrganismos interferentes (AUGUSTIN et al., 2005, 2011; BEAUFORT et al., 2014; 

CORNU et al., 2011; DEVLIGHERE et al., 2001; DUSSAULT; VU; LACROIX, 2016; 

GIMENEZ; DALGAARD, 2004; MEJLHOLM et al., 2010; MELLEFONT; McMEEKIN; 

ROSS, 2008). 
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Listeria monocytogenes é endêmica em algumas instalações de processamento de 

alimentos, incluindo ambientes de varejo (HAMMONS et al., 2017; SIMMONS et al., 2014; 

SUNDARRAM et al., 2021; WU et al., 2020a, 2020b). Persiste em nichos em toda a cadeia de 

produção e se espalha para alimentos por meio de contaminação cruzada (KIM; SILETZKY; 

KATHARIOU, 2008). Listeria spp. pode persistir devido à capacidade variável de formação de 

biofilme, conferindo maior resistência a estressores ambientais e protocolos de limpeza e 

saneamento comumente utilizados em comparação com isolados planctônicos (FAGERLUND 

et al., 2017; RODRÍGUEZ-CAMPOS et al., 2019; SADEKUZZAMAN et al., 2017). 

Essas características fazem com que L. monocytogenes seja um patógeno de grande 

interesse na área de alimentos e explica o destaque que esse microrganismo vem ocupando nos 

últimos anos no controle de qualidade na indústria de alimentos, devido às dificuldades de 

eliminação, assim como a possibilidade de causar doenças graves em humanos. 

 

2.1.1 Mecanismo de ação  

 

As Doenças Transmitidas por Alimentos (DTAs) são causadas pela ingestão de 

alimentos ou bebidas contaminadas com patógenos ou toxinas, em quantidades que afetam a 

saúde do consumidor.  A doença causada por L. monocytogenes, conhecida como listeriose, 

provoca sintomas que incluem septicemia, meningite, encefalite e infecção cervical ou 

intrauterina em gestantes, que pode provocar aborto. Outros danos podem ocorrer, como 

endocardite, abscessos, lesões cutâneas, além de sintomas gastrointestinais e outros 

semelhantes aos da gripe (SILVA et al., 2010).  

O intestino humano é o local de entrada da L. monocytogenes no organismo, através das 

células epiteliais do ápice das microvilosidades. As células microbianas difundem-se pelo 

interior dessas células e de uma célula para outra. Posteriormente, são ingeridas por macrófagos, 

onde encontram-se protegidas dos leucócitos polimorfonucleares, porém as cepas virulentas são 

capazes de se multiplicar, rompendo os macrófagos e produzindo septicemia. Assim, os 

microrganismos podem atingir outras áreas do organismo, podendo envolver o sistema nervoso 

central, o coração ou outros locais. Em gestantes, pode ocorrer invasão do feto, aborto, parto 

prematuro, nascimento de natimorto ou septicemia neonatal. Na fase entérica, os sintomas 

assemelham-se aos da gripe, acompanhados de diarreia e febre moderada (FRANCO; 

LANDGRAF, 2008). 

Em todas as células eucarióticas, L. monocytogenes desenvolve um ciclo celular 

semelhante que pode ser dividido em três etapas: escape do fagossomo após a fagocitose, 
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multiplicação na célula hospedeira e invasão da célula vizinha. A invasão é decorrente da 

polimerização de filamentos de actina que impulsionam a bactéria em direção à célula 

adjacente, provocando a formação de invaginações e fagocitose, começando assim um novo 

ciclo (CRUZ; MARTINEZ; DESTRO, 2008) (FIGURA 1). 

 

Figura 1 - Ciclo de infecção da L. monocytogenes. 

 

Legenda: (A) A L. monocytogenes invade a célula hospedeira através da interação das internalinas de 

superfície A e B (InlA e InlB) com os receptores de superfície E-caderina e c-Met da célula hospedeira, 

respetivamente. (B) A Listeria escapa dos fagossomas através da ação das toxinas LLO, PlcA e PlcB. 

(D) A Listeria replica-se no citosol e dirige-se para a superfície celular via polimerização da actina, (E) 

promovendo a disseminação célula-a-célula. (F) A ruptura dos 2 vacúolos da membrana também é 

mediada pela LLO e toxinas da fosfolipase. InIA: internalina A, InlB: internalina B, LLO: listeriolisina 

O, PlcA: fosfolipase A, PlcB: fosfolipase B, ActA: proteína A indutora da montagem da actina.  

Fonte: Oiseth, Jones e Maza (2022). 

 

Embora a listeriose seja uma doença de baixa incidência (SWAMINATHAN; 

GERNER-SMIDT, 2007), é a segunda maior causa de patologia fatal decorrente de infecções 

alimentares (WIEDMANN, 2002). Trata-se de uma doença veiculada por alimento com elevada 

mortalidade, em torno de 20 a 30%, e a mais elevada taxa de internação hospitalar (90%) 

(SILVA et al., 2010; ZHANG; JAYARAO; KNABEL, 2004).  

 

2.1.2 Persistência de Listeria monocytogenes no ambiente industrial 

 

No ambiente industrial as células microbianas podem ser encontradas em suspensão, ou 

seja, células planctônicas ou de livre flutuação (JAY, 2005), ou podem formar biofilmes, 
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quando se fixam à superfície e permanecem inclusos em uma matriz composta 

predominantemente de material polissacarídeo (GANDHI; CHIKINDAS, 2007).  

Algumas cepas de L. monocytogenes podem persistir no ambiente de processamento 

durante longos períodos, havendo relatos de persistência por mais de 10 anos (KATHARIOU, 

2002; TOMPKIN, 2002). Uma das causas sugeridas para a alta persistência do microrganismo 

está relacionada com a habilidade de algumas cepas formarem biofilmes e assim resistirem aos 

sanitizantes utilizados na indústria (HOLAH et al., 2002). A produção de glicocálix pelas 

microcolônias aderidas às superfícies ocorre em torno de 48 horas e pode proteger as células da 

ação de substâncias inibitórias produzidas por culturas competidoras (WIRTANEN; 

MATTILA-SANDHOLM, 1992 citado por BARROS, 2005). Assim, superfícies 

inadequadamente higienizadas e a presença de resíduos orgânicos conferem proteção ao 

patógeno.   

A dificuldade em eliminar esse microrganismo das indústrias é potencializada pelas 

condições de umidade, temperatura e presença de matéria orgânica nas plantas de 

processamento, que aliadas à habilidade da L. monocytogenes em produzir biofilmes podem 

desencadear a colonização de superfícies de equipamentos e utensílios (UHITIL et al., 2004). 

Estudos têm demonstrado a capacidade da L. monocytogenes de formar biofilmes sobre 

materiais comumente utilizados em indústrias de alimentos, inclusive na presença de outros 

microrganismos (BERESFORD; ANDREW; SHAMA, 2001), conforme Figura 2.  

 

Figura 2 - Evolução na formação de biofilmes por L. monocytogenes em superfície de aço 

inoxidável, ocorrida entre 6 horas e 2 dias. 

 
Fonte: Chavant, Hébraud e Martinie (2002). 

 

O monitoramento da linha de processamento é essencial para o controle da 

contaminação de produtos cárneos por L. monocytogenes (TODD; NOTERMANS, 2011). Laer 

et al. (2009) fizeram um estudo sobre a contaminação de L. monocytogenes em uma linha de 
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processamento de linguiça mista frescal, desde a matéria-prima até o produto, e o 

microrganismo foi detectado em 25% das amostras investigadas. Apesar de não ter sido 

encontrado em nenhuma amostra da matéria-prima, a presença do microrganismo foi detectada 

em 21% das amostras ambientais (com e sem contato com o alimento), 20,8% dos 

equipamentos, 20% das amostras de mãos de manipuladores, 40% da massa pronta para ser 

embutida e em todas as amostras do produto final, resultado que alerta para a importância da 

contaminação cruzada. Também é destacado no trabalho que algumas cepas se adaptaram e 

persistiram no ambiente de processamento dessa indústria.  

A natureza persistente de algumas cepas de L. monocytogenes em ambientes de 

processamento aumentam a chance de contaminação dos alimentos, sendo esse patógeno 

associado ao maior número de recalls de produtos alimentícios nos Estados Unidos (GORTON; 

STASIEWICZ, 2017). 

Os patógenos transmitidos por alimentos encontram uma grande variedade de condições 

estressantes (aquecimento, congelamento, dessecação, estresse osmótico, pH extremo, ação de 

desinfetantes) durante o processamento e armazenamento dos alimentos (BEGLEY; HILL, 

2015; BURGESS et al., 2016; ESBELIN; SANTOS; HEBRAUD, 2018; SPECTOR; 

KENYON, 2012). Estudos têm mostrado que a maior persistência da Listeria monocytogenes 

em ambiente de processamento está associada à constante exposição a condições subletais de 

fatores estressantes, fato que induz seu desenvolvimento e crescimento condicionado ao 

estresse, tornando-a fisiologicamente mais tolerante a níveis aumentados ou de diferentes 

fatores estressantes (SOUZA; TEBALDI; PICCOLI, 2015). Portanto, os mecanismos de 

resposta dos patógenos ao estresse ambiental vem sendo bastante estudados (HE et al., 2021). 

No estudo publicado por He et al. (2021), que destacaram a adaptação de muitos 

patógenos de origem alimentar ao etanol, inclusive Listeria monocytogenes, observou-se que 

os microrganismos se tornaram mais tolerantes à ação do próprio etanol ou por proteção 

cruzada, tolerantes à ação de diferentes agentes estressores (BROWNE; DOWDS, 2001, 2002; 

CHIANG; HO; CHOU, 2006, 2008; CHIANG; CHOU, 2008; HE et al., 2016, 2018; HUANG 

et al., 2013; LOU; YOUSEF, 1997). Estudos comparativos de cepas de L. monocytogenes têm 

identificado várias características específicas de cepas persistentes, incluindo formação 

aprimorada de biofilme (BORUCKI et al., 2003; LATORRE et al., 2011; NAKAMURA et al., 

2013; NOWAK et al., 2017) e crescimento preferencial em condições desfavoráveis 

(MAGALHÃES et al., 2016). No trabalho desenvolvido por Ochiai et al. (2020) verificou-se 

que condições ambientais influenciaram na persistência de cepas de Listeria monocytogenes ao 

pH ácido.  
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Em um estudo para avaliar as respostas proteômicas globais de L. monocytogenes, cepa 

ATCC 19115, quando exposta à inativação não-térmica, em que o processo foi examinado na 

fase inicial de crescimento estacionário, com a cepa submetida à exposição simultânea a pH 

baixo (pH 3,5) e alta salinidade (aw 0,900, 14% NaCl), observou-se que o perfil de proteoma 

fornece melhor compreensão das respostas fisiológicas desse patógeno para se adaptar a 

ambientes não térmicos letais e indica a necessidade de melhorar os métodos de processamento 

e armazenamento de alimentos, especialmente para alimentos não processados minimamente 

ou termicamente (ZHANG; BAI; BOWMAN, 2019). 

 

2.1.3 Presença nos alimentos  

 

A transmissão de L. monocytogenes por ingestão de alimentos contaminados parece ser 

a forma mais importante, visto que as espécies têm sido isoladas de diferentes produtos, tais 

como leite cru e pasteurizado, queijos, carne bovina, carne moída de diferentes animais, 

produtos cárneos crus e equipamentos e utensílios em plantas de processamento de carne bovina 

(FRANCO; LANDGRAF, 2008; KOVACEVIC; MESAK; ALLEN, 2012; MANTILLA et al., 

2007; MAZAHERI et al., 2021; SORIANO et al., 2001; YUCEL; CITAK; ONDER, 2005). 

Essas bactérias estão envolvidas em grande número de surtos de origem alimentar por todo o 

mundo; e os alimentos mais incriminados são aqueles prontos para consumo, que são 

armazenados por longos períodos em refrigeração, principalmente os produtos cárneos (HEO 

et al., 2014; INGHAM et al., 2004; LEE et al., 2014). Os últimos surtos envolvendo Listeria 

monocytogenes sugerem que o consumo de doses baixas (<102 UFC/g) pode causar infecção 

(BUCHANAN et al., 2017). 

Dados do Ministério da Saúde (BRASIL, 2019) mostram que entre 2009 e 2018 

ocorreram no Brasil mais de 6000 surtos de DTA e mais de 122 mil pessoas doentes, com 0,08% 

de óbitos. No Brasil, são poucas as publicações sobre a incidência de listeriose, pois não se trata 

de uma doença de notificação obrigatória no país, portanto os dados sobre sua ocorrência são 

escassos e inconsistentes (BLUM-MENEZES et al., 2013; MARTINS, 2009).  

Com base nos dados de incidência de 45 países, a listeriose levou a 5463 mortes em 

todo o mundo em 2010 (DE NOORDHOUT et al., 2014). Em 2016, a Autoridade Europeia 

para a Segurança dos Alimentos (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY - EFSA, 2017) 

descreveu mais de 2500 casos de listeriose, com 247 mortes. Vários surtos e recalls de alto 

perfil foram atribuídos à contaminação de produtos frescos por L. monocytogenes (GARNER; 

KATHARIOU, 2016; PAINTER et al., 2013; ZHU; GOONERATNE; HUSSAIN, 2017). Em 
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2011 ocorreu um surto devido à contaminação de melões que resultou em 147 pessoas doentes 

e 33 mortes. Os produtos à base de carne representaram 18% dos surtos de listeriose registrados 

pelo Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CENTERS FOR DISEASE CONTROL 

AND PREVENTION - CDC, 2018). Em estudos realizados na Itália, L. monocytogenes foi 

detectada em 24,4% das amostras de carne bovina (PESAVENTO et al., 2010), na Turquia o 

percentual de contaminação foi de 6,2% em carne fresca (YUCEL; CITAK; ONDER, 2005) e 

nas carcaças de bovinos, a detecção de patógenos variou de 6,5% a 26% (IGLESIAS et al., 

2017; LOIKO et al., 2016). Houve mais de 30 recalls desde 2016 devido à contaminação por 

L. monocytogenes de produtos hortifrutigranjeiros e produtos prontos para o consumo (FOOD 

AND DRUG ADMINISTRATION - FDA, 2018). 

O gênero Listeria, amplamente encontrado no meio externo, apresenta resistência 

variável dependendo do meio em que se encontra, podendo sobreviver até dois anos no solo e 

seis meses em silagem. Chega aos alimentos mediante matérias-primas contaminadas e pelo 

contato dessas com o ambiente em que são manipuladas (EUZÉBY, 2000), sendo praticamente 

impossível garantir sua ausência no ambiente de fabricação. 

A alta letalidade (20 a 30%) da listeriose (MILILLO et al., 2012) associada à capacidade 

do patógeno de se multiplicar sob refrigeração destaca a necessidade de estudos que avaliem o 

comportamento desse gênero bacteriano quando submetido a condições de estresse. Embora 

apenas L. monocytogenes seja patogênica para humanos, todas as espécies de Listeria 

apresentam um padrão de crescimento e de comportamento similar frente às diferentes 

condições de cultivo (COELHO et al., 1998 citado por SILVA et al., 2004), logo, a detecção 

de qualquer espécie em alimentos é interpretada como pré-requisito para o crescimento de L. 

monocytogenes e tem sérias implicações. Esses alimentos são considerados um possível perigo 

à saúde dos consumidores (KOPPEL; SCHADE; PEIER, 2021).  

Sakate (2005), ao avaliar matadouros frigoríficos no Brasil, assim como Chiarini (2007) 

que avaliou matadouros frigoríficos de aves, verificaram que a presença de L. monocytogenes 

apresentou maior frequência nas seções limpas e com ambiente refrigerado, locais em que foi 

encontrada maior diversidade genética do patógeno. L. monocytogenes presente no ambiente 

representa um risco de contaminação, pois o patógeno pode ser transferido para o produto a 

qualquer momento do processo, quando houver falha na higienização ou o acúmulo de produtos 

na linha de processamento (BERRANG et al., 2002). 

Em um trabalho para avaliar a ocorrência de Listeria sp. em 48 amostras de presunto 

cozido sem capa de gordura, mantido sob temperatura de refrigeração, comercializado em 26 

supermercados de Fortaleza (CE), foi constatado que 42,5%, 22,5% e 2,5% das amostras 
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estavam contaminadas por L. monocytogenes, L. innocua e L. welshimeri, respectivamente. 

Considerando que o processo de cozimento do presunto é suficiente para destruir L. 

monocytogenes, a contaminação desse alimento ocorreu em etapas pós-processamento ou 

resultou de subprocessamento. A presença do microrganismo pode ser atribuída ainda a 

contaminações cruzadas durante manuseio e fatiamento (FAI et al., 2011).  

 

2.2 Produtos cárneos processados 

 

A crescente demanda de produtos industrializados de conveniência, como minimamente 

processados, refrigerados e alimentos prontos para o consumo (ready-to-eat), tem contribuído 

para aumentar o risco de doenças transmitidas por alimentos (SAMUEL et al., 2007). Embora 

atendam às exigências do mercado, por sua grande praticidade, produtos como presunto, 

mortadela, salame e outros são frequentemente contaminados por microrganismos patogênicos 

resistentes ao sal e capazes de se multiplicar durante armazenamento em refrigeração 

(CAMARGO, 2011). Muitos desses produtos são armazenados sobre refrigeração e 

consumidos sem tratamento térmico (BERSOT et al., 2008). A embalagem em atmosfera 

modificada não inibe o crescimento de L. monocytogenes (HOELZER; POUILLOT; DENNIS, 

2012). 

Galvez et al. (2007) ressaltam que a falta de microrganismos competidores, devido ao 

cozimento, favorece a multiplicação de microrganismos decorrente da contaminação pós-

processamento. O cozimento de carne crua geralmente inativa as bactérias, razão pela qual as 

contaminações de produtos cárneos cozidos prontos para consumo são principalmente resultado 

de contaminações secundárias devido a etapas de processamento adicionais, como corte e 

reembalagem (LIANOU; SOFOS, 2007). 

A etapa de fatiamento desses produtos aumenta o risco de contaminação devido à 

manipulação e ao contato com superfícies inadequadamente higienizadas, o que pode agravar 

pela manutenção dos produtos e fatiadores em temperatura ambiente. Além disso, o uso 

prolongado e as repetidas limpezas dos fatiadores podem causar danos mecânicos às máquinas, 

com o aparecimento de microrrachaduras, nas quais fragmentos de produtos podem se acumular 

e, pela dificuldade de limpeza, tornarem-se locais de adesão e multiplicação microbiana (FDA, 

2022; MUÑOZ et al., 2013; SHEEN; HWANG, 2008, 2010; UNITED STATES 

DEPARTMENT OF AGRICULTURE - USDA, 2013). 

A Instrução Normativa n° 161, de 1° de julho de 2022, da Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA), que estabelece os padrões microbiológicos dos alimentos, 
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determina que alimentos prontos para o consumo devem atender aos padrões microbiológicos 

para Listeria monocytogenes. De acordo com a legislação, alimentos com prazo de validade 

menor que 5 dias; pH menor ou igual a 4,4; atividade de água menor ou igual a 0,92 ou 

alimentos com pH menor ou igual a 5,0 e atividade de água menor ou igual a 0,94, que tenham 

recebido tratamento térmico efetivo ou outro processo equivalente para eliminação de L. 

monocytogenes, cuja recontaminação após esse tratamento não seja possível, tais como os 

produtos tratados termicamente em sua embalagem final, não necessitam da realização de 

pesquisa regular de L. monocytogenes, portanto os produtos comercializados fatiados, por 

apresentarem possibilidade de contaminação pós-processamento, deverão atender aos padrões 

preconizados pela legislação (BRASIL, 2022).  

A contaminação cruzada com microrganismos patogênicos representa importante 

desafio para as indústrias de alimentos e para os sistemas de saúde pública mundiais, 

especialmente quando ocorre com alimentos prontos para o consumo, nos quais não há 

nenhuma intervenção que possa reduzir ou eliminar esses contaminantes causadores de 

enfermidades antes do seu consumo. A ocorrência de surtos de DTA foi relatada por diversos 

autores que estudaram a contaminação cruzada de produtos cárneos ready-to-eat (CDC, 2000, 

2002, 2016; GARRIDO; VITAS; GARCÍA-JALÓN, 2009; GREEN BROWN; 

KHARGONEKAR; BUSHNELL, 2013; HÄCHLER et al., 2013; WINTER et al., 2009).  

A Instrução Normativa nº 9, de 8 de abril de 2009, do Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento (MAPA), instruiu os procedimentos de controle da L. monocytogenes 

em produtos de origem animal prontos para o consumo, com o objetivo de monitorar e assegurar 

a inocuidade desses produtos em relação ao patógeno, e esses procedimentos se aplicam aos 

estabelecimentos que fabricam produtos de origem animal (BRASIL, 2009). É preocupante a 

presença de Listeria no ambiente de processamento de carnes, pois são capazes de proliferar 

sob condições de frio em produtos embalados em atmosfera de vácuo ou gás modificado. Isso 

é de especial interesse em produtos embalados com um prazo de validade longo, em que o 

crescimento de Listeria monocytogenes pode ocorrer durante o armazenamento (SAGOO et al., 

2007). Para Luber et al. (2011), os produtos cárneos fatiados, especialmente aqueles fatiados 

nos estabelecimentos de venda, são os alimentos com maior risco de contaminação por L. 

monocytogenes. 

É importante garantir as caraterísticas de identidade e qualidade do produto (BRASIL, 

2000) mediante os cuidados nas etapas de elaboração, distribuição e conservação, pois os 

produtos cárneos são alimentos perecíveis e devem ser devidamente conservados e 

armazenados em condições que retardem a atividade microbiológica deteriorante (LIDON; 
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SILVESTRE, 2007). O controle dos parâmetros técnicos de processo garante um produto 

seguro, como por exemplo a etapa de cozimento da mortadela, um tratamento térmico eficiente 

que reduz a níveis aceitáveis a presença de microrganismos contaminantes e deteriorantes de 

interesse da saúde pública (FRANCO; LANDGRAF, 2008). 

De acordo com Silva et al. (2004), os alimentos com muita manipulação, como no caso 

dos embutidos, são frequentemente responsáveis pela veiculação de agentes de enfermidades 

transmitidas por alimentos. Dessa forma, as condições de higiene do meio ambiente, dos 

manipuladores e dos objetos e utensílios são fatores determinantes à presença desses agentes 

bacterianos nos alimentos (CHAVES et al., 2006). A temperatura de armazenamento também 

é considerada um ponto crítico para a qualidade dos produtos cárneos. 

Os produtos à base de carne são comumente considerados uma das principais fontes de 

infecção humana causada por L. monocytogenes (LI et al., 2018a; LIU et al., 2020). O nitrito, 

conservante utilizado em produtos cárneos curados, contribui para a segurança microbiológica, 

para a cor rósea dos produtos, para o desenvolvimento de sabor e extensão da vida útil 

(HONIKEL et al., 2014). Muitos estudos mostram que o nitrito exerce efeito sobre o 

crescimento de L. monocytogenes (KING et al., 2016; XI et al., 2012).  

No Brasil é permitida a utilização de nitrato de sódio ou potássio, associados ou não a 

nitrito de sódio ou potássio, com quantidade residual máxima de 300 mg/kg de produtos cárneos 

curados. O nitrito de sódio ou potássio, utilizados de forma isolada ou combinados, possuem 

como limite residual máximo permitido 150 mg/kg em produtos cárneos curados (BRASIL, 

2006). Apesar da utilização de sais de cura em embutidos cárneos, a estabilidade microbiológica 

e a segurança desses produtos são resultado da ação combinada de vários fatores de conservação 

(LEISTNER, GOULD, 2002). Os principais fatores, que atuam de forma sinérgica e controlam 

o desenvolvimento microbiológico nos embutidos, são a concentração da salmoura; o pH do 

produto; o nitrito adicionado ou residual; a severidade do tratamento pelo calor; a temperatura 

de estocagem; a natureza da microbiota competitiva e outros aditivos (SANTOS, 2008). 

Produtos cárneos curados cozidos embutidos ou não, ready-to-eat, como presuntos 

cozidos, apresuntados e mortadelas, são consumidos sem nenhum tratamento adicional para 

descontaminação. Trata-se de alimentos caracterizados por uma intensa manipulação durante o 

processo de produção, com alta probabilidade de contaminação cruzada no varejo ou na casa 

dos consumidores, o que aumenta o risco de contaminação por microrganismos, como a Listeria 

sp. (FARBER; PAGOTTO; SCHERF, 2007; ZHANG et al., 2018).  

Em um estudo realizado na China, para avaliar presença ou ausência de L. 

monocytogenes em produtos cárneos cozidos, verificou-se contaminação em 4,23% das 
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amostras analisadas no ano de 2017 e 4,17% das amostras avaliadas em 2018 (SUN et al., 

2020). Entre 2011 e 2016, estima-se que a prevalência geral de L. monocytogenes em produtos 

de carne e aves (incluindo produtos crus e prontos para consumo) foi a mais alta na China 

(8,9%) entre os diferentes produtos alimentícios avaliados (LI et al., 2018b). Muitos trabalhos 

evidenciam os esforços de pesquisadores na busca de soluções para inibir o desenvolvimento 

de L. monocytogenes em produtos cárneos fatiados. Luber et al. (2011) são de opinião que 

muitas pesquisas ainda são necessárias para aumentar o número e a variedade de opções 

tecnológicas para prevenção e controle do microrganismo em alimentos prontos para o 

consumo. 

 

2.3 Óleos essenciais  

 

Óleos essenciais são metabólitos secundários das plantas, obtidos a partir da glicose, 

formados por uma mistura complexa de substâncias orgânicas lipofílicas e voláteis. Nessas 

misturas encontram-se de 20 a 60 componentes em diferentes concentrações, geralmente 

havendo dois a três constituintes em maior concentração (componentes majoritários), que em 

geral determinam as propriedades biológicas dos óleos essenciais, e outros em concentrações 

traço (BALDWIN, 2010).   

São produzidos por todos os órgãos dos vegetais e armazenados em células secretoras 

especializadas e são constituídos principalmente por terpenos, terpenoides (terpenos 

oxigenados) e fenóis (RAO; CHEN; McCLEMENTS, 2019) (FIGURA 3). Além disso, vários 

compostos contendo nitrogênio e enxofre, que conferem atributos sensoriais característicos, são 

também constituintes importantes de muitos óleos essenciais (LAWAL; OGUNWANDE, 

2013).  

Os terpenos são os principais constituintes dos óleos essenciais. Derivam de numerosas 

unidades de isoprenos (C5H8) ligadas em uma cadeia cíclica ou acíclica. Com base no número 

de unidades de isopreno na molécula, os terpenos podem ser classificados como monoterpenos, 

sesquiterpenos ou diterpenos. Os monoterpenos consistem em duas unidades de isopreno e têm 

a fórmula C10H16. Exemplos de monoterpenos incluem limoneno, mirceno, α-pineno e β-

pineno, que podem ser encontrados principalmente em óleos cítricos, alecrim, sálvia e capim-

limão. Os terpenoides correspondem a uma classe grande e diversificada de compostos naturais 

em óleos essenciais que também são derivados da unidade de isopreno. Mas, ao contrário dos 

terpenos, as unidades de isopreno nos terpenoides são montadas e modificadas de muitas 

maneiras, como a adição ou remoção de grupos metil ou a adição de átomos de oxigênio para 
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a unidade de isopreno (BAKKALI et al., 2008). Da mesma forma, os terpenoides podem ser 

classificados como monoterpenoides, sesquiterpenoides ou diterpenoides, com base no número 

de unidades de isopreno presentes. Eles também podem ser classificados de acordo com o 

número de estruturas cíclicas que contêm. Exemplos de terpenoides antimicrobianos comuns 

são 1,8-cineol, linalol, cânfora, acetato de geranil, acetato de neril, geraniol, nerol, terpinen-4-

ol e cinamaldeído. Os fenóis referem-se a um grupo de compostos químicos que consistem em 

um grupo hidroxila (-OH) ligado diretamente a um anel aromático (C6). Exemplos de fenóis 

incluem timol, eugenol e carvacrol, que podem ser encontrados no tomilho, cravo, canela e 

orégano (RAO; CHEN; McCLEMENTS, 2019). 

 

Figura 3 - Estrutura química dos principais constituintes antimicrobianos (terpenos, terpenoides 

e fenóis) em óleos essenciais. 

 
Fonte: Adaptado de Rao, Chen e McClements (2019). 

 

Os óleos essenciais podem ser extraídos por diferentes técnicas, sendo a hidrodestilação 

e destilação por arraste à vapor as técnicas mais utilizadas na indústria de alimentos. São 

substâncias não necessariamente essenciais à vida das plantas, mas garantem vantagens de 

sobrevivência e perpetuação da espécie em seu ecossistema. No Quadro 1 encontra-se exemplos 

de plantas produtoras de óleos essenciais com seus componentes principais. 
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Quadro 1 - Componentes principais de alguns óleos essenciais. 

Componentes Exemplos Plantas  

Terpenos Pineno, canfeno, felandreno, 

limoneno, 

Mirceno 

Coníferas, 

umbelíferas, frutas 

cítricas 

Sesquiterpenos Cardineno, selineno, cariofileno, 

cedrene, camazuleno 

Aipo, camomila 

verdadeira 

Fenóis aromáticos Carvacrol, eugenol, timol, guaiacol Canela, alecrim, 

hortelã, funcho, 

orégano, tomilho, 

cravo 

Álcoois aromáticos Terpineol, mentol, cedrol, carotol Limão, lavanda, 

sândalo 

Óxidos aromáticos 1,8-cineol (eucaliptol), óxido de 

linalol, mentofurano, ascaridol, safrol 

Cardamomo, hortelã, 

eucalipto 

Éter aromático Metil chavicol, salicilato de metila, 

cinamato de metila, metileugenol, 

transanetol 

Manjericão, cravo, 

louro 

Ésteres terpenoides e 

não terpenoides 

Acetato de linalila, acetato de bornil, 

acetato de cinamila, acetato de 

terpenila, acetato de nerila 

Hortelã-pimenta, 

cravo, canela 

Aldeídos terpenoides 

e aromáticos 

Benzaldeído, vanilina, neral, citral Cominho, anis, 

funcho, pimenta 

chinesa 

Cetonas aromáticas Carvona, tujona, cânfora, verbena, 

fenchone 

Alecrim, artemísia, 

endro (Anethum 

graveolens) 

Fonte: Adaptado de Reyes-Jurado et al. (2015). 

 

Nas plantas, o conjunto de metabólitos secundários é resultado do balanço entre a 

formação e eliminação desses compostos durante o crescimento. A composição química de 

amostras de um óleo essencial extraído da mesma espécie vegetal pode ser altamente variável, 

pois depende de fatores intrínsecos e extrínsecos. Dentre os fatores intrínsecos que podem 

influenciar a produção dos óleos essenciais pelas plantas e a variabilidade da composição desses 

óleos verificam-se variabilidade genética, parte da planta que produz o óleo essencial, estádio 

de desenvolvimento e idade da planta. Em relação aos fatores extrínsecos cita-se localização 
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geográfica e tipo de solo, mês de colheita e horário do dia, precipitação e quantidade de água 

disponibilizada à planta, interações bióticas, irradiação luminosa, temperatura, tratamento pós-

colheita e técnica de extração utilizada (GONÇALVES, 2015).  

Os óleos essenciais possuem diversas propriedades, como atividade antimicrobiana, 

anticâncer, inseticida, antiparasitária, antioxidante, dentre outras, que os tornam de grande 

importância para as indústrias alimentícia, farmacêutica e agropecuária. Óleos essenciais ou 

seus constituintes possuem largo espectro farmacológico, sendo utilizados como 

antimicrobianos, analgésicos, sedativos, anti-inflamatórios, antiespasmódicos e remédios para 

anestesia local, funcionando também como antihelmínticos e antiprotozoários (BASSOLÉ; 

JULIANI, 2012).  

 

2.3.1 Atividade antimicrobiana dos óleos essenciais 

 

Carne e produtos à base de carne, devido ao alto nível de nutrientes, pH (5,5-7,0) e alta 

atividade de água, oferecem um ambiente propício para o crescimento de bactérias (DAVE; 

GHALY, 2011), portanto esses produtos devem ser manuseados e preservados corretamente.  

O uso de antimicrobianos sintéticos em alimentos tem recebido muitas críticas devido à 

sua toxicidade, efeitos colaterais e segurança (BAHURMIZ et al., 2020). Nos últimos anos, a 

demanda por antimicrobianos naturais tem aumentado constantemente, no intuito de substituir 

completa ou parcialmente aditivos sintéticos (JAYASENA; JO, 2013; PISOSCHI et al., 2018). 

Os produtos de origem vegetal utilizados tradicionalmente como conservantes de alimentos 

ganharam atenção devido ao potencial benéfico à saúde e à segurança em comparação com 

agentes sintéticos (PANDEY et al., 2017; TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010). Muitas 

substâncias de origem vegetal, particularmente óleos essenciais e seus compostos ativos, 

derivados de ervas e especiarias, inibiram com sucesso o crescimento de microrganismos 

importantes associados à deterioração e segurança dos alimentos (EL-BAROTY et al., 2010; 

FAYYAZ; SANI; NAJAFI, 2015; JU et al., 2018; TREMONTE et al., 2016). 

Estudos recentes demonstraram que alguns óleos essenciais como os de alho, canela, 

tomilho, orégano, cravo, manjericão, coentro, cítricos, eucalipto, gengibre, alecrim e hortelã-

pimenta, entre outros, têm atividade antimicrobiana contra bactérias, leveduras e fungos 

(DÁVILA-RODRÍGUEZ et al., 2020). Os óleos essenciais da maioria das plantas são ricos em 

fenóis de reconhecida atividade antimicrobiana, como carvacrol, eugenol e timol, que ajudam 

a aumentar o prazo de validade de uma grande variedade de alimentos (MURIEL-GALET et 

al., 2015), devido ao fato de alterar a bicamada de fosfolipídios da membrana celular e afetar 
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negativamente os sistemas enzimáticos e o material genético dos microrganismos (BEZIC; 

DUNKIC; VUKO, 2013).  

Os óleos essenciais são constituídos por muitos compostos voláteis diferentes, sendo 

difícil correlacionar a atividade antimicrobiana com um único composto ou classes de 

compostos (RAMOS et al., 2013). A atividade antimicrobiana dos óleos essenciais pode estar 

relacionada com a composição dos óleos voláteis de cada planta, com a configuração estrutural 

dos compostos constituintes dos óleos, com seus grupos funcionais e com possíveis interações 

sinérgicas entre seus componentes (DORMAN; DEANS, 2000; HINNEBURG; DAMIEN 

DORMAN; HILTUNEN, 2006), logo, a atividade antimicrobiana não é atribuível a um 

mecanismo específico, podendo haver vários alvos na célula (FIGURA 4).  

Segundo Burt (2004), compostos naturais podem agir sobre a célula bacteriana 

desintegrando a membrana citoplasmática, desestabilizando a força próton-motriz, fluxo de 

elétrons, transporte ativo e coagulando o conteúdo da célula. O caráter hidrofílico ou 

hidrofóbico dos óleos essenciais e a proporção dos principais componentes em cada um deles 

(terpenoides, fenólicos e compostos aldeídos) relacionam-se com o tipo de microrganismo que 

eles podem inibir ou inativar (BAKKALI et al., 2008; FISHER; PHILLIPS, 2008). A estrutura 

química dos componentes dos óleos essenciais afeta seu modo de ação como antimicrobianos. 

Os óleos essenciais podem alterar os lipídios da membrana citoplasmática microbiana, 

produzindo perda de sua impermeabilidade a prótons e íons de maior tamanho causando 

distúrbios no transporte de elétrons, desnaturação de proteínas, desidratação e lise celular 

(BORGES et al., 2012; COSTA et al., 2011; DÁVILA-RODRÍGUEZ et al., 2020).  
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Figura 4 - a. Mecanismos comuns propostos de ação e locais alvo de óleos essenciais ou 

sistemas de entrega de óleos essenciais em células bacterianas. b. Óleos essenciais e 

diferentes tipos de sistemas de entrega de óleos essenciais, incluindo nanoemulsão, 

lipossomas e filmes de biopolímero. 

 

Legenda: 1. Alteração dos ácidos graxos da membrana externa; 2. Danos à membrana citoplasmática; 

3. Depleção da força próton-motriz; 4. Vazamento de metabólitos e íons.  

Fonte: Adaptado de Rao, Chen e McClements (2019). 

 

Alguns autores (DOLÇÁ et al., 2015; YEON-JI et al., 2015) sugerem a adição de óleos 

essenciais em alimentos para atuarem como conservantes naturais. O maior interesse na área de 

aplicação de extratos e óleos essenciais de plantas está na inibição do desenvolvimento e 

redução do número de patógenos mais importantes de origem alimentar, tais como Salmonella 

sp., Escherichia coli O157:H7 e Listeria monocytogenes (BURT, 2004). Segundo Duarte 

(2006), extratos e óleos essenciais de plantas mostraram-se eficientes no controle do 

crescimento de uma ampla variedade de microrganismos. O direcionamento para uma 

utilização adequada do óleo essencial pode estar intimamente relacionado com a sua 

composição (RIBEIRO, 2011). Por isso, determinar a composição química do óleo essencial é 

importante para aproveitar suas potencialidades e valorizá-lo comercialmente, visto que a 

caracterização está diretamente ligada com o seu potencial antimicrobiano (PORTE; GODOY, 

2001).  
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2.4 Nanoemulsões 

 

Estratégias visando aperfeiçoar as características físico-químicas de substâncias 

bioativas envolvem também inovações tecnológicas, dentre as quais destaca-se a 

nanotecnologia. As nanoemulsões são dispersões de óleo em água, estando as gotículas do óleo 

estabilizadas por tensoativos na fase aquosa externa. As gotículas apresentam normalmente 

tamanhos de 10 a 100 nm (ANTON; BENOIT; SAULNIER, 2008; GUPTA et al., 2016; MEI 

et al., 2003; SHAFIQ et al., 2007). Alguns estudos relatam variações diferentes para o tamanho 

das nanoemulsões, como por exemplo em torno de 20 a 500 nm, sendo translúcidas quando o 

tamanho das gotículas é inferior a 200 nm ou leitosa quando o tamanho está entre 200 e 500 

nm. Também são referidas na literatura como miniemulsões, emulsões ultrafinas, 

microemulsões instáveis e submicroemulsões (OLIVEIRA, 2008).  

Recentemente, as pesquisas realizadas com nanoemulsões estão aumentando, devido ao 

fato de existirem poucos trabalhos em que óleos essenciais tenham sido utilizados, por sua baixa 

solubilidade em água. De acordo com Tian et al. (2015), as aplicações de óleos essenciais 

naturais como aditivo alimentar e conservante verde são limitadas nos sistemas alimentares, 

devido à sua grande instabilidade contra condições ambientais, incluindo temperatura, luz, ar e 

estabilidade contra a sedimentação. Além disso, outra desvantagem na utilização de óleos 

essenciais é a modificação das características sensoriais do alimento, como aroma e sabor. Essa 

limitação pode ser superada pela produção de emulsões ou nanoemulsões (CHANG; 

McSBOROUGH; McCLEMENTS, 2012; ZIANI et al., 2011). As nanoemulsões apresentam 

alta retenção de compostos voláteis, aumentam a solubilidade e a biodisponibilidade dos óleos 

essenciais e limitam sua oxidação durante o armazenamento (MAHFOUDHI; KSOURI; 

HAMDI, 2016), apresentam melhores características físico-químicas e estabilidade, além de 

aumentar suas atividades biológicas, devido à melhor distribuição dos óleos em determinadas 

superfícies (AHMAD et al., 2014; MOGHIMI et al., 2016; VALIZADEH et al., 2018).  

Segundo Oliveira et al. (2014), os óleos essenciais bioativos que são voláteis e sensíveis 

à degradação são adequados para a formação de nanoemulsões. Esse sistema apresenta 

vantagens em relação às emulsões convencionais por se tratar de um sistema de distribuição 

coloidal devido ao seu menor tamanho de partícula, grande área superficial e liberação lenta de 

compostos (WANG et al., 2007). As nanoemulsões podem apresentar transparência óptica, 

funcionalidade aprimorada e estabilidade física, o que as tornaria muito atraentes para a 

indústria farmacêutica, cosmética e alimentícia (ASSIS et al., 2012).  
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As nanoemulsões são categorizadas como metaestáveis, ou seja, estáveis por um longo 

período de tempo. A inerente estabilidade das nanoemulsões está diretamente relacionada ao 

processo de preparo que confere estabilização estérica, quando se emprega tensoativos não-

iônicos e/ou polímeros; e ao diminuto tamanho dos glóbulos, cujo movimento browniano 

diminui a atuação das forças gravitacionais prevenindo assim fenômenos de instabilidade 

(ASSIS et al., 2012; OLIVEIRA, 2008).  

Um tipo de tensoativo muito utilizado é o tween 80 (polissorbato 80), devido ao baixo 

custo e toxicidade reduzida. É um tensoativo não-iônico, proveniente do sorbitano polietoxilato 

e ácido oleico (FIGURA 5). A característica hidrofílica da cadeia de polioxietileno faz do 

tween, tensoativo hidrofílico, geralmente solúvel ou dispersivo em água, empregado na 

obtenção de nanoemulsões do tipo óleo em água (O/A) (BRAUN et al., 2015; WEISZHÁR et 

al., 2012). 

 

Figura 5 - Estrutura química do tensoativo Tween 80. 

 
 

Fonte: Hillgren, Lindgren e Aldén (2002).  

 

Para obtenção de condições ótimas em que os sistemas de emulsão estáveis são 

formados, a nanoemulsão pode ser fabricada usando abordagens de alta ou baixa energia. As 

abordagens de alta energia estão associadas a equipamentos especializados para interromper e 

intercalar as fases de óleo e água, formando pequenas gotículas (ABBAS et al., 2013). As 

técnicas mais utilizadas são homogeneização de alta pressão, microfluidização de alta pressão, 

homogeneização-evaporação e ultrassom (ANARJAN et al., 2010; CHEONG et al., 2008; 

HUANG; YU; RU, 2010; KENTISH et al., 2008; SILVA et al., 2011; WEISS; TAKHISTOV; 

McCLEMENTS, 2006). Em contrapartida, abordagens de baixa energia não requerem 

equipamentos especiais, pois as propriedades do óleo e do surfactante formam espontaneamente 

nanoemulsões alterando as condições do sistema, como temperatura ou outras condições 

(BOUCHEMAL et al., 2004; SOLANS et al., 2005). Dentre os métodos de baixa energia 
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destacam-se emulsificação espontânea, emulsificação por inversão de fases e emulsificação por 

temperatura de inversão de fases (LANDRY et al., 2014). 

A técnica de ultrassom tem sido bastante utilizada na produção de emulsões (ABBAS 

et al., 2013; ABISMAÏL et al., 1999; BECHER, 1965; BROWN; GOODMAN, 1965; SILVA; 

ROSA; MEIRELES, 2015) com diversos benefícios em relação aos métodos convencionais de 

emulsificação, dentre eles: a formação de gotas com tamanho reduzido e estreita distribuição 

de tamanho, maior estabilidade cinética, baixo custo de produção, facilidade de operação, 

limpeza e controle do dispositivo (ABBAS et al., 2013). 

A energia ultrassônica tem sido descrita como um eficiente modo para melhorar o 

desempenho de diferentes processos, como extração de compostos orgânicos e inorgânicos, 

homogeneização, dispersão de suspensões, dentre outros (NASCENTES et al., 2001). Um 

aparato ultrassônico comum usado na produção de emulsões é constituído de um gerador, um 

transdutor, um amplificador e uma sonda. O gerador produz energia elétrica que é convertida 

pelo transdutor em vibrações mecânicas em uma frequência similar à da corrente elétrica. Essas 

vibrações mecânicas são amplificadas e propagadas através de uma sonda, na forma de ondas 

acústicas.  

O processo de emulsificação por ultrassom ocorre em dois estágios. No primeiro estágio 

ocorre a geração de gotas primárias, devido a um campo acústico que produz ondas interfaciais, 

gerando uma instabilidade que causa a erupção da fase oleosa na fase aquosa na forma de gotas. 

O segundo estágio envolve a quebra das gotas primárias através da cavitação acústica, que 

exerce uma alta turbulência e força cisalhante local, produzindo violentas e assimétricas 

implosões das bolhas, que por consequência formam microjatos que também auxiliam na 

quebra das gotas primárias produzindo gotas de tamanho nanométrico (LI; FOGLER, 1978). 

O ultrassom de baixa frequência e alta potência, comumente conhecido como ultrassom 

de potência, ganhou um interesse significativo ao longo da última década, pois possui uma 

ampla gama de usos dentro de uma grande variedade de setores, tornando-se uma tecnologia de 

processamento versátil, para a alteração, geração e modificação de microestruturas. Como 

consequência, devido à cavitação ultrassônica, é possível aumentar a área superficial específica 

em sistemas de emulsão para a geração de gotículas de tamanho nanométrico (McCLEMENTS, 

1995; O'BRIEN JÚNIOR, 2007). 
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ABSTRACT 

The present manuscript evaluated the antimicrobial effect of essential oil blends and their 

nanoemulsions against Listeria innocua, in vitro and in mortadella throughout storage (0, 7, 14 

and 21 days at 8°C). Two combinations of essential oils (EO) were selected and five treatments 

were prepared: Control (without addition of essential oils); Treatment 1 containing the EO of 

oregano (0.075325%), white thyme (0.07925%), chinese pepper (0.058675%) and clove leaf 

(0.07925%); Treatment 2 containing EO of oregano (0.0875%), white thyme (0.05%), chinese 

pepper (0.0875%) and clove leaf (0.15%); from treatments 1 and 2, two nanoemulsions were 

developed and constituted treatments 3 and 4, respectively. The nanoemulsions were 

characterized considering size, polydispersity index and zeta potential. Furthermore, mortadella 

were characterized by pH, lipid oxidation and color at 0 and 21 days. Sensory evaluation of 

mortadella with EO and their nanoemulsions was performed using a descriptive focus group 

method. Overall, for antimicrobial activity, treatments with EO and nanoemulsions were more 

efficient than the control treatment. There was no significant difference between treatments in 

relation to pH and lipid oxidation, but an increase in lipid oxidation was observed during storage 

time. The color variation between treatments was not noticeable. In the sensory analysis, the 

presence of EO was perceived by consumers. Although the use of natural preservatives 

incorporated in mortadella formulations is interesting and attractive, changes in sensory 

characteristics must be considered. The present study presented a promising strategy to improve 

the safety of meat products, but more studies should be carried out to optimize the 

concentrations of essential oils in order to reduce the impacts on sensory characteristics. 

 

Keywords: Meat product; Food pathogen; Natural additives; Antimicrobial activity; 

Nanocarrier; Sensory analysis. 
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1. Introduction 

 

The demand for ready-to-eat products has increased significantly and among this food 

group, sliced meat products such as ham and sausages like mortadella stand out. However, the 

post-processing handling of these products increases their exposure to contaminating 

microorganisms, both spoilage and pathogenic, among these L. monocyogenes, which has been 

highlighted as one of the main causes of foodborne diseases in the world (Mor-Mur and Yuste, 

2009; Huang and Hwang, 2012; Syne et al., 2013; Akbar and Anal, 2015; Adzitey et al., 2019; 

Adzitey et al., 2020).  

Listeria monocytogenes is a bacterium with a high adaptive capacity to stressful 

conditions, and therefore has drawn attention in the food industry, especially in the meat 

industry. L. monocytogenes is a Gram-positive, non-endospore-forming bacterium, motile due 

to the presence of flagella, and its development occurs at temperatures between 0 and 42ºC, that 

is it can multiply under refrigeration. This bacterium, unlike most other food pathogens, is 

resistant and can form biofilms on the surfaces of production lines, being persistent in the 

processing environment and in different environmental conditions (Forsythe, 2013; Mazaheri 

et al., 2021). This ability to form biofilms has been widely associated with post-processing 

contamination of meat products, making their elimination more complicated. 

The Listeria genus includes 17 species, 6 of which are genetically related and classified 

in the stricto sensu group (ability to colonize mammalian hosts); they are: L. monocytogenes, 

L. ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri, L. innocua and L. marthii (Bhunia, 2018). Of these six 

species, L. monocytogenes is characterized as the main pathogenic species to humans, being 

represented by 13 serovars, some of which are shared with Listeria innocua, which is often 

considered a non-pathogenic variant of L. monocytogenes (Orsi and Wiedmann, 2016; Silva et 

al., 2019). 

To develop gastroenteritis caused by L. monocytogenes it is necessary to ingest viable 

cells (from 100 to 106 CFU/g). Considering this, several European Union countries and Brazil 

tolerate the presence of this bacterium in ready-to-eat foods (limit of 100 CFU/g), since these 

foods are not targeted to specific consumer groups such as babies and immunocompromised 

people; and that the food does not offer viable conditions for its growth during storage. 

(D’Arrigo et al., 2020; Brasil, 2022).  

In view of this scenario and the tendency of consumers to prefer healthy foods, the food 

industry has invested in the development of reformulated meat products and in the total or 



53 

partial replacement of commonly used additives such as nitrite salts, by natural substances that 

have antimicrobial and antioxidante potential. In this context, essential oils have emerged. 

Essential oils (EO) are natural plant-derived substances containing different bioactive 

components, which generally have antimicrobial, antioxidant and aromatic properties, and can 

be used as a potential preservative and natural antioxidant in foods (Stefanakis et al., 2013; 

Khorshidian et al., 2017; Pateiro et al., 2018; Dutra et al., 2019). Furthermore, their biological 

activities can be increased when used in mixtures, since studies have demonstrated the 

synergistic effect when two or more oils are combined (Padalia et al., 2015; Clemente et al., 

2016; Sharma et al., 2018; Stojanovic-Radic et al., 2018; Vasilijević et al., 2019). However, 

some properties of essential oils restrict their application in foods, such as low water solubility, 

high volatility and undesirable properties such as sensory changes when used in high 

concentrations (Rodríguez-Rojo et al., 2012; Do et al., 2015; Szymandera-Buszka et al., 2020). 

Thus, it is necessary to use specific methods for their protection, in order to prevent volatility 

and their oxidation and degradation due to environmental stressors (Llinares et al., 2021) and 

reduce the sensory impact on food. In this sense, nanoemulsions containing essential oils are an 

option, helping to maintain biological and physical properties (Surassmo et al., 2010), 

improving stability and increasing the bioavailability of these lipophilic bioactive compounds, 

in addition to having improved properties compared to simple emulsions (Donsì and Ferrari, 

2016; Erramreddy and Ghosh, 2016). 

Given the context, the objective of the present study was to prepare mortadella with 

reduced concentration of nitrite, and incorporated with coarse emulsions and nanoemulsions 

containing blends of essential oils, to evaluate the antimicrobial activity against Listeria 

innocua and the physicochemical and sensorial characteristics, after being sliced and stored 

under refrigeration. 

 

2. Material and methods 

 

2.1. Essential oils  

 

The essential oils of oregano (Origanum vulgare), white thyme (Thymus vulgaris), 

chinese pepper (Litsea cubeba), peppermint (Mentha piperita), clove leaf (Eugenia 

caryophyllus), cinnamon (Cinnamomum zeylanicum), ho wood (Cinnamomum camphora var. 

Linalooliferum), nutmeg (Myristica fragans), black pepper (Piper nigrum), tea tree (Melaleuca 

alternifolia), star anise (Illicium verum), basil (Ocimum basilicum), cardamom (Elettaria 
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cardamomum), Tahiti lemon (Citrus latifolia), rosemary (Rosmarinus officinalis) and mandarin 

(Citrus nobilis) (100% pure) were purchased from Ferquima Indústria e Comércio LTDA 

(Vargem Grande, São Paulo, Brazil) and Flora Fiora Aromaterapia e Cosmética Natural LTDA 

(Sorocaba, São Paulo, Brazil). 

The constituents of EOs selected to be applied in mortadella were chemically 

characterized, being oregano, white thyme, chinese pepper and clove leaf. 

The characterization was performed by GC/MS (Shimadzu, GCMS-QP2010 Plus) using 

a chromatographic column of type SBLTM-5MS of 0.25 μm thick, 30 m long, and 0.25 mm 

internal diameter (bound phase; 5% diphenyl, 95% dimethyl polysiloxane). Helium was used 

as the carrier gas at a flow rate of 1.18 mL/min. A temperature ramp from 60°C to 240°C was 

used at a rate of 3°C/min, then from 300°C to 10°C/min and kept constant for 7 min. The other 

parameters used were: injection temperature of 220°C; SPLIT injection mode 1:100; ion source 

temperature: 200°C; interface temperature: 240°C; solvent cutting: 2.4 min and m/z range 

analyzed: 45–500 Da. Then, 0.1 μL of each EO diluted in hexane was injected at a partition rate 

of 1:100 v:v. Gas chromatograph with FID (Shimadzu, FID 2010) were used for quantification. 

The experimental parameters were the same as those applied in the identification. The mass 

spectra obtained were compared to the Wiley 8.0 equipment library and the retention indexes 

of the compounds calculated after previous analysis of a homologous series of alkanes, 

comparing the data obtained with those obtained in the literature (Adams, 2007). 

 

2.2. Microorganisms, standardization and maintenance of the inoculum 

 

The bacterial strain used in the development of this study was Listeria innocua ATCC 

33090, acquired at the Instituto Adolfo Lutz (IAL), São Paulo, SP, Brasil. The stock cultures 

were stored in freezing medium (glycerol - 15 mL; bacteriological peptone - 0.5 g; yeast extract 

- 0.3 g; NaCl - 0.5 g; distilled water 100 mL, pH 7.0). 

The culture was thawed at room temperature and reactivated by inoculating 100 µl 

aliquots into tubes containing 10 mL of Tryptone Soy Broth (TSB) plus 0.6% yeast extract and 

incubated at 37°C for 24 h. The cultures were standardized at 108 CFU/mL by growth curve.  

The growth of the microorganism was monitored by reading the absorbance (620 nm) 

and plating the culture on Tryptone Soy Agar (TSA) with 0.6% of yeast extract and incubation 

at 37°C for 24 h. 
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2.3. In vitro antimicrobial activity: essential oils and their blends 

 

The minimum bactericidal concentrations (MBC) of essential oils were performed using 

the microdilution broth technique in 96-well polystyrene plates (CLSI, 2019).  

For this purpose, solutions of 150 µL of TSB plus 0.6% yeast extract and 0.5% Tween 

80 (Dinâmica®, São Paulo, SP, Brasil) were added to each well of the microdilution plate. The 

essential oils were evaluated at the following concentrations: 0.015%; 0.03%; 0.0625%; 

0.125%; 0.25%; 0.50%; 1.00% e 2.00% (v/v). In the wells, 10 µL aliquots of the standardized 

bacterial cultures were inoculated. The analysis was performed in triplicate and three 

repetitions, with a negative control (TSB, yeast extract, Tween 80 and essential oil) for each 

concentration tested. The microplates were incubated at 37°/24 h. After this period, 10 µL 

aliquots of the culture from each well were inoculated in Petri dishes containing TSA plus 0.6% 

yeast extract using the microdroplet technique, which were incubated at 37°C/24 h. The lowest 

concentrations with no bacterial growth were established as MBC.  

After performing the MBC test, the EOs selected were oregano, white thyme, chinese 

pepper, and clove leaf, which had the lowest MBC. The study of antimicrobial synergy between 

oils was carried out based on the MBC of each oil. Two combinations of EOs, containing four 

oils each, were defined in order to reduce the sensory impact. Combination 1 was prepared 

based on 17% of the MBC and combination 2 was constituted based on 25% of the MBC of the 

EOs of oreganum, white thyme, chinese pepper and clove leaf. Variations in oil concentrations 

were generated using the Rotational Central Composite Design (RCCD) in the Chemoface 

version 1.5 program, using “Experimental design”. The variables +2 and − 2 were calculated 

according to the MBC (Table 1). 

To evaluate the action of the essential oil combinations in vitro, 500 μL aliquots of the 

standardized culture (108 CFU/g) were transferred to tubes containing 5 mL of TSB plus 0.6% 

(w/v) of yeast extract and 0. 5% (v/v) of Tween 80 and the combination of oils. After 

homogenization, the tubes were incubated at 37°C/24 h. Then, 100 μL were inoculated in Petri 

dishes containing TSA plus 0.6% yeast using surface plating method. The plates were incubated 

at 37°C/24 h. The experiment was carried out in triplicate and three repetitions.  
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Table 1  

Coded variables and actual values of essential oil concentrations (%) used in the tests of the 

two combinations. 

Coded levels  -2 -1 0 +1 +2 

Combination Essential oils (%)      

1 oregano 0.05035 0.058675 0.067 0.075325 0.08365 

 white thyme 0.05 0.07925 0.1085 0.13775 0.167 

 chinese pepper 0.05035 0.058675 0.067 0.075325 0.08365 

 clove leaf 0.05 0.07925 0.1085 0.13775 0.167 

2 oregano 0.05 0.06875 0.0875 0.10625 0.125 

 white thyme 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 

 chinese pepper 0.05 0.06875 0.0875 0.10625 0.125 

 clove leaf 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 

The percentages were calculated based on 17% of the minimum bactericidal concentration (MBC) of 

each essential oil for Combination 1 and 25% the minimum bactericidal concentration (MBC) of each 

essential oil for Combination 2. 

 

2.4. Synthesis and characterization of nanoemulsions 

 

After the tests defined by the RCCD were carried out, a trial of each combination of oils 

was selected for the elaboration of the emulsions and their respective nanoemulsions. Oil-in-

water (O/W) emulsions were prepared according with Joe et al. (2012) with modifications. 

Therefore, four treatments were used, two containing the emulsified oils and two with the 

nanoemulsified oils of each combination (Tabela 2). The coarse emulsions were formulated 

containing 0.5% of Tween 80, 0.29% and 0.38% of the essential oils blend, these being 

Treatments 1 and 2 respectively. The nanoemulsions were prepared with 2% EOs, 6% non-

ionic surfactant tween 80, and 92% distilled water at 250 mL.  

To prepare the nanoeulsions, the mixtures were homogenized for approximately 10 min 

in UltraTurrax (Ika Labortechnik) and transferred to an ultrasonic homogenizer (Digital 

Ultrasound Sonifier, Model 450, Brason Ultrasonic Corporation) at 70 amplitude, where they 

remained for 7 min. The energy density of the equipment was 784 J/mL, the frequency of the 

ultrasound emitted was 20 KHz and the probe size was 13 mm.The emulsion temperature 

(15°C) was controlled by an ice bath. The droplet diameter (indicated by z-average), diameter 

distribution (indicated by polydispersity index, PdI) and zeta potential were determined by 

dynamimc light scattering on a Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Inc., Worcestershire, 

U.K.). Ultrapure water was used as a dispersant to avoid multiple scattering as well as 

interdroplet dispersion and interaction effects. Measurements were carried out soon after 

emulsification. All measurements were done in triplicate and mean values were reported. 
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2.5. Mortadella Formulation and Processing 

 

The mortadella samples were produced according to the formulation described by Dutra 

et al. (2011), with modifications (Table 2). The EOs used and their proportions were selected 

from the study of antimicrobial synergy between the oils through the statistical planning RCCD. 

The essential oil combinations selected as preservatives for mortadella were: T1: oregano 

(0.075325%), white thyme (0.07925%), chinese pepper (0.058675%) and clove leaf 

(0.07925%); and T2: oregano (0.0875%), white thyme (0.05%), chinese pepper (0.0875%) and 

clove leaf (0.15%). Considering T1 and T2, two nanoemulsions T3 and T4, respectively, were 

developed. The ingredients were emulsified in a high speed cutter up, adding the EOs at the end 

of the process since they are volatile and could be lost with the increase in temperature 

throughout processing.  

 

Table 2  

Formulation of mortadellas and the different treatments used. 

Ingredients Amount (%) 

 Control Treatment 1 Treatment 2 Treatment 3 Treatment 4 

Beef 42.20 42.20 42.20 42.20 42.20 

Water 21.29 17.29 17.29 6.79 2.29 

Pork meat 15.80 15.80 15.80 15.80 15.80 

Pork lard 14.00 14.00 14.00 14.00 14.00 

Cassava starch 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00 

Salt (NaCl) 1.90 1.90 1.90 1.90 1.90 

Sodium 

tripolyphosphate 

(New Max) 

0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

Ascorbic acid 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 

Sodium nitrite 0.0075 0.0075 0.0075 0.0075 0.0075 

Emulsão - 4.0 4.0 - - 

Nanoemulsão - - - 14.5 19.0 

Essential oils (%)  Emulsões (%) Nanoemulsionsa (%) 

 Control Treatment 1a Treatment 2a Treatment 3b Treatment 4b 

Oregano 0 0.075325 0.0875 0.075325 0.0875 

White thyme 0 0.07925 0.05 0.07925 0.05 

Chinese pepper 0 0.058675 0.0875 0.058675 0.0875 

Clove leaf 0 0.07925 0.15 0.07925 0.15 

Final 

concentration of 

essential oils 

0 0.29 0.38 0.29 0.38 

a In treatments 1 and 2, 4% of emulsion was added to replace the amount of water. 
b Nanoemulsions were prepared using 2% of the combination of essential oils. To be used in the 

formulation in the same proportions as in treatments 1 and 2, 14.5% of the nanoemulsion was added to 

treatment 3, and 19.0% of nanoemulsion added in treatment 4. Then, there was a reduction in the amount 

of water. 
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The obtained masses were weighed in 25 g portions and vacuum packed in 16 micron 

thick Nylon Poly bags (Registron Automação Comercial Eireli, São Paulo, SP, Brasil). The 

masses were cooked by immersion in a water bath according to the methodology described by 

Silva et al. (2021), with changes in the initial temperature of the bath. 

The cooking was carried out following the program: initial temperature of the bath at 

50°C, being adjusted to 80°C as soon as the doughs were added, maintaining this until an 

internal temperature of 72°C was obtained, measured using an insertion thermocouple. After 

cooking, the products were immersed in an ice bath for 15 minutes and stored at 4°C/24 h. 

To perform the microbiological analysis, each 25g mortadella sample was ground, 

inoculated with 109 CFU/g of Listeria innocua, homogenized, vacuum packed and stored at 

8°C. The samples were analyzed at 0, 7, 14 and 21 days. 

For the physicochemical analyses, the samples were stored at a temperature of 8°C and 

analyzed at 0 and 21 days. The production of mortadella and the physical-chemical and 

microbiological analyzes were performed three times, each in triplicate. 

 

2.6. Quantification of Listeria innocua in mortadella 

 

Listeria innocua was quantified according to the FDA (Food and Drug Administration), 

described by Hitchins (2003), with modifications in the enrichment step and storage 

temperature. The packages containing 25 g of mortadella were added to 225 mL of 0.1% 

peptone water (m/v) and the mixtures were homogenized in Stomacher Metroterm® (490 

strokes/min) for 5 min. Then, 100 μL aliquots of the appropriate dilutions were spread on Palcan 

agar enriched with selective supplement (Merck S/A), plates were incubated at 37⁰C/48 h. The 

analyzes were performed in in triplicate. 

 

2.7. Technological analysis 

 

The pH values of the mortadellas were measured by insertion of a combined electrode, 

coupled to a potentiometer (Hanna Instruments, Woonsocket, RI, EUA). Analysis of the 

Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS) was undertaken according to the 

methodology described by Pikul et al. (1989), with alterations. Samples of about 5g were 

homogenized in 15 ml of perchloric acid (3.86%) and 1 ml of the antioxidant 

hydroxybutyltoluene (BHT - 0.15% w/v). The mixture was homogenized (Turratec TE 102; 

TECNAL, Piracicaba, SP, Brazil) for 1 min, followed by the filtration process. Then, a 5 mL 
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aliquot was added with 5 mL of thiobarbituric acid (TBA-0.02 M), incubated at boiling for 30 

min. After incubation, the aliquots were cooled in an ice bath and the absorbance was read at 

532 nm (Genesys 10 UV; Thermo Scientific Varian, São Paulo, Brazil) considering the blank 

(TBA - 0.02 M and perchloric acid 3.86 % in a 1:1 ratio). The concentration of malonaldehyde 

(MAD) was determined from an analytical curve with 1,1,3,3-tetraethoxypropane (TEP) and 

the results expressed in milligrams of malonaldehyde per kilogram of sample (mg MDA/kg). 

Color measurements were taken with the CM-700d spectrophotometric colorimeter 

(Konica Minolta Inc, Tokyo, Japan) established at a 10º angle for the observer and illuminated 

D65, excluding specular light, to calculate color indices in the CIELAB system following the 

recommendations of Ramos et al. (2009) for cured meat products.  

The parameters chroma (C*) and hue angle (h) were obtained from an average of five 

readings taken at different points of the internal surface of the mortadella slices. The total color 

difference (ΔE*) was calculated according to Ramos & Gomide (2017) (Equation 1). The ΔE* 

was calculated in relation to the control on day one of storage. All measurements were 

performed in triplicate and mean values were reported. 

 

ΔE*= ((ΔL*)2 + (Δa*)2 + (Δb*)2)1/2                                                   (Equation 1) 

 

2.8. Sensory analyses 

 

Ethical approval for sensory analyses was obtained from the Ethics Committee on 

Research with Human Beings of the Federal University of Lavras (CAAE: 

94921318.8.0000.5148) and the volunteers signed the Informed Consent Form. 

A focus group was organized with 15 untrained tasters and consumers of mortadella, 

randomly recruited, who evaluated five coded samples (one of each treatment), in balanced 

order and monadically (Varela and Ares, 2012). Slices of mortadella that were 1.0 cm thick and 

weighed 25 g in circular format were identified and stored at 4°C until the moment of 

evaluation. Sensory analysis was performed right after the production of mortadella (time 0). 

The purpose of the focus group, the role of the moderator and the aim of the study were 

presented to the participants.The focus group was conducted according to a script of questions 

previously prepared. Initially, tasters were asked to characterize the mortadella samples 

considering the attributes of appearance, aroma, texture, flavor and overall impression. 

Purchase intention was also considered. Tasters were encouraged to express their opinions 
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through a discussion conducted with the objective of identifying and raising the most relevant 

characteristics of the product for the evaluated attributes (Minim, 2013).  

 

2.9. Statistical analysis 

 

The RCCD planning scheme was used to analyze the combinations of EOs using 

Statistica® 8.0 software (Stasoft, 2008).  

The experiment was carried out in three replications using a completely randomized 

design, in a factorial scheme 5 (treatments) x 4 (storage times) x 1 (temperature) for 

microbiological analysis and 5 (treatments) x 2 (storage times) x 1 (temperature) for 

technological analysis.  

Data analysis was performed with SISVAR software 5.6. Data from physical-chemical 

analyzes were submitted to analysis of variance (ANOVA), considering a level of 5% 

significance. When necessary, the means of the treatments were separated by Tukey’s test (P < 

0.05%). The results of the microbiological analyzes were submitted to regression analysis. 

For sensory analysis data, a qualitative method was used. The answers to the questions 

were evaluated at once, aiming to compare the answers of the different participants in relation 

to each question.The frequency of citation of each characteristic was observed for each 

attribute, generating a contingency table, where it was possible to verify the similarities between 

the treatments, as well as the unique characteristics of each treatment. Correspondence analysis 

was calculated on the contingency table in order to determine the spatial configuration, that is, 

a two-dimensional representation of treatments and attributes, allowing to determine the 

similarities and differences between treatments. These analyzes were performed using the 

XLSTAT software (Addinsoft). 

 

3. Results and discussion 

 

3.1. In vitro antimicrobial activity of essential oils  

 

The minimum bactericidal concentration (MBC) of the essential oils tested are described 

in Table 3. Cinnamon essential oil was the most efficient against L. innocua with MBC 0.25%, 

followed by oregano and chinese pepper oils (MBC 0.50%); white thyme, cloves and ho wood 

(MBC 1.00%) and peppermint (MBC 2.00%). The other essential oils tested showed no 

antimicrobial action against the microorganism studied. 
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Table 3 

Minimum Bactericidal Concentration (MBC) of essential oils against Listeria innocua. 
Essencial Oils 

MBC (%) Scientific Name Common name 

Origanum vulgare Oregano 0.50 

Thymus vulgaris White thyme 1.00 

Litsea cubeba Chinese pepper 0.50 

Mentha piperita Peppermint 2.00 

Eugenia caryophyllus Clove leaf 1.00 

Cinnamomum zeylanicum Cinnamon 0.25 

Cinnamomum camphora var. 

Linalooliferum* 

Ho Wood 1.00 

Myristica fragans* Nutmeg - 

Piper nigrum* Black pepper - 

Melaleuca alternifólia* Tea tree - 

Illicium verum* Star anise - 

Ocimum basilicum* Basil - 

Elettaria cardamomum* Cardamom - 

Citrus latifólia* Tahiti lemon - 

Rosmarinus officinalis* Rosemary - 

Citrus nobilis* Mandarin - 

* Essential oils that did not show MBC at the concentrations tested. 

 

The antimicrobial activity of essential oils depends on their chemical composition as 

well as their structure, functional group, lipophilicity or water solubility (Dorman and Deans, 

2000). The different chemical components present in a single essential oil provide different 

biochemical properties and ensure the effectiveness of the essential oil (Gutierrez et al., 2008). 

Friedman et al. (2002) evaluated the antimicrobial efficiency of 96 essential oils against four 

bacterial genera, including Listeria spp. The essential oils of clove, oregano, cinnamon, Jamaica 

pepper and thyme were the ones that showed the highest activity against L. monocytogenes, a 

result similar to that verified in the present study. 

Cinnamon oil has several antibacterial properties. It has potent activity against 

Pseudomonas aeruginosa and E. coli O157:H7 biofilms (Kalia et al., 2015; Kim et al., 2015), 

mainly due to the presence of cinnamaldehyde (Utchariyakiat et al., 2016). The major 

compound present in clove oil, eugenol, also has potent antimicrobial properties (Devi et al., 

2010; Zhang et al., 2017). Cinnamon and clove essential oils are effective against bacteria that 

cause gastrointestinal tract infections such as Escherichia coli, Salmonella and Shigella, present 

in fruit juices (Franklyne et al., 2019). Thyme and oregano essential oils and their main 

constituents, thymol and carvacrol, are effective against many microbial groups (Du et al., 

2015; García-Salinas et al., 2018; Čabarkapa et al., 2019). The antibacterial activity of chinese 

pepper essential oil against food-borne pathogens has been reported against methicillin-
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resistant Staphylococcus aureus (Hu et al., 2019), Vibrio parahaemolyticus, and Listeria 

monocytogenes (Liu and Yang, 2012). The major components of chinese pepper essential oil 

are citral, D-limonene and linalool (Yang et al., 2016) and the antibacterial activity is mainly 

due to the action of citral (Liu and Yang, 2012; Hu et al., 2019).  

Ho wood essential oil has linalool (26.6%) as its major compound, usually followed by 

eucalyptol (16.8%) (Yu et al., 2019; Chen et al., 2020). It has a broad spectrum of 

biophysiological functions (Singh and Jawaid, 2012) including antibacterial (Yeh et al., 2009) 

and antifungal functions (Pragadheesh et al., 2013). Chen et al. (2020) found that the oil has 

antimicrobial activity against Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, 

Salmonella. In China, it is traditionally used in the treatment of bacterial infections (Singh et 

al., 2008; Marasini et al., 2015). 

Essential oils from Mentha species (Lamiaceae family) are widely recognized for their 

aromatic and medicinal properties. Peppermint essential oil has long been used as a flavoring 

in beverages, providing a refreshing aroma and flavor. Some studies have demonstrated 

inhibitory effects of essential oil against spoilage and pathogenic microorganisms (Freire et al., 

2011; Goldjil et al., 2015; de Oliveira et al., 2017; de Sousa Guedes et al., 2017). 

The sensory quality of food is one of the main factors in the acceptance of a product in 

the market. Essential oils and spice extracts can be used in the elaboration of meat products 

with high convenience for the consumer, however, the high intensity of the essential oil and 

spicy flavors can be a limitation (Szymandera-Buszka et al., 2020). 

Among the oils that showed in vitro antimicrobial activity against L. innocua, the 

essential oils of oregano, white thyme, chili pepper and clove were selected for further analysis, 

aiming to reduce the sensory impact when incorporated in the mortadella formulation. 

 

3.2 In vitro antimicrobial activity of essential oil blends 

 

The effect of essential oil blends against L. innocua is shown in Table 4. 

Among the 27 essays evaluated, the following essays were selected: 9 (combination 1: 

0.075325% oregano oil, 0.07925% white thyme oil, 0.058675% chinese pepper oil and 

0.07925% clove leaf oil; and 19 (combination 2: 0.0875% oregano oil, 0.05% white thyme oil, 

0.0875% chinese pepper oil and 0.15% clove leaf oil) to continue the study steps. 

Some studies show the antimicrobial activity of the essential oils used in this research, 

including against Listeria monocytogenes and Listeria innocua (Liu and Yang, 2012; Santos et 

al., 2018; Yousefi et al., 2020). However, it can be observed that there are differences between 
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the minimum inhibitory or bactericidal concentrations reported by different authors, even for 

the same strains. Among the various factors involved in these differences, the components 

present in the oils stand out, which may vary in presence and concentration. Due to this, the 

evaluation of the components present in the oils is of great importance. 

 

Table 4 

Antimicrobial activity in vitro of essential oils combinations on Listeria innocua. 

Essays 

Combination 1  Combination 2    

Oregano White 

thyme 

Chinese 

pepper 

Clove 

leaf 

Growtha Oregano White 

thyme 

Chinese 

pepper 

Clove 

leaf 

Growtha 

 % % % %  % % % %  

1 0.058675 0.07925 0.058675 0.07925 
- 

0.06875 
 0.1 0.06875 0.1 - 

2 0.058675 0.07925 0.058675 0.13775 
- 

0.06875 0.1 0.06875 0.2 
- 

3 0.058675 0.07925 0.075325 0.07925 
+ 

0.06875 0.1 0.10625 0.1 
- 

4 0.058675 0.07925 0.075325 0.13775 - 0.06875 0.1 0.10625 0.2 - 

5 0.058675 0.13775 0.058675 0.07925 - 0.06875 0.2 0.06875 0.1 - 

6 0.058675 0.13775 0.058675 0.13775 + 0.06875 0.2 0.06875 0.2 - 

7 0.058675 0.13775 0.075325 0.07925 
+ 

0.06875 0.2 0.10625 0.1 
- 

8 0.058675 0.13775 0.075325 0.13775 
- 

0.06875 0.2 0.10625 0.2 
- 

9 0.075325 0.07925 0.058675 0.07925 
- 

0.10625 0.1 0.06875 0.1 
+ 

10 0.075325 0.07925 0.058675 0.13775 - 0.10625 0.1 0.06875 0.2 - 

11 0.075325 0.07925 0.075325 0.07925 + 0.10625 0.1 0.10625 0.1 - 

12 0.075325 0.07925 0.075325 0.13775 + 0.10625 0.1 0.10625 0.2 - 

13 0.075325 0.13775 0.058675 0.07925 
- 

0.10625 0.2 0.06875 0.1 
- 

14 0.075325 0.13775 0.058675 0.13775 
+ 

0.10625 0.2 0.06875 0.2 
- 

15 0.075325 0.13775 0.075325 0.07925 
- 

0.10625 0.2 0.10625 0.1 
- 

16 0.075325 0.13775 0.075325 0.13775 - 0.10625 0.2 0.10625 0.2 - 

17 0.05035 0.1085 0.067 0.1085 - 0.05 0.15 0.0875 0.15 + 

18 0.08365 0.1085 0.067 0.1085 - 0.125 0.15 0.0875 0.15 - 

19 0.067 0.05 0.067 0.1085 
- 

0.0875 0.05 0.0875 0.15 
- 

20 0.067 0.167 0.067 0.1085 
- 

0.0875 0.25 0.0875 0.15 
- 

21 0.067 0.1085 0.05035 0.1085 
- 

0.0875 0.15 0.05 0.15 
- 

22 0.067 0.1085 0.08365 0.1085 - 0.0875 0.15 0.125 0.15 - 

23 0.067 0.1085 0.067 0.05 - 0.0875 0.15 0.0875 0.05 - 

24 0.067 0.1085 0.067 0.167 + 0.0875 0.15 0.0875 0.25 - 

25 0.067 0.1085 0.067 0.1085 
+ 

0.0875 0.15 0.0875 0.15 
- 

26 0.067 0.1085 0.067 0.1085 
+ 

0.0875 0.15 0.0875 0.15 
- 

27 0.067 0.1085 0.067 0.1085 
+ 

0.0875 0.15 0.0875 0.15 
- 

a (+) Growth in plates; (−) no growth in plates. 

 

Many components were observed in the essential oils studied (Supplementary Material). 

The main components and their concentrations in the essential oil of oregano were carvacrol 

(69.53%), ρ-cymene (15.8%) and γ-terpinene (6.19%); in white thyme, thymol (47.82%), ρ-

cymene (29.41%), γ-terpinene (6.81%) and carvacrol (4.27%). The major components of 
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chinese pepper oil were citral (46.48%), neral (34.66%) and limonene (14.19%); and in the 

clove leaf oil was eugenol (90.19%). 

Major components are normally associated with the antimicrobial activity of different 

essential oils, however, trace components may be involved, both in the synergistic effect and in 

their antagonism. 

In the combinations evaluated, the EOs present lower concentrations than in the 

individual MBCs, demonstrating synergism and excellent in vitro bactericidal action. In 

combination 1, growth inhibition was observed in 63% of the essays performed, and in 

combination 2 in 92.6%.  

Many EOs show synergistic antimicrobial activity when used in combination 

(Bevilacqua et al., 2010; Calo et al., 2015; Falleh et al., 2019; Fadavi et al., 2020; Hosseini et 

al., 2021; Pinelli et al., 2021). In a study conducted with carvacrol, thymol and eugenol, it was 

observed that the MBC of the compounds used separately against Listeria innocua was 

respectively 0.015%, 0.025% and 0.045% (w/w) (García-García et al., 2011). Combinations of 

0.00625% thymol and 0.0075% carvacrol, or 0.005625% thymol and 0.0125% eugenol 

completely inhibited the growth of L. innocua, as did a combination of carvacrol, thymol and 

eugenol from 0.0075%, 0.003125% and 0.005625%, demonstrating that EO combinations can 

reduce the amount needed for antimicrobial action, which can consequently reduce the cost and 

potential impacts on the sensory quality of foods in which they can be applied. 

Another study evaluated the antimicrobial effects of soy sauce containing essential oils 

against Escherichia coli O157:H7, Salmonella typhimurium and Listeria monocytogenes at 

22°C and 4°C, it was observed that the antibacterial activity of soy sauce was increased by the 

addition of a small amount of carvacrol and thymol through synergism. The concentrations used 

in the combinations were lower than the minimum inhibitory concentrations (MIC) of each oil. 

Although L. monocytogenes was also eliminated, it was slightly more tolerant at 4°C than other 

bacteria, which is attributed to the ability of the cell membrane to adapt to low temperatures 

(Moon and Rhee, 2016).  

 

3.3. Characterization of the nanoemulsions 

 

The nanoemulsions were characterized according to droplet diameter (Z-averange), PDI 

and zeta potential. The results are shown in Table 5. 

 

  



65 

Table 5 

Characterization of essential oil nanoemulsions. 

Treatments* Z-Average (d.nm) PDI Zeta Potential (mV) 

T3 195.17 0.55 -8.56 

T4 180.77 0.50 -11.23 

* T3: nanoemulsion containing 0.075325% oregano essential oil, 0.07925% white thyme, 0.058675% 

chinese pepper and 0.07925% clove leaf; T4: nanoemulsion containing 0.0875% oregano essential oil, 

0.05% white thyme, 0.0875% chinese pepper and 0.15% clove leaf. 

 

The PDI values found were below 0.6, demonstrating a homogeneous system, probably 

consisting of drops of similar sizes. Particle size and polydispersity index (PDI) are important 

indicators of physical stability, uniformity and dispersibility of nanoemulsions. Overall, a 

reduction in droplet size leads to improved stability for aggregation and, subsequently, 

gravitational separation, flocculation and coalescence. PDI, ranging from 0 to 1, indicates 

homogeneity in droplet size distribution, while higher PDI leads to greater particle size 

variability and reduced stability (Ameur et al., 2021). 

The zeta potential values of the nanoemulsions were negative and varied between -8.56 

and -11.23 mV due to the negative surface charge of the essential oil droplets, these values are 

similar to previous studies with essential oils (Salvia-Trujillo et al., 2015; Ceylan et al., 2020).  

Nanoemulsions with zeta potential values below -30 mV are normally considered stable, 

due to the predominance of repulsive forces between the droplets (Heurtault et al., 2003). The 

zeta potential values demonstrated a common behavior of the system. It is expected that the 

higher the zeta potential in modulus, the smaller the particle size, tending to be a 

thermodynamically stable system. However, depending on the wall material used, as well as 

the surfactant and the degree of dissociation and number of ionizable compounds in the oils 

used, suspensions can be stable with zeta potential values of around -20 mV or less (Mishra et 

al., 2009; Bonila et al., 2012). The surfactant used (Tween 80) is non-ionic, it does not interfere 

with the potential presented by the particles.  

 

3.4. Antimicrobial action of essential oil blends in emulsions and nanoemulsions on Listeria 

innocua inoculated in mortadella 

 

The antimicrobial action of essential oil blends in emulsions and nanoemulsions in 

mortadella stored at 8ºC were evaluated for 21 days. The behavior of Listeria innocua to 

different treatments is shown in Fig. 1. The observed values and the estimated values were 
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adjusted using quadratic regression (Y = ax2+bx+c), whose regression coefficients along the 

storage are shown in Table 6. 

 

 

Fig. 1. Growth curve of Listeria innocua subjected to different treatments during 21 days of 

storage at 8°C. 

 

Control: mortadella without essential oils; T1: mortadella with emulsion of essential oils: oregano 

(0.075325%), white thyme (0.07925%), chili pepper (0.058675%) and clove leaf (0.07925%); T2: 

mortadella with emulsion of essential oils: oregano (0.0875%), white thyme (0.05%), chili pepper 

(0.0875%) and clove leaf (0.15%). T3: mortadella with nanoemulsion obtained from the T1 

combination; T4: mortadella with nanoemulsion obtained from the T2 combination. 

 

Table 6 

Regression coefficients for the growth of Listeria innocua during storage of mortadella 

formulations. 

Treatments a b c R2 

Control -0.0012 0.0552 6.9780 0.9725 

T1 0.0004 -0.0051 6.9258 0.7723 

T2 0.0021 -0.0360 6.8030 0.9955 

T3 0.0025 -0.0171 7.0437 0.9993 

T4 -0.0038 0.0538 6.9668 0.9462 

 

In general, it is possible to observe that treatments with essential oils and nanoemulsions 

applied to the food product showed a reduction when compared to the control treatment. It was 

found that the combinations of essential oils used as preservatives in mortadella showed 

excellent antimicrobial action when used in vitro, but reduced the activity when applied to 
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mortadella, similar results were observed by Aleixo et al. (2022), Dias et al. (2022), Mendes et 

al. (2018), Martins et al. (2021), and Pinelli et al. (2021).  

Different studies with meat matrices report the antimicrobial action of essential oils and 

nanoemulsions (Balta et al., 2017; Noori et al., 2018; Durmuş et al., 2019; Keykhosravy et al., 

2020; Xiong et al., 2020). It is expected that treatments with simple emulsions and 

nanoemulsions show lower growth due to the antimicrobial action of essential oils, especially 

nanoemulsified lipophilic antimicrobials. Oil-in-water nanoemulsions are considered useful 

tools with great potential for the incorporation of food ingredients. The size reduction of active 

compounds incorporated in a solution increases the surface area and consequently the solubility 

and stability in foods. Furthermore, the ability of active lipids to penetrate biological 

membranes is also enhanced, increasing their biological functionality (Odriozola-Serrano et al., 

2014). 

In the present study, L. innocua was cultivated in a medium rich in nutrients, however, 

mortadella contains sodium nitrite and essential oils in its formulation. Furthermore, the 

samples were stored at 8°C, different from the optimum temperature for growth of this 

microorganism. The combination of these factors probably limited the growth of the 

microorganism in the mortadella during the storage time. 

After 14 days of storage, L. innocua submitted to T3 showed greater growth than in the 

control treatment. This result was not expected considering that essential oil nanoemulsions 

should be more efficient as observed for T4, however, the same was observed in other studies 

(Buranasuksombat et al., 2011; Ziani et al., 2011; Salvia-Trujillo et al., 2014; Salvia-Trujillo et 

al., 2015). This fact can be attributed to the concentration of essential oils. The concentration 

of essential oils used in T3 was lower than in T4, which may not have been sufficient to show 

antimicrobial action. 

The results showed that essential oils affected the growth curve of the microorganism. 

In a typical growth curve, bacteria go through an adaptation phase (lag) and a logarithmic 

growth phase (log) followed by a death phase. In the control treatment, it was observed that L. 

innocua had its logarithmic phase in the first 14 days. For treatments containing essential oils, 

the lag phase was longer than in the control; and at T4 the microorganism did not reach the log 

phase, entering the death phase. Thus, T4 showed a greater antimicrobial effect when compared 

to the other treatments. 

In treatments containing essential oil emulsions (T1 and T2), it was observed that L. 

innocua remained in the in the lag phase, unable to adapt to the medium and move to the log 

phase. Therefore, the presence of emulsions and nanoemulsions of essential oils in mortadella 
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showed an interesting effect on the physiology of the microorganism, which was unable to 

express its population through the typical growth curve. 

 

3.5. Technological analysis 

 

Regarding the analysis of pH and TBARS index, there was no significant difference 

between treatments or interaction between treatment and time. There was a significant 

difference for time (p<0.05) with means (± standard deviation) of initial pH values ranging 

from 6.02± 0.027 to 5.85 ± 0.215 after 21 days; and TBARS index increasing from 0.24 ± 0.102 

to 0.35 ± 0.117 after 21 days of mortadella storage at 8°C. 

The pH is an essential variable in the study of the quality of meat products. When the 

pH is high, it may indicate that there has been protein deamination and accumulation of 

metabolites by the action of bacteria (Bhat et al., 2013). The pH values of all treatments were 

close to neutrality, a result similar to that found in mortadella by Meireles et al. (2020). There 

was a significant decrease in the pH value of the samples at the end of the storage time, which 

may occur due to the action of lactic acid bacteria normally present in meat products, or may 

be related to chemical reactions that occur in the food during storage (Hwang et al., 2017).  

Regarding the TBARS index, the emulsions and nanoemulsions of essential oils showed 

no antioxidant effect, but the mortadella samples practically did not undergo lipid oxidation, as 

the variation was small during the storage time. Although several studies show that essential 

oils have antioxidant properties (Lorenzo et al., 2014; Ortega-Ramirez et al., 2016; Alirezalu et 

al., 2020), this was not observed in this study. 

According to Das et al. (2020), the reduction in droplet size can affect the chemical 

stability of the nanoemulsion and lead to increased lipid oxidation. Deus et al. (2017) reported 

that particle size had no significant effect on lipid oxidation in turkey stored in modified 

atmosphere packaging, and the same was reported by Xiong et al. (2020) who studied the effect 

of oregano essential oil nanoemulsions on pork loin shelf life.  

The results for objective color are shown in Table 7. 
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Table 7 

Mean values (± standard deviation) of lightness (L*), chroma (C*) and hue angle (h*) obtained 

for treatments and mortadella storage times at 8°C. 

Treatments Lightness (L*) Chroma (C*) Hue angle (h*) ΔE* 

Control 63.11 ± 2.59 ab 17.40 ± 1.49 a 49.86 ± 3.77 a 0 a 

T1 61.58 ± 2.01 a 17.89 ± 2.15 a 48.33 ± 1.89 b 1.53 ± 0.53 b 

T2 61.36 ± 1.42 a 18.22 ± 1.70 a 49.82 ± 2.58 a 1.79 ± 0.89 b 

T3 65.89 ±2.90 b 16.66 ± 1.14 a 44.91 ± 4.42 c 3.15 ± 0.94 c 

T4 66.35 ± 2.50 b 16.46 ± 1.09 a 45.66 ± 4.45 b 3.37 ± 1.25 c 

Time (days)     

0 63.05 ± 3.22 a 17.89 ± 1.89 a 46.25 ± 3.69 a 1.72 ± 1.61 a 

21 64.09 ± 2.71 a 16.77 ± 0.98 b 49.90 ± 3.19 b 1.44 ± 1.29 a 

Means followed by different letters in the lines indicate a significant difference by Tukey's test (P < 

0.05). 

Control: mortadella without essential oils; T1: mortadella with emulsion of essential oils: oregano 

(0.075325%), white thyme (0.07925%), chili pepper (0.058675%) and clove leaf (0.07925%); T2: 

mortadella with emulsion of essential oils: oregano (0.0875%), white thyme (0.05%), chinese pepper 

(0.0875%) and clove leaf (0.15%); T3: mortadella with nanoemulsion obtained from the T1 

combination; T4: mortadella with nanoemulsion obtained from the T2 combination. 

 

The L* parameter was significant (P<0.05) only for the treatments. High values indicate 

lighter colors and low values indicate darkening of the sample (Rogers et al., 2014). It was 

observed that the lightness was higher in mortadella containing nanoemulsions than treatments 

containing essential oil emulsions.  

Regarding the Chroma parameter (C*), high values suggest a more intense color (Ramos 

and Gomide, 2017). There was a significant difference (p<0.05) for the interaction between 

time and treatment, as well as for time, with a decrease in the mean value at the end of the 

storage time; this may also be associated with increased lipid oxidation at 21 days. Hue angle 

(h*) values close to 0 denote red tones and close to 90 indicate yellow tones (Ramos and 

Gomide, 2017). For this parameter, there was a significant difference (p<0.05) between 

treatments and between times, with an increase in the average value at the end of the storage 

time, suggesting a less red tone. 

According to Obón et al. (2009), global color difference values (∆E*) between 0.5 and 

1.5 are considered very low and not perceptible by the human eye. However, values above 1.5 

indicate detectable differences, and values above 5, evidently perceptible. Higher values ∆E* 

were observed in treatments with nanoemulsions (T3 and T4) than in treatments with simple 

emulsions (T1 and T2), results similar to those found by Pinelli et al. (2021). Despite this 

variation in the average values of the treatments, all presented values below 5.0, suggesting that 

overal there was no perceptible color variation between treatments, which was later confirmed 

by sensory analysis.  
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3.6. Sensory analysis 

 

The correspondence analysis obtained with the characteristics used by consumers to 

describe the treatments is shown in Fig. 2. The first and second dimensions of the 

correspondence analysis graph represented 78.54% of the variability of the experimental data, 

with 57.78% and 20.76%, respectively. 

It is observed in Fig. 2 and Table 8, that the characteristic pink color was a common 

description among all treatments, highlighted in T1. Treatments T2 and T3 were the most 

similar in relation to the described characteristics, being located closer to each other in the 

correspondence analysis graph. The most cited characteristics were: Control - characteristic 

pink color, characteristic mortadella aroma, pleasant taste; T1 - characteristic pink color, aroma 

of herbs/essences/spices and soft texture; T2 - characteristic pink color, mild aroma, aroma of 

herb/essence/spice and firm texture; T3 - characteristic pink color, mild aroma, aroma of 

herbs/essences/spices, intense taste and bitter residual taste; T4 - characteristic pink color, mild 

aroma, intense taste and bitter residual taste.  
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Fig. 2. Correspondence analysis for the main attributes described by the testers of the focus 

group according to treatments.  

 

C: mortadella without essential oils; T1: mortadella with emulsion of essential oils: oregano 

(0.075325%), white thyme (0.07925%), chili pepper (0.058675%) and clove leaf (0.07925%); T2: 

mortadella with emulsion of essential oils: oregano (0.0875%), white thyme (0.05%), chili pepper 

(0.0875%) and clove leaf (0.15%). T3: mortadella with nanoemulsion obtained from the T1 

combination; T4: mortadella with nanoemulsion obtained from the T2 combination. 

Described characteristics: Characteristic pink color (Cpc);  Light pink color (Lpc); Pale color (Pc); 

Lightly yellow color (Lyc); Pleasant aroma (Pa); Intense aroma (Ia); Mild aroma (Ma); Characteristic 

aroma (Ca); Citrus/lemon aroma (Cia); Aroma of herbs/essences/condiments (Ah); Firm texture (Ft); 

Fibrous texture (Fibt); Soft texture (St); Characteristic texture (Ct); Pleasant taste (Pt); Unpleasant taste 

(Ut); Intense taste (It); Astringent taste (Adt); Citrus/lemon taste (Cit); Lightly seasoned meat taste 

(Lsmt); Residual taste of herbs/essences/spices (Sth); Bitter residual taste (Brt); Mint taste (Mt); Spicy 

taste (Sp); Taste slightly salty (Tss); Tea/ herbs taste (Tt).  

Note: in printed version of paper, please do not use color printing. 

 

Table 8 

Main characteristics described by the tasters participating in the focus group (%) for the 

treatments regarding the appearance, aroma, texture and flavor of the developed meat products.  

Described characteristics Treatments 

C T1 T2 T3 T4 

(%) (%) (%) (%) (%) 

Characteristic pink color (Cpc) 46.67 86.67 60.00 40.00 80.00 

Light pink color (Lpc) 33.33 6.67 13.33 26.67 13.33 

Pale color (Pc) 20.00 0.00 6.67 26.67 0,00 

Lightly yellow color (Lyc) 0.00 6.67 6.67 0.00 0,00 

Pleasant aroma (Pa) 13.33 13.33 33.33 33.33 20.00 

Intense aroma (Ia) 13.33 26.67 6.67 26.67 13.33 

Mild aroma (Ma) 26.67 6.67 53.33 40.00 40.00 

Characteristic aroma (Ca) 46.67 6.67 0.00 0.00 26.67 

Citrus/lemon aroma (Cia) 0.00 40.00 33.33 20.00 20.00 

Aroma of herbs/essences/condiments (Ah) 6.67 66.67 60.00 60.00 20.00 

Firm texture (Ft) 33.33 6.67 40.00 40.00 33.33 

Fibrous texture (Fibt) 33.33 20.00 13.33 20.00 33.33 

Soft texture (St) 26.67 60.00 33.33 40.00 20.00 

Characteristic texture (Ct) 20.00 13.33 13.33 6.67 6.67 

Pleasant taste (Pt) 60.00 6.67 0.00 6.67 13.33 

Unpleasant taste (Ut) 6.67 6.67 13.33 0.00 6.67 

Intense taste (It) 20.00 33.33 33.33 40.00 53.33 

Astringent taste (Adt) 0.00 0.00 13.33 6.67 6.67 

Citrus/lemon taste (Cit) 6.67 33.33 0.00 6.67 6.67 

Lightly seasoned meat taste (Lsmt) 26.67 0.00 6.67 0.00 0.00 

Residual taste of herbs/essences/spices (Sth) 0.00 26.67 26.67 13.33 6.67 

Bitter residual taste (Brt) 0.00 26.67 33.33 46.67 40.00 

Mint taste (Mt) 0.00 6.67 6.67 0.00 6.67 

Spicy taste (Sp) 0.00 6.67 20.00 6.67 6.67 

Taste slightly salty (Tss) 13.33 6.67 13.33 13.33 0.00 

Tea/ herbs taste (Tt) 0.00 13.33 26.67 20.00 6.67 
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C: mortadella without essential oils; T1: mortadella with emulsion of essential oils: oregano 

(0.075325%), white thyme (0.07925%), chili pepper (0.058675%) and clove leaf (0.07925%); T2: 

mortadella with emulsion of essential oils: oregano (0.0875%), white thyme (0.05%), chili pepper 

(0.0875%) and clove leaf (0.15%). T3: mortadella with nanoemulsion obtained from the T1 

combination; T4: mortadella with nanoemulsion obtained from the T2 combination. 

 

In this way, all treatments presented some characteristics different from the control, and 

the addition of essential oils was sensorially perceived by the tasters. This explains the distance 

between treatments T1, T2, T3, T4 and the control in the correspondence analysis graph (Fig. 

2). 

In a study carried out by Pinelli et al. (2021) nanoemulsions of essential oils were added 

to mortadella. Features such as light color and light pink color and some considered atypical of 

mortadela such as firm texture, unpleasant aroma and taste were mentioned for all treatments. 

Many studies suggest that the incorporation of nanoemulsions in meat products can improve or 

may not adversely affect the sensory characteristics of the products, however this depends on 

the compatibility of the specific bioactive substances used for each product, therefore, it may 

be necessary to optimize the delivery system used for the food product being studied (Das et 

al., 2020).  

Regarding the consumption of meat products, the tasters reported regularly consuming 

several meat products, including mortadella, ham, sausages of different types. When asked 

about purchase intent, the panelists showed greater interest in purchasing the control sample, 

followed by treatments T1, T2, T4 and T3, respectively. Among the factors that most interfered 

with purchase intention were the different tastes in relation to traditional mortadella. Possibly, 

T1 had the second highest purchase intention due to the lower frequency of responses for " 

bitter residual taste ". However, other characteristics markedly perceived in T1, such as “aroma 

of herbs/essences/spices”, “citrus/lemon taste” and “intense taste” probably affected the 

purchase intention of this sample. Therefore, further studies should be carried out in order to 

optimize the appropriate oil concentrations to minimize the effects on the sensory 

characteristics of the product. 

 

4. Conclusion 

 

The combinations of essential oils tested in vitro showed interesting antimicrobial 

effects. There was synergism when essential oils were combined, allowing to use lower 

concentrations than MBCs. 
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The emulsions and nanoemulsions of essential oils applied to mortadella caused a 

change in the growth curve of L. innocua, suggesting that the essential oils made the medium 

unfavorable to the growth of the microorganism. 

In general, no changes were observed in the technological characteristics of mortadela 

in the analyzed treatments 

The presence of essential oils in the meat product was sensorially perceived by the 

tasters. Thus, there is a need to carry out more studies varying the concentrations of essential 

oils or other ingredientes to reduce sensory change.   
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Appendix A. Supplementary Material 

Chemical constituents identified in the essential oils of oregano (Origanum vulgare), 

white thyme (Thymus vulgaris), Chinese pepper (Litsea cubeba), and Clove leaf (Eugenia 

caryophyllus). 

Retention 

time 

Constituent RIcal Kovats Index Amount (%)  

Oregano essential oil 

6.211 α- Thujene 924 924 0.48 

6.452 α- Pinene 932 932 1.41 

6.944 3-Carene 949 - 0.11 

7.791 β - Pinene 978 974 0.15 

8.047 Myrcene 986 988 0.70 

9.063 α-Terpinene 1016 1014 0.58 

9.334 ρ- Cymene 1023 1020 15.8 

10.596 γ-Terpinene 1056 1054 6.19 

12.197 Linalool 1098 1095 1.48 

20.458 Thymol 1289 1289 3.06 

20.890 Carvacrol 1298 1298 69.53 

25.991 (E)-Caryophyllene 1418 1417 0.51 

White thyme essential oil 

6.210 α- Thujene 924 924 0.18 

6.452 α- Pinene 932 932 1.84 

6.944 Camphene 949 946 0.45 

8.045 Myrcene 986 988 0.95 

9.063 α- Terpinene 1016 1014 0.55 

9.348 ρ- Cymene 1023 1020 29.41 

9.658 1,8-cineol 1031 1026 0.32 

10.597 γ-Terpinen 1056 1054 6.81 

12.197 Linalol 1098 1095 3.90 

14.273 Camphor 1146 1141 0.59 

15.337 Borneol 1171 1165 0.95 

15.689  4-Terpineol 1179 1186 0.71 

20.525 Thymol 1290 1289 47.82 

20.824 Carvacrol 1297 1298 4.27 

25.992 (E)-Caryophyllene 1418 1417 1.25 

Chinese pepper essential oil 

6.454 α- Pinene 932 932 1.25 

6.949 Camphene 949 946 0.18 

7.596 Sabinene 971 969 0.48 

7.793 β - Pinene 978 974 0.76 

7.898 Hept-5-en-2-one <6-methyl-> 981 981 0.54 

8.047 Myrcene 986 988 0.07 

9.519 Limonene 1028 1024 14.19 

9.659 1,8- cineol 1031 1026 0.72 

12.201 Linalool 1098 1095 0.67 

18.185 Neral 1237 1235 34.66 

19.489 Citral 1267 1264 46.48 

Clove leaf essential oil 

23.207 Eugenol 1352 1356 90.19 

26.000 (E)-Caryophyllene 1418 1417 9.81 
RIcal; Calculated Retention Index. 
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ANEXO 

 

ANEXO A - Ficha de avaliação sensorial 

 

NOME: __________________________________________    

Gênero: (  ) Feminino  (  ) Masculino 

Faixa etária: (   ) 18 a 25 anos   (   ) 26 a 35 anos   (   ) 36 a 45 anos   (   ) 46 a 60 anos   (   ) acima 

de 60 anos 

Profissão:_________________________________      

Naturalidade (cidade de origem):______________________ Estado:________________________ 

 

Escolaridade: 

(   ) Ensino Fundamental incompleto 

(   ) Ensino Fundamental completo 

(   ) Ensino Médio incompleto 

(   ) Ensino Médio completo 

(   ) Curso Superior incompleto 

(   ) Curso Superior completo 

(   ) Pós-graduação 

 

Renda Familiar Mensal (soma da renda mensal dos componentes familiares do mesmo domicílio): 

(   ) até R$ 1045,00                                               

(   ) entre R$ 1045,01 e R$ 2090,00      

(   ) entre R$ 2090,01 e R$ 3135,00           

(   ) entre R$ 3135,01 e R$ 6270,00    

(   ) entre R$ 6270,01 e R$ 10450,00           

(   ) entre R$ 10450,01 e R$ 15675,00 

(   ) maior que R$ 15675,01 

 

Consome produtos cárneos? 

 

(   ) Sim 

(   ) Não 

 

Quais?  
 

Frequência de consumo de mortadela:  

(   ) diariamente  

(   ) 4 a 6 vezes por semana         

(   ) 2 a 3 vezes por semana                    

(   ) 1 vez por semana     

(   ) 2 a 3 vezes por mês  

(   ) 1 vez por mês       

(   ) menos de uma vez por mês       

(   ) não consumo 
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Prove a amostra, indique utilizando a escala hedônica o quanto você gostou ou desgostou 

da amostra, e descreva suas percepções em relação a cada atributo: 

 

Amostra no: _____ 

 
Nota Aparência: ____ Nota Aroma: ____ Nota Textura: ____ Nota Sabor: ____ Nota Impressão 

Global: ____ 

Descrição: 

 

 

Descrição: 

 

Descrição: 

 

Descrição: 

 

Descrição: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Atribua uma nota de intenção de compra para essa amostra: _________ 

 

 

Prove a amostra, indique utilizando a escala hedônica o quanto você gostou ou desgostou 

da amostra, e descreva suas percepções em relação a cada atributo: 

 

Amostra no: _____ 

 
Nota Aparência: ____ Nota Aroma: ____ Nota Textura: ____ Nota Sabor: ____ Nota Impressão 

Global: ____ 

Descrição: 

 

 

Descrição: 

 

Descrição: 

 

Descrição: 

 

Descrição: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Atribua uma nota de intenção de compra para essa amostra: _________ 
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Prove a amostra, indique utilizando a escala hedônica o quanto você gostou ou desgostou 

da amostra, e descreva suas percepções em relação a cada atributo: 

 

Amostra no: _____ 

 
Nota Aparência: ____ Nota Aroma: ____ Nota Textura: ____ Nota Sabor: ____ Nota Impressão 

Global: ____ 

Descrição: 

 

 

Descrição: 

 

Descrição: 

 

Descrição: 

 

Descrição: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Atribua uma nota de intenção de compra para essa amostra: _________ 

 

Prove a amostra, indique utilizando a escala hedônica o quanto você gostou ou desgostou 

da amostra, e descreva suas percepções em relação a cada atributo: 

 

Amostra no: _____ 

 
Nota Aparência: ____ Nota Aroma: ____ Nota Textura: ____ Nota Sabor: ____ Nota Impressão 

Global: ____ 

Descrição: 

 

 

Descrição: 

 

Descrição: 

 

Descrição: 

 

Descrição: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Atribua uma nota de intenção de compra para essa amostra: _________ 
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Prove a amostra, indique utilizando a escala hedônica o quanto você gostou ou desgostou 

da amostra, e descreva suas percepções em relação a cada atributo: 

 

Amostra no: _____ 

 
Nota Aparência: ____ Nota Aroma: ____ Nota Textura: ____ Nota Sabor: ____ Nota Impressão 

Global: ____ 

Descrição: 

 

 

Descrição: 

 

Descrição: 

 

Descrição: 

 

Descrição: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Atribua uma nota de intenção de compra para essa amostra: _________ 

 

Escala hedônica de aceitação:                                                Escala de intenção de compra: 

 

 

9 Gostei extremamente 

8 Gostei muito 

7 Gostei moderadamente 

6 Gostei ligeiramente 

5 Nem gostei/nem desgostei 

4 Desgostei ligeiramente 

3 Desgostei moderadamente 

2 Desgostei muito 

1 Desgostei extremamente 

5 Certamente compraria 

4 Provavelmente compraria 

3 Talvez compraria / Talvez não compraria 

2 Provavelmente não compraria 

1 Certamente não compraria 


