UFRRJ
INSTITUTO DE TECNOLOGIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA
DE ALIMENTOS

TESE

DESENVOLVIMENTO E APLICACAO DE NANOEMULSAO A
BASE DE ALGINATO E OLEO ESSENCIAL DE PIMENTA ROSA
COMO REVESTIMENTO ATIVO EM QUEIJO MINAS FRESCAL

MARIAH ALMEIDA LIMA

2025



AL RUR4
& { Oo

A
%)

£
(@]
o
m
[
s

&

S\DAp
3 e\q‘é"‘ &

[§)
UFRR)

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA
DE ALIMENTOS

DESENVOLVIMENTO E APLICACAO DE NANOEMULSAO A
BASE DE ALGINATO E OLEO ESSENCIAL DE PIMENTA ROSA
COMO REVESTIMENTO ATIVO EM QUEIJO MINAS FRESCAL

MARIAH ALMEIDA LIMA

Sob orientagdo do Doutor
Amauri Rosenthal

E Coorientacao das
Doutora Renata Valeriano Tonon e Professora Rosiane Lopes da Cunha

Tese submetida como requisito parcial
para obtencdo do grau de Doutora em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, no
Programa de Pos-Graduagao em Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos, Area de
Concentracao em Ciéncia de Alimentos.

Seropédica,
Janeiro de 2025



Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Biblioteca Central / Se¢do de Processamento Técnico

Ficha catalografica elaborada
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Lima, Mariah Almeida, 1991-

L732d Desenvolvimento e Aplicac3o de Nanoemuls3oc & base de
Alginato e Oleo Essencial de Pimenta Rosa como
Revestimento Ativo em Queijo Minas Frescal / Marish
Almeida Lima. - Seropédoca, 2025.

128 £.: il.

Orientador: Amauri Rosenthal.

Coorientador: Rosiane Lopes da Cunha.

Coorientador: Renata Valeriano Tonon.

Tese (Doutorado). -- Universidade Federal Rural do
Ric de Janeiro, Programa de Fés Graduac3oc em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, 2025.

1. Manocemulsdes. 2. Oleo essencial de pimenta rosa.
3. Revestimento ative. 4. Microfluidizacido. 5. Queiijo
Minas Frescal. I. Rosenthal, Amauri, 1960-, orient.
I1I. Cunha, Rosiane Lopes da, -, coorient. III. Tonon,
Eenata Valeriano , -, coorient. IV Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro. Programa de FBéds
Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. V.
Titulo.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacio de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001.



L
MINISTERIO DA EDUCACAO {{33UFRR]
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO N S
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE

UFRR)

TERMO N* 192025 - PPGCTA (12.28.01.00.00.00.00.41})

N* do Protocolo: 23083.00249%2025-89

ALIMENTOS

Seropédica-RJ, 19 de janciro de 2025,

MARIAH ALMEIDA LIMA

Tese submetda como requisito parcial para obtengdo do grau de

Doutora  em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, no Curso

de Pos-Graduacio em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, drea de Concentracio em Ciéncia de Alimentos.

TESE APROVADA EM 14/01/2025

AMAURI ROSENTHAL, (Dr) (orientador) EMBRAPA
ANA CARLA KAWAZOE SATO |, (Dra) UNICAMP
ANA ELIZABETH CAVALCANTE FAL (Dra)UER]
NATHALIA RAMOS DE MELO, (Dra) UFF

OTNIEL FREITAS SILVA, (Dr) EMBRAPA

Documento nio acessivel publicamente

{Assinado digitalmente em 12032025 19:17)
NATHALLA RAMOS DE MELO
ASSINANTE EXTERND

CPF: i, # 7 00-

{Assinado digitalmente em 22/01/2025 18:56)
OTNIEL FREITAS SILVA
ASSINANTE EXTERND
CPF: Wi, 0. 462- W

{Assinado digitalmente em T102/2025 17:02)
AMA ELIZABETH CAVALCANTE FAI
ASSINANTE EXTERNG
CPF: W 67344

Visualize o documento original em https:Vsipac.ufir].br/public/documentos/i

{Assinado digitalmente em HLA22025 20:52)
ANA CARLA KAWAZOE SATO
ASSINANTE EXTERND
CPF: S To-

{Assinado digitafmente em 190 1/2025 19:07)
AMAURI ROSENTHAL
ASFINANTE EXTERND
CPF: Hi NN, 97 8-1H

ndex jsp informando seu nimero: 19, ano: 2025, tipo:

TERMO, data de emissio: 19012025 ¢ o codigo de venficagio: f4391e9a75



"Aos meus pais, Jodo e Maria José, que, sob
muito sol, me fizeram chegar até aqui pela

sombra."



AGRADECIMENTOS

Agradeco, primeiramente, a Deus, por me guiar em cada passo desta caminhada, por ser
minha forca e prote¢do nos momentos de medo e desespero, e pela sabedoria para enfrentar os
desafios. Senhor, obrigado porque até aqui Tua mao me guiou, me sustentou.

A minha familia, meu porto seguro, que sempre viu em mim um potencial que muitas
vezes eu mesma ndo via, € por me apoiar incondicionalmente. Aos meus pais, Jodo e Maria
José, por todo amor, dedicagdo e por serem a base solida que me sustenta. Obrigada por
sonharem comigo, e por me sustentarem com suas infinitas oragdes. Ao meu irmao, Jodo Paulo,
pelo amor e pelo incentivo que sempre me impulsionaram. Ao meu noivo, Fabiano, por ser meu
maior encorajador e suporte. E muito gratificante caminhar com vocé rumo ao nosso futuro. A
minha sogra, Débora, por sua gentileza e apoio em todos os momentos. E as minhas avos,
Alaide e Maria (in memoriam) que me ensinaram o poder da oragdo e da confianga em Deus:
“Da o passo, que Deus da o chdo”. Vocés sempre serdo fonte de amor inabalavel e inspiracao.

A Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro ¢ ao Programa de Pos-Graduagdo em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, por todo
o aprendizado e crescimento académico e profissional.

A Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e a Faculdade de Engenharia de
Alimentos (FEA) pela oportunidade de aprender e colaborar em um ambiente de exceléncia.

A Embrapa, por disponibilizar recursos e contribuir significativamente para a realizagio
deste trabalho.

Ao meu orientador, Amauri, pela confianga depositada no meu trabalho, pelo incentivo
continuo e, especialmente, pelo suporte nos momentos em que eu duvidei de mim mesma. Sua
crenga no meu potencial foi essencial para que eu continuasse mesmo nos momentos mais
dificeis. Sou profundamente grata por toda a orientacdo, paciéncia e por sempre estar a0 meu
lado, mesmo quando os desafios pareciam insuperaveis.

A professora Rosiane, por me receber em sua equipe com tanto carinho e confianca,
ensinando-me com dedicagdo durante o periodo em que estive em Campinas e me
acompanhando mesmo a distancia. Sua orientacdo atenta foi essencial para o meu
desenvolvimento académico e profissional. Sou imensamente grata pela generosidade e
sabedoria que compartilhou, as quais tiveram um impacto significativo em minha trajetoria.

A Doutora Renata, pelo suporte constante e paciéncia na orientagdo. Sua dedicagio e
compreensdo foram fundamentais para que eu pudesse avangar em meu trabalho. Sou muito
grata por sua orientacdo cuidadosa e por sempre estar disponivel para me ajudar a superar os
desafios que surgiram ao longo do caminho.

Aos técnicos da Embrapa e da Unicamp pelo auxilio e ensinamentos durante a execugao
desse trabalho. Foi um prazer trabalhar e aprender com voces.

Aos amigos do Laboratorio de Engenharia de Processos (LEP), por me receberem com
tanto carinho e por me fazerem sentir parte do grupo. A integragao e acolhimento que encontrei
com vocés foram essenciais para tornarem essa jornada mais enriquecedora e prazerosa.

Aos amigos da Embrapa que sempre me fizeram sentir parte da familia.



A minha dupla, Marcelo e Igor, que t€ém sido a minha base de apoio e amizade ao longo
dessa jornada. A presenca, o incentivo e as conversas de ambos foram essenciais para que eu
superasse os momentos mais dificeis e seguisse em frente com confianca.

Aos queridos amigos Maria Clara, Cristiane, Priscila, Matheus, Leticia, por sempre
estarem ao meu lado, oferecendo apoio, compreensdo que tornaram essa caminhada mais leve
e significativa.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), pela
concessao da bolsa de estudos. A FAPERJ e FAPESP pelo financiamento dessa pesquisa.

A todas as pessoas que colaboraram diretamente e indiretamente na execucao desse
trabalho.

Jamais chegaria até aqui sem o apoio de cada um de voceés.

Meu mais profundo e sincero agradecimento.

“Nunca seja tao inteligente a ponto de esquecer de ser gentil.”
(Marjorie- Taylor Swift)



RESUMO GERAL

LIMA, Mariah Almeida. Desenvolvimento e Aplicacio de Nanoemulsio a base de Alginato
e Oleo Essencial de Pimenta Rosa como Revestimento Ativo em Queijo Minas Frescal.
2025. 128p Tese (Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia,
Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2025.

Esta tese teve por finalidade desenvolver nanoemulsdes a base de alginato de sddio e dleo
essencial de pimenta rosa (PPEO) a partir da técnica de microfluidizagdo. Oito formulagdes
foram avaliadas quanto ao efeito do uso de oOleo de girassol e lecitina de soja como
estabilizantes, considerando suas propriedades fisico-quimicas, fisicas e antimicrobianas contra
0s microrganismos patogénicos Salmonella sp., Escherichia coli, Listeria monocytogenes €
Staphylococcus aureus. Além disso, investigou-se a aplicacdo dessas nanoemulsdes como
revestimento ativo em queijo Minas Frescal, analisando seus efeitos sobre as propriedades
fisico-quimicas, de textura, cor e eficdcia antimicrobiana frente a inoculacdo de Listeria
monocytogenes € Staphylococcus aureus durante 28 dias (4 °C). Os resultados mostraram que
as nanoemulsdes apresentaram tamanho de gota inferior a 200 nm, comportamento reoldgico
de fluido newtoniano e estabilidade cinética ao longo de 20 dias. A fase dispersa das
nanoemulsdes (PPEO) foi misturada a 6leo de girassol, com o intuito de preservar o 6leo
essencial de condicdes de processo (altas pressdes e temperatura).De fato, a adicao de d6leo de
girassol na formulagdo proporcionou uma retengdo de 80% do PPEO nas nanoemulsdes. Testes
antimicrobianos in vitro revelaram que as nanoemulsdes foram eficazes contra Staphylococcus
aureus € Listeria monocytogenes, com concentragdes inibitdrias minimas (CIM) de 200 pg/mL
e concentracdes bactericidas minimas (CBM) de 800 pg/mL e 400 ug/mL, respectivamente,
destacando o potencial do PPEO como agente natural de biopreservagdo. As nanoemulsdes com
as melhores propriedades antimicrobianas contra Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes, foram utilizadas como revestimento ativo em queijo Minas Frescal. Os
revestimentos ativos com nanoemulsdo contribuiram para manutencdo da umidade e
preservacao da coloracao dos queijos Minas Frescal. Contudo, a interacao do revestimento ativo
com a matriz do queijo favoreceu o aumento da sinérese, afetando negativamente o
dessoramento. No que se refere aos parametros de textura, o revestimento ativo reduziu a dureza
e adesividade dos queijos, enquanto aumentou a coesividade, mastigabilidade e gomosidade.
Apesar dos beneficios fisico-quimicos, a eficacia antimicrobiana do revestimento ativo in situ
foi limitada, sem impacto significativo na redu¢do das populacdes de Listeria monocytogenes
e Staphylococcus aureus inoculadas, possivelmente devido as interagdes dos compostos ativos
com a matriz do queijo e aos elevados niveis de sinérese. Conclui-se que as nanoemulsdes a
base de alginato de s6dio e PPEO possuem relevante potencial como uma alternativa
sustentavel aos conservantes sintéticos. No entanto, o desempenho in situ evidenciou a
necessidade de ajustes na formulacdo e novas estratégias de aplicagdo, além de estudos em
outras matrizes alimentares, para ampliar sua eficiéncia e viabilidade para a industria de
alimentos.

Palavras-chave: Nanoemulsoes, Oleo essencial de pimenta rosa, Revestimento ativo,
Microfluidizagdo, Queijo Minas Frescal



GENERAL ABSTRACT

LIMA, Mariah Almeida. Development and Application of Sodium Alginate-Based
Nanoemulsion with Pink Pepper Essential Oil as an Active Coating for Minas Frescal
Cheese. 2024. 128p. Thesis (Doctorate in Food Science and Technology). Institute of
Technology, Department of Food Technology, Federal Rural University of Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2025.

The aim of this thesis was to develop nanoemulsions based on sodium alginate and pink
peppercorn essential oil (PPEO) using the microfluidization technique. Eight formulations were
evaluated for the effect of using sunflower oil and soy lecithin as stabilizers, considering their
physicochemical, physical and antimicrobial properties against the pathogenic microorganisms
Salmonella sp., Escherichia coli, Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus. In
addition, the application of these nanoemulsions as an active coating on Minas Frescal cheese
was investigated, analyzing their effects on physicochemical properties, texture, color and
antimicrobial efficacy against Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus inoculation
for 28 days (4 °C). The results showed that the nanoemulsions had a drop size of less than 200
nm, Newtonian fluid rheological behavior and kinetic stability over 20 days. The dispersed
phase of the nanoemulsions (PPEO) was mixed with sunflower oil in order to preserve the
essential oil from process conditions (high pressure and temperature). In fact, the addition of
sunflower oil to the formulation resulted in 80% retention of PPEO in the nanoemulsions. In
vitro antimicrobial tests revealed that the nanoemulsions were effective against Staphylococcus
aureus and Listeria monocytogenes, with minimum inhibitory concentrations (MIC) of 200
pg/mL and minimum bactericidal concentrations (MBC) of 800 pg/mL and 400 pg/mL,
respectively, highlighting PPEQ's potential as a natural biopreservation agent. The
nanoemulsions with the best antimicrobial properties against Staphylococcus aureus and
Listeria monocytogenes were used as active coatings on Minas Frescal cheese. The active
coatings with nanoemulsions contributed to maintaining the humidity and preserving the color
of the Minas Frescal cheeses. However, the interaction of the active coating with the cheese
matrix favored increased syneresis, negatively affecting draining. With regard to texture
parameters, the active coating reduced the hardness and adhesiveness of the cheeses, while
increasing cohesiveness, chewiness and gumminess. Despite the physicochemical benefits, the
antimicrobial efficacy of the in situ active coating was limited, with no significant impact on
reducing the inoculated Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus populations,
possibly due to the interactions of the active compounds with the cheese matrix and the high
levels of syneresis. It is concluded that nanoemulsions based on sodium alginate and PPEO
have significant potential as a sustainable alternative to synthetic preservatives. However, the
in situ performance showed the need for adjustments to the formulation and new application
strategies, as well as studies in other food matrices, in order to increase their efficiency and
viability for the food industry.

Keywords: Nanoemulsions, Pink pepper essential oil, Active coating, Microfluidization, Minas
Frescal cheese.
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INTRODUCAO GERAL

Leite e derivados, juntamente com carnes e ovos, constituem as maiores fontes proteicas
de origem animal na alimenta¢do humana. Dentre os derivados do leite, o queijo ¢ o mais
consumido, pois além de seu alto valor nutricional, destaca-se por seu sabor, versatilidade de
uso, conveniéncia e variedade de tipos (Muresan et al., 2021).

No Brasil, o queijo Minas Frescal apresenta-se como um dos tipos de queijo mais
populares, amplamente produzido e consumido em diversas refei¢des. E classificado como um
queijo fresco devido ao seu alto teor de umidade, baixa concentracao de sal, pH em torno de
6,0 e por ndo ser submetido a cura. Essas caracteristicas, combinadas ao fato de ser um queijo
nao maturado, o tornam altamente suscetivel a deterioracdo microbiana e a contaminagdo por
microrganismos, como Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, frequentemente associados a surtos de doengas alimentares (Falih et
al.,2024; Fox et al., 2017; Ribeiro Junior et al., 2020). Além dos riscos a satide do consumidor,
a contaminacao por esses microrganismos pode comprometer a qualidade do produto, causar
perdas econdmicas significativas e limitar o prazo de validade do queijo, que varia de 14 a 21
dias (Silva et al., 2021). Adicionalmente, o queijo Minas Frescal ¢ suscetivel a acdo de
microrganismos deteriorantes, como bactérias do grupo coliforme, bolores e leveduras, que
afetam sua conservacao e qualidade sensorial, evidenciando a necessidade de métodos de
conservagao eficazes para aumentar sua seguranga e vida util.

Considerando a necessidade de alimentos de qualidade e seguros, pesquisas para
aumentar a vida util de alimentos com alta perecibilidade tem sido realizadas visando ndo afetar
as propriedades sensoriais dos produtos (Bedoya-Serna et al., 2018). Além disso, nos ultimos
anos aumentou o interesse de se substituir aditivos sintéticos, comumente utilizados em
alimentos para o controle de crescimento de microrganismos, por antimicrobianos naturais,
como os 6leos essenciais (Falih et al., 2024; Khan et al., 2024; Sun et al., 2025).

Oleos essenciais sdo compostos naturais extraidos de matérias-primas vegetais. So
altamente volateis, embora sua composi¢cao complexa seja formada também por compostos
nao-volateis. Apresentam caracteristicas antioxidantes e antimicrobianas, sendo efetivos contra
uma gama de microrganismos deteriorantes e patogénicos (Das et al., 2020; Sharma et al.,
2021). Entretanto, os 6leos essenciais apresentam algumas caracteristicas que tornam um
desafio sua incorporagdo em matrizes alimentares, como forte odor e flavor, que podem afetar
as caracteristicas sensoriais do produto. Além disso, apresentam baixa solubilidade em 4gua e
facil degradacdo por oxidagdo, quando expostos a altas temperaturas e luz (Li et al., 2021;
Souza et al., 2025). Oleo essencial de pimenta rosa ¢ obtido através da extragdo dos frutos da
Aroeira- vermelha, Schinus terebinthifolius Raddi, apresentando atividades antioxidantes,
antitumorais e antimicrobianas (Locali-Pereira; Lopes; Nicoletti, 2023). O estudo de
Dannenberg et al.(2017) demonstrou atividade antimicrobiana do 6leo essencial de pimenta
rosa contra microrganismos patogénicos em queijo Minas Frescal, porém o dleo afetou
indesejavelmente as caracteristicas sensoriais do queijo. Entretanto, esse problema pode ser
minimizado através da nanoencapsulacdo deste Oleo essencial em sistemas emulsionados
(nanoemulsdes).

Nanoemulsdes sdo sistemas compostos por uma fase oleosa e uma aquosa estabilizadas
por um surfactante ou emulsificante, apresentando tamanho de gotas tipicamente na faixa de 20
a 200 nm e estabilidade a longos periodos de armazenamento (Hanan et al., 2024; McClements,
2012). A nanoencapsulacdo dos 6leos essenciais permite aumentar sua dispersabilidade, reduzir
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impactos sensoriais e, em alguns casos, aumentar sua atividade antimicrobiana, devido ao
aumento da area superficial (Hanan et al., 2024).

Nanoemulsdes tém sido utilizadas em revestimentos comestiveis em diversos alimentos.
Revestimentos ativos sdo camadas finas de material comestivel que protegem os alimentos das
degradagdes fisico-quimica e microbiana, podendo carrear agentes antioxidantes e
antimicrobianos, como os 6leos essenciais (Chaudhary et al., 2020). Alginato de s6dio ¢ um sal
de acido alginico classificado como GRAS (Generally Recognized As Safe) é amplamente
utilizado como agente formador de filmes e revestimentos na inddstria de alimentos Apoés
tratamento com solugdes de CaCly, o alginato de sddio pode gelificar, devido a reticulagdo com
ions Ca** (Choi et al., 2022), formando um revestimento. Diversos estudos tém sido realizados
para avaliar os efeitos do uso dessas nanoemulsdes de 6leos essenciais como revestimentos
comestiveis na conservacao de alimentos (Basumatary et al., 2022; Oliveira Filho ef al., 2023;
Pirozzi et al., 2020; Prakash; Baskaran; Vadivel, 2020; Shokri et al., 2020; Xiong et al., 2020).

O desenvolvimento de estratégias naturais e eficazes para aumentar a vida util de
alimentos frescos tem levado a um interesse crescente pela aplicacdo de nanoemulsdes como
sistemas inovadores na industria alimenticia. Motivado pela necessidade de se utilizar
compostos naturais, como Oleos essenciais, na conservacdo de alimentos, este trabalho
concentra-se na formulacao e no uso da nanoemulsdo com 6leo essencial de pimenta rosa , com
comprovadas propriedades antimicrobianas e antioxidantes, para aplicacdo como revestimento
ativo. A nanoencapsulacdo em nanoemulsdes surge como alternativa promissora para superar
limitagdes do uso direto de 6leos essenciais, como instabilidade em condi¢des ambientais e
impacto sensorial, ao oferecer maior estabilidade fisico-quimica, eficiéncia funcional e controle
na libera¢ao dos compostos bioativos. Este estudo busca desenvolver uma nanoemulsao a base
de alginato de sodio e 6leo essencial de pimenta rosa, com foco em seu uso como revestimento
ativo. A aplicacdao da nanoemulsdo como revestimento no queijo Minas Frescal, utilizado como
modelo, permite explorar o potencial das nanoemulsdes no prolongamento da vida util de
alimentos frescos. A nanoemulsdo visa proteger o queijo contra deterioragdes, garantindo sua
seguranca ¢ qualidade, ao mesmo tempo em que aproveita as propriedades antimicrobianas e
antioxidantes do 6leo essencial de pimenta rosa.

Esta tese estd organizada em trés capitulos principais. O primeiro capitulo apresenta
uma revisao de literatura abrangente sobre os conceitos fundamentais relacionados aos 6leos
essenciais, nanoemulsdes e suas aplicacdes em alimentos. Explora as caracteristicas do queijo
Minas Frescal, destacando os desafios de sua conservacao. Além disso, analisa o uso de 6leos
essenciais e nanoemulsdes a base de 6leos essenciais na conservagdo de queijos, enfatizando
suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes, bem como seus impactos na manutengao da
qualidade fisico-quimica, sensorial e microbioldgica desses alimentos. O segundo capitulo traz
os resultados obtidos no desenvolvimento de nanoemulsdes a base de alginato de sodio e
pimenta rosa (PPEO), avaliando suas propriedades fisico-quimicas, estabilidade e eficacia
antimicrobiana. Por fim, o terceiro capitulo apresenta os resultados da aplicacdo de
revestimentos a base de alginato de s6dio e nanoemulsao de 6leo essencial de pimenta rosa em
queijos Minas Frescal, com foco na avaliagdo das propriedades fisico-quimicas, de textura e na
inibicdo de microrganismos patogénicos, como Listeria monocytogenes e Staphylococcus
aureus.



OBJETIVOS E OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo Geral
Desenvolver nanoemulsdo a base de Oleo essencial de pimenta-rosa (Schinus
terebinthifolius Raddi) e aplica-la como revestimento ativo em queijo Minas Frescal.

Objetivos especificos
e Desenvolver uma nanoemulsdo a base de oleo essencial de pimenta rosa (Schinus
terebinthifolius Raddi) utilizando o processo de microfluidizacao;
e Avaliar o efeito de diferentes formulacdes sobre as propriedades da emulsdo: tamanho
de gotas, potencial-{, polidispersidade, morfologia, coloragdo e grau de brancura,
viscosidade e estabilidade ao longo do armazenamento;
e C(Caracterizar a efetividade antimicrobiana in vifro da nanoemulsio sobre os
microrganismos Salmonella sp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes;
e Aplicar a nanoemulsdo a base de 6leo essencial de pimenta rosa com maior atividade
antimicrobiana como revestimento ativo em queijo Minas Frescal e avaliar o produto em
relacdo a: pH, acidez, sinérese, umidade, coloracdo e textura;
e Avaliar, por meio de teste desafio microbiologico, o efeito da nanoemulsdo a base de
Oleo essencial de pimenta rosa na inibicdo de Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes inoculados em queijo Minas Frescal.



CAPITULO1

REVISAO BIBLIOGRAFICA



1 OLEOS ESSENCIAIS: DEFINICAO E PROPRIEDADES

Oleos essenciais (OEs) sdo oleos aromaticos compostos por uma mistura de
componentes volateis de baixa massa molecular que apresentam atividade biologica. Os
principais constituintes desses Oleos sdo componentes aromaticos, incluindo alcaloides,
flavonoides, acidos fendlicos, monoterpenos, isoflavonas, aldeidos e hidrocarbonetos
terpénicos (Alsherbiny et al., 2019; Sharma et al., 2021). Esses 6leos podem ser obtidos de
diversas partes de plantas através de processos de fermentacdo, extracdo e destilagdo (Das et
al., 2020; Gouvea; Rosenthal; Ferreira, 2017).

Em relag¢do a composi¢ao quimica, os 0leos essenciais podem ser divididos em terpenos
e hidrocarbonetos. Os hidrocarbonetos aromaticos sdao aqueles que possuem um ou mais anéis
benzénicos em sua estrutura, € juntamente com os terpenos, que sao hidrocarbonetos alifaticos,
estdo relacionados aos aromas dos 6leos essenciais (Sharma et al., 2021). Os monoterpenos,
conjuntamente com os compostos fenolicos, sdo os principais compostos dos 60leos essenciais
com atividade antioxidante que previnem a oxidagao através da eliminagdo de radicais livres
(superoxidos e hidroxila) (Carpena et al., 2021; Ni et al., 2021).

A agdo antimicrobiana dos Oleos essenciais nao pode ser atribuida a apenas um
mecanismo, porém o mecanismo mais importante esta ligado ao carater hidrofobico/lipofilico
dos 0Oleos essenciais. Apds o 0leo essencial penetrar a célula microbiana, constituintes dos 6leos
essenciais se ligam as proteinas causando desarranjo na membrana celular, que leva a mudangas
de permeabilidade e fluidez, além de perda de material celular, inibicdo da absorcao de
nutrientes e lise celular (da Silva et al., 2021). Bactérias gram-negativas tendem a ser mais
resistentes aos Oleos essenciais do que as bactérias gram-positivas, devido a diferenca na
composi¢ao de suas paredes celulares. A parede celular das bactérias gram-negativas consiste
em uma fina camada de peptidoglicano recoberta por uma membrana externa rica em
lipopolissacarideos, que possui carater hidrofilico e atua como uma barreira seletiva a
permeabilidade. Em contraste, a parede celular das bactérias gram-positivas contém 90 a 95%
de peptidoglicano, o que facilita a acdo antimicrobiana ao permitir que os 0leos essenciais
penetrem e atinjam a membrana citoplasmatica.(Alizadeh Behbahani; Noshad; Falah, 2019;
Nazzaro et al., 2013).

Apesar de apresentar atividade antioxidante e antimicrobiana, os dleos essenciais
apresentam limitacdes para seu uso devido a sua baixa solubilidade em dgua, volatilidade, facil
oxidacdo, além de forte sabor e aroma que causam impactos sensoriais. Outro aspecto relevante
€ que os Oleos essenciais tém sua biodisponibilidade e estabilidade afetada quando aplicados
aos alimentos (Ni et al., 2021; Ribeiro-Santos; Andrade; Sanches-Silva, 2017). Com intuito de
reduzir as limitagdes do uso de dleos essenciais, a encapsulagao em nanoemulsdes se torna uma
opcdo, pois além de aumentar a estabilidade fisica das substancias ativas também protege a
interagdo desses compostos com outros componentes (Guerra-Rosas et al., 2017; Ribeiro-
Santos; Andrade; Sanches-Silva, 2017; Souza et al., 2025).

1.1  Oleo Essencial de pimenta rosa

Schinus  terebinthifolius Raddi ¢ uma darvore perene pertencente a familia
Anacardiaceae. E uma arvore nativa da costa Brasileira difundida por regides da América do
Sul, América Central, Asia, Africa e Europa. E popularmente conhecida como aroeira ou
aroeira-vermelha (Locali-Pereira; Lopes; Nicoletti, 2023; Oliveira et al., 2024). Os frutos da



Schinus terebinthifolius R., também conhecidos como pimenta rosa, comercializados de forma
desidratada e utilizados como uma pimenta gourmet (Oliveira ef al., 2024).

Propriedades anti-inflamatorias, antimicrobianas, antioxidantes, antitumorais, entre
outras, sdo atribuidas a pimenta rosa. Na medicina popular brasileira, a pimenta rosa ¢ utilizada
como anti-inflamatorio, adstringente, tonico e estimulante, sendo essas propriedades associadas
a presenca de polifenois (Menegali et al., 2020). Terebinthona, acido hidroximasticadienoico,
acido terebintifolico e acido ursolico estdo relacionados a atividade antimicrobiana apresentada
pela pimenta rosa. O fruto possui de 5,50 a 8,41% de 6leo essencial. Este oleo apresenta
composicdo quimica predominante de monoterpenos (85,1%), sendo que os principais
monoterpenos encontrados em extratos de frutas maduras de pimenta rosa sdo o-pineno, [3-
felandreno, transocimeno e sesquiterpeno germacreno-D (Asbahani ef al., 2015; dos Santos
Cavalcanti et al., 2015; Locali-Pereira; Lopes; Nicoletti, 2023). A composicao do 6leo essencial
pode variar, dependendo das caracteristicas genéticas e fatores abidticos (Oliveira Junior et al.,
2013).

O ¢leo essencial de pimenta rosa ¢ comumente extraido por hidrodestilagao utilizando
etanol, com o auxilio de aparelho de Clevenger ou extrator tipo Soxhlet (Locali-Pereira et al.,
2021). No entanto, métodos alternativos, como extra¢ao por fluido supercritico, também tém
sido utilizados (Maria Neto ef al., 2024).

Menegali e colaboradores (2020) avaliaram o efeito antioxidante do extrato de pimenta
rosa adicionado a hamburguer de frango. Os resultados demonstraram que o extrato de pimenta
rosa foi tdo eficiente quanto o BHT no retardo da oxidagao lipidica dos hamburgueres, apos 7
dias de armazenamento. Saldafa e colaboradores (2020) avaliaram os efeitos sensoriais da
adicao de extrato de pimenta rosa diretamente a carne de hamburgueres de frango e a filmes de
quitosana utilizados como embalagem ativa. Os resultados demonstraram que a adigdo de
extrato de pimenta rosa nao afetou a aceitagdo global tanto do hamburguer adicionado de
extrato, quanto do hamburguer com filme ativo.

O ¢leo essencial de pimenta rosa foi adicionado como componente antimicrobiano de
filme de acetato utilizado como embalagem ativa para fatias de queijo. Com a aplicagao dos
filmes observou-se uma reducgdo significativa na populacdo de bactérias gram-positivas
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes. Em relacdo as bactérias gram-negativas
Escherichia coli e Salmonella Typhimurium, os filmes nao apresentaram efeitos significativos
quando comparados aos efeitos nas gram-positivas (Dannenberg et al., 2017). Assim, a adi¢dao
de oleos essenciais a matrizes poliméricas pode conferir caracteristicas antimicrobianas e
antioxidantes (Umaraw et al., 2020).

2 NANOEMULSOES

2.1 Defini¢ao e propriedades

Nanoemulsdes sao dispersdes coloidais formadas por duas fases imisciveis estabilizadas
por um emulsificante, com tamanho de gotas variando de 20 a 200 nm (Donsi; Ferrari, 2016;
McClements, 2012; McClements; Rao, 2011). As nanoemulsdes sao divididas em o6leo-em-
agua (O/A), que sdo caracterizadas por gotas de 6leo dispersas em uma fase aquosa, e agua-em-
6leo (A/O), consistindo em gotas de dgua dispersas em uma fase oleosa (Banasaz et al., 2020;
Donsi; Ferrari, 2016; Hanan et al., 2024). A maior parte das nanoemulsdes em alimentos sdo
do tipo O/A e, portanto, estas serdo prioritariamente mencionadas.

Devido ao seu tamanho de particula nanométrico, as nanoemulsdes sdo consideradas
cineticamente estaveis, uma vez que os efeitos do movimento Browniano dominam as forcas
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gravitacionais e, dessa forma, ocorre menor tendéncia de agregacdo de particulas, quando
comparada as emulsdes convencionais (Zhao; Lan; Xie, 2023). Além do mais, o reduzido
tamanho das particulas das nanoemulsdes as tornam opticamente transparentes em comparacao
as emulsdes convencionais, e esses efeitos ocorrem devido as nanoparticulas terem tamanho
abaixo do comprimento de luz e espalharem luz mais fracamente (Banasaz et al., 2020;
Chaudhary et al., 2020). Devido a essa caracteristica ¢ possivel a adi¢do de nanoemulsdes a
sopas, bebidas, molhos e outros alimentos (Perumal et al., 2022), sem afetar a aparéncia dos
produtos.

Outro fator importante relacionado ao tamanho das gotas ¢ o aumento da atividade
biologica dos compostos encapsulados nas nanoemulsoes. A redu¢do do tamanho das particulas
melhora o transporte ativo dessas moléculas através das membranas biologicas, bem como
aumenta a area superficial, melhorando a reatividade desses compostos (Souza et al., 2025).

2.2  Formulacao das Nanoemulsoes

As nanoemulsdes sdo obtidas através da mistura de ao menos trés componentes: 0leo,
agua e emulsificante, sendo este ultimo responsavel por estabilizar a interface das gotas (Chu
et al., 2020; Sharma et al., 2022). A formacgao e estabilidade da nanoemulsao estd diretamente
ligada as propriedades fisico-quimicas e concentragdes dos componentes da nanoemulsdo
(Hanan et al., 2024; Silva, 2020).

A fase oleosa da nanoemulsdo, que representa a fracao lipidica, geralmente é composta
de um lipideo, como gorduras ou 6leos (Banasaz et al., 2020). As caracteristicas fisico-quimicas
dos 6leos, como viscosidade, densidade, miscibilidade, polaridade, indice de refracao e tensao
interfacial com a fase aquosa sdo de extrema importancia para a formagao e estabilidade da
nanoemulsdo (Barradas; de Holanda e Silva, 2020; McClements; Jafari, 2018). Um critério
essencial para a formacgdo e estabilidade das nanoemulsdes sdo as razdes oOleo:agua e
Oleo:emulsificante (Zhao; Lan; Xie, 2023). Outra caracteristica que afeta a estabilidade das
gotas ¢ a solubilidade do 6leo, uma vez que tal propriedade ¢ influenciada pela quantidade e
caracteristicas dos componentes lipofilicos e hidrofilicos da emulsdo. A prevaléncia de
compostos hidrossoluveis pode favorecer fendmenos de instabilidade das nanoemulsdes, como
amadurecimento de Ostwald, coalescéncia, separacao gravitacional e floculagao (Sundar;
Parikh, 2023).

Lipideos bioativos (como o6leo de peixe), 0leos essenciais, aromas, vitaminas, entre
outros, podem ser encapsulados em nanogotas, de forma a proteger esses compostos de
alteracdes causadas por fatores externos. O aprisionamento desses compostos dentro da gota
pode ser interpretado como um revestimento (Rehman et al., 2021), permitindo um maior
controle da liberacao destes bioativos, além de facilitar a manipulagdo e incorporacao desses
compostos em outras formula¢des (Banasaz et al., 2020; Barradas; de Holanda e Silva, 2020;
Zhao; Lan; Xie, 2023).

A fase aquosa ¢ principalmente composta por 4gua, porém pode conter outros
componentes hidrossoliveis como dcidos, bases, minerais, conservantes, proteinas e
carboidratos. O tipo e a concentragdo dos componentes adicionados a fase aquosa irdo
determinar caracteristicas como tensdo interfacial com a fase oleosa, pH, polaridade, forca
i0nica, sendo que tais caracteristicas impactam diretamente na formagao, propriedades fisico-
quimicas e estabilidade da nanoemulsao (Algahtani; Ahmad; Ahmad, 2022; McClements; Rao,
2011).



Nanoemulsdes sdo sistemas termodinamicamente instaveis e a simples homogeneizagao
de dleo e fase aquosa ndo resulta em uma nanoemulsdo, uma vez que ap6s a homogeneizagao
o sistema separa rapidamente em suas fases componentes (Jain; Chella, 2021). Dessa forma, a
fim de se evitar a separacdo de fases, ingredientes conhecidos como estabilizantes sdo
adicionados para facilitar a formag¢do e garantir a estabilidade da nanoemulsdo. Esses
compostos podem ter propriedades tensoativas ou anfifilicas e, neste caso, sdo denominados de
emulsificantes, ou serem apenas modificadores de textura ou das propriedades reologicas (Jain;
Chella, 2021; McClements; Jafari, 2018).

Os emulsificantes sdo moléculas anfifilicas de superficie ativa que sdo adsorvidas na
interface 6leo-dgua durante a homogeneizagao (Barradas; de Holanda e Silva, 2020; Hanan ef
al., 2024). Os emulsificantes agem reduzindo a tensdo interfacial, facilitando a ruptura e
inibindo a agregacdo das goticulas (Barradas; de Holanda e Silva, 2020; Soni ef al., 2023).
Além disso, definem as propriedades da interface das nanoemulsdes como espessura, carga
elétrica, hidrofobicidade e reatividade quimica (Banasaz ef al., 2020).

Muitas moléculas atuam como agentes emulsificantes, e sdo escolhidas de acordo com
a caracteristica da fase continua. Os emulsificantes incluem surfactantes de baixa massa
molecular (naturais ou sintéticos) e emulsificantes de alta massa molecular (geralmente
hidrocoldides como proteinas e polissacarideos) (Marhamati; Ranjbar; Rezaie, 2021). Na
Tabela 1 estdo resumidos os principais emulsificantes utilizados na preparacao das
nanoemulsodes alimenticias.

Tabela 1 Emulsificantes utilizados na fabrica¢do de nanoemulsdes alimenticias

Tipo Origem Exemplos
Esteres de sacarose, mono e diglicerideos, derivados de
monoglicerideos, derivados de polioxietileno (Tween, Span,
Brij, monopalmitato de sacarose), derivados de
monoglicerideos
Fosfolipidios (fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, acido
fosfatidico, fosfatidilinositol), glicolipidios (ramnolipidios,
Natural soforolipidios, trealolipidios, lipidios de celobiose e lipidios
de manosileritritol), saponinas (saponina de Quillaja,
saponinas do cha, saponinas do ginseng)
Proteinas animais (principalmente do leite - soro de leite e
caseina), proteinas vegetais (proteinas de soja, de ervilha ¢
de lentilha), proteinas misturadas (por exemplo, caseinato
de sodio e caseina micelar)
Alta massa Goma arabica, goma de fibra de milho, pectina (pectina
molecular altamente metoxilada, pectina ultra-altamente metoxilada),
mucilagem vegetal (das folhas de Pereskia aculeata Miller,
mucilagem de mostarda amarela), anidrido octenil
succinico (OSA), polissacarideos modificados (amido
modificado com OSA , OSA-ciclodextrina)

Sintético

Baixa massa
molecular

Proteina

Polissacarideo

Fonte: adaptado de Banasaz et al. (2020)

Os surfactantes sdo agentes ativos que podem ser classificados de acordo com suas
caracteristicas elétricas, como catidnicos, anidnicos, ndo-idnicos (neutros) e zwiteridonico (carga
positiva e negativa), e essas propriedades impactam diretamente na formacao, estabilidade e
propriedades funcionais das nanoemulsdes. Dodecil sulfato de so6dio e os derivados de
monoglicerideos sdo exemplos de surfactantes anidnicos. Os surfactantes nao-idnicos incluem
os ésteres de sacarose, derivados de polioxietileno, como Tween, Span e Brij. Os surfactantes
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cationicos sdo usados raramente na industria de alimentos, com exce¢do do arginato laurico. Ja
as proteinas sdo classificadas como emulsificantes anfifilicos, cuja carga superficial dependera
das condi¢des de pH (Hanan ef al., 2024; Soni et al., 2023). Alguns polissacarideos podem ser
carregados negativamente, como a pectina, ou serem neutros, como o amido.

Modificadores de textura sdo substincias utilizadas para modificar as propriedades
reoldgicas das nanoemulsdes, inibindo o movimento das goticulas e retardando a separagdo
gravitacional, podendo também ser utilizados para conferir caracteristicas de textura desejaveis
(McClements; Jafari, 2018; Mushtaq et al., 2023). Os modificadores de textura, geralmente,
sdo adicionados a fase continua e podem atuar como agentes espessantes ou agentes
gelificantes. Os agentes espessantes usualmente sdo polimeros soluveis de cadeias longas, que
agem aumentando a viscosidade (Hanan et al., 2024), enquanto os agentes gelificantes formam
ligagcdes quimicas ou fisicas com outras moléculas dando as nanoemulsdes propriedades
tipicamente solidas (Banasaz et al., 2020).

2.3 Estabilidade das Nanoemulsoes

Por serem formadas através de processos ndo espontaneos, as nanoemulsdes estdo
sujeitas a fenomenos de instabilidade como floculagdo, coalescéncia, amadurecimento de
Ostwald e separagdo gravitacional (Sundar; Parikh, 2023). Devido ao reduzido tamanho de
gota, as nanoemulsdes tendem a ser mais estaveis a floculacdo, coalescéncia e separacao
gravitacional, porém mais suscetiveis ao amadurecimento de Ostwald (Liu et al., 2019).

O amadurecimento de Ostwald ¢ um fendmeno em que as particulas maiores crescem
em detrimento das menores devido a difusdo de moléculas da fase dispersa através da fase
continua, impulsionada pela maior solubilidade das goticulas menores (Asadinezhad et al.,
2019; Zhao; Lan; Xie, 2023). A inibi¢do desse fendmeno, que € considerado a principal causa
de instabilidade das nanoemulsoes, pode ser obtida através do uso de uma fase dispersa com
baixa solubilidade na fase continua ou com a adicdo de inibidores de amadurecimento
(Barradas; de Holanda e Silva, 2020; Ozogul et al., 2022).

A estabilidade cinética das nanoemulsdes pode ser obtida através do ajuste da
composi¢do. E importante se atentar para a escolha das fases oleosa e aquosa, e principalmente
do estabilizante, que sdo essenciais para a formulagdo de uma nanoemulsdo cineticamente
estavel.

2.4 Meétodos de fabricacao

Os métodos de fabricacdo das nanoemulsdes podem ser classificados em dois tipos de
métodos: alta energia e baixa energia, como apresentado na Figura 1 (Sharma ef al., 2022). De
acordo com McClements e Jafari (2018), a escolha do método para a fabricagao da nanoemulsao
esta diretamente relacionada as propriedades da fase oleosa e do emulsificante, bem como das
caracteristicas funcionais e fisico-quimicas desejadas. O método de preparo também pode
impactar diretamente no tamanho das gotas e na estabilidade da nanoemulsao (Ozogul ef al.,
2022).



Métodos de

fabricacdo de
Homogeneizacao a Nanoemulstes Emulsificacdo
o -— — -
alta presséo espontanea
Emulsificagdo por
’ membrana
Ultrassom |
Métodos de alta M.étodos UL o | Emulsificacac-evaporacao
energia baixa energia de solvente
Microfluidizacdo - —|
Inversio de fase por
g composicio
D|5p05\t\\[[]5 de alta Inversao de fase por
velocidade — » temperatura

Figura 1 Métodos de fabricagdo de nanoemulsdes

Fonte: Propria

Os métodos de alta energia sao assim chamados pois necessitam de grandes quantidades
de energia geradas por dispositivos mecanicos, que originam forcas de cisalhamento,
compressao ou cavitagao que sdo capazes de romper a elevada tensdo interfacial entre 6leo e
agua (Barradas; de Holanda e Silva, 2020; Hanan et al, 2024). Dentre os métodos de alta
energia destacam-se a homogeneizacao a alta pressao, microfluidizagdo, ultrassom e agitacao
com alto cisalhamento (Chaudhary et al., 2020). Nessa abordagem, o processo ocorre atraveés
da quebra da interface 6leo-agua da emulsdo, promovendo a reducao do tamanho das gotas,
seguida da absorcdo do emulsificante na interface das gotas formadas, prevenindo a
recoalescéncia e promovendo a estabilidade (Barradas; de Holanda e Silva, 2020; Pavoni et al.,
2020). Nessas técnicas, grandes quantidades de energia sdo transferidas (50-500 MJ/m?)
(Donsi; Ferrari, 2016; Prakash et al., 2018).

Na homogeneizagado a alta pressdo (HAP), as fases oleosa e aquosa sdo pressurizadas a
altas pressdes (50-400 MPa) através de uma valvula com passagem estreita, sendo que a a¢do
de forgas de cisalhamento, compressdo e cavitacdo promovem a formacgdo de goticulas
nanométricas (Galvao; Vicente; Sobral, 2018; Sundar; Parikh, 2023). A microfluidizagdo, outro
método de alta energia comumente utilizado na produciao de nanoemulsdes, de forma similar a
homogeneizagdo a alta pressdo, consiste em dividir o fluido em duas correntes sob pressdo, as
quais sdo levadas a camara principal do microfluidizador, e, for¢cas de impacto e cavitagdo sdo
responsaveis pela formacdo de gotas nanométricas (Barradas; de Holanda e Silva, 2020;
Chaudhary et al., 2020). No entanto, a alta eficiéncia da camara permite o uso de pressdes mais
baixas do que nos dispositivos HAP (Sundar; Parikh, 2023).

Na técnica de ultrassom sdo produzidas ondas ultrassonicas de alta frequéncia, maiores
que 20 kHz, que promovem a cavitacdo e vibragdo mecanica (Jamir et al., 2024). Durante o
processo ocorre a formagao de microbolhas que se colapsam e rompem a interface 6leo-agua,
dando origem a gotas nanométricas e com distribui¢cdo de tamanho homogéneas (Chaudhary et
al.,2020; Jamir et al., 2024). Os dispositivos de alta velocidade, como o Ultraturrax, promovem
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a mistura dos componentes formadores da nanoemulsdo. Esse método ¢ menos eficiente quando
comparados a HAP e ao ultrassom (Banasaz et al., 2020), resultando em gotas de maior
tamanho. A utilizagdo dos métodos de alta energia na fabricagdo de nanoemulsodes € considerada
vantajosa por evitar os fendmenos de instabilidade sem adi¢do de grandes quantidades de
agentes estabilizantes (Hanan et al., 2024).

Os métodos de baixa energia sdo baseados nas propriedades fisico-quimicas e na energia
quimica interna dos componentes utilizados na fabricacdo da nanoemulsdo. Os métodos de
baixa energia incluem emulsificagdo espontanea e por membrana, emulsificacdo-evaporagio de
solvente e inversao de fase por temperatura (Banasaz et al., 2020; Chaudhary et al., 2020; Jamir
et al.,2024).

A emulsificagdo por membrana € um processo em que as gotas sao formadas através de
uma membrana em direc¢io a fase continua. E um método que nio requer grande quantidade de
surfactante, porém a taxa de fluxo da fase dispersa através da membrana ¢ baixa (Banasaz et
al., 2020; Pandita ef al., 2024). O processo de emulsificagdo espontanea ocorre quando uma
solu¢do contendo adgua e um surfactante hidrofilico (fase aquosa) sdo misturadas a uma fase
organica contendo 6leo, um solvente miscivel em dgua e um surfactante lipofilico. A fase
organica ¢ adicionada lentamente a fase aquosa, o que leva a formagao espontanea das gotas
devido a répida difusdo do surfactante da fase oleosa para a fase aquosa (Safaya; Rotliwala,
2020). A técnica de emulsificacdo-evaporagdo de solvente consiste na mistura da fase aquosa
(contendo um surfactante) com a fase organica (solvente miscivel em &gua com um
emulsificante lipofilico). A emulsdo se forma através da rapida difusao do solvente para a fase
aquosa e posterior remog¢ao do solvente sob vacuo (Pandita ef al., 2024).

A inversdo de fase por composi¢ao ocorre através da mudanca da composi¢ao do
sistema sob temperatura constante (Jamir et al., 2024). Consiste na adi¢ao de um componente,
agua ou 6leo, em uma mistura oleo-surfactante ou agua-surfactante, respectivamente, levando
a uma mudanga nas propriedades hidrofilicas-lipofilicas do sistema, que promove a inversao de
fase (Banasaz et al., 2020; Chaudhary et al, 2020). Na técnica de inversdao de fase por
temperatura, a composi¢ao do sistema permanece a mesma, enquanto a temperatura varia com
o intuito de mudar a afinidade do surfactante pela fase aquosa. A macroemulsdo ¢ preparada
em temperatura superior a temperatura de inversao de fase, e quando a mistura agua, 6leo e
surfactante atinge a temperatura de inversao de fase, através de um resfriamento rapido ou
dilui¢do repentina em agua ou 6leo, ha a formagdo das gotas pequenas (Banasaz ef al., 2020;
Safaya; Rotliwala, 2020).

3 REVESTIMENTOS BIODEGRADAVEIS

As embalagens sdo itens essenciais na cadeia de alimentos, desempenhando papel
importante na prevengao de danos, manutencdo da qualidade e seguranga, bem como na redugao
do desperdicio de alimentos. A escolha adequada da embalagem pode reduzir alteragdes na
qualidade dos alimentos, além de retardar o desenvolvimento microbiano, oxidagao lipidica e
degradacdo dos nutrientes (Daniloski et al., 2019; Trajkovska Petkoska ef al., 2021). Apesar
dos inumeros beneficios fornecidos pelas embalagens, o uso de fontes ndo renovéaveis em sua
producdo e seu descarte de forma inadequada tém afetado diretamente o meio ambiente. Com
o intuito de reduzir os danos ambientais causados pelas embalagens convencionais, embalagens
biodegradaveis e comestiveis tém sido estudadas como substitutas as embalagens
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convencionais, uma vez que os materiais utilizados sdo renovaveis, reciclaveis e facilmente
degradaveis (Ahmadi et al., 2020; Gupta; Biswas; Roy, 2022).

Filmes e revestimentos sdo finas camadas de material, com espessura geralmente menor
que 0,3 mm, usados para envolver o produto com objetivo de melhorar e fortificar as barreiras
do alimento, podendo ser consumidas juntamente com o produto, ou retiradas antes do
consumo. Atuam como barreira seletiva de umidade, dioxido de carbono e oxigénio, além de
reduzir perda de dgua, manuten¢do da textura e qualidade dos alimentos (Chaudhary ef al.,
2020; Gupta; Biswas; Roy, 2022). Os revestimentos comestiveis sdo constituidos por pelo
menos um biomaterial como proteinas, polissacarideos e/ou lipideos, sendo sua aplicagdo feita
diretamente na superficie dos alimentos, formando um filme apo6s a secagem (Al-Tayyar;
Youssef; Al-Hindi, 2020). Os materiais utilizados devem obedecer as regulamentagdes para
alimentos (Matloob ef al., 2023).

Vérios métodos tém sido desenvolvidos para a aplicagdo de revestimentos nas
superficies dos alimentos. Os métodos mais comumente utilizados sao a imersao, espalhamento
e pulverizagdo. A homogeneidade do revestimento aplicado dependera de fatores como tempo
de secagem, temperatura e método de aplicacao (Chaudhary et al., 2020; Matloob et al., 2023).
A pulverizagdao ¢ um método popular utilizado com solugdes de viscosidade muito baixa e ¢
aplicado a alta pressdo na superficie dos produtos. Entretanto, essa técnica necessita que os
produtos sejam virados de “cabeca para baixo”, para que a aplicacdo do revestimento ocorra de
maneira uniforme (Ju et al., 2019). O espalhamento ¢ geralmente empregado quando solugdes
de revestimento de alta viscosidade sao utilizadas. Esse método apresenta desvantagens devido
a nao uniformidade do revestimento. O teor de umidade e espalhabilidade sao importantes para
o espalhamento, uma vez que as propriedades de superficie e condi¢des ambientais afetam a
aplicacao do revestimento (Chaudhary et al., 2020; Gupta; Biswas; Roy, 2022). Outro método
aplicado ¢ a imersdo, que consiste na submersao do alimento na solugdo de revestimento, por
geralmente 5 a 30 segundos, formando uma camada na superficie do produto, seguida de
secagem em temperatura ambiente. A imersdao deve ser monitorada para que nao ocorra a
formagdo de uma camada muito espessa e, consequentemente, origine condi¢des de anaerobiose
(Gupta; Biswas; Roy, 2022; Matloob et al., 2023). O “panning” ¢ um método utilizado em
alimentos e fArmacos e consiste em uma “panela” ou recipiente rotativo para aplicagao completa
e uniforme do revestimento. Apods a aplicagdo do revestimento, a secagem ¢ realizada por
aumento de temperatura ou uso de ar forcado (Chaudhary ef al., 2020).

Os revestimentos comestiveis apresentam vantagens por serem biocompativeis, nao-
toxicos, ndo poluentes. Além disso, podem servir de carreadores de agentes antimicrobianos,
corantes, agentes antiescurecimento e antioxidantes, minimizando os impactos e deterioracao
dos alimentos (Al-Tayyar; Youssef; Al-Hindi, 2020), sendo neste caso denominados de
revestimentos ativos. Os revestimentos ativos contendo compostos antimicrobianos sao
utilizados com o intuito de reduzir, retardar ou inibir o crescimento de microrganismos na
superficie dos alimentos. A adi¢gdo dos compostos antimicrobianos permite o controle da
contaminagdo microbiana, uma vez que o revestimento ativo previne o desenvolvimento de
microrganismos patogénicos e deteriorantes (Gupta; Biswas; Roy, 2022).

A utilizacdo de revestimentos e filmes ativos na industria de alimentos representam um
solucdo inovadora e alinhada aos principios do “clean label”, uma vez que esses materiais sdo
elaborados a partir de ingredientes naturais e com propriedades antimicrobianas e antioxidantes,
permitindo a substituicdo de conservantes sintéticos, que atendem as demandas dos
consumidores por alimentos mais sauddveis (Trujillo-Mayol et al., 2021). Além disso, o uso de
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revestimentos e filmes ativos na conservagdo de alimentos pode contribuir para a reducao de
perdas ao longo da cadeia produtiva, mitigando os impactos ambientais que estdo relacionados
a perda de recursos naturais (Umaraw et al., 2020). A reducdo de perdas de alimentos e recursos
naturais estdo diretamente conectadas aos objetivos da Agenda 2030 da Organizacdo das
Nagdes Unidas (ONU) que preconiza o consumo e produgdo responsaveis, além da erradicagao
da fome, favorecendo um sistema alimentar sustentavel e eficiente (Segovia-Hernandez ef al.,
2023; Walsh; Murphy; Horan, 2020).

3.1 Revestimentos incorporados de nanoemulsoes a base de 6leos essenciais (OE)

Nanoemulsdes do tipo 6leo em agua (O/A) t€ém demonstrado um grande potencial como
sistemas de entrega de compostos lipofilicos, como 6leos essenciais (OE) (Islam et al., 2023).
As nanoemulsdes podem ser adicionadas diretamente a matriz alimenticia em estado liquido ou
podem ser aplicadas como revestimento comestivel (RC) na superficie do alimento (Matloob
et al., 2023).

Diversos estudos tém sido realizados avaliando os efeitos da utiliza¢ao de revestimentos
incorporados de nanoemulsdes contendo Oleos essenciais. Fatias de mamao revestidos com
nanoemulsdo contendo 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare) apresentaram contagem
de bolores e leveduras inferiores a 3 log UFC/g at¢ o 16° dia de armazenamento a 4 °C,
enquanto as contagens nas amostras sem revestimento atingiram 8 log UFC/g (Tabassum et al.,
2023). Filés de truta revestidos com nanoemulsdo de alginato contendo 6leo essencial de
Zataria multiflora apresentaram redugdo em torno de 2 log/UFC na contagem de vidveis totais,
1 log/UFC na contagem de psicrofilos totais e em torno de 3 log/UFC na contagem de
Enterobactereacea (Khanzadi et al., 2020). Das et al. (2020) obtiveram resultados semelhantes
de reducao de bactérias mesofilas, incluindo Salmonella Typhi. e Listeria monocytogenes, em
tomates cobertos por um revestimento a base de nanoemulsdo e o6leo essencial de Citrus
sinensis. Os tomates revestidos também apresentaram melhora na firmeza e redugdo na perda
de peso. O revestimento a base de nanoemulsio com alginato e Oleo essencial de
Trachyspermum ammi auxiliou na conservagao de filés de peru, mantendo a contagem de
Listeria monocytogenes em torno de 5 log UFC/g, enquanto os filés sem revestimento atingiram
contagens superiores a 8,71 log UFC/g nos primeiros 12 dias de armazenamento sob
refrigeragao (4 °C) (Kazemeini; Azizian; Adib, 2021).

A incorporagdo de nanoemulsdes como revestimentos comestiveis tém demonstrado
maior eficacia quando comparadas ao uso de o6leos essenciais puros na conservagdo de
alimentos. Mavalizadeh et al. (2022) observaram que as contagens de Enterobactereacea foram
menores nos filés de frango revestidos com nanoemulsdo contendo o6leo essencial de
Rosmarinus officinalis, atingindo 2,98 UFC/g no 6° dia de armazenamento sob refrigeracdo (4
°C), enquanto os filés com incorporagdo do 6leo essencial puro apresentaram contagens
superiores a 3,5 UFC/g.

Uma nanoemulsdo contendo 6leo essencial de orégano foi avaliada como antifiingico
em queijo Minas Padrdo. A nanoemulsdo contendo 6leo essencial de orégano apresentou efeito
inibitorio contra fungos do género Cladosporium sp., Fusarium sp. € Penicillium sp. Os autores
ainda observaram que a atividade antifingica ¢ altamente dependente da quantidade de
nanoemulsdo, tempo de imersdo das fatias de queijo e da temperatura de armazenamento
(Bedoya-Serna et al., 2018). Comportamento semelhante foi observado para fatias de queijo
com baixo teor de gordura revestidas por nanoemulsdo contendo 6leo essencial de orégano e
fibra de tangerina. Foram identificadas reducdes na contagem de Staphylococcus aureus, de 6,0
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para 4,6 UFC/g ap6s 15 dias, quando utilizado revestimento contendo 2,0% de 6leo essencial.
O revestimento contendo 2,5% de dleo essencial inibiu o crescimento de psicrofilos e bolores
e leveduras por 6 e 24 dias, respectivamente. Além disso, o revestimento preservou a aparéncia
das fatias de queijo ao longo do armazenamento (Artiga-Artigas; Acevedo-Fani; Martin-
Belloso, 2017). Nanoemulsdo contendo 6leo essencial de lavanda foi utilizada para a
conservagdo de cogumelos palhas, e os resultados mostraram que a nanoemulsdo preveniu o
escurecimento e a perda de solidos do cogumelo, estendendo a vida 1til dos cogumelos para 96
horas (Khan et al., 2024). Sun et al. (2025) avaliaram o efeito da combinagado do ultrassom com
a nanoemulsdo de 6leo essencial de Litsea cubeba na inibi¢do de Sa/monella Typhimurium e
nas propriedades fisico-quimicas do suco de kiwi, e os resultados mostraram uma reducdo de
3,16 log UFC/mL na contagem microbiana preservando, além disso, o conteudo de acido
ascorbico e flavonoides. Das e Chaudhary (2025) avaliaram a nanoemulsao de 6leo essencial
de Pogostemon cablin e quitosana como revestimento e seu efeito antibrotamento em batatas,
e os resultados indicaram que o revestimento inibiu a brotagdo, diminuiu a taxa de respiragao
por 90 dias, e evitou a perda de peso sem afetar as propriedades sensoriais das batatas. A
nanoemulsdo de 6leo essencial de canela foi utilizada na conservacdo de morangos, € os
resultados demonstraram que os morangos imersos na nanoemulsdo tiveram sua vida util
estendida para 7 dias e uma menor perda de peso quando comparado aos morangos em
tratamento (Zhu et al., 2025).

O uso de nanoemulsdes no desenvolvimento de embalagens ativas para alimentos, tem
demonstrado resultados promissores, contribuindo para a melhoria da qualidade e valor
nutricional dos produtos, além de oferecer protecdo contra deterioragdes causadas por
microrganismos e condigdes ambientais adversas. No entanto, o uso de revestimentos e filmes
ativos pela industria de alimentos apresenta desafios significativos a serem superados. Entre
eles, destaca-se a necessidade de garantir a estabilidade fisico-quimica das nanoemulsdes que
podem ser afetadas por condigdes ambientais, bem como o custo elevado associado a
escalabilidade do processo (Ahmad; Qurashi; Sheehan, 2023). A regulamentagdao também ¢
uma barreira critica, exigindo estudos rigorosos sobre seguranga alimentar e toxicologia, cujos
requisitos variam entre os paises (Ozogul et al., 2022). Outro desafio ¢ a compatibilidade das
nanoemulsdes com as matrizes alimentares, pois a interacdo com superficies alimentares pode
comprometer sua funcionalidade. Além disso, a aceitagdo pelo consumidor pode ser limitada
pelo desconhecimento e receio em relacdo as nanotecnologias (Ahmad; Qurashi; Sheehan,
2023). Superar essas dificuldades requer esfor¢os conjuntos entre pesquisa, desenvolvimento
tecnologico e regulamento, permitindo a plena exploracdo do potencial das nanoemulsdes na
industria de alimentos.

4 QUELJOS E SEUS DESAFIOS DE CONSERVACAO

A conservacdo e manuten¢do da qualidade dos queijos ¢ uma questdo crucial para a
industria alimenticia, devido as caracteristicas intrinsecas e a diversidade de tipos desse
produto, variando amplamente entre queijos frescos e maturados (Muresan et al., 2021). A
conservacdo dos queijos ¢ complexa devido a combinagdo de fatores fisico-quimicos,
microbioldgicos e sensoriais, que mudam de acordo com o tipo de queijo, processamento €
condi¢des de armazenamento (N4jera et al., 2021). Enquanto os queijos frescos demandam
condi¢des de armazenamento rigorosas devido as suas caracteristicas que o tornam altamente
pereciveis, os queijos maturados apresentam desafios na preservacdo de suas caracteristicas
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sensoriais e estabilidade durante longos periodos de armazenamento (Moula Ali; Sant’Ana;
Bavisetty, 2022). Essa diversidade de fatores torna de extrema importancia a implementacdo de
estratégias eficazes de conservacdo para garantir a seguranca alimentar desses produtos e
atender as demandas por queijos de qualidade.

Os queijos frescos sao caracterizados por alto pH, baixo conteudo de sal, alta atividade
de dgua e elevada umidade, textura macia e vida util limitada (Aminian-Dehkordi et al., 2023).
Essas caracteristicas tornam esse tipo de queijo propenso a deterioragdo por uma gama de
microrganismos patogénicos e deteriorantes, que limitam a vida util desses produtos de poucos
dias a poucas semanas, mesmo sob refrigeracao (Najera et al., 2021). Além disso, a auséncia
de barreira, como cascas ou crostas, permite o desenvolvimento de microrganismos na
superficie do produto.

Em contrapartida, os queijos maturados passam por processos de cura que causam
modificagdes em suas caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais ao longo do tempo (Santiago-
Lopez et al., 2018). Durante a maturagdo ocorre reducdo na atividade de dgua, aumento da
acidez, e desenvolvimento de compostos aromaticos que conferem certa resisténcia desses
produtos a alguns tipos de microrganismos (Falih ez al., 2024; Khattab et al., 2019). Entretanto,
apesar dessas caracteristicas, 0os queijos maturados também apresentam problemas de
conservagao, como desenvolvimento de fungos indesejaveis na superficie, além de alteragdes
na textura e sabor, que podem ser acentuadas de acordo com as condi¢des inadequadas de
armazenamento.

A contaminagdo de queijos por microrganismos patogénicos como Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus representam riscos a seguranga alimentar dos queijos,
uma vez que esses microrganismos estao relacionados a doengas que podem, inclusive, levar a
morte, assim como de deteriorantes, como Escherichia coli, cuja incidéncia pode ser indicativa
de inadequagdo de boas praticas higiénico-sanitarias (Fox et al., 2017; Ribeiro et al., 2023).
Esses microrganismos podem contaminar o queijo em diferentes etapas da producao, desde a
matéria-prima até manuseio e armazenamento. O microrganismo de maior preocupagdo para
esses produtos € a Listeria monocytogenes, devido a sua capacidade de crescer mesmo em
temperaturas de refrigeracao (Falih et al., 2024). Em populagdes vulneraveis, como i1dosos,
gestantes ¢ imunocomprometidos, a listeriose pode causar infecgdes sistémicas, abortos
espontaneos e levar ao obito. Portanto, adotar medidas eficazes de controle e conservacao ¢
fundamental para minimizar riscos e garantir a seguranca alimentar dos queijos (Ribeiro et al.,
2023).

As alteragoes nas propriedades fisico-quimicas sao outro desafio para a conservacao dos
queijos. Mudancas na umidade, pH e textura sdo comuns ao longo do armazenamento e podem
afetar diretamente a qualidade dos queijos (Falih et al., 2024; Pieretti et al., 2019). Em queijos
frescos, a perda da umidade leva a um aumento da dureza, enquanto em queijos maturados, o
desequilibrio na atividade de dgua pode causar alteragcdes no processo de maturacio, causando
modificacdes sensoriais indesejadas, como alteragdes de consisténcia e sabor (Moschopoulou
et al., 2019; Zhai et al., 2024). Alteragdes no pH impactam na estabilidade microbiologica e
nas propriedades sensoriais dos queijos, influenciando na aceitagdo do produto (Moula Ali;
Sant’ Ana; Bavisetty, 2022).

Problemas durante a producdo e conservagdo inadequada podem impactar diretamente
na qualidade sensorial dos queijos, resultando em alteragdes perceptiveis no sabor, aroma,
textura e coloragdo (Aminian-Dehkordi et al, 2023). Nos queijos maturados, o
desenvolvimento de mofos indesejaveis na superficie e alteragdes no perfil aromatico podem
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reduzir a aceitagdo do produto por parte do consumidor (Moschopoulou et al., 2019). Os
problemas sensoriais nos queijos, além de comprometerem a experiéncia do consumidor,
acarretam perdas financeiras significativas para a industria.

Frente a esses desafios, faz-se necessaria a implementacdo de estratégias eficazes e
sustentaveis para a conservagdo e seguranga de queijos. Dessa forma, a busca por métodos
naturais de conservagao, como uso de 6leos essenciais ¢/ou nanoemulsdes de 6leos essenciais,
emergem como alternativa promissora para mitigar os problemas microbiologicos e fisico-
quimicos, levando a producao de queijos mais saudaveis e com maior qualidade sensorial.

4.1 Queijo Minas Frescal

O queijo Minas Frescal (QMF) ¢ uma variedade de queijo fresco, popular e tradicional,
produzido e amplamente comercializado no Brasil, apresentando grande importancia regional,
social e econdomica no mercado crescente de queijos nao maturados (Ribeiro Junior et al., 2020;
Silva et al., 2021). De acordo com a Instru¢do Normativa n°62, de 30 de dezembro de 2011 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, o queijo Minas Frescal € o “queijo fresco
obtido por coagulagdo enzimatica do leite com coalho e/ou outras enzimas coagulantes
apropriadas, complementada ou ndo com agao de bactérias lacticas especificas” (Brasil, 2011).
Trata-se de um queijo macio, semigordo, de alta atividade de dgua, ndo maturado, com pH
variando entre 6,6 e 6,8, baixa concentracao de sal (1,4%-1,6%) e sem adigdo de conservantes.
Portanto, sua vida util dificilmente excede 15 dias armazenado sob condi¢des de refrigeragao
(Falih et al., 2024; Silva et al., 2021).

A fabricagao do queijo Minas Frescal pode ser industrial ou caseira, considerando como
caseiro o queijo que ¢ produzido sem qualquer tecnologia mais elaborada e geralmente vendido
sem rotulo (Silva et al., 2019; Visotto et al., 2011). A producao desse queijo pode ser realizada
em trés tipos de processos industriais: (1) tradicional, realizado através da acidificagdo do leite
obtido a partir do crescimento da microbiota latica e da adicao do coalho; (2) acidificagdo direta,
obtida pela adicao de acido latico e coalho, e (3) adigao apenas de coalho (Falih et al., 2024).

Durante a produgdo do queijo Minas Frescal, algumas etapas de processamento podem
facilitar a contaminagdo por microrganismos patogénicos e deteriorantes, principalmente
devido as condi¢des higi€nico-sanitarias inadequadas. Além disso, as caracteristicas fisico-
quimicas desses queijos, como alta atividade de agua e pH em torno de 6,0, exigem um controle
adequado desde o inicio da produgdo até o consumidor final (Silva et al., 2023; Souza et al.,
2024).

Os microrganismos presentes no queijo podem ser oriundos da matéria-prima de ma
qualidade, ineficacia do processo de pasteurizagdo, contaminagao durante o processamento por
equipamentos, utensilios e/ou manipuladores e durante armazenamento inadequado. Destacam-
se os seguintes microrganismos: Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli,
Salmonella, Listeria monocytogenes, Campylobacter, Yersinia, Lactobacillus, Pseudomonas,
Flavobacterium, Acinetobacter, Streptococcus, Brucella, Mycobacterium, Penicillium, entre
outros (Fava et al., 2012). Bolores, leveduras e bactérias do grupo coliformes estdo entre os
principais responsaveis pela deterioracdo do queijo (Ahmed et al., 2022; Falih et al., 2024). A
Instrugdo Normativa n°161, de 01 de julho de 2022, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria, estabelece os padrdes microbiologicos para alimentos que determina que, visando
garantir a seguranca e qualidade microbioldgica dos queijos, sdo necessarias a realizacdo de
analises de Escherichia coli, Salmonella, estafilococos coagulase positiva e enterotoxinas
estafilicdcicas e bolores e leveduras (Brasil, 2022).
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Diferentes estudos identificaram a presenca de microrganismos patdégenos em queijo
Minas Frescal, indicando que a auséncia de condi¢des higi€nico-sanitarias pode fazer desse
alimento um veiculo de agentes toxicos e infecciosos (Ribeiro Junior et al., 2019, 2024; Silva
et al., 2023; Souza et al., 2024). Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Escherichia coli,
Staphylococcus aureus sdo 0s microrganismos comumente associados a contaminagdo de
queijo Minas Frescal e considerados um risco a saude publica (Fox ef al., 2017).

5 APLICACOES DE OLEOS ESSENCIAIS E SUAS NANOEMULSOES
NA CONSERVACAO DE QUEILJOS

Os oleos essenciais tém sido amplamente estudados na conservacao de diversos tipos
de alimentos devido as suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas, sendo, portanto, uma
alternativa vidvel para prologar a vida util e garantir a seguranca dos queijos. Os O6leos
essenciais e as nanoemulsdes podem ser adicionadas ao queijo durante a sua fabricagdo, ou apos
sua fabricagdo na forma de revestimento ou filmes ativos.

A aplicagdo direta ¢ feita diretamente a massa do queijo durante a etapa de fabricacao,
garantindo que o composto se misture a matriz, podendo ocorrer apds a coagulagdo do leite,
durante a etapa de corte da coalhada ou antes da prensagem, para uma incorporacdo homogénea
(Hamouda Ali; Boudriche, 2024; Nunes Silva et al., 2020). A escolha da etapa ¢ crucial para
garantir a eficdcia antimicrobiana e antioxidante dos Oleos essenciais na conservagdo e
manuten¢do da qualidade microbiolédgica e sensorial do produto final (Dupas et al., 2020;
Nunes Silva et al., 2020). Embora a aplicacao direta de 6leos essenciais e nanoemulsdes a massa
do queijo seja eficaz, pode apresentar problemas relacionados a homogeneizagao e impactos
sensoriais. Dessa forma, a incorporagao desses compostos em forma de revestimentos e filmes
ativos oferecem uma alternativa de conservacao minimizando possiveis alteragdes sensoriais
(Lima, Rayssa Cruz et al., 2021)

A incorporagao de oleos essenciais em queijos tem demonstrado impactos positivos nas
propriedades fisico-quimicas, antioxidantes, antimicrobianas e sensoriais desses alimentos,
dependendo do tipo de 6leo essencial utilizado e do método de incorporacao desses compostos
nos queijos. Estudos recentes t€ém avaliado os efeitos nessas funcionalidades de queijos tratados
com oOleos essenciais ou nanoemulsdes, destacando os avangos na conservagao e qualidade
desses produtos. As tabelas 2 e 3 apresentam uma compilagdo de alguns estudos, fornecendo
uma visdo abrangente sobre a eficacia dessas abordagens na manutencdo da qualidade e
seguranca dos queijos. A Tabela 2 compila os resultados dos 6leos essenciais livres adicionados
de forma direta ou em revestimentos e filmes ativos e seus efeitos de conservagao em diferentes
tipos de queijos.
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Tabela 2 Efeito da adi¢@o de 6leos essenciais na conservagdo de queijos

Tipo de
queijo

Oleo
essencial

Modo de
aplicacio

Funcionalidades Efeitos de conservacao

Referéncia

Cream cheese

Ammoides
pusilla

Adigdo direta

A adi¢do do OE reduziu a acidez, aumentou
a atividade antioxidante, diminuiu a taxa de
amarelamento e a perda de brilho, inibiu o
desenvolvimento de bolores e leveduras,
aumentando a vida util de 16 para 23 dias. A
aceitabilidade do cream cheese também
aumentou.

Fisico-quimica,
antimicrobiana e
sensorial

Jalloul; Souhaiel;
Abderrabba (2024)

Queijo fresco

Limao (LEO)
(Citrus
limon L.)

Adic¢ao direta

A adi¢cdo do LEO manteve o pH do queijo
inalterado ao longo de 28 dias (a 4 °C),
reduziu em 0,5 ciclos log a contagem de

bactérias mesofilas e impediu o
desenvolvimento de E. coli e
Enterobacteriaceae durante o

armazenamento. Entretanto, adicao de

1,25% (m/m) de LEO afetou a

aceitabilidade dos queijos.

Antimicrobiana e
sensorial

Hamouda Alj;
Boudriche (2024)

Cottage

Orégano
(OEO)

Adicao direta

A adigdo do OEO protegeu os acidos graxos
poli-insaturados da oxidagao, com menores
indices de hidroperéxidos e dienos
conjugados, além de reduzir a formagao de
acidos organicos ao longo de 30 dias de
armazenamento

Fisico-quimica

Awasthi; Dwivedi;
Patel (2023)

Quark

Orégano
(OEO)

Adicao direta

A adicao do OE inibiu o desenvolvimento
de bolores e leveduras, principalmente a
partir do 14° dia de armazenamento (35

dias/4 °C). As caracteristicas fisico-quimicas

e sensoriais do queijo ndo foram afetadas,

quando comparados ao controle.

Fisico-quimica,
antimicrobiana e
sensorial

Schuh et al. (2022)
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O crescimento de S. aureus, bactérias
Orégano mesofilas e psicrotroficas e coliformes
. (OEO) Do Antimicrobiana e  reduziram, mas as contagens ndo diferiram
Queijo fresco (Origanum Adicdo dircta sensorial significativamente do controle nos 8 dias (4 Santos et al. (2022)
vulgare) °C) de armazenamento. A adicao de OEO
nao afetou a aceitacdo sensorial dos queijos.
Murta (MEO)
(Myrtus - .
. A adi¢do do AEO e MEO preveniu o
Queijo de communis L.) crescimento de L. monocytogenes nos
) Alecrim Adicao direta Antimicrobiana . i OCPIosenes Saraiva et al. (2021)
ovelha (AEO) queijos, mantendo os niveis estaveis ao
(Rosmarinus longo de 28 dias de armazenamento.
officinalis L.)
A combinag¢do de ZEO com Lactobacillus
Zataria acidophilus adicionados ao queijo inibiu o
Queijo . g Antimicrobiana e desenvolvimento de E. coli durante o Mehdizadeh et al.
multiflora Adigao direta . . o
salgado (ZEO) sensorial armazenamento de 60 dias a 4 °C. A (2018)
pontuagdo sensorial dos queijos em relagdo a
textura, odor e sabor aumentou.
O filme reduziu a perda de peso e mudangas
Canela (CEO) na coloragdo dos queijos. O filme contendo
. . Fisico-quimicae 7% (m/m) do OE reduziu 6 log na contagem
Cheddar (Cinnamomum Filme .. . (o A Sharma et al. (2023)
zeylanicum) antimicrobiana  de E. coli até o 9° dia de armazenamento (4
Y °C), atingindo completa inativacdo apos 12
dias.
Queijos revestidos apresentaram perda de
peso inferior a 5% apds 30 dias, menor
Cheddar Cravo da india Filme Fisico-quimica e perda de brilho e de cor amarela. Durante 30 Perera; Jaiswal,
(CEO) antimicrobiana

dias ndo foi observado desenvolvimento de
bolores e leveduras nos queijos embalados
com filme ativo.

Jaiswal (2023)
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A adi¢do de 15% (m/m) de OE nos filmes
reduziu em 65% o crescimento de E. coli

Mugarela Laranja (LEO) Filme Antimicrobiana nos primeiros 6 dias, e em 28% do 9° ao 13° Andrade et al. (2023)
dia de armazenamento (4 °C).
Os filmes contendo 1 ou 2% (v/v) de OE
reduziram 2 log UFC/g nas contagens de L.
Cominho monocytogenes, S. aureus € E, coli, e 2,5 log
Qu'eij o'branco (COEO) Filme Antimicrol?iana e UFC/g nas contagens de bolores e leyeduras Nemati e al., (2023)
iraniano (Cuminum sensorial ao longo do armazenamento de 28 dias (4-5
cyminum,) °C). O filme preservou a umidade e nao
afetou as caracteristicas sensoriais dos
queijos.
A adic¢do dos filmes reduziu a perda de peso
do queijo coalho, sem alterar pH, acidez,
Capim-limdo - o umidade e textura a0 longo do
(CLEO) ‘ Flglcq-qu1m1ca, armazenamegto (20 dlas/fl °C). As ' '
Coalho Filme antimicrobiana e contagens de coliformes totais e aerobios Lima et al. (2021)
(Cymbopogon . ; . ..
citratus) sensorial mesofilos foram reduzidas nos queij 0s
coalhos com o filme de OE. O filme nao
afetou a aceitabilidade geral do queijo
coalho.
As membranas com CNEO impediram o
crescimento de bolores e leveduras na
superficie dos queijos por 8 semanas (4 °C).
Queijo de Canela Membranas Antimicrobiana As membranas suprimiram o crescimento de Ali; Nada; Al-
corda (CNEO) adesivas bactérias mesofilas a partir da segunda Moghazy (2021)
semana. Houve reducdo na contagem de E.
coli que foi indetectavel ao fim do
armazenamento.
Queijo fresco Orégano Filme Fisic‘:o-'quim‘ica © A Cp(;reli/belnni?f?)Oc?:sgr]?lgnign(;en(lzzlllilﬁolrlglef:islme Reyes Méndez et al.
(OEO) antimicrobiana ’ (2023)

bactérias mesofilas aerdbias e S. aureus ao
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(Origanum longo de 14 dias (4 °C), com reducao de 2
vulgare) log nas contagens de S. aureus ao final do
armazenamento. Entretanto, os queijos
embalados apresentaram maior perda de
peso.
O revestimento com OE causou a completa
Queijo Helichrysum ' o . redugdo d@ S. Typhimurium e S. aureus apds
semiduro italicum Revestimento Antimicrobiana 7 e 14 dias de armazenamento (10 °C). A Erceg et al. (2024)
(HIEO) contagem de E. faecalis se manteve em 1log
UFC por 21 dias.
Queijos revestidos apresentaram reducao no
crescimento de bactérias aerdbicas
.. Heracleum , . , . meséﬁlas, psicrotréficas, Rajaei Lak;
Queijo sem . . Fisico-quimica e Enterobacteriaceae, bolores e leveduras S e
~ persicum Revestimento .. . . ° . Bazargani-Gilani;
soro (Ird) antimicrobiana durante 56 dias (4°C). O revestimento .
(HPEO) . . Karami (2024)
preservou a cor ¢ a dureza, além de reduzir a
perda de peso e oxidacao lipidica dos
queijos durante o armazenamento.
O revestimento contendo SEO reduziu as
contagens de L. monocytogenes ¢ mesofilos
em 0,65 e 1,4 log UFC/g em 24 horas apos o
Satureja revestimento. O revestimento reduziu os Aminian-Dehkordi ef
Queijo fresco  khuzestanica Revestimento Antimicrobiana valores de TBARS e a perda de peso ao al. (2023)
Jamzad (SEO) longo do armazenamento (15 dias/4 °C). A ’
pontuagdo de aceitabilidade dos queijos
revestidos manteve-se estavel durante 15
dias.
Tomilho O revestimento reduziu 2 log na contagem
(TEO) Fisico-quimica, de bactérias psicrotroficas e aerdbias Nourmohammadi ef
Lighvan (Thymus Revestimento antimicrobiana e mesofilas, e 1,69 log na contagem de al. (2023)
fedtschenkoi sensorial bactérias 4cido laticas nos queijos lighvan ’
Ronniger) armazenados por 42 dias (4 °C). O
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revestimento controlou o aumento nos
valores de perdxido e TBARS. O queijo
revestido apresentou valores maiores de
aceitacdo geral ao longo dos 42 dias de
armazenamento.

Revestimento

Textura e
antimicrobiana

As contagens de bolores e leveduras se
mantiveram < 2 log UFC/g no queijo com
revestimento com 2% (m/m) de OE. O
queijo revestido apresentou dureza menor
quando comparado ao queijo sem
revestimento.

Erkaya-Kotan et al.
(2023)

Kasar Tomilho
(TEO)
Cominho
Queijo (COEO)
ultrafiltrado (Cuminium

cyminum L.)

Revestimento

Fisico-quimica e
antimicrobiana

A combinagdo do OE com extrato de casca
de pepino no revestimento reduziu as
contagens de bolores e leveduras e bactérias
psicotroficas nos queijos ao longo de 56 dias
(4 °C). Além disso, o revestimento
preservou a cor, reduziu a perda de peso e
diminuiu a dureza dos queijos. Os queijos
revestidos apresentaram maior
aceitabilidade.

Esparvarini et
al.(2022)

Orégano
(OEO)
(Origanum
vulgare)

Coalho

Filme

Antimicrobiana

Filmes com OEO reduziram as contagens de
L. monocytogenes, S. aureus e E. coli em
0,55; 1,08 e 0,95 log UFC/g,
respectivamente. A combinagao do filme
com o tratamento de alta pressao
hidrostatica reduziu 0,12, 0,97 e 1,20 log
UFC/g as contagens de L. monocytogenes, S.
aureus ¢ E. coli na pressdo de 300 MPa/5
min, e 0,43, 0,08 e 0,56 nas contagens de L.
monocytogenes, S. aureus € E. coli quando
usado 400 MPa/10 min.

Gongalves et al.
(2021)
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Resultados promissores tém sido observados na conservagdo da qualidade de queijos
utilizando 6leos essenciais como conservantes. No caso dos queijos Cheddar, filmes contendo
6leo essencial de canela apresentaram resultados expressivos de conservagdo pois, além de
reduzir a perda de peso e preservar a coloracdo dos queijos, ainda foi eficaz na inativagdo de
Escherichia coli até o 12° dia de armazenamento (Sharma et al., 2023). De forma semelhante,
o filme com 6leo essencial de cravo-da-India aplicado a0 mesmo tipo de queijo foi eficaz em
inibir o crescimento de bolores e leveduras por um periodo de 30 dias de armazenamento,
preservando o brilho e aparéncia (Perera; Jaiswal; Jaiswal, 2023). Gongalves et al. (2021)
avaliaram o efeito do filme com o6leo essencial de orégano e a combinagdo do filme com o
tratamento de alta pressao hidrostatica (APH) na conservacao de queijo coalho ao longo de 21
dias de armazenamento (5 °C), e os resultados demonstraram que os filmes foram eficazes na
redugdo das contagens de Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus € Escherichia coli.
Entretanto, os efeitos inibitorios foram mais pronunciados quando os filmes foram combinados
ao tratamento de APH (300 MPa/5 min).

A incorporacao dos 6leos essenciais em revestimentos também apresentou resultados
satisfatorios. O revestimento contendo Oleo essencial de Helichrysum italicum eliminaram
completamente a Salmonella Typhimurium em queijos semiduros apds 14 dias de
armazenamento refrigerado (4 °C) (Erceg et al.,, 2024). No caso do queijo Lighvan, o
revestimento com o6leo essencial de Thymus fedtschenkoi Ronniger reduziu as contagens de
bactérias aerdbias mesofilas, psicrotréficas e acido laticas, e retardou a oxidacao do queijo.
Além disso, a adicdo do 6leo essencial aumentou a aceitagdo do queijo pelo consumidor
(Nourmohammadi et al., 2023). Esses resultados reforcam o potencial do uso de revestimentos
com Oleos essenciais como uma estratégia eficaz pois, a0 mesmo tempo que agem na
conservacgao, podem aumentar a aceitagao sensorial de queijos.

A adicao direta dos 6leos essenciais também tem apresentado resultados promissores,
embora seja limitada pelas alteracdes sensoriais. O cream cheese com adi¢ao direta de 6leo
essencial de Ammoides pusilla teve o processo de acidificacao retardado e o desenvolvimento
de bolores e leveduras inibido, ampliando a vida util do produto de 16 para 23 dias (Jalloul;
Souhaiel; Abderrabba, 2024). Da mesma forma, a adi¢ao direta de 6leo essencial de orégano
em queijo fresco inibiu o desenvolvimento de Escherichia coli e Enterobacteriaceae durante os
28 dias de armazenamento a 4°C, entretanto essa adi¢do afetou a aceitabilidade do queijo por
parte do consumidor (Hamouda Ali; Boudriche, 2024). No caso do queijo tipo Quark, a adicao
direta do 6leo essencial de orégano inibiu o crescimento de bolores e leveduras, especialmente
apos o 14 ° dia de armazenamento a 4 °C, sem afetar as caracteristicas sensoriais (Schuh ef al.,
2022). Tais pesquisas reforcam que, quando bem dosados, os 0Oleos essenciais podem ser
utilizados sem acarretar prejuizos a aceitabilidade dos queijos, fornecendo, a0 mesmo tempo,
beneficios na conservagado fisico-quimica e microbioldgica. No contexto das nanoemulsdes, os
resultados se mostram ainda mais interessantes como pode ser observado na Tabela 3.
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Tabela 3 Efeito da adi¢do de nanoemulsoes com fase dispersa contendo 6leos essenciais na conservagao de queijos

TlpO. d ¢ Oleo essencial Mo.do ‘}e Funcionalidades Efeito de conservacio Referéncia
queijo aplicacio
Coentro (CEO) A adi¢do da NE na ricota manteve a
. (Coriandrum o o . contagem de mesofilos em
Ricota sativum L.) Adigdo direta Antimicrobiana aproximadamente 107 UFC/g durante 48 Cruz et al. (2025)
horas de armazenamento.
Redugao de 100% na contagem de L.
Alecrim monocytogenes, B. cereus, € P. aeruginosa
. (AEO) C e . . em 5, 10 e 7 dias, respectivamente, € 96%
Karish (Rosmarinus Adigdo direta Antimicrobiana para A. flavus em 7 dias. A qualidade do Gadallah et al. (2024)
officinalis) queijo ao longo do armazenamento (28
dias/4°C) nao foi afetada.
A adicao de nanoemulsao diminuiu a
. . o o . contagem de coliformes totais, mesofilos Pérez-Soto et al.
Queijo fresco  Laranja (LEO) Adigao direta Antimicrobiana aerobios e bolores e leveduras nos queijos (2021)
armazenados por 45 dias (4 °C)
O revestimento com a NE (2% (v/v) TEO)
reduziu as contagens de E. coli e S. aureus
. Tomilho . Antimicrobiana e a niveis ndo detectdveis ao f})m do Kader; Rashed;
Karish Revestimento . armazenamento de 4 semanas (4 °C). O uso
(TEO) sensorial . Mohamed (2024)
de revestimento aumentou as notas de
flavor e aceitagdo dos queijos na analise
sensorial.
Queijos revestidos apresentaram menor
. Moringa . Barreira e perda de peso ¢ umidade. Desenvolv‘l‘mento Mohamed Adel
Queijo Ras Revestimento . . de bolores na superficie dos queijos
(MGEO) Antimicrobiana . . o (2023)
revestidos ndo foi observado ao longo de 90
dias/12 °C.
) Antimicrobiana e Revestimentos contendo 1,0% e 2,0% Polat Yemis; Sezer;
Kasar Murta (MEO) Revestimento Sensorial (m/m) de 6leo essencial de murta reduziram Sicramaz (2022)
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(Myrtus
communis L.)

a populagdo de L. monocytogenes durante o
armazenamento em 0,42 ¢ 0,88 log UFC/g,
respectivamente. A aceitagdo global dos
queijos reduziu com a adi¢ao do
revestimento com NE.

Leveduras, bolores e contagens de
psicrotroficos ndo foram detectadas no

Cominho .
o . queijo conservado em nanoemulsdo com )
Queijo branco ((Ccu(zglgt)m Revestimento Antlg;ilcsﬁ?;?na 1% (m/m) do OE durante todo o periodo de El-Say(ezd(;Z]:il)-Sayed
cyminum L.) armazenamento até 60 dias. A aceitagao
' sensorial foi melhor para queijos com NE
com 0,5 e 0,75% (m/m) do OE.
Orégano ?JINCI;Z foi capaz de ir};bir 0 crescim;nto de
.. . adosporium sp. € Fusarium sp. durante
Queﬁjc()il\N/[mas O(C.)EO) Revestimento Antimicrobiana 30 dias de armazenamento, e inibiu o Bedoyaé%?;na et al.
adrao (v;llgzzg)m crescimento de Penicillium sp. até o sétimo ( )
dia de armazenamento.
A contagem de S. aureus diminuiu 1,4 ¢ 1,5
UFC/g no queijo revestido com NE
contendo 2,0 ¢ 2,5% m/m de OE, Artiga-Artigas;
Queijo magro Orégano Revestimento Antimicrobiana respectivamente, apos 15 dias de Acevedo-Fani;
(OEO) armazenamento (4 °C). A NE com 2,5% Martin-Belloso
m/m de OE inibiu o crescimento de (2017)
bactérias psicrofilas e bolores e leveduras
por 6 ou 24 dias, respectivamente.
Orégano Queijos revestidos apresentaram menor
Queijo branco (OEO) Revestimento Barreira perda de peso (20%) ao longo de 21 dias Miljkovi¢ et al.
(Origanum quando comparados a queijos sem (2017)
minutiflorum) revestimento (35%).
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As nanoemulsdes de 6leos essenciais t€m se mostrado eficientes na conservacao de
queijos. Um exemplo disso ¢ o uso de revestimentos contendo nanoemulsdes de 6leo essencial
de manjerona em queijos ultrafiltrados, que reduziu de forma significativa as contagens de
Escherichia coli e Listeria monocytogenes armazenados por 9 dias sob refrigeracao (4 °C)
(Mohammadi Jarchelo; Hosseini Ghaboos; Almasi, 2022). Queijos Ras revestidos com
nanoemulsdo contendo o6leo essencial de moringa apresentaram menor perda de peso e
umidade, além de ndo apresentarem desenvolvimento superficial de bolores e leveduras ao
longo de 90 dias armazenados a 12 °C (Mohamed Adel, 2023). Esses estudos ressaltam as
vantagens de veicular 6leos essenciais em nanoemulsdes, permitindo uma atuacao mais eficaz
na preservagdo dos queijos. Além disso as nanoemulsdes podem reduzir a quantidade de oleo
essencial necessaria para a conservagao, minimizando os impactos sensoriais

Apesar dos inumeros beneficios conferidos pela encapsulacao dos 6leos essenciais em
nanoemulsdes, € necessario controle e otimizacdo das formulagdes a fim de equilibrar as
eficacias antioxidantes e antimicrobianas com a preservacao das caracteristicas sensoriais do
produto. Um estudo relevante ¢ o de queijos Kasar, em que o revestimento com 6leo essencial
de murta exerceu um controle no crescimento de Listeria monocytogenes em duas
concentracdes diferentes de Oleo essencial, entretanto a concentragdo mais alta (2 % m/m)
afetou negativamente a aceitacdao sensorial do queijo (Polat Yemis; Sezer; Sigramaz, 2022).
Entretanto, o queijo Karish revestido com nanoemulsdo de 6leo de tomilho foi percebido pelo
consumidor com um flavor melhor, impactando positivamente na aceitagdo do produto (Kader;
Rashed; Mohamed, 2024). El-Sayed e El-Sayed (2021) observaram que apesar da inibicao de
bolores e leveduras e bactérias psicrotroficas em queijo branco promovida pelo revestimento
com nanoemulsdo com 1% (m/m) de dleo essencial de cominho, a aceitagdo sensorial dos
queijos foi maior quando o revestimento com 0,5 ou 0,75% (m/m) de o6leo essencial (menor
concentracao) foi usado. De forma geral, a utilizacdo das nanoemulsdes de 6leos essenciais foi
eficaz na preservacgao da cor, textura e umidade dos queijos, impactando em menor grau nas
propriedades sensoriais.

Esses resultados demonstraram que apesar dos desafios da utiliza¢ao direta dos 6leos
essenciais na conservagao de queijos, principalmente os impactos sensoriais, as nanoemulsdes
oferecem uma alternativa para mitigar essas limitagdes. Além do mais, os revestimentos e
filmes ativos com Oleos essenciais t€ém apresentado um grande potencial nao apenas no
aprimoramento das técnicas de conservacdo para queijos, mas também na preservacdo das
caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais, prolongando a vida util dos queijos, e atendendo as
demandas da industria e dos consumidores por produtos mais naturais, saudaveis e seguros.
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6 CONCLUSAO

A utiliza¢do de nanoemulsdes em revestimentos e filmes ativos destaca-se como uma
abordagem promissora na conservag¢ao de alimentos, inclusive ¢ dos queijos, ao combinar a
eficacia antimicrobiana e antioxidante com atributos sustentaveis e alinhados as exigéncias do
mercado de produtos mais naturais e saudaveis e seguros. Esses materiais, elaborados com
compostos bioativos como o6leos essenciais, ndo apenas garantem maior protecdo contra
deterioragdo microbiana e condi¢cdes ambientais adversas, mas também contribuem para a
preservacao das caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais dos alimentos, fundamentais para a
aceitacao dos consumidores.

No entanto, a aplicabilidade em larga escala ainda enfrenta uma série de desafios, como
a necessidade de garantir a estabilidade fisico-quimica das nanoemulsdes sob diferentes
condi¢des ambientais, o custo elevado dos processos de produgdo, além das barreiras
regulatérias que demandam estudos rigorosos de seguranca alimentar e toxicologia. A
compatibilidade das nanoemulsdes com diferentes matrizes alimentares e a aceitagdo do
consumidor, muitas vezes limitada pelo desconhecimento acerca de nanotecnologia, sao outros
aspectos que requerem atencao e solucoes estratégicas.

Mesmo diante de tantos desafios, os resultados de estudos cientificos evidenciam que a
incorporagdo de nanoemulsdes pode representar uma revolugdo na conservagdo de alimentos, e
de queijos em particula, promovendo uma abordagem sustentavel que reduz perdas ao longo da
producdo e atende as metas globais da Agenda 2030 da ONU, como consumo sustentavel e
redugdo do desperdicio de alimentos.
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ABSTRACT

Essential oils (EOs) have antimicrobial properties, but their low solubility in water and
strong flavor poses challenges for direct incorporation into food, as they can negatively impact
organoleptic properties. To overcome these issues, strategies such as oil-in-water (O/W)
nanoemulsions have been developed to improve EO dispersion and protection while enhancing
antimicrobial efficacy. The objective of this study was to create sodium alginate-pink pepper
essential oil (PPEO) nanoemulsions using microfluidization. Various formulations were
assessed for physicochemical, physical, and antimicrobial properties to evaluate their potential
in food applications. The microfluidized emulsions and nanoemulsions had droplet size ranging
from 160 to 443 nm, polydispersity index (PdI) ranging from 0.273 to 0.638, and zeta potential
(€) ranging from -45.2 to 66.3 mV. The nanoemulsions exhibited Newtonian behavior and
remarkable stability after 20 days of storage. Antimicrobial testing revealed effectiveness
against Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes, with minimum inhibitory
concentrations (MIC) of 200 pg/mL for both microorganisms and minimum bactericidal
concentrations (MBC) of 800 pg/mL and 400 pg/mL, respectively, proving that encapsulation
of PPEO in nanoemulsions significantly increased its antibacterial activity. These results
present the possibility of using PPEO nanoemulsions as a more effective natural alternative to
synthetic preservatives in food systems.

Keywords: Pink pepper essential oil, Nanoemulsion, Microfluidization, Antimicrobial activity,
Sodium alginate.
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1 INTRODUCTION

There demand for safe and high-quality foods is increasing among from consumers. In
this regard, the food sector has endeavored to offer safer and more natural alternatives as
substitutes for synthetic and chemical antimicrobial agents, given the evidence indicating their
adverse effects on human health(Al-zoreky; Al-Taher, 2015; Hsouna et al., 2011; Kumar et al.,
2019). Thus, natural preservatives derived from diverse plant components, including leaves,
roots, fruits, and seeds, have been utilized to fulfill consumer demand for more natural foods
(Hyldgaard; Mygind; Meyer, 2012). Essential oils (EOs) are metabolites secondary to aromatic
vegetal species that act naturally to protect against microbial and insect attacks (Asbahani et
al.,2015). They are acknowledged with the designation Generally Recognized as Safe (GRAS)
for applications in foodstuffs. Their role as an ingredient is mainly as substitute for synthetic
preservatives due to their antioxidant and antimicrobial activities (Almasi; Azizi; Amjadi,
2020). Pink pepper (Schinus terebinthifolius Raddi) is a plant indigenous to Brazil that is found
in South and Central America, Europe, Asia, and Africa. Pink pepper essential oil (PPEO) has
been suggested to have antitumor, antioxidant, and antimicrobial activities (Andrade; Poncelet;
Ferreira, 2017). Prior research has established that the chemical constituents are primarily
limonene, myrcene, a-pinene, and B-pinene, with a minor concentration of sesquiterpenes,
including as D-germacrene (dos Santos Cavalcanti ef al., 2015). The Antimicrobial effects of
PPEO are thought to be due to presence of either to monoterpene or sesquiterpene
hydrocarbons, as well as their oxygenated derivatives, including as limonene and o-pinene
(Dannenberg et al., 2019). The effects of PPEO as an antioxidant and antimicrobial agent have
been studied in foods such as cheese and meats (Cordeiro et al., 2019; Dannenberg et al., 2017,
Menegali et al., 2020), however, its nanoencapsulated form has been little studied in terms of
its antimicrobial activity against pathogenic microorganisms. Due to their volatility, flavor, and
low solubility, the direct addition of these and other EOs becomes a challenge as they may
negatively affect the organoleptic characteristics of foods (McClements, 2011).

To mitigate these issues, encapsulating EOs in nanoemulsions may provide a promising
alternative, addressing the challenges associated with their direct application in foods, but also
to enhance their effectiveness when used in active coatings (Almasi; Azizi; Amjadi, 2020). Oil-
in-water (O/W) nanoemulsions are defined as colloidal dispersions composed of nanometric oil
droplets (d<200 nm) dispersed in an aqueous phase (McClements, 2012; McClements; Rao,
2011). Nanoemulsions are highly stable with regard to gravitational processes, including
coalescence, creaming, flocculation, and sedimentation. Nevertheless, they are susceptible to
Ostwald ripening (Asadinezhad et al., 2019; Guerra-Rosas et al., 2017). The Ostwald ripening
describe the phenomenon whereby larger droplets in a dispersed system, such as an emulsion,
grow at the expense of smaller droplets. This occurs due to the difference in solubility between
small and large droplets, resulting in a phase separation and a subsequent decrease in system
stability (Tadros et al., 2004). The low water solubility of essential oils facilitates Ostwald
ripening, which can occur immediately following emulsion formation. Consequently, the
combination of water-insoluble oils, such as sunflower oil, and emulsifiers, like lecithin, with
essential oils can reduce surface tension which impedes droplet growth due to the entropy of
mixing effect that opposes Ostwald ripening (Chang; McClements, 2014). The nanometric size
of the oil droplets in nanoemulsions results in an increase in surface area, thereby enhancing
the efficacy of the added compounds. This, in turn, permits a reduction in concentration (10-
50%) while minimizing the potential for sensory alterations (Davila-Rodriguez et al., 2019;
McClements, 2011).

The combination of emulsifiers, surfactants and stabilizers can facilitate the formation
of the emulsion, in addition to improve its properties and increase its stability (Improving
emulsion formation, stability and performance using mixed emulsifiers: A reviewMcClements;
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Jafari, 2018). Medium or long chain triglycerides, such as corn and sunflower oil, are defined
as "ripening inhibitors", as they form a kinetic barrier making EOs less soluble in water,
reducing the rate at which smaller particles dissolve and reprecipitate into larger particles
(Donsi et al., 2014; Pavoni et al., 2020). Soy lecithin is a natural emulsifier derived from the
cell membrane of soybeans containing hydrophobic groups and alkyl side chains that make it
amphiphilic, reducing the interfacial tension between the phases of the emulsion and improving
its stability (Zhao et al., 2023). Polysorbates, also designated as Tweens, are non-ionic
surfactants derived from sorbitan and are commonly utilized in the encapsulation of essential
oils. Tweens 20 and 80, though derived from the same compound, possess distinct structures
(Guo et al., 2020). Tween 20 contains a side chain comprising lauric acid, whereas Tween 80
has oleic acid in its side chain, rendering it less hydrophilic than Tween 20 (Brandner, 1998;
Pavoni et al., 2020). The structural differences between polysorbates allow them to stabilize
nanoemulsions in different ways, which directly impacts the size and stability of the droplets.

Polysaccharide-based nanoemulsions, such as sodium alginate, incorporating EO as an
antimicrobial agent, can be utilized to form edible active coatings. Using these coatings can
increase shelf life and help prevent spoilage of food products. A number of studies report on
various properties associated with polysaccharide-based nanoemulsions developed using
microfluidization, as well as their applications in active films and coatings (Artiga-Artigas,
Maria; Acevedo-Fani; Martin-Belloso, 2017; Chen; Zhong, 2022; Huang et al., 2020; Khanzadi
et al., 2020). Khanzadi et al. (2020) observed an inhibition of microbial growth in trout fillet
coated with sodium alginate nanoemulsion containing Zataria multiflora Boiss essential oil.
Kazemeini, Azizian and Adib (2021) demonstrated that nanoemulsion comprising sodium
alginate-Trachyspermum ammi essential oil, when used as a coating, was capable of inhibiting
the growth of Listeria monocytogenes in turkey fillets even after 12 days of storage at 4 °C.

Despite a few studies focused on the nanoencapsulation of pink pepper essential oil
(PPEO) in nanoemulsions, no studies have specifically evaluated the antimicrobial potential of
these nanoemulsions against foodborne pathogenic microorganisms, which can be of great
interest for food industry. Additionally, the combination of sunflower oil and lecithin with
surfactants may prove an effective strategy for obtaining stable nanoemulsions, preventing
destabilization phenomena such as Ostwald ripening and creaming. The aim of this study was
to develop sodium alginate-pink pepper essential oil (PPEO) nanoemulsions) using sunflower
oil and lecithin as stabilizers and to characterize their physicochemical and rheological
properties after microfluidization. Furthermore, the antimicrobial potential of these
nanoemulsions was assessed against foodborne pathogenic microorganisms, specifically
Salmonella sp., Escherichia coli, Listeria monocytogenes, and Staphylococcus aureus, aiming
their application as active coatings in animal-based products, such as cheeses.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Material

PPEO was acquired from Ferquima (S3o Paulo, Brazil). The company provided the
composition of the essential oil: y-terpinene (32%), a-phellandrene (20%), d-limonene (15%),
a-pinene (10%), and p-cimene (4%). Surfactants Tween 20 and Tween 80, as well as glycerol
were purchased from Dinamica (Brazil). Sodium alginate was obtained from GastronomyLab®
(Brazil). Mueller-Hinton Agar and Mueller-Hinton broth were obtained from OXOID®
(England). Soy lecithin and sunflower oil were kindly donated by Bremil (RS, Brazil) and
Cargill Global (SP, Brazil), respectively. Nanoemulsions were produced using ultrapure water
from a Milli-Q Plus system. The bacteria employed in the investigation of antimicrobial activity
study included Listeria monocytogenes ATCC 7644, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Escherichia coli ATCC 11229 and Salmonella sp. (LMA 32 — Unicamp internal code).
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2.2 Nanoemulsion Preparation

The oil-in-water nanoemulsions were developed by keeping the concentration for all
components fixed in relation to the amount of water. Based on the study by Salvia-Trujillo et
al. (2015), amount of PPEQO, sodium alginate, and non-ionic surfactant (Tween 20 or Tween
80) remained constant at 1.0% (w/w). In some formulations, sunflower oil (0.5 or 0.75% w/w)
or soy lecithin (0.2% w/w) was also added. These concentrations were chosen from our
preliminary experiments to be published elsewhere, based on the work of Ghaderi ez al. (2017)
and Asadinezhad et al. (2019) with modifications, where the concentrations of sunflower oil
varied from 0.25 to 1% (w/w) and lecithin from 0.1 to 0.2% (w/w), and the concentrations
selected were based on the smallest droplet size and the best physical stability of the
nanoemulsions. The identification and composition of the formulations are presented in Table
1. For identification, the samples were prefixed as CE- (coarse emulsion) and the
nanoemulsions were prefixed with M- (microfluidized), before the sample name.

Aqueous phase was produced by solubilizing sodium alginate and an emulsifier in
ultrapure water heated to 70 °C under magnetic stirring until complete dissolution, followed by
cooling at refrigeration temperature. Non-ionic surfactant was added to aqueous phase. The
emulsion was obtained by combining the aqueous and oil phases (PPEO, PPEO + sunflower oil
or lecithin) in an Ultra Turrax® T18 digital (S 18 N- 19 G dispersing tool element with a
diameter of 19 mm, IKA, Staufen, Germany) for a period of 5 minutes at 13,000 rpm at 20 °C.
Nanoemulsion was produced by subjecting the coarse emulsion to a microfluidizer (LM20-20,
Z-Type Interaction Chamber model H210Z, Microfluidics, Massachusetts, USA) at 15,000 psi
for a total of five cycles. Subsequently, the product was cooled in an ice-water bath at the outlet
of the microfluidizer interaction chamber, ensuring that the sample temperature remained below
30 °C. Besides, pH of all the samples were measured after microfluidization using a pH-meter
(Metrohm 827 pH Lab, METROHM, Brazil) with values approximately 6.8 + 0.2. Experiments
were conducted in triplicate.

Table 1 Composition and identification of the different nanoemulsion formulations.

Sample PPEO Sodium Alginate T20 T80 Sunflower Qil  SL
(Yow/w) (Yow/w) (Yow/w)  (Yow/w) (Yow/w) (Yow/w)
T20 1.0 1.0 1.0 - - -
0.5T20 1.0 1.0 1.0 - 0.5 -
0.75T20 1.0 1.0 1.0 - 0.75 -
SLT20 1.0 1.0 1.0 - - 0.2
T80 1.0 1.0 - 1.0 - -
0.5T80 1.0 1.0 - 1.0 0.5 -
0.75T80 1.0 1.0 - 1.0 0.75 -
SLT80 1.0 1.0 - 1.0 - 0.2

PPEO: pink pepper essential oil; T20: Tween 20; T80: Tween 80; and SL: soy lecithin.

2.3 Physicochemical Properties of the Nanoemulsions

2.3.1 Particle size, size distribution, and polydispersity index

Particle size distribution of the emulsions and nanoemulsions was determined using a
Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK) at a wavelength of 633 nm
and temperature 25 °C, with a backscatter detector of 173°. Prior to analysis, each sample was
diluted with ultrapure water at a ratio of 1:99 in order to minimize multiple scattering effects.
Size distribution was measured by setting the Mie theory, and a refractive index value of 1.46
was used for the disperse phase (pink pepper essential oil) and 1.33 for the continuous phase
(water) (Okuro et al., 2022). Mean size and polydispersity index were evaluated based on the
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intensity particle size distribution. D10, D50, and D90 were derived from the volume-weighted
distribution, indicating the size below which 10%, 50%, or 90% of all particles are located,
respectively.

2.3.2 (-Potential

The zeta ({) potentials (mV) were measured by electrophoretic light scattering using a
Zetasizer Nano-ZS instrument (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK). Prior to
analysis, the emulsions were diluted in ultrapure water using a dilution factor 1:9 (sample to
solvent). Measurements were made on the pH of the samples (6.8 £ 0.2).

2.3.3 Whiteness Index

The chromatic properties of emulsions and nanoemulsions were determined with a
Hunter Lab colorimeter model UltraScanVIS (HunterLab, Reston, VA, USA) employing the
CIE Lab scale (L*, a*, and b*) at room temperature. The device was calibrated with a standard
white plate using the illuminant D65 and 10° observer angle settings, and the whiteness index
(WI) value using the following Equation (1) (Vargas et al., 2008):

WI = 100 — ((100 — L)? + (a*2 + b*2))°5 (1)

where L* determines the brightness of the color, a* determines the position between green and
red, and b* determines the position between blue and yellow.

2.3.4 Rheology Characterization

Emulsions and nanoemulsions flow curves were obtained using an AR1500ex rheometer
(TA Instruments, Crawley, UK) equipped with double concentric cylinder geometry
comprising an internal cylinder (external radius of 17.53 mm, internal radius of 16.02 mm) and
an external cup (external radius of 18.45 mm, inner radius of 15.10 mm). A gap of 500 um and
the shear was adjusted within a range of 0 and 300 s™'. In order to eliminate any potential effects
of shear time, the flow curves were generated using up-down-up cycles. Emulsions and
nanoemulsions were evaluated just after their preparation. Triplicate measurements were taken
at 25 °C. The data obtained from the third flow curve were modeled using the Newtonian and
power-law (Equation (2)) fluid models:

o=k@" (2)

In this context, o represents shear stress (Pa), k denotes the consistency index (Pa.s"), y
signifies the shear rate (s™') and  is the flow behavior (dimensionless) (Trujillo-Cayado et al.,
2015).

2.3.5 Emulsion Stability

The stability of the emulsions and nanoemulsions was evaluated in accordance with the
methodology proposed by Ushikubo and Cunha (2014), with modifications. Twenty-five
milliliters of the emulsions were transferred to cylindrical glass tubes, which were then sealed
and stored for a period of 30 days at a temperature of 25 °C. The percentage separation of the
oil phase was expressed as a separation index (SI), calculated with Equation (3).

SI(%) = (HEO) x 100 3)

where H is the height of the separated oil phase, and Ho is the total height of the sample.
The stability of the emulsion was also measured by the average droplet diameter.
Measurements were performed every 10 days for 4 weeks at a temperature of 25 °C.
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2.3.6 Optical Microscopy

The microstructure of emulsions and nanoemulsions was observed in an optical microscope
(Axio Scope.Al, Carl Zeiss, Jena, Germany) with a 100x oil immersion objective lens. The
images were captured using the AxioVision Rel. 4.8 software (Carl Zeiss, Germany). The
microstructure of emulsion and nanoemulsions was observed after preparation.

2.3.7 Oil Retention
The total oil retained in emulsions and nanoemulsions was quantified via hydrodistillation
in a Clevenger apparatus in triplicate, in accordance with the methodology delineated by Garcia,
Tonon, and Hubinger (2012), with modifications. Firstly, 100 mL of the sample was transferred
to a 500 mL round-bottomed flask. The distillation process was conducted for a period of 60
min, and the distilled oil volume was directly read directly into the Clevenger apparatus. The
percentage of oil retention was calculated according to Equation (4):
VXxp
m

Oil retention (%) = (=) x 100 4)

The volume of oil, denoted V, is that collected following distillation process. The term p
represents the density of pink pepper essential oil or the mixture (PPEO and sunflower oil),
while m denotes the mass of essential oil added to the sample.

2.4 Antimicrobial Activity

2.4.1 Agar Disk Diffusion

Firstly, the antimicrobial activity of non-encapsulated PPEO (control) and nanoemulsions
was determined via the disk diffusion technique, as previously described by CLSI (CLSI,
2015a). Additionally, solutions of Tween 20, Tween 80, and sodium alginate at a concentration
of 1% (w/w) were also tested. The bacterial cultures were suspended in peptone water (0.1%
w/v) to achieve a concentration of 1028 CFU/mL, which is equivalent to a 0.5 Mc Farland
standard. A volume of 100 pL of the inoculum was distributed with a sterilized swab onto the
surface of Petri dishes with Mueller-Hinton Agar (MH-Ox0id®) as the growth medium. After
that, the sterilized paper disks positioned on the plate received 10 puL of sample solution (non-
encapsulated PPEO or microfluidized emulsion). The Petri dishes underwent incubation at 37
°C (E. coli, Salmonella sp., and S. aureus) and 30 °C (L. monocytogenes) for 24 h. After the
incubation period, the presence of the inhibition zone was confirmed and quantified using a
digital caliper.

2.4.2 Minimum Inhibitory and Bactericidal Concentrations

The broth technique was utilized to establish the minimal inhibitory concentration (MIC)
and minimal bactericidal concentration (MBC), according to CLSI methodology (CLSI, 2015b)
. The non-encapsulated PPEO (control) and nanoemulsions were diluted in Mueller-Hinton
broth (MH-Ox0id®) supplemented with a Tween 80 solution (0.5% v/v) up to a concentration
of 6400 pg/mL. Then, 5 mL of this solution was transferred to a glass tube containing 5 mL of
pure Mueller-Hinton broth until 3200 to 25 ng/mL concentrations were obtained. A total of 250
uL of inoculum (108 CFU/mL) was added to each tube, which was then incubated at 37 °C (E.
coli, Salmonella sp., and S. aureus) and 30 °C (L. monocytogenes) for 24 h. Subsequently, the
tubes were evaluated, and the MIC was defined as the highest dilution without cell growth
(compared to the negative control) through visual analysis.

MBC was obtained through inoculation of 10 uL from each tube that exhibited no growth
in the MIC test onto Tryptic Soy Agar (TSA) plates. The lowest concentration that did not
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demonstrate growth was identified as the minimum bactericidal concentration (MBC)
following a 24-h incubation period at 37 °C and 30 °C, respectively.

2.5 Statistical Analysis

The data were subjected to statistical analyses using the R 1386 software (version 3.6.1; R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) to verify the behavior of the samples
through analysis of variance (ANOV A). When a statistical difference was observed (p < 0.05),
a Tukey test was employed for further investigation into the disparity between the
corresponding means.

3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Particle size distribution, PdI and (-potential

Microfluidization broke the primary emulsion droplets (micrometer size) into smaller
sizes in microfluidized emulsions (mean size lower than 400 nm). This can be clearly observed
in the z-average and D50 values (Table 2). There is still a lack of consensus on the size that
defines what is classified as a nanoemulsion and an emulsion. A droplet diameter of less than
200 nm is indicative of nanoemulsion (McClements, 2012; McClements; Jafari, 2018; Tadros
et al., 2004). Considering this classification, only samples M-T20, M-T80, and M-0.5T20
cannot be classified as nanoemulsions, considering the z-average and D50 values. Mechanical
stress caused by microfluidization promotes the formation of smaller droplets that are promptly
enveloped by surfactant molecules, thereby reducing interfacial tension (Maa; Hsu, 1999). A
lower mean size indicates a higher stability of nanoemulsions in comparison to coarse
emulsions. Additionally, the size significantly affects the physicochemical, rheological,
antimicrobial, and sensory properties and stability of nanoemulsion formulations (Haghju et al.,
2016).

The determination of particle size by DLS is predicated on the variation in the intensity
of the laser beams that are scattered when they encounter the moving particles in a suspension
(Malvern Instruments, 2013). This information is employed to ascertain the diffusion
coefficient, which is used to calculate the hydrodynamic size in accordance with the Stoke-
Einstein equation. DLS values are generated in relation to intensity; however, based on the
intensity-weighted distribution, it is possible to generate volume-weighted and number-
weighted distributions. According to the Rayleigh approximation, the intensity of the scattered
light is proportional to the sixth power of the diameter (d®), being dominated by large particles
that contribute disproportionately to the measured intensity, even when in smaller quantities. In
contrast, the volume distribution is proportional to the third power of the diameter (d*),
providing a more accurate representation of the material distribution and facilitating
visualization of the smaller particles (Lim et al., 2013; Yeap et al., 2018). The particle size
distribution showed a multimodal distribution in all nanoemulsions (Figure 1), which indicates
a polydisperse distribution of particle sizes. The particle size distribution of the coarse
emulsions can be found in the supplementary material (Figure S1).

The small peak observed around 5000 nm could be aggregates of biopolymer molecules
and/or surfactants, as demonstrated by Artiga-Artigas et al. (2017). When formulating a
nanoemulsion with a low concentration of essential oil, the surfactant adsorbed at the droplet
interface can lead to interaction between the biopolymer chains. Alternatively, these chains may
exhibit a preference for binding to unbound surfactant molecules in preference to those situated
on the oil droplet surface (Goddard, 2002). Sodium alginate interacts with the surfactant chains
surrounding the oil droplets, resulting in the induction of steric and/or electrostatic repulsion
between the droplet interfaces. This interaction effectively prevents destabilization phenomena,
including coalescence and gravitational separation (Artiga-Artigas, M.; Acevedo-Fani; Martin-
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Belloso, 2017). Silva et al. (2019) investigated the interfacial tension between the components
of an emulsion comprising sacha inchi oil, sodium alginate, and polysorbates (Tween 20 and
80). The times required to reach equilibrium tension were approximately 600 s for both Tween
20 and 80 (1.0 wt%), indicating that the equilibrium tension was achieved due to the steric
stabilization capacity of sodium alginate in conjunction with the rapid diffusion of polysorbate
molecules. Moreover, in a system comprising sodium alginate and Tween, the surfactant exerts
a dominant influence on the surface of the drop, given its superior active surface area in
comparison to sodium alginate.

According to Salvia-Trujillo et al. (2015), z-average in non-monodispersed distributions
can lead to misinterpretation, and for this, D10, D50, and D90 values are also displayed. These
values allowed us to observe the effect of the addition of another surfactant (lecithin) and
sunflower oil. Sunflower oil acted as an Ostwald ripening inhibitor and soy lecithin as a co-
surfactant, resulting in the generation of nanoemulsions with diminished droplet dimensions,
which is in agreement with other studies (Donsi ef al., 2015; Taghavi ef al., 2021). Due to the
increased surface area resulting from reduced droplet size and the greater water solubility of
EO, nanoemulsions become more susceptible to Ostwald ripening, which occurs when smaller
droplets merge from large ones, driven by the molecular propagation of the dispersed phase
through the continuous phase (Asadinezhad et al., 2019; Mcclements, 2007). Medium or long-
chain triglycerides act by reducing the water solubility of EO, stabilizing the nanoemulsion by
minimizing the propensity for larger droplets to form from smaller droplets, which is crucial to
maintaining the desired properties and effectiveness of the formulation (Chang;
McLandsborough; McClements, 2013; Donsi et al., 2014). Low molecular mass surfactants,
including polysorbate (Tweens) and lecithin, are promptly adsorbed at the oil-water interface
during emulsification, leading to a particle size reduction (Salvia-Trujillo et al., 2015). Lecithin
played a crucial role as a co-surfactant in nanoemulsion formulation, contributing to the
reduction in droplet size. Its complex composition, primarily consisting of phospholipids such
as phosphatidylinositol (PI), phosphatidylethanolamine (PE), and phosphatidylcholine (PC),
along with other lipids, contributes to its effectiveness. The lamellar structures formed by these
phospholipids, including mono- and bilayers, create a layer of protection around the dispersed
droplets in nanoemulsion, preventing coalescence or fusion of the droplets, resulting in a
decrease in droplet size and enhanced nanoemulsion stability (Artiga-Artigas; Lanjari-Pérez;
Martin-Belloso, 2018; Taghavi ef al., 2021).
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Figure 1 Particle size distribution (nm) of the sodium alginate-PPEO nanoemulsion expressed in intensity and
volume stabilized by (A) Tween 20 and (B) Tween 80. M: microfluidized; T80: Tween 80; T20: Tween 20; 0.5:
0.5: 0.5% (w/w) sunflower oil; 0.75: 0.75% (w/w) sunflower oil; SL: soy lecithin.
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Table 2 Mean particle size (z-average, D10, D50, and D90) and polydispersity index (PdI) of coarse emulsions
(CE) and nanoemulsions (M).

Z-Average Particle Size (nm)

Samples (nm) Doo Do Dro PdI
CE-T20 1323 £156* 1950=+1°% 804+6" 593+5.5"P 0.891 +£0.168 2
CE-T80 998 £29% 1570+ 101° 1010+10°® 87.7+3.92 0.830+£0.1402
M-T20 443 +10° 468 £23 ¢ 214 £5°¢ 103+2°¢ 0.568 £0.091°
M-T80 434 +£27°¢ 498 £16° 229 £8° 113 £4°¢ 0.638+£0.073°
M-0.5T20 221 +24 229 4+ 154 106 + 8 © 61.4+36° 0.303 £0.005 °©
M-0.5T80 162 £24 2908 + 649 126 +74 65.4+5.14 0.367 £0.044 ¢
M-0.75T20 187 +£34 198 +124% 30.1+4.0f 183+26F 0.294 +£0.010 ¢
M-0.75T80 161 £414 175+10% 26.6+3.5f 18.4+45fF 0.273 £0.007 ©
M-SLT20 183 +£34 257+16% 343+4.1°" 22.7+4.7°F 0.411 +£0.060 ©
M-SLT80 160 £ 54 213+94%  208+26F 21.0+43f 0.391 +£0.039 ©

Significant differences within each column are indicated by different letters (p < 0.05) by the Tukey test. CE:
coarse emulsion; M: microfluidized; T80: Tween 80; T20: Tween 20; 0.5: 0.5% (w/w) sunflower oil; 0.75: 0.75%
(w/w) sunflower oil; SL: soy lecithin. The data are expressed as means values + standard deviation.

Polydispersity index values are presented in Table 2. Pdl is a parameter that denotes the
range of the particle size distribution. Values below 0.3 indicate a narrow size distribution,
suggesting enhanced droplet uniformity since less variation in emulsion droplet size may
indicate better stability against the phenomena of coalescence or Ostwald ripening (Ghadetaj;
Almasi; Mehryar, 2018). Regarding PdI, the only samples exhibiting indices below 0.3 were
those containing 0.75% w/w sunflower oil (M-0.75T20 and M-0.75T80), which demonstrated
superior kinetic stability outcomes over a 30-day storage period. The observed reduction in
polydispersity index values may be attributed to the incorporation of sunflower oil, as the
increase in the oil phase may facilitate a more uniform distribution of the surfactant (Tween)
within the emulsion. Furthermore, sunflower oil comprises natural emulsifiers, including
lecithin, which, due to its amphiphilic nature, provides stability to nanoemulsions by forming a
stable layer at the oil-water interface. This contributes to a reduction in interfacial tension and
the promotion of the development of smaller, more uniform droplets (N; Sontakke, 2023).
Moreover, the presence of phosphate groups facilitates the establishment of repulsive
electrostatic interactions, which are essential for preventing coalescence (Zhang et al., 2012).
The remaining samples exhibited higher PdI values, exceeding 0.3, indicative of a significant
variability in the size of the emulsion droplets. This often renders them less stable, as the
extensive range of droplet size renders them susceptible to destabilization phenomena, resulting
in visual or creaming phase separation. As observed by Artiga-Artigas et al. (2017), high PdI
values may result from the re-coalescence phenomena, which can occur after the
microfluidization process.

Figure 2 presents C-potential values for sodium alginate-PPEO emulsions. All
nanoemulsions displayed negative C-potentials, with a range of —35.0 mV to —66.3 mV. When
the C-potential is less than —30 mV, the considerable electrical charge on the particles indicates
that repulsive forces are the dominant force, contributing to the system stability. The negative
C-potential values observed in every tested sample are attributed to the preferential adsorption
of non-ionic surfactants, such as Tweens, onto the surface of the oil in conjunction with
polymeric stabilizers, as is the case with sodium alginate (Nambam; Philip, 2012). The
incorporation of sodium alginate into nanoemulsion formulations is instrumental in the
electrostatic stabilization of these systems. This is due to the carboxylate and hydroxyl groups,
which can readily dissociate in the hydrophilic phase and be adsorbed onto the oil droplet
surface, thereby conferring sufficient negative charge to prevent destabilization phenomena
(Heurtault et al., 2003). Additionally, deprotonated alcohols (R-O-) and carboxylic acids
(R’CO2-) are responsible for an increase in electron density that consequently results in higher
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negative (-potential values (Artiga-Artigas, Maria; Acevedo-Fani; Martin-Belloso, 2017).
Tweens are vulnerable to oxidative breakdown brought on by exposure to light, oxygen, and
heat, resulting in the formation of hydroperoxides, aldehydes, and carboxylic acids. This
process introduces new functional groups, such as carboxyl groups, which ionize in the water
phase, altering the surface of nanoemulsion droplets and increasing negative charge.
Furthermore, the presence of impurities and ionic contaminants can also contribute to negative
zeta potential values (Kozuch et al., 2023; McClements; Xiao, 2012; Okuro; Gomes; Cunha,

2020).
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Figure 2 (-potential (mV) of coarse emulsions and nanoemulsions. Significant differences within each column are
indicated by different letters (p < 0.05) by the Tukey test. CE: coarse emulsion; M: microfluidized; T80: Tween
80; T20: Tween 20; 0.5: 0.5% (w/w) sunflower oil; 0.75: 0.75% (w/w) sunflower oil; SL: soy lecithin. The data
are expressed as means values + standard deviation.

The nanoemulsion formulated with lecithin exhibited the lowest (-potential values, with
M-SLT20 and M-SLT80 displaying —65.9 and —66.3 mV, respectively. These values are the
result of lecithin phosphate groups and their negative charges that contribute to reducing the

charge on the surface of the droplets, thereby increasing the negative {-potential (Zhang et al.,
2012).

3.2  Whiteness Index
The Whiteness index (WI) is an important parameter employed to evaluate the optical
properties of emulsions, reflecting the degree of light scattering by droplets within these
systems, directly impacting their appearance and stability. In general, nanoemulsions are
described as slightly cloudy systems, attributed to the weak scattering of light by their small
droplets. As the size of the droplets increases, light scattering becomes more intense, making
the emulsions appear more opaque (Acevedo-Fani et al., 2015). Figure 3 presents the WI values
of coarse and microfluidized emulsions. Despite the reduction in droplet size, all microfluidized
emulsions and nanoemulsions presented an opaque visual appearance after microfluidization,
and the whiteness index of some nanoemulsions was even higher than that of primary emulsions
(Figure 4). Regardless of the surfactant, emulsions showed a similar behavior. Nanoemulsions
with a lower oil content, M-T20, M-T80, M-SLT20, and M-SLT80, showed the highest WI
values, which can be attributed to some factors associated with the composition. Firstly, the
high polydispersity in the particle distribution shows a population size on the micrometer scale
that may be aggregated alginate particles. Larger particles exhibit more intense light scattering
compared to smaller ones, leading to amplified luminosity, opacity, and an enhanced whiteness
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index measurement for the nanoemulsions (McClements; Rao, 2011; Salvia-Trujillo et al.,
2015). Additionally, the inclusion of soy lecithin, which exhibits a pronounced color, alters the
overall hue of the nanoemulsion (McClements, 2002) and contributes to an increment in the WI
value.
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Figure 3 Whiteness index of coarse emulsions and nanoemulsions. Significant differences within each column are
indicated by different letters (p < 0.05) by the Tukey test. CE: coarse emulsion; M: microfluidized; T80: Tween
80; T20: Tween 20; 0.5: 0.5% (w/w) sunflower oil; 0.75: 0.75% (w/w) sunflower oil; SL: soy lecithin. The data
are expressed as means values + standard deviation.

Notably, the addition of sunflower oil, M-0.5T20, M-0.5T80, M-0.75T20, and M-
0.75T80, reduced WI values. Smaller average droplet size, lower Pdl, and narrower size
distribution are some of several factors that may influence the reduction of WI values. In
nanoemulsions, smaller droplets have a reduced capacity to scatter light effectively compared
to larger droplets, resulting in decreased whiteness (Acevedo-Fani et al., 2015). Therefore, the
combination of these factors leads to a weakened light scattering effect, reducing the perception
of whiteness in samples (Chantrapornchai; Clydesdale; McClements, 1999). Light scattering is
most effective when the droplet size is closer to 380—780 nm (the wavelength of visible light).
However, nanoemulsions typically comprise droplet sizes well below 200 nm, which results in
reduced light scattering and a corresponding decrease in the whiteness index (Chantrapornchai;
Clydesdale; McClements, 2008). A lower polydispersity index indicates a more uniform droplet
size distribution within the nanoemulsion, which, in turn, reduces the variability in light
scattering. Consequently, there is a decrease in diffuse reflection and an associated reduction in
the whiteness index. These characteristics contribute to a smoother, more consistent
appearance, which is why nanoemulsions are used in products such as creams, gels, or liquid
foods. In fact, the specific type and composition of the oil utilized and nanoemulsions
formulation have a notable impact on the whiteness index of the emulsions. In their study,
Salvia-Trujillo ef al. (2015) produced nanoemulsions using ten distinct essential oils, and only
three nanoemulsions achieved transparency after microfluidization (150 MPa/3 cycles). This
finding highlights the significant impact of formulation composition on the optical and visual
characteristics exhibited by nanoemulsions.
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Figure 4 Images of sodium alginate-pink pepper essential oil (PPEO) emulsions and nanoemulsions. CE: coarse
emulsion; M: microfluidized; T80: Tween 80; T20: Tween 20; 0.5: 0.5% (w/w) sunflower oil; 0.75: 0.75% (w/w)
sunflower oil; SL: soy lecithin.

3.3 Rheological Properties

The viscosity and concentration of the dispersed phase play a crucial role in the
formation of nanometric emulsion droplets (Branco; Sen; Rinaldi, 2020). The sodium alginate-
PPEO emulsions flow curves, shown in Figure 5, were well-fitted to the power-law model
(Table 3). The coarse emulsions exhibited a flow index (n) of approximately 0.72 and evidenced
pseudoplastic fluids behavior. The value of # is less than 1, which indicates pseudoplasticity or
shear-thinning behavior, which is defined by a decrease in viscosity as the shear rate increases
(Quemada, 1998). After the microfluidization process, all samples, regardless of the
formulation, showed low viscosity and Newtonian behavior. The microfluidization process may
result in the deterioration of sodium alginate, which could lead to a reduction in the molecular
weight of the alginate chains and the viscosity of PPEO nanoemulsions. The degradation may
be caused by shear stress, cavitation, and turbulence, which can lead to chemical and physical
changes in the material (Branco; Sen; Rinaldi, 2020; Salvia-Trujillo ef al., 2013). Furthermore,
the decrease in droplet size promotes lower interaction between them, also contributing to
Newtonian behavior.

The apparent viscosities of the samples after microfluidization were significantly lower
than those observed for coarse emulsions (Table 3), which may be attributed to the reduced
interaction between the droplets. The apparent viscosity values were obtained at a shear rate of
10.8 s71, as this allows observation of the influence of forces of attraction and repulsion between
dispersed droplets on viscosity, thus facilitating understanding of the rheological behavior of
the samples in states of slow flow or rest, which are quite common in the food industry.
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Figure 5 Flow curves of coarse emulsions and sodium alginate-PPEO nanoemulsions as a function of the shear
rate. CE: coarse emulsion; M: microfluidized; Tween 80; T20: Tween 20; 0.5: 0.5% (w/w) sunflower oil; 0.75:
0.75% (w/w) sunflower oil; SL: soy lecithin.

Table 3 Viscosity (m Pa-s) and rheological properties of coarse emulsions (CE) and nanoemulsions (M) at 10.8
s”! from the power-law model.

Samples Viscosity (mPa-s) n k (Pa-s") R’

CE-T20 172.11+3.18° 0.727 £ 0.006 ® 0.4239+£0.0101° 0.998
CE-T80 172.08 £5.68 * 0.727 £0.005 ® 0.4218 £0.0209 ® 0.998
M-T20 35.33+0.53° 0.986 +0.002 ® 0.0304 +0.0011 ® 1.000
M-T80 33.45+0.41° 0.988 £0.001 @ 0.0286 £0.0015® 1.000
M-0.5T20 31.23+0.43° 0.990 +0.001 @ 0.0261 +0.0001 ® 0.999
M-0.5T80 32.94+0.14° 0.988 £0.001 @ 0.0285+0.0001 ® 1.000
M-0.75T20 32.36+0.35° 0.988 £0.001 @ 0.0274 £ 0.0004 ® 1.000
M-0.75T80 33.92+0.51° 0.988 £0.005 @ 0.0293 +0.0008 ® 1.000
M-SLT20 34.54+0.20° 0.987 £0.001 @ 0.0293 £+ 0.0008 ® 0.999

M-SLT80 33.84+0.76° 0.986 + 0.002 ® 0.0290 =+ 0.0009 ® 0.999

k: consistency coefficient, n: flow behavior index. Significant differences within each column are indicated by
different letters (p < 0.05) by the Tukey test. CE: coarse emulsion; M: microfluidized; T80: Tween 80; T20: Tween
20; 0.5: 0.5% (w/w) sunflower oil; 0.75: 0.75% (w/w) sunflower oil; SL: soy lecithin. The data are expressed as
means values + standard deviation.

The rheological properties of sodium alginate dispersions depend on their possibility of
forming intermolecular bonds, such as hydrogen bonds, with the viscosity directly linked to
polymer-solvent interactions, in addition to factors such as alginate size, structure, and
flexibility (Branco; Sen; Rinaldi, 2020; Peres; Leite; Silveira, 2015). For instance, larger
alginate molecules or those with more complex structures may exhibit higher viscosities due to
increased resistance to flow. Similarly, the flexibility of polymer chains can affect their ability
to align and flow in response to shear forces, thereby influencing the viscosity (Feng ef al.,
2017). Considering that the viscosity of coarse emulsions is much higher than that of
nanoemulsions that have the same composition, the difference in rheological behavior may be
associated with the greater interaction between alginate molecules under conditions of exposure

55



to lower mechanical forces (unbroken alginate clusters) or greater ease of interaction between
polysaccharide molecules on larger droplets (greater proximity between droplets).

The low viscosity and Newtonian behavior of nanoemulsions represent characteristics
that render these systems interesting for the food and pharmaceutical industries, allowing the
addition of nanoemulsions to improve the texture and mouthfeel without affecting the
rheological properties of foods. In the pharmaceutical field, these characteristics make
nanoemulsions optimal delivery systems for controlled-release drugs, in addition to improving
the absorption and spreadability of compounds added to cosmetics (Ozogul et al., 2022). An
understanding of the rheological properties of emulsions and nanoemulsions allows for the
enhancement of their performance and functionality. Furthermore, it facilitates the development

of novel, stable, and high-quality foods that align with the demands of the food market and
consumers.

3.4 Emulsion Stability

The stability of emulsions and nanoemulsions is an important parameter for the effective
encapsulation of bioactive compounds such as essential oils. The formation of an oil layer,
gravitational separation, indicates instability. The curves showing the phase separation indices

of the samples are shown in Figure 6.
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Figure 6 Separation index (SI) of coarse emulsions (CE) and nanoemulsions (M). CE: coarse emulsion; M:
microfluidized; T80: Tween 80; T20: Tween 20; 0.5: 0.5% (w/w) sunflower oil; 0.75: 0.75% (w/w) sunflower oil;
SL: soy lecithin. The data are expressed as means values + standard deviation.

At the end of 30 days of storage, despite their formulations, the samples showed phase
separation ranging from 3.02 to 62.65% (Figure 7). During the first 20 days of storage, only
samples M-0.75T20 and M-0.75T80 had no phase separation. The greater stability of these
samples may be related to the addition of sunflower oil combined with their reduced droplet
size and PdI values.

The coarse emulsions, CE-T20 and CE-T80, and the microfluidized emulsions, M-T20
and M-T80, showed higher phase separation rates, ranging from 34 to 62%. The high SI values
indicate the low stability of the samples, which may be correlated to their larger droplet sizes
and PdI. These samples showed instability right after microfluidization, which is the result of
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the droplets migrating to the top of the emulsion (Tadros et al, 2004). According to
McClements (Mcclements, 2007), phase separation in emulsions is the result of an increase in
droplet size caused by the phenomena of flocculation and coalescence. Guerra-Rosas et al.
(2016) observed different separation rates according to the essential oil used in the
nanoemulsion. While the nanoemulsions with lemongrass and mandarin essential oil showed
no phase separation over 56 days of storage, the samples with thyme and oregano essential oil
showed separation rates of 6.5 and 17.08%, respectively, indicating that the composition plays
a fundamental role in the stability of emulsions and nanoemulsions.

Figure 7 Phase separation of sodium alginate-pink pepper essential oil (PPEO) microfluidized emulsions and
nanoemulsions after 30 days of storage. M: microfluidized; T80: Tween 80; T20: Tween 20; 0.5: 0.5% (w/w)
sunflower oil; 0.75: 0.75% (w/w) sunflower oil; SL: soy lecithin.

The physical stability of nanoemulsions is essential for their commercial use, ensuring that there
are no changes in droplet size or phase separation (Chang; McLandsborough; McClements,
2015). Figure 8 presents the evolution over time of the mean droplet diameter in emulsions and
nanoemulsions stored at 25 °C for 30 days. After microfluidization, all samples except M-
0.75T20 and M-0.75T80 showed a significant increase in droplet size. In particular, samples
M-T20 and M-T80 showed a significant increase in droplet size and phase separation in the
first 24 h, with a stability index (SI) of about 40% after 30 days. Samples containing soy lecithin
and 0.5% sunflower oil showed similar behavior, but the SI was reduced to about 20% at the
end of the storage period. The destabilization of nanoemulsions is attributed to the Ostwald
ripening phenomenon, where the droplet size increases due to the diffusion of smaller oil
droplets into larger ones through the aqueous phase. The addition of Ostwald ripening
inhibitors, such as sunflower oil and soybean lecithin, can be an effective strategy to improve
the stability of nanoemulsions (Nouri; Baghaee-Ravari; Emadzadeh, 2021). In this study, the
addition of 0.75% sunflower oil conferred greater stability to samples M-0.75T20 and M-
0.75T80, which showed only a slight increase in droplet size over 30 days and remained without
phase separation for up to 20 days. A similar result was described by Wan et al. (2018), who
observed no significant changes in the droplet size of clove oil nanoemulsions with corn oil
(75% w/w) over 30 days of storage at 4 and 25 °C. The stability of nanoemulsions is closely
related to their small droplet size and PdI values, indicating that these nanoemulsions are
resistant to droplet growth caused by coalescence, flocculation, and Ostwald ripening
(Gharibzahedi; Mohammadnabi, 2016). Ensuring this stability is critical to maintaining the
integrity of the active ingredients and ensuring the efficacy of the nanoemulsions, resulting in
superior-quality products.
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Figure 8 Storage stability of sodium alginate-pink pepper essential oil (PPEO) microfluidized emulsions and
nanoemulsions at 25 °C. M: microfluidized; T80: Tween 80; T20: Tween 20; 0.5: 0.5% (w/w) sunflower oil; 0.75:
0.75% (w/w) sunflower oil; SL: soy lecithin. The data are expressed as means values + standard deviation.

3.5 Microscopy

The optical microscopy images of the emulsions and nanoemulsions are shown in Figure
9. The coarse emulsions are shown in images A and B, and it is possible to see the larger droplet
size and the aggregation of these droplets. Larger droplets and aggregation lead to the instability
of the emulsions, which can induce creaming and phase separation. Sodium alginate-PPEO
nanoemulsions can be observed in images B to J, and it is possible to observe a reduction in
nanoemulsion droplet size after microfluidization. The samples M-T20 and M-T80 exhibited a
larger droplet size distribution and lower pink pepper essential oil retention, and their
micrographs (C and D) evidence a higher occurrence of aggregates. The limited accuracy of the
images obtained is due to the tiny droplets since accurate observation using optical microscopy
techniques diminishes notably when their size falls below 500 nanometers (Liang ef al., 2012).
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Figure 9 Optical microscopic images of coarse emulsion and sodium alginate-PPEO nanoemulsions. (A): CE-
T20; (B): CE-T80; (C): M-T20; (D): M-T80; (E): M-0.5T20; (F): M-0.5T80; (G): M-0.75T20; (H): M-0.75T80;
(I): M-SLT20, and (J): M-SLT&80. CE: coarse emulsion; M: microfluidized; T80: Tween 80; T20: Tween 20; 0.5:
0.5% sunflower oil; 0.75: 0.75% sunflower oil; SL: soy lecithin.
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3.6 Oil Retention

Figure 10 shows that the oil content decreased after the microfluidization process. Pink
pepper oil-loaded nanoemulsions exhibited oil retention ranging between 68.48% and 82.16%,
differing significantly (p < 0.05) from the coarse emulsion, which showed oil retention (OR)
values greater than 90%. Nanoemulsions M-T80 and M-T20 exhibited the lowest OR values
(around 70%). Oil retention is closely associated with droplet size, as higher OR values are
associated with smaller droplet sizes (Davila-Rodriguez et al., 2019). Furthermore, when an
essential oil has high water solubility, it displays a tendency to partition predominantly into the
aqueous phase. This phenomenon results in a reduction in encapsulation efficiency because a
portion of the essential oil may be lost to the aqueous phase and may not be effectively nano-
encapsulated within the oil droplets of the nanoemulsion (Zhao et al., 2023). However,
considering the above, coarse emulsions should have lower OR compared to M-T80 and M-
T20 nanoemulsions. Although microfluidization produces stable and uniform nanoemulsions,
it can also impact the oil retention within these systems. The high shear rates and elevated
temperatures during the process may compromise droplet structure and increase diffusion rates,
leading to the loss of encapsulated oil (Mahdi Jafari; He; Bhandari, 2006). By understanding
these challenges and optimizing process conditions, such as controlling shear rates and
temperature, along with proper formulation, essential oil retention can be improved, thereby
enhancing the effectiveness of nanoemulsions in various applications.
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Figure 10 Oil retention of coarse emulsions (CE) and nanoemulsions (M). Significant differences within each
column are indicated by different letters (p < 0.05) by the Tukey test. CE: coarse emulsion; M: microfluidized,
T80: Tween 80; T20: Tween 20; 0.5: 0.5% (w/w) sunflower oil; 0.75: 0.75% (w/w) sunflower oil; SL: soy lecithin.
The data are expressed as means values + standard deviation.

Qil retention(%)

The addition of soy lecithin to the composition of the emulsions (M-SLT20 and M-
SLT80) increased the OR to values above 75%. This protective effect is due to the ability of
lecithin to form hydrogen bonds between its phosphate groups and the hydroxyl groups of the
essential oils (Artiga-Artigas; Lanjari-Pérez; Martin-Belloso, 2018). Lecithin aliphatic
phospholipid chains envelop the essential oil, effectively trapping it within the nanoemulsion
structure (Kumar; Ahuja; Sharma, 2008; Zhang et al., 2012). Nanoemulsions containing 0.75%
(w/w) of sunflower oil showed even higher encapsulation levels, ranging from 81.91% to
82.16%. Davila-Rodrigues et al. (2019) observed 82% retention of oregano essential oil after
producing a nanoemulsion by high-frequency ultrasound. However, the amount of Coriandrum
sativum essential oil in the Das et al. (2019) nanoemulsion produced by ultrasonication ranged
from 26 to 76%. The difference in the oil content of the nanoemulsions can be directly related
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to losses in the process since essential oils are volatile, and high-energy processes generate heat
that can induce the volatilization of these oils. According to Niu et al. (2016), nanoemulsions
with encapsulation efficiency above 80% are considered highly stable. The incorporation of
essential oils into vegetable oil, such as sunflower oil, offers protection against
microfluidization heating, minimizing its degradation and volatilization (Donsi et al., 2011).
The lipophilic nature of sunflower oil acts as a protective matrix, increasing solubility and
reducing exposure to aqueous phases where temperature fluctuations occur (Lopez et al., 2023).
The protection mechanisms provided by both sunflower oil and lecithin contribute to the
stability and integrity of the encapsulated essential oils in the nanoemulsion system.

The hydro distillation process, commonly used to extract essential oils from plant
materials, can also be applied to extract oil from emulsified systems. This process involves
three main physicochemical processes: hydrodiffusion, hydrolysis, and thermal decomposition,
which can significantly affect the retention of oil in the system (Oreopoulou; Tsimogiannis;
Oreopoulou, 2019). The oil retention rate is closely linked to the stability of the emulsions and
the conditions of the process. As heating is applied, the stability of the emulsions may decrease,
leading to coalescence and phase separation, which releases oil from the structure, ultimately
reducing oil retention. Additionally, volatilization and thermal degradation of oil components
can occur, leading to evaporation losses and alterations in the chemical composition of the oil
(Cossetin et al., 2021; Karthik; Ezhilarasi; Anandharamakrishnan, 2017; Pavoni et al., 2020).
Therefore, the greater the stability of the emulsion, the higher the amount of oil retained in the
system. The retention of oil in the nanoemulsion is directly influenced by the interaction
between the components of the formulation, such as surfactant, oil, polymer, and fabrication
method, which will directly affect the stability and release properties of the nanoemulsion
(Pavoni et al., 2020). Therefore, the right choice of manufacturing process and formulation can
guarantee the development of a nanoemulsion with the right properties for its purpose.

3.7 Antimicrobial Activity

The antimicrobial activity of pure PPEO (non-encapsulated) and its nanoemulsions was
investigated against gram-positive bacteria, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
and gram-negative bacteria, and Sal/monella sp. and Escherichia coli. Disk diffusion test results
are shown in Table 4. Sodium alginate, Tween 20, and Tween 80 showed no antimicrobial
activity against the microorganisms evaluated. PPEO and two nanoemulsions, M-0.75T80 and
M-0.75T20, showed antimicrobial action against the gram-positive bacteria L. monocytogenes
and S. aureus, while E. coli and Salmonella sp. were not sensitive (Figure 11). Pure PPEO was
previously tested by Dannenberg et al. (Dannenberg ef al., 2019) against L. monocytogenes, S.
aureus, E. coli, and S. Typhimurium and exhibited antimicrobial activity exclusively against
the gram-positive bacteria L. monocytogenes and S. aureus with inhibition zones of 24.30 and
23.09 mm, respectively (similar to our results). The heightened susceptibility of gram-positive
bacteria to PPEO is attributed to the facile penetration of nanometer-scale hydrophobic
molecules through the peptidoglycan layer that constitutes the structure of gram-positive
bacteria. However, the double layer of lipopolysaccharide found in gram-negative bacteria acts
as a defense mechanism to the passage of antimicrobial molecules (Donsi; Ferrari, 2016;
Nazzaro et al., 2013). However, Salvia-Trujillo ef al. (2015) documented the inhibition of E.
coli with sodium alginate nanoemulsion loaded with lemongrass and clove oil produced in a
microfluidization process. The results demonstrated that the antimicrobial effect is
predominantly influenced by the active compounds of essential oils rather than their
concentration (Moore-Neibel et al., 2013).
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Figure 11 Antimicrobial activity of non-encapsulated PPEO and its encapsulated forms, as well as Tween 20,
Tween 80, and sodium alginate solution against S. aureus and L. monocytogenes. PPEO: pink pepper essential oil
(non-encapsulated); M: microfluidized; T80: Tween 80; T20: Tween 20; 0.75: 0.75% (w/w) sunflower oil.

Table 4 Diameters of inhibition zone (mm) demonstrated by non-encapsulated pink pepper essential oil and
sodium alginate-PPEO nanoemulsions against both Gram-positive and Gram-negative bacterial strains

Inhibition Zone (mm)

S. aureus L. monocytogenes  E. coli Salmonella sp.

PPEO 14.13+£0.19° 12.36 £1.90* ND ND
M-T20 ND ND ND ND
M-T80 ND ND ND ND
M-0.5T20 ND ND ND ND
M-0.5T80 ND ND ND ND
M-0.75T20  26.18+3.87° 17.13+£0.73 ND ND
M-0.75T80  26.57+6.99° 23.28+4.50° ND ND
M-SLT20 ND ND ND ND
M-SLT80 ND ND ND ND

Significant differences within each column are indicated by different letters (p < 0.05); PPEO: pink pepper
essential oil (non-encapsulated); M: microfluidized; T80: Tween 80; T20: Tween 20; 0.5: 0.5% (w/w) sunflower
0il; 0.75: 0.75% (w/w) sunflower oil; SL: soy lecithin. The data are expressed as means values =+ standard deviation;
ND = Not Detected.

MIC and MBC values of samples that exhibited antimicrobial activity in the disk
diffusion test are presented in Table 5. The differences in the inhibition halos and MIC and
MBC values were greater than those exhibited by PPEO (non-encapsulated). The antimicrobial
activity of nanoemulsions is associated with several factors, including oil retention
(approximately 82% in emulsions with 0.75% sunflower oil), the small average droplet size of
nanoemulsions (160.7-186.6 nm), and their stability. The reduction in droplet size of
nanoemulsions enhances the functionality of EOs due to the increase in the surface area of the
droplets (Guerra-Rosas ef al., 2016). Some authors have reported that encapsulation of essential
oil (EO) can increase their antimicrobial activity (Ghaderi ef al., 2017; Moghimi et al., 2016;
Salvia-Trujillo et al., 2014); however, in other cases, this activity may be reduced (Chang;
McLandsborough; McClements, 2015; Xue; Michael Davidson; Zhong, 2015), indicating that
the antimicrobial efficacy of nanoemulsions-based EO can be significantly affected due to the
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influence of EO components, formulation, and the nanoemulsion droplet size (Donsi; Ferrari,
2016).

Table 5 Values for the minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal bactericidal concentration (MBC)
values (ng/mL) pink pepper essential oil and sodium alginate-PPEO nanoemulsions.

L. monocytogenes S. aureus
MIC (ug/mL) MBC (ng/mL) MIC (ug/mL) MBC (pg/mL)
PPEO 200 800 400 1600
M-0.75T20 200 400 200 800
M-0.75T80 200 400 200 800

PPEO: pink pepper essential oil (non-encapsulated); M: microfluidized; Tween 80; T20: Tween 20; 0.75: 0.75%
(w/w) sunflower oil.
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4 CONCLUSIONS

Different sodium alginate-PPEO nanoemulsions were produced via microfluidization,
and the findings demonstrated a notable influence of this process on their physicochemical,
rheological, and antimicrobial properties. Sodium alginate-PPEO nanoemulsions showed small
droplet size, multimodal particle size distribution, and high (absolute) and negative zeta
potential values. Among the eight formulations outlined in the current study, M-0.75T80 and
M-0.75T20 showed remarkable performance concerning the evaluated properties. The
incorporation of sunflower oil into the formulation improved the stability of nanoemulsions
during long storage and led to an increase in the PPEO retention within the nanoemulsion. The
sodium alginate-PPEO nanoemulsion demonstrated remarkable antimicrobial activity against
L. monocytogenes and S. aureus, which was associated with the formulation, oil retention, and
droplet size.

Nevertheless, the production of nanoemulsions via microfluidization represents a
significant challenge, primarily due to the elevated costs associated with the requisite
equipment and the necessity for precise processing conditions to guarantee the stability and
uniformity of emulsions on a large scale. These challenges need to be addressed to facilitate the
commercial application of these nanoemulsions. Even so, the results obtained are noteworthy
due to the promising advantages of using nanoemulsions as delivery systems, with potential for
applications in food packaging. Future investigation is required to ascertain the efficacy of these
nanoemulsions as coatings in enhancing food quality and prolonging the shelf life of foods.
This will be crucial to elucidate their real potential for incorporation into food products.
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CAPITULO 111

REVESTIMENTO ATIVO COM NANOEMULSAO DE OLEO
ESSENCIAL DE PIMENTA ROSA PARA CONSERVACAO DE QUEILJO
MINAS FRESCAL
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RESUMO

O queijo Minas Frescal ¢ o quarto tipo de queijo mais consumido no Brasil, porém
bastante suscetivel a contaminagdo por microrganismos deteriorantes e patogénicos. devido ao
teor de umidade e pH elevados. O o6leo essencial de pimenta rosa (PPEO) apresenta
propriedades antioxidantes e antimicrobianas, podendo ser encapsulado em nanoemulsdes para
utilizagdo como revestimentos ativos na conservagao de alimentos. Com intuito de estender a
vida 1til do queijo Minas Frescal, um revestimento a base de alginato de s6dio e nanoemulsao
de PPEO foi aplicado em miniqueijos. A formulagdo da nanoemulsdo consistiu em fase
continua contendo 1,0% (m/m) de alginato de sddio e 1,0% (m/m) de Tween 80 ou 20, enquanto
a fase dispersa foi constituida de 0,75% (m/m) de 6leo de girassol e 1,0% (m/m) de 6leo
essencial de pimenta rosa. Distribuicdo de tamanho de gota e indice de polidispersidade dos
revestimentos a base de nanoemulsdes foram avaliados. A eficiéncia antimicrobiana do
revestimento foi testada contra Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus inoculados em
miniqueijos Minas Frescal. Além disso, os efeitos do revestimento sobre as propriedades fisico-
quimicas dos miniqueijos foram avaliados. O revestimento foi eficaz em manter o pH, umidade
e os niveis de acidez controlados, € manteve a textura e a coloragdo preservadas. Entretanto, a
eficacia antimicrobiana do revestimento foi comprometida devido ao alto grau de sinérese e
interacdo dos componentes do PPEO com a matriz do queijo. Assim, o presente trabalho
evidencia a viabilidade do uso do revestimento a base de alginato de s6dio e nanoemulsao de
PPEO nas propriedades fisico-quimicas e de textura dos queijos Minas Frescal. Entretanto,
torna-se necessario avaliar cuidadosamente a formulagdo para garantir que a eficiéncia
antimicrobiana seja preservada.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, Biopreservagao, Oleo essencial de pimenta rosa,
nanoemulsdo, Queijo Minas Frescal.
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ABSTRACT

Minas Frescal cheese is a popular product and the fourth most consumed type of cheese in
Brazil. However, due to its high pH and moisture content, it is highly susceptible to
contamination by spoilage and pathogenic microorganisms. Pink pepper essential oil (PPEO)
exhibits antioxidant and antimicrobial properties, making it suitable for encapsulation in
nanoemulsions and use as active coatings in food preservation. To extend the shelf life of Minas
Frescal cheese, a coating based on sodium alginate and PPEO nanoemulsion was applied. The
nanoemulsion formulation consisted of 1.0% (w/w) sodium alginate, 0.75% (w/w) sunflower
oil, 1.0% (w/w) Tween 80 or Tween 20, and 1.0% (w/w) pink pepper essential oil. Droplet size
and polydispersity index of the nanoemulsion-based coatings were evaluated. The antimicrobial
efficiency of the coating was tested against Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus
inoculated in Minas Frescal mini cheeses. Additionally, the effects of the coating on the
physicochemical properties of the mini cheeses were assessed. The coating effectively
maintained pH, moisture, and acidity levels, and preserved the texture and color of the mini
cheeses. However, its antimicrobial efficacy was compromised due to the high degree of
syneresis and interactions between PPEO components and the cheese matrix. Therefore, this
study highlights the feasibility of using a sodium alginate and PPEO nanoemulsion-based
coating for maintaining the physicochemical and textural properties of Minas Frescal cheese.
Nevertheless, careful evaluation of the formulation is necessary to ensure antimicrobial
efficiency is preserved.

Keywords: Antimicrobial activity, Biopreservation, Pink pepper essential oil, Nanoemulsion,
Minas Frescal cheese.
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1 INTRODUCAO

Nos tltimos anos, tem-se observado um aumento na preferéncia dos consumidores por
alimentos mais saudaveis e livres de aditivos quimicos, tornando o uso de conservantes naturais
uma alternativa promissora para a preservagao de alimentos sem comprometer sua qualidade e
seguranga. Na industria alimenticia, o crescimento de microrganismos € o principal fator de
controle, uma vez que estes sdo 0s responsaveis por contaminagdes que causam riscos a saude
dos consumidores (Rather et al., 2021). Nesse cenario, compostos naturais com atividade
biopreservativa t€ém sido utilizados como substitutos aos conservantes sintéticos comumente
empregados na conservagdo de alimentos (Dong et al., 2024).

Entre essas alternativas, os Oleos essenciais (OEs) tém ganhado destaque entre os
compostos naturais com atividade antioxidante e antimicrobiana (A. Shaaban, 2020). Os OEs
sdo metabolitos secundarios produzidos por plantas aromaticas que conferem protecao contra
condig¢des adversas como ataque de microrganismos, insetos e variagdes climaticas (Ageel et
al., 2023). Os OEs sao constituidos por uma complexa mistura de compostos volateis € ndo
volateis que sdo responsaveis por conferir inumeras propriedades, incluindo atividades
antioxidantes e antimicrobianas, que sao propriedades importantes para o uso de OEs na
industria de alimentos (Falleh et al., 2020).

Dentre os 6leos essenciais com potencial aplicacdo, o 6leo essencial de pimenta rosa
(PPEO) obtido da aroeira-vermelha (Schinus terebinthifolius Raddi) tem se destacado (Fontes
et al., 2023; Locali-Pereira; Lopes; Nicoletti, 2022). Essa arvore, nativa do Brasil, Paraguai e
Argentina, que se encontra difundida especialmente na costa brasileira e pela América do Sul,
possui um fruto conhecido como pimenta rosa, do qual se extrai o 6leo essencial composto
predominantemente por monoterpenos, que conferem propriedades antioxidantes e
antimicrobianas (Andrade; Poncelet; Ferreira, 2017; Oliveira et al., 2024). Estudos anteriores
demonstraram efetividade antimicrobiana do PPEO tanto in vitro quanto in situ € como
revestimento ativo (Dannenberg et al., 2016, 2017, 2019; Lima et al., 2024; Locali-Pereira;
Lopes; Nicoletti, 2022; Uliana et al.,, 2016). No entanto, estudos avaliando a atividade
antimicrobiana do PPEO encapsulado contra microrganismos patdgenos sao escassos.

Apesar das propriedades benéficas dos dleos essenciais, a sua incorporacao direta em
alimentos enfrenta desafio técnicos, como sua baixa solubilidade em agua, sua volatilidade, e
seu aroma e sabor caracteristicos que impactam negativamente as propriedades sensoriais dos
alimentos, além de sua instabilidade quando em contato com outros componentes alimentares
(Pavoni et al., 2019; Weisany et al., 2022). Desse modo, para superar essas limitacdes, as
nanoemulsdes tém sido amplamente estudadas como uma estratégia para proteger e estabilizar
os oOleos essenciais, aumentando sua eficacia (Pavoni ef al, 2020; Reis; Ambrosi; Luccio,
2022).

As nanoemulsdes 6leo-em-dgua sdo sistemas coloidais caracterizados por gotas de 6leo
nanométricas (d < 200 nm) dispersas em uma fase aquosa e estabilizadas por um surfactante
(McClements, 2012; McClements; Rao, 2011). O tamanho nanométrico das gotas confere a
nanoemulsdo estabilidade contra processos gravitacionais, além de melhorar a atividade
biologica dos compostos lipofilicos devido ao aumento da area superficial (Asadinezhad et al.,
2019). Essa tecnologia possibilita a redu¢do da quantidade necesséaria do ingrediente ativo,
como OEs, para atingir o efeito desejado (Radi et al., 2018; Sharma ef al., 2019). Apesar de
seus beneficios, as nanoemulsdes sdo sistemas termodinamicamente instaveis e suscetiveis a
fendmenos como coalescéncia, floculagdo e amadurecimento de Ostwald, que comprometem
sua eficacia (Asadinezhad et al., 2019). O uso de 6leo de girassol como estabilizante auxilia na
melhoria da estabilidade fisico-quimica, reduzindo a separacdo de fases e aumentando a
retengdo de compostos ativos, como os 6leos essenciais, dentro da formulacao (Pavoni et al.,
2020). Devido as suas vantagens, as nanoemulsdes podem ser aplicadas diretamente aos
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alimentos na forma liquida ou como revestimento ativo na superficie dos alimentos, sendo este
ultimo obtido pela adi¢gdo de um biopolimero a fase aquosa da nanoemulsdo, como o alginato
de sodio (Parreidt; Miiller; Schmid, 2018; Ramos et al., 2021).

O revestimento ativo ¢ caracterizado por uma camada fina de biopolimero contendo
compostos com propriedades que prolonguem a vida 1til e preservem a qualidade dos alimentos
(Artiga-Artigas, Maria; Acevedo-Fani; Martin-Belloso, 2017; Gupta; Biswas; Roy, 2022). A
combinagdo do alginato de s6dio com nanoemulsdes de Oleos essenciais para produgdo de
revestimentos ativos e sua utilizagdo na manuten¢do da qualidade e seguranga de alimentos tem
sido estudada, e os resultados demonstraram sua eficiéncia na extensao do shelf life de tomates
(Pirozzi et al., 2020), conservagao de fatias de abacaxi (Prakash; Baskaran; Vadivel, 2020), e
manutencdo da qualidade e seguranca de fatias de queijo inoculadas com Listeria
monocytogenes (Artiga-Artigas, M.; Acevedo-Fani; Martin-Belloso, 2017).

Entre os alimentos que podem potencialmente se beneficiar dessa tecnologia esta o
queijo Minas Frescal, que € um dos produtos derivados de leite mais populares e produzidos no
Brasil (Ribeiro Junior et al., 2020). O queijo Minas Frescal ¢ um queijo de massa crua nao
padronizado, podendo assim apresentar variacdo em sua composicao. Esse tipo de queijo
apresenta contetido de umidade variando de 46 a 55%, proteinas de 12 a 18%, gordura de 20 a
29% e pH em torno de 6,0 (Rocha et al., 2020; Silva et al., 2021). Devido ao pH alto e umidade
elevada, esse queijo se torna suscetivel ao desenvolvimento microbiano, tornando-o perecivel
mesmo sob refrigeragdo, devendo ser consumido dentro dos primeiros 15 dias ap0s a fabricagao
(Falih et al., 2024; Silva et al., 2021). A contaminagdo microbiana nesses queijos pode ocorrer
de inimeras formas durante a producao, comprometendo a qualidade final do produto. Além
da perda da qualidade, alguns microrganismos relacionados a contaminagdo do queijo Minas
Frescal como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella
spp. podem representar risco a saude publica (Campagnollo et al, 2022). Listeria
monocytogenes ¢ Staphylococcus aureus sao microrganismos de relevancia na seguranca de
alimentos, especialmente em produtos lacteos como o queijo Minas Frescal. A Listeria.
monocytogenes ¢ um patogeno de preocupacgdo global, associado a surtos de listeriose, uma
infec¢ao grave que pode levar a complicagdes neurologicas e abortos em gestantes, enquanto,
o Staphylococcus. aureus ¢ um importante agente de intoxicacao alimentar, capaz de produzir
enterotoxinas termoestaveis que permanecem ativas mesmo apds processos térmicos
convencionais (Ibarra-Sanchez et al., 2020). A presenga dessas bactérias em produtos lacteos
representa um risco significativo a saitde publica, refor¢ando a necessidade de avaliar
estratégias antimicrobianas eficazes para sua inibicao.

Assim, estratégias de conservacdo eficazes que possam inibir esses patdgenos siao
essenciais para garantir a seguranga e a qualidade do produto durante o seu armazenamento e
consumo.

A aplicagdo de revestimentos ¢ indicada para alimentos que sdo mais suscetiveis a
contaminagdo principalmente com altos conteidos de umidade e proteinas, que sdao fatores
cruciais para o desenvolvimento de microrganismos. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi
avaliar a eficdcia do revestimento ativo a base de alginato de sdédio e nanoemulsdo de 6leo
essencial de pimenta rosa na conservacdo de miniqueijos Minas Frescal, focando na atividade
antimicrobiana do revestimento contra os microrganismos patdgenos Listeria monocytogenes
Staphylococcus aureus. Além disso, buscou-se investigar a influéncia desse revestimento sobre
as propriedades fisico-quimicas e de textura dos miniqueijos Minas Frescal, visando
compreender o impacto do tratamento na qualidade e seguran¢a do produto ao longo do
armazenamento.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

O dleo essencial de pimenta rosa (PPEO) foi adquirido da Ferquima (Sao Paulo, Brasil).
A empresa forneceu a composi¢ao do 6leo essencial: y-terpineno (32%), a-felandreno (20%),
d-limoneno (15%), a-pineno (10%) e p-cimeno (4%). Os surfactantes Tween 20 e Tween 80,
bem como o glicerol, foram adquiridos da Dinamica (Brasil). O alginato de s6dio foi obtido da
GastronomyLab® (Brasil). O 6leo de girassol foi gentilmente doado pela Cargill Global (SP,
Brasil). As nanoemulsdes foram produzidas com agua ultrapura de um sistema Milli-Q Plus.
As bactérias empregadas na investigacdo do estudo da atividade antimicrobiana incluiram
Listeria monocytogenes ATCC 7644, Staphylococcus aureus ATCC 6538 e foram cedidas pelo
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos (LMA) da Universidade de Campinas. O leite
integral tipo B foi adquirido do Laticinio Dois Irmaos, (Paracambi, RJ), sendo comercializado
em embalagens plasticas de 1 litro, com dois dias de armazenamento (5 + 2 °C). O cloreto de
calcio 40% (m/m) (Bela Vista Produtos Enzimaticos Industria ¢ Comércio Ltda, Alto Bela
Vista, SC, Brasil) e coagulante liquido HA-LA 1:3000/75 IMCU, (Christian Hansen, Valinhos,
SP) foram adquiridos no mercado local.

2.2 Preparaciao da nanoemulsiao

As formulag¢des das nanoemulsdes Oleo-em-agua foram baseadas nos resultados do
estudo do capitulo II, contendo 6leo essencial de pimenta rosa (1,0% m/m), alginato de sédio
(1,0% m/m), surfactantes ndo i6nicos Tween 20 ou Tween 80 (1,0% m/m) e 6leo de girassol
(0,75% m/m). O oleo de girassol foi adicionado a formulacdo com objetivo de melhorar a
estabilidade e o indice de retencdo do 6leo essencial de pimenta rosa na nanoemulsdo. A
identificacao e composi¢ao das nanoemulsdo sdao apresentadas na tabela 1.

Tabela 1 Identificacdo e composi¢do das nanoemulsdes

Amostra PPEO  Alginato de sodio T20 T80 Oleo de girassol
(Yom/m) (Yom/m) (Yom/m) (%om/m) (Yom/m)
NE-0.75T20 1,0 1,0 1,0 - 0,75
NE-0.75T80 1,0 1,0 1,0 0,75

NE: nanoemulsdo; T80: Tween 80; T20: Tween 20; 0,75: 0,75% (m/m) de dleo de girassol.

A fase aquosa foi preparada pela dissolugdo do alginato de sddio em 4gua ultrapura a
70 °C sob agitacdio magnética até a completa dissolucdo, seguida de resfriamento em
temperatura de refrigeracdo. O surfactante ndo-idnico foi adicionado a fase aquosa apds a
completa dissolu¢do e resfriamento do alginato de sédio. A emulsdo primaria foi obtida
combinando a fase aquosa ¢ a fase oleosa, composta pelo 6leo essencial de pimenta rosa e o
6leo de girassol usando um Ultra Turrax® T18 digital (IKA, Staufen, Alemanha) por 5 min a
13.000 rpm a 20 °C. A nanoemulsdo foi produzida submetendo a emulsdo primaria a posterior
processo de homogeneizacdo a alta pressdo (modelo APL - IBH: Industria Brasileira de
Homogeneizadores — Artepegas Ltda.) a 100 MPa por 5 ciclos, com trocador de calor acoplado
a saida do equipamento, mantendo a temperatura das nanoemulsdes em torno de 35 °C.
Subsequentemente, a nanoemulsdo foi resfriada em um banho de gelo para manter a
temperatura em torno de 25 °C. O pH das nanoemulsdes foi medido apds o processamento
usando um pHmetro modelo pH21(Hanna Instruments, Brasil), e manteve o valor dentro do
esperado de 6,8 = 0,2. Os experimentos foram conduzidos em duplicata.

79



2.3 Distribuicao do tamanho de gota

A distribui¢do do tamanho de gota das nanoemulsdes foi determinada usando um
Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments Ltda, Worcestershire, UK) em um comprimento de
onda de 633 nm e temperatura de 25 °C, com um detector de 173°. As amostras foram diluidas
em agua ultrapura na propor¢do de 1:99 com o intuito de evitar dispersdo multipla. A
distribuicdo de tamanho foi medida baseada na teoria de Mie, usando um valor de indice de
refracdo de 1,46 para a fase dispersa (mistura do 6leo essencial de pimenta rosa e d6leo de
girassol) e 1,33 para a fase continua (aquosa). O tamanho médio das gotas e o indice de
polidispersidade foram avaliados com base na distribui¢do de intensidade do tamanho de gota.
Os valores de D19, Dso € Dog foram derivados da distribui¢do ponderada do volume, indicando
o tamanho abaixo do qual 10%, 50% ou 90% de todas as particulas estdo localizadas,
respectivamente.

2.4 Filme ativo com nanoemulsiao
Os filmes foram desenvolvidos exclusivamente para avaliar como adicdo da
nanoemulsdo afeta sua permeabilidade ao vapor de agua.

2.4.1 Producio do filme

A solucao filmogénica foi preparada primeiramente pela adigdo de glicerol (10g/L),
como agente plastificante na solug¢do de alginato de sodio (1,0% m/m) sob agitacdo magnética
a 300 rpm por 15 min. Posteriormente, seguiu-se os procedimentos descritos para producao da
emulsdo primaria e nanoemulsdo descritos na se¢ao 2.2. Em uma placa de Petri de poliestireno
foram vertidos 15 g da solucdo filmogénica para serem secos em estufa de convecgao forcada
por 24 horas a 30 = 1 oC. Apds a secagem, os filmes foram destacados das placas e
acondicionados em dessecadores com acetato de sddio (30% de umidade relativa) para posterior
caracterizacao.

2.4.2 Espessura dos filmes

Para aferir a espessura dos filmes, foi utilizado um micrémetro digital com precisao de
0,001 mm. A espessura dos filmes foi determinada a partir de uma média de seis medidas
aleatorias.

2.4.3 Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua dos filmes foi determinada de acordo com o método
descrito por Chakka; Sriraksha; Ravishankar (2021). Os filmes foram fixados nos copos de
permeabilidade de 4gua contendo silica gel sendo, em seguida, levados ao dessecador contendo
agua (100% umidade relativa). Os copos foram pesados diariamente em balanca semi-analitica
por 5 dias. A PVA foi calculada pela equagao 1:

PVA = (%)(A .XAP) (1)

Onde x € o valor médio da espessura do filme (mm), AP ¢ a diferenca da pressao parcial
de vapor da atmosfera com a silica gel e agua pura (2,642 kPaa 22 °C), A ¢ a area de permeacdo
(9,1 cm?). O termo w/t foi calculado por regressio linear a partir dos pontos de ganho de peso
(g) e o tempo (h), no periodo de taxa constante. Os testes foram realizados em duplicata.

2.5 Producio dos Miniqueijos tipo Minas Frescal
As etapas de fabricagdo dos miniqueijos tipo Minas Frescal sdo apresentadas na Figura
1. Os miniqueijos foram produzidos em laboratorio com condi¢des controladas (Hynes; Ogier;
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Delacroix-Buchet, 2000), com intuito de minimizar a contaminagdo microbioldgica e reduzir a
variabilidade das amostras.

Leite intezral pastennzado
(Acondicionado em Becker de 21)

-

Aguecimento a 37-38 °C
(Formo de microondas)

-

Adigdo de clereto de calcio
(mexedera por 1 min)

Adicdo de coalho
(mexedera por 1 min)

=+

Repouso para coagulacio
(37 °C/45 mim)

-+

Corte da coalhada e repouso
(3 min)

-

Adicdo de sal e mexedura
(20 min)

-

Colocacdo da massa em tubos Falcon de
50 mL

-+

Centrifugacio
(6374 x2/15 min)

Retirada do
sofo

-

Embalagem e ammazenagem
4+2°C

Figura 1 Fluxograma de producdo do queijo tipo Minas Frescal (segundo Hynes; Ogier; Delacroix-Buchet,
(2000))

Na producao dos miniqueijos utilizou-se leite integral pasteurizado tipo B. O leite foi
transferido para um béquer de 2 litros, previamente higienizado, e aquecido em microondas
(Electrolux, modelo MI41S, Brasil) por 5 minutos até temperatura de 37 = 2 °C.

Apds aquecimento, para cada litro de leite foi adicionado 0,4 mL de cloreto de calcio a
40% (m/m) (Bela Vista Produtos Enziméticos Industria e Comércio Ltda, Alto Bela Vista, SC,
Brasil) em mistura lenta por 1 minuto, seguido da adi¢cdo de 0,8 mL de coalho (coagulante
liquido HA-LA (Christian Hansen, Valinhos, SP), com mistura lenta por 1 min, seguindo as
instrucdes dos fabricantes. Apds a mistura, o repouso para a coagulacdo foi realizado em estufa
(Marconi, Incubadora B.O.D. M.A. 415) a 37 + 2 °C por um periodo de 45 min.

Em seguida, a massa coalhada foi cortada com faca nos sentidos horizontal, longitudinal
e transversal para obtencdo de cubos com aproximadamente 1,0 cm de aresta. Apds os cortes,
a massa foi deixada em descanso por aproximadamente 3 min, seguido de adi¢ao de 1,2% (m/m)
de cloreto de sddio e mistura por 20 min. A massa de queijo obtida foi transferida para os tubos
Falcon com uso de peneira e colher. Em seguida, os tubos foram centrifugados em centrifuga
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(Thermo Heraeus Multifuge 3 L-R, Thermo Heraeus Kendro, Alemanha) a 6374 xg por 15 min,
possibilitando a extragdo de aproximadamente 20 mL de soro em cada mini queijo ao final da
centrifugacdo. Os miniqueijos com cerca de 25g foram cortados em pedagos semelhantes com
2,5 cm de didmetro, 1,0 cm de altura, e com aproximadamente 5g. Conforme o fluxograma na
figura 3, para as analises microbioldgicas, os miniqueijos foram primeiramente inoculados,
depois revestidos, embalados individualmente em sacos de polietileno estéreis e armazenados
sob refrigeragdo a 5 °C por 28 dias. Para caracterizacao fisica e fisico-quimicas, os miniqueijos
foram revestidos, embalados individualmente em sacos de polietileno e armazenados a 4°C por
28 dias. Essas operagdes foram conduzidas em cabine de seguranca do tipo fluxo laminar
(VECO — VLF1-12, Campinas, SP) com intuito de prevenir possiveis contaminagdes dos
miniqueijos.

Figura 2 Miniqueijos fatiados logo apds o processo de fabricagao.

Fonte: Propria
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Figura 3 Fluxograma de revestimento e analises dos miniqueijos

Fonte: Propria

2.6 Aplicacio do revestimento ativo no queijo Minas Frescal

A aplicacdo do revestimento ativo nos miniqueijos ocorreu conforme o procedimento
descrito por Artiga-Artigas, Acevedo-Fani e Martin-Belloso (2017) e Bedoya-Serna et al.
(2018), com modificagdes.

Os pedacgos de queijos previamente cortados (2,5 cm de didmetro e 1,0 cm de altura)
foram imersos na solucao de revestimento por 1 min e colocados para secar em temperatura
ambiente por 5 min. A adi¢do de cloreto de calcio (CaCl), que age como agente reticulante,
nao foi necessaria, uma vez que o queijo ja apresenta calcio em sua composi¢ao (Artiga-Artigas,
Maria; Acevedo-Fani; Martin-Belloso, 2017). Os tratamentos seguiram o seguinte esquema:

Controle: miniqueijo sem revestimento;

Alginato: miniqueijo revestido com solucao de alginato 1% (m/m)

NE-0.75T20: miniqueijo revestido com a nanoemulsao NE-0.75T20;

NE-0.75T80: miniqueijo revestido com a nanoemulsao NE-0.75T80.

ApoOs o revestimento, as amostras foram embaladas em sacos de polietileno e
armazenadas por 28 dias sob refrigeracdo durante 28 dias a 4 °C para caracterizagdo fisico-
quimica e fisica, e a 5 °C para caracterizagdo microbioldgica.

2.7 Analises microbiolégicas dos miniqueijos

Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus foram selecionados com base em
resultados de testes anteriores, uma vez que a nanoemulsdo ndo foi capaz de inibir o crescimento
de Escherichia coli e Salmonella sp. nos testes in vitro (Capitulo II).

2.7.1 Preparacgiao do indculo
As cepas de Listeria monocytogenes ATCC 7644 e Staphylococcus aureus ATCC 6538
foram previamente cultivadas em éagar TSA (triptona de soja). Os microrganismos foram
inoculados em 10 mL de caldo TSA e incubados a 35 °C por 24 horas até atingir a concentracao
de 103 UFC/mL. Ap6s o periodo de incubagdo, foi realizada a diluigdo seriada dos indculos em
4gua peptonada 0,1% até as concentragdes de 10° e 10* UFC/mL para Listeria monocytogenes
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e 10° e 10° UFC/mL para Staphylococcus aureus. As diferentes concentragdes permitiram
observar a eficiéncia dos tratamentos tanto em contaminag¢des moderadas quanto em elevadas.
A concentragio inicial de 10° UFC/g para Staphylococcus aureus foi escolhida com base na
legislacdo de queijo (Brasil, 2022). O uso de diferentes concentragdes microbianas iniciais
permitem avaliar o efeito do revestimento em niveis diferentes de contaminagao.

2.7.2 Atividade antimicrobiana contra Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus
nos queijos inoculados

As andlises microbioldgicas foram realizadas nos miniqueijos tipo Minas Frescal
inoculados com Listeria monocytogenes € Staphylococcus aureus.

Miniqueijos do tipo Minas Frescal foram mergulhados na suspensao de dgua peptonada
contendo 10° e 10* UFC/mL para Listeria monocytogenes ¢ 10° e 10° UFC/mL para
Staphylococcus aureus por 20 minutos. Apos removidos da suspensdo, as amostras
permaneceram em temperatura ambiente por 5 minutos para secar o indculo. Logo apds a
secagem, foi seguido o seguinte esquema de tratamento:

Controle: miniqueijos inoculados, sem revestimento, embalados em sacos estéreis,
selados em fluxo laminar e armazenados a 5 °C por 28 dias.

Alginato: miniqueijos inoculados imersos na solucao de alginato 1% (m/m), por 1
minuto, seguida da retirada e secagem em temperatura ambiente por 5 minutos. Apods a
secagem, os miniqueijos foram embalados em sacos estéreis, selados em fluxo laminar e
armazenados a 5 °C por 28 dias.

PPEO: miniqueijos inoculados imersos na solu¢cdo de dleo essencial de pimenta rosa
(PPEO) 1% (m/m) por 1 minuto, seguida da retirada e secagem em temperatura ambiente por
5 minutos. Apds a secagem, os miniqueijos foram embalados em sacos estéreis, selados em
fluxo laminar e armazenados a 5 °C por 28 dias.

NE-0.75T80: miniqueijos inoculados imersos na NE-0.75T80 por 1 minuto, seguida da
retirada e secagem em temperatura ambiente por 5 minutos. Apds a secagem, os miniqueijos
foram embalados em sacos estéreis, selados em fluxo laminar e armazenados a 5 °C por 28 dias.
Essa nanoemulsao foi escolhida para o teste de atividade antimicrobiana nos miniqueijos por
ter apresentado maior atividade antimicrobiana in vitro (Capitulo II).

A avaliagdo dos miniqueijos durante o armazenamento foi realizada nos tempos 0, 7,
14, 21 e 28 dias. Cada amostra foi homogeneizada em agua peptonada 0,1%, inoculadas em
placas de Petri contendo agar Oxford, com suplemento para Listeria monocytogenes e
incubadas a 37 °C por 24 horas. A detec¢do de Staphylococcus aureus foi realizada pelo
TEMPO® (APHA, 2001) e método TEMPO STA 80002 (bioMérieux, Franga). O estudo foi
conduzido em triplicata e os resultados expressos em log UFC/g.

2.8 Analises Fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas dos miniqueijos tipo Minas Frescal foram realizadas de
acordo com a Instru¢do Normativa n° 30 de 26 de Junho de 2018 (Brasil, 2018), abrangendo
umidade, pH e acidez titulavel (expressa em teor de 4cido latico).

2.8.1 Umidade
Para a determinag@o da umidade, 2 g de amostra de miniqueijo tipo Minas Frescal foram
pesados em pesa-filtro com adi¢do de areia, previamente seco a 105 °C e devidamente tarado.
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A secagem das amostras ocorreu a 103 °C por um periodo de 3 horas, seguido de resfriamento
em dessecador e pesagem. As amostras foram levadas novamente para a estufa e o
procedimento de aquecimento e resfriamento repetido até a obten¢do de peso constante. A
equacdo (2) foi usada na determinacao do teor de umidade das amostras.

% umidade = 2= (2)

Onde, N ¢ a massa de dgua evaporada (g) e P a massa da amostra inicial (g).

2.8.2 Sinérese

A sinérese foi quantificada pela quantidade de soro de leite liberada por cada amostra
de queijo em sua propria embalagem. Os resultados obtidos em porcentagem foram calculados
de acordo com a equacao 3.

% sinérese = (g) x100 (3)

Onde PS ¢ a massa de soro (g) e PA ¢ a massa inicial da amostra (g).

2.8.3 pH

A avaliacao do pH foi realizada de acordo com a metodologia n® 981.12 estabelecida
pela AOAC (2010). Foram homogeneizadas 10 g de amostra em 100 mL de agua destilada
aquecida a 45 °C, e as leituras sendo realizadas em potencidometro digital modelo pH21(Hanna
Instruments, Brasil) previamente calibrado. As andlises foram realizadas em triplicata.

2.8.4 Acidez total

A acidez total foi determinada transferindo 10 g de amostra do miniqueijo tipo Minas
Frescal para um béquer com 50 mL de 4gua isenta de gas carbonico aquecida, seguido de
agitacao até¢ a melhor dissolugdo possivel da amostra. A solugdo foi transferida para um balao
de 100 mL e o volume completado com agua. Apos resfriamento, uma aliquota de 50 mL da
amostra foi transferida para um Erlenmeyer e 0,15 mL de solugao alcoolica de fenolftaleina a
1,0% (m/v) foi adicionada, sendo titulada com solugdo de hidroxido de so6dio 0,1 mol/L até a
obtenc¢do e manutencao da coloracao rosea por 30 segundos. A acidez foi calculada utilizando
a equacao 4.

% acido latico = ( x100 (4)

fox0,09xN)
m
Onde:

f = fator de corre¢ao da solu¢ao de hidroxido de sodio 0,1N;

V = volume de solucdo de hidréxido de sodio utilizado na titulagdo (em mL);
0,09 = fator de correcao do acido latico;

N = normalidade da solu¢d@o de hidréxido de sodio (0,1 N).

Os resultados foram expressos em g de acido latico por 100g de amostra.

2.8.5 Cor
A cor dos miniqueijos revestidos e sem revestimento foram medidas com um
colorimetro CR-400 (Konica Minolta, Japao). As medidas foram realizadas em temperatura
ambiente. Os valores CIE L*, a*e b* foram determinados e o indice de brancura (WT) calculado
com a equagao 5.
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WI =100 — ((100 — L*)2 + (a** + b*?))°5 (5)

em que L* representa a luminosidade, a* determina a posi¢ao entre o verde e o vermelho
e b* determina a posi¢do entre o azul e o amarelo.

2.9 Perfil de Textura

O perfil de textura dos miniqueijos tipo Minas Frescal foi determinado utilizando um
texturometro TA.XTplus (Stable Micro Systems, Inglaterra) equipado com uma célula de carga
de 5 kg e cilindro de 36 mm de diametro, operando com dois ciclos de compressao-
descompressdo, com 50% de compressdao maxima. Os dados foram coletados no programa
Texture Expert for Windows 1.20 (Stable Micro Systems, Inglaterra).

Foram analisados os parametros de dureza, coesividade, elasticidade, adesividade e
mastigabilidade. Para cada amostra foram realizadas 10 repeticdes.

2.10 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a andlises estatisticas usando o software R 1386 (versao
3.6.1; R Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria) para verificar o comportamento
das amostras por meio da analise de variancia (ANOVA). Quando uma diferenca estatistica foi
observada (p < 0,05), o teste de Tukey foi empregado para uma investigacao mais aprofundada
da diferenca entre as médias correspondentes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

31 Distribuicio de tamanho de gotas das nanoemulsoes

Nanoemulsdes sao caracterizadas por didmetros de gota menores que 200 nm
(McClements, 2012; Tadros et al.,, 2004). De acordo com essa classificagdo, as duas
formulagdes produzidas, NE-0.75T20 e NE-0.75T80, podem ser classificadas como
nanoemulsodes, pois apresentaram didmetros médios de gota de 171,1 nm e 182,3 nm, sem
diferenca estatistica entre elas (Tabela 2). A Figura 4 apresenta a distribuicdo do tamanho de
gota das nanoemulsdes. As curvas de distribuicdo de tamanho em intensidade e volume
mostraram uma distribuicdo bimodal, que indica a uma distribuicdo de tamanho de gotas
polidispersa. Neste caso, os valores de D10, D50 e D90 podem auxiliar na interpretacao da
polidispersidade do tamanho das gotas das nanoemulsdes (Salvia-Trujillo et al., 2015). Nos
processos de alta pressdo, como microfluidizagdo e homogeneizagao a alta pressao, o estresse
mecanico promove a formacdo de gotas menores que sdo envolvidas pelas moléculas de
surfactante que reduzem a tensao interfacial (Tadros ef al., 2004). Essa diminui¢ao no tamanho
das gotas pode indicar uma maior estabilidade da nanoemulsdo, influenciando de maneira
significativa suas propriedades fisico-quimicas, reologicas e antimicrobianas (Acevedo-Fani et
al., 2015). O menor tamanho de gota permite uma melhora na atividade bioldgica dos dleos
essenciais pelo aumento da area superficial (McClements; Rao, 2011), permitindo o uso de
menores quantidades do Oleo essencial que quando aplicado puro. Resultados anteriores
demonstraram que a encapsula¢do do PPEO em nanoemulsdes reduziu a quantidade de 6leo
essencial necessdria para inibir Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus quando
comparado ao PPEO puro (resultados do capitulo II).
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Tabela 2 Tamanho médio de gota (Z-médio, Dio, Dso € Do) e indice de polidispersidade (PdI) das nanoemulsdes
(NE).

Tamanho de gota (nm)

Do Dso Do
NE-0.75T20 182,3+£3,7° 186,0 = 15,5° 27,5+ 1,34° 20,8 £0,9° 0,287 + 0,009°
NE-0.75T80 171,1 £11,0> 196,6 £15,5> 35,76 +3,51° 18,5+0,1° 0,290 = 0,177°

As diferencas significativas em cada coluna sao indicadas por letras diferentes (p < 0,05) pelo teste de Tukey. NE:

nanoemulsao; T80: Tween 80; T20: Tween 20; 0,75: 0,75% (m/m) de 6leo de girassol. Os dados sdo expressos

como valores médios + desvio padrao.
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Figura 4 Distribuicdo de tamanho de gota (nm) das nanoemulsdes de alginato de s6dio-PPEO expressa em
intensidade e volume. NE: nanoemulsio; T80: Tween 80; T20: Tween 20; 0,75: 0,75% (m/m) de 6leo de girassol.

Os indices de polidispersidade estdo apresentados na Tabela 2. Os valores de PdI das
nanoemulsdes foram 0,290 e 0,287, para NE-0.75T20 e NE-0.75T80, respectivamente. O PdI ¢
um parametro que reflete a uniformidade na distribui¢do do tamanho de gotas da nanoemulsao,
e valores menores que 0,3 podem indicar uma distribuicdo homogénea, essencial para a
estabilidade cinética do sistema (McClements, 2012). Essa estabilidade ¢ essencial para
aplicacdes na conservacdo de alimentos, pois minimiza fendmenos como floculagao,
coalescéncia e separagdo de fases, garantindo a funcionalidade das nanoemulsdes ao longo do
tempo, o que € uma caracteristica importante para revestimentos ativos.
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3.2 Permeabilidade ao vapor de agua

A espessura ¢ um parametro critico que afeta diretamente as propriedades de barreira
dos filmes, como sua capacidade de controlar a transferéncia de gases, vapores e
microrganismos (Nisar et al., 2018)). Conforme mostrado na Tabela 3, o filme formado
exclusivamente com solugdo de alginato apresentou uma espessura de 97,4 pm. No entanto, a
incorporagdo das nanoemulsdes nas solugdes filmogénicas resultou em uma redugdo
significativa na espessura dos filmes. Esses resultados podem estar diretamente relacionados ao
tamanho das goticulas obtidas nas nanoemulsoes. Acevedo-Fani ef al. (2015) observaram uma
reducdo na espessura dos filmes ap6s a adi¢do de nanoemulsdes com 6leo essencial de capim-
limdo ou salvia, e a correlagdo entre o tamanho das goticulas e a espessura apresentou um
coeficiente de 0,69. A diminui¢do da espessura pode ser atribuida a possivel reducdo da fase
oleosa durante o processo de formacgao do filme, o que impacta diretamente na concentracao
total de solidos na matriz filmogénica, resultando em uma estrutura mais compacta e fina
(Sanchez-Gonzélez et al., 2011).

Tabela 3 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e espessura dos filmes de alginato de sodio e filmes de alginato
com nanoemulsdes com PPEO

Amostra Espessura (um) PVA (g.mm/m*hkPa)

Alginato 97,4+6,3° 2,544 £0,0155®
NE-0.75T20 66,6 +5,3° 1,230+ 0,002 °
NE-0.75T80 60,8+9,3° 0,999 £ 0,034 ®

Letras diferentes em cada coluna indicam uma diferenga significativa (P < 0,05) pelo teste de Tukey. Alginato:
alginato de sodio 1% (m/m); NE: nanoemulsdo; T80: Tween 80; T20: Tween 20; 0,75: 0,75% de 6leo de girassol.
Os dados apresentados sdo as médias + desvio padrdo.

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) estd diretamente associada as propriedades
de barreira dos filmes para sua aplicacdo em embalagens de alimentos (Nisar ef al., 2018). Essas
propriedades determinam a capacidade do filme de controlar o transporte de dgua entre o
produto e o ambiente, o que € essencial para prevenir ou reduzir a desidratacao dos alimentos.
Valores mais baixos de PVA sdo desejaveis, pois indicam uma maior eficiéncia na retengao de
umidade e na produgdo do alimento embalado (Acevedo-Fani ef al., 2015).

Os resultados da PVA dos filmes estao apresentados na Tabela 3. Apds a adi¢ao das
nanoemulsdes a matriz do filme, os valores de PVA reduziram significativamente. As amostras
com nanoemulsdes NE-0.75T20 e NE-0.75T80 apresentaram redugodes de 51,5 % e 60,7%,
respectivamente, em relacdo aos filmes contendo apenas alginato. Esses valores sdo
consideravelmente mais altos quando comparados aos obtidos por Acevedo-Fani et al. (2015),
que relataram uma reducgdo de 19,49% na PVA de filmes de alginato apos a incorporagao de
nanoemulsdo com Oleo essencial de salvia.

A significativa melhoria nas propriedades de barreira dos filmes pode ser atribuida a
natureza hidrofobica dos 6leos essenciais e a presenga de surfactantes nas nanoemulsdes, como
Tween 20 e o Tween 80 (Almasi; Azizi; Amjadi, 2020). Esses componentes hidrofobicos
interagem com a matriz polimérica, aumentando a resisténcia a passagem de moléculas de dgua
(Boyact et al., 2019). Além disso, o reduzido tamanho das gotas das nanoemulsdes resulta em
uma melhor distribuicdo de 6leo na matriz do filme diminuindo, consequentemente, a
difusividade, que ¢ a capacidade do vapor de dgua atravessar o filme, e a tortuosidade, definida
como o grau de complexidade dos caminhos que as moléculas de 4gua precisam percorrer para
atravessar o filme (Sanchez; Pinzon; Villa, 2022). Uma rede mais tortuosa reduz a taxa de
difusdo do vapor de 4gua e contribuem para a redu¢do da permeabilidade. Dessa forma, maiores
indices de tortuosidade estao associados a maiores teores de fase oleosa e/ou menores tamanhos
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de gota (Pérez-Gago; Krochta, 2001). Cai et al. (2025) observaram que a adi¢do de
nanoemulsdo com 6leo essencial de laranja aumentou a hidrofobicidade dos filmes, confirmada
pelo angulo de contato com a dgua, que aumentou de 59,9°, no filme de pectina sem
nanoemulsdo, para 113,8°, no filme de pectina com incorporagio de nanoemulsdo. Angulos
superiores a 90° indicam superficies hidrofobicas, com maior resisténcia a passagem de dgua e
menor PVA.

A redugdo da espessura do filme desempenha um papel relevante na diminui¢ao da PVA
e difusividade. A menor espessura dos filmes contendo nanoemulsdes (Tabela 3) indica uma
matriz mais compacta e densa, na qual a interagdo entre o dleo essencial de pimenta rosa e o
alginato de sddio resulta em menor mobilidade das moléculas de agua. Essa composi¢do mais
densa e bem estruturada contribui diretamente para a eficiéncia das propriedades de barreira
(Long et al., 2023; Lu et al., 2023). Portanto, os dados confirmam que a incorporacao das
nanoemulsdes a base de Oleo essencial de pimenta rosa melhora significativamente as
propriedades de barreira dos filmes de alginato de sodio. Esses resultados destacam o potencial
desses filmes na aplicagdo de embalagens de alimentos, onde ¢ fundamental controlar a perda
de umidade e preservar a qualidade do produto embalado.

3.3 Analises microbiologicas dos miniqueijos

Os dados das analises de atividade antimicrobiana do 6leo essencial de pimenta rosa
puro 1% (m/m) (PPEO) e nanoemulsio NE-0.75T80 em miniqueijos inoculados com
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes, podem ser observados nas figuras 5 e 6.
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Figura 5 Efeito do 6leo essencial de pimenta rosa e revestimentos de alginato de sédio e nanoemulsdo contra
Staphylococcus aureus inoculado em miniqueijos Minas Frescal, nas concentragdes iniciais de (A) 10° UFC/g (B)
10° UFC/g. Controle: sem revestimento; Alginato: alginato de sodio 1% (m/m); PPEO: 6leo essencial de pimenta

rosa 1% (m/m); NE: nanoemulsdo; T80: Tween 80; 0,75: 0,75% de dleo de girassol. Os dados apresentados sdo as
médias = desvio padrio.

Independente da concentragdo inicial de Staphylococcus aureus (Figura 5), os
miniqueijos controle e com revestimento sem antimicrobiano mantiveram niveis de contagens
bacterianas relativamente altos, indicando que a presenca do 6leo essencial de pimenta rosa foi
essencial para inibir a multiplicacdo microbiana. J4 a adicao do 6leo essencial de pimenta rosa
(PPEO) na concentracao de 1,0% (m/m) demonstrou alta eficicia antimicrobiana, apresentando
redugdo significativa a partir do 7° dia de armazenamento e chegando a niveis de 1 log UFC/g
a partir do 14° dia, se mantendo assim até o final dos 28 dias de armazenamento. Os resultados
vao de encontro a estudos que demonstram o potencial de 6leos essenciais como agentes
microbianos para alimentos, principalmente contra microrganismos patogénicos (Artiga-
Artigas, Maria; Acevedo-Fani; Martin-Belloso, 2017; Dannenberg ef al., 2019; Uliana et al.,
2016). A atividade antimicrobiana do o6leo essencial de pimenta rosa estd diretamente
relacionada aos seus hidrocarbonetos monoterpénicos e sesquiterpénicos e seus derivados
oxigenados (Bajpai; Sharma; Baek, 2013). O terpineno, componente majoritario do PPEO, ¢
descrito na literatura como um componente importante para atividade antimicrobiana do 6leo
essencial (Borotova et al., 2022; Diao et al., 2014). No entanto, os miniqueijos revestidos com
a nanoemulsdo NE-0.75T80 ndo apresentaram reducdo significativa das contagens de
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Staphylococcus aureus ao longo dos 28 dias. A concentra¢do inicial de 6 log UFC/g
permaneceu praticamente constante ao longo do armazenamento, semelhante ao grupo controle.
Artiga-Artigas, Acevedo-Fani e Martin-Belloso (2017) observaram que o revestimento a base
de nanoemulsdo contendo 1,5% (m/m) de 6leo essencial de orégano nao foi capaz de inibir a

multiplicacdo de Staphylococcus aureus inoculados na superficie de queijos com baixo teor de
gordura.
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Figura 6 Efeito do 6leo essencial de pimenta rosa e revestimentos de alginato de sédio e nanoemulsio contra
Listeria monocytogenes inoculado em miniqueijos Minas Frescal, nas concentragdes iniciais de (A) 10* UFC/g (B)
10 UFC/g. Controle: sem revestimento; Alginato: alginato de s6dio 1% (m/m); PPEO: 6leo essencial de pimenta

rosa 1% (m/m); NE: nanoemulsdo; T80: Tween 80; 0,75: 0,75% de dleo de girassol. Os dados apresentados sdo as
médias £ desvio padrio.

A efetividade antimicrobiana do PPEO e da nanoemulsdo NE-0.75T80 também foi
avaliada na inibi¢do de Listeria monocytogenes inoculada nos miniqueijos (Figura 6). Os
resultados de inibi¢ao do oleo e do revestimento a base de nanoemulsao foram semelhantes aos
encontrados para o Staphylococcus aureus. No tratamento controle e com revestimento sem
antimicrobiano, as contagens de Listeria monocytogenes se mantiveram estaveis em torno de 6
log UFC/g com pequenas variagdes, sugerindo que a auséncia de um agente antimicrobiano
favorece o desenvolvimento do microrganismo. Por outro lado, o PPEO demonstrou uma
reducdo significativa na multiplica¢do de Listeria monocytogenes, atingindo redugdo de 3 log
UFC/g, sendo eficaz na redugdo da carga microbiana em ambas as concentragdes iniciais de
in6culo (10° e 10° UFC/g). Dannenberg et al. (2016) avaliaram os efeitos antimicrobianos do
6leo essencial de pimenta rosa puro contra Listeria monocytogenes inoculada em queijo tipo
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Minas Frescal. Os queijos inoculados apresentaram contagem inicial de 5,8 log UFC/g e de 4,3
log UFC/g ao fim de 30 dias, indicando o efeito biopreservador do PPEO in situ. A nanoemulsao
NE-0.75T80, por sua vez, apresentou comportamento semelhante ao controle, sem reducao na
contagem de Listeria monocytogenes ao longo do armazenamento.

Em estudo anterior (capitulo II), a nanoemulsdo apresentou atividade antimicrobiana in
vitro contra Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes, entretanto, quando aplicada
como revestimento em miniqueijos, os resultados in sifu ndo evidenciaram tal comportamento.
A baixa eficacia antimicrobiana apresentada pela nanoemulsdo pode estar relacionada a
quantidade de 6leo essencial utilizada na formulacdo, dilui¢do do composto ativo, ou falha na
liberacdo e penetragdo do oleo essencial de pimenta rosa.

Além disso, a auséncia de atividade antimicrobiana da nanoemulsdo também pode
ocorrer devido a sinérese observada nos miniqueijos do tipo Minas Frescal. A sinérese ¢
responsavel pelo desprendimento de soro, que altera a matriz do queijo, e esse dessoramento
pode resultar na dilui¢do do composto ativo, reduzindo sua concentragdo na superficie do queijo
ou provocando deslocamento do revestimento, o que reduz a quantidade de nanoemulsdao em
contato direto com o queijo (McSweeney, 2007). Como observado por Kuorwel ef al.(2011), a
atividade antimicrobiana de revestimentos dependente diretamente da concentragdo dos
componentes ativos presentes no 0leo essencial.

A diferenca na efetividade antimicrobiana entre o PPEO e a NE-0.75T80 pode estar
associada as propriedades de viscosidade e difusividade desses dois sistemas. O PPEO foi
dissolvido em etanol 95%, resultando em uma viscosidade mais baixa em comparacdo a
nanoemulsdo. Durante a imersao dos miniqueijos, a combina¢do da baixa viscosidade com a
alta difusividade do etanol provavelmente facilitou a penetragdo do PPEO na matriz do queijo.
Em contraste, a NE-0.75T80 forma uma pelicula superficial, atuando predominantemente na
superficie do queijo. Assim, o PPEO consegue inibir a multiplicagdo dos microrganismos no
interior da matriz, enquanto a a¢do antimicrobiana da NE-0.75T80 pode ter se limitado a
superficie, devido a sua difusdo restrita pela maior viscosidade.

Por fim, a liberacao controlada do 6leo essencial de pimenta rosa também pode ter sido
comprometida pelo processo de reticulagdo de formagao do revestimento, que ocorre quando
ions de calcio interagem com as cadeias do alginato formando uma rede tridimensional durante
a gelificagao (Parreidt; Miiller; Schmid, 2018). Desta forma, o calcio presente no queijo € no
soro pode aumentar a forca da reticulagdo, aprisionando mais fortemente o 6leo essencial e
comprometendo a eficiéncia de liberagao do 6leo essencial de pimenta rosa, tornando-o incapaz
de exercer sua acdo inibitoria sobre a Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus
inoculados nos miniqueijos.

3.4 Analises Fisico-quimicas dos miniqueijos

3.4.1 Umidade
A Figura 7 apresenta os dados de umidade dos miniqueijos tipo Minas Frescal ao longo
do armazenamento de 28 dias sob refrigeracdo a 4 + 2 °C.
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Figura 7 Evolugdo da umidade (%) em miniqueijos Minas Frescal com e sem revestimento ao longo de 28 dias
de armazenamento (4 £ 2 °C). Controle: sem revestimento; Alginato: alginato de so6dio 1% (m/m); PPEO: 6leo
essencial de pimenta rosa 1% (m/m); NE: nanoemulsdo; T80: Tween 80; T20: Tween 20; 0,75: 0,75% de o6leo de
girassol. Os dados apresentados sdo as médias + desvio padréo.

abe. A B, CT etras minusculas diferentes indicam diferenga significativa (p < 0,05) entre os diferentes tratamentos,
letras maitsculas indicam diferenca significativa (p < 0,05) entre o mesmo tratamento ao longo do
armazenamento.

Os tratamentos influenciaram significativamente o conteido de umidade dos
miniqueijos Minas Frescal durante os 28 dias de armazenamento. No primeiro dia, os
percentuais de umidade variaram de 55,21% a 66,98%. Niveis de umidade acima de 55% estao
dentro do preconizado pela legislacdo brasileira, indicando um produto com umidade muito
elevada (Brasil, 2004). Magenis ef al. (2014) avaliaram a umidade de 21 amostras de queijos
Minas Frescal que variaram de 50,1% a 64,5%, entretanto a maioria das amostras apresentou
percentuais de umidade superiores a 55%.
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Figura 8 Miniqueijos apds processo de secagem em estufa a 105 °C por 24 horas

Fonte: Propria

Ao longo do armazenamento, os teores de umidade diminuiram. Apos 28 dias de
armazenamento, os valores de umidade dos miniqueijos sem revestimentos variaram de 55,22%
para 50,17%. Os miniqueijos revestidos com ambos os revestimentos apresentaram indices
iniciais de umidade significativamente maiores quando comparados aos miniqueijos sem
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revestimento. Esse aumento inicial de umidade pode ser atribuido ao fato de o revestimento ser
rico em agua, conferindo uma hidratacdo adicional a superficie dos queijos logo apos a
aplicagdo. Essa adicdo de umidade contribui para que os queijos revestidos mantenham
percentuais de umidade superiores aos nao revestidos, at¢ o fim do armazenamento. Os
miniqueijos revestidos com alginato de sodio apresentaram umidade inicial de 63,08%,
reduzindo para 59,88% ao final do armazenamento. J& os miniqueijos revestidos com as
nanoemulsdes NE-0.75T20 e NE-0.75T80 apresentaram redu¢do de umidade de 66,90% e
66,00%, atingindo 59,90% e 59,80% de umidade ao final de 28 dias de armazenamento,
respectivamente. A redugdo da umidade nos queijos € resultado da migracdo da dgua para a
superficie da matriz, devido ao gradiente de umidade, com subsequente evaporagao durante o
periodo de armazenamento sob refrigeracdo (Buffa ef al., 2001). Entretanto, o maior teor de
umidade observado nas amostras revestidas podem ser atribuidas as propriedades de barreira
do alginato de s6dio, que minimiza a perda de agua por evaporacdo, contribuindo para a
manuten¢do da qualidade ao longo do armazenamento (Medeiros et al., 2014). Além disso, a
incorporagdo do 6leo essencial de pimenta rosa ao revestimento poderia ter contribuido para
uma formacao de barreira ainda mais eficaz, reduzindo a permeabilidade ao vapor de agua e
auxiliando na manutencao de qualidade do queijo (Pieretti ef al., 2019). No entanto, a barreira
do polissacarideo foi mais relevante, tendo em vista que nao houve diferenca significativa no
teor de umidade ao longo do armazenamento para os diferentes queijos revestidos.

3.4.2 Sinérese
Os dados referentes a sinérese dos miniqueijos com e sem revestimento estdo
apresentados na Figura 9.
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Figura 9 Sinérese (%) em miniqueijos Minas Frescal com e sem revestimento ao longo de 28 dias de
armazenamento (4 + 2 °C). Controle: sem revestimento; Alginato: alginato de sodio 1% (m/m); NE: nanoemulsdo;
T80: Tween 80; T20: Tween 20; 0,75: 0,75% de dleo de girassol. Os dados apresentados sdo as médias + desvio
padrdo.

abe, A B, CT etras minusculas diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05) entre os diferentes tratamentos,
letras maitsculas indicam diferenca significativa (p < 0,05) entre o mesmo tratamento ao longo do
armazenamento.

A analise dos resultados de sinérese, também conhecida como desprendimento de soro
da massa, ao longo do armazenamento de 28 dias, indicou que os revestimentos nao
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influenciaram significativamente a taxa de separagdo do soro quando comparados ao controle,
em todos os tempos de armazenamento. A sinérese nos miniqueijos sem revestimento variou
de 8,87% na primeira semana para 19,16% ao fim do armazenamento. Esse aumento de sinérese
¢ um comportamento esperado, uma vez que a auséncia de barreira fisica facilita a perda de
umidade por evaporagdo, o que, por sua vez, promove maior exsudagdo de soro. Além disso, a
elevacdo da acidez e a consequente diminui¢do de pH podem facilitar o processo de sinérese.
A acidificagdo promove a exsudagdo do soro devido a redugdo da carga negativa da caseina,
aproximando o sistema do ponto isoelétrico, que favorece a interacdo proteina-proteina
(McSweeney, 2007; Walstra et al., 2005) em detrimento da interagdo proteina-agua.

Embora os revestimentos pudessem reduzir os niveis de sinérese devido as suas
propriedades de formacao de barreira, os resultados demonstraram um aumento na liberacdo de
soro nos miniqueijos revestidos, contrariando essa expectativa. Nos miniqueijos revestidos com
alginato de s6dio, foi observada uma eficacia moderada na redugdo da sinérese em comparagao
ao controle, com um valor de 22,64% ao final do armazenamento. Embora o alginato de sddio
seja amplamente conhecido por suas propriedades filmogénicas, que ajudam a reter a umidade
dentro dos queijos e a retardar a exsudagdo do soro, esse efeito foi menos pronunciado nos
miniqueijos avaliados. Por outro lado, os miniqueijos revestidos pelas nanoemulsdes NE-
0.75T20 e NE-0.75T80 apresentaram valores de sinérese variando entre 23 e 24%. Esses
resultados sugerem que a interagdo de 6leo essencial de pimenta rosa com a matriz proteica do
queijo pode ter causado alteragdes estruturais que favoreceram a liberagao de soro (Moro ef al.,
2015).

3.43 pH
Os valores de pH dos miniqueijos Minas Frescal ao longo do armazenamento se

encontram na Figura 10.
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Figura 10 Perfil de pH dos miniqueijos Minas Frescal com e sem revestimentos armazenados sob refrigeragdo de
4 + 2 °C durante 28 dias. Controle: sem revestimento; Alginato: alginato de sédio 1% (m/m); NE: nanoemulsao;
T80: Tween 80; T20: Tween 20; 0,75: 0,75% de dleo de girassol. Os dados apresentados sdo as médias + desvio
padrao.

ab.e. A B, CT etras minusculas diferentes indicam diferenga significativa (p < 0,05) entre os diferentes tratamentos,
letras maitsculas indicam diferenca significativa (p < 0,05) entre o mesmo tratamento ao longo do
armazenamento.
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Ao longo de 28 dias de armazenamento, foram observadas variacdes significativas nos
valores de pH dos miniqueijos revestidos em comparacdo aos miniqueijos controle.
Inicialmente, os valores de pH dos miniqueijos se mantiveram proximos, variando de 6,08 a
6,20, indicando que os revestimentos ndo alteram de forma significativa o pH inicial dos
miniqueijos. Isso pode ser explicado pelo fato de o revestimento ser aplicado superficialmente,
sem interferir diretamente na composicdo interna dos miniqueijos. Silva et al. (2022)
observaram que o revestimento a base de alginato de sddio ndo alterou o pH de queijos frescos.
Resultados semelhantes foram relatados por Pieretti ef al. (2019), que também nao observaram
alteracdes significativas no pH inicial de queijos Minas Frescal revestidos com alginato de
sodio ou alginato de sodio combinados aos 6leos essenciais de orégano e alecrim, apresentando
valores em torno de 6,0 tanto para as amostras controle quanto para as revestidas.

No decorrer do armazenamento, a amostra controle apresentou uma queda mais
acentuada nos valores de pH, atingindo 5,33 ao final dos 28 dias, o que sugere um processo
acelerado de acidificacdo. Em contrapartida, os miniqueijos revestidos apresentaram menor
taxa de queda no pH, especialmente nas primeiras duas semanas de armazenamento. As
amostras revestidas NE-0.75T20 e NE-0.75T80 mantiveram os maiores valores de pH ao longo
dos primeiros 14 dias de armazenamento. A tendéncia de queda no pH foi mantida até o 21° dia
em todas as amostras, com a amostra controle exibindo o menor valor de pH. Em contrapartida,
as amostras revestidas apresentaram valores mais elevados, destacando a eficacia dos
revestimentos na preservacao das caracteristicas dos miniqueijos durante o armazenamento. Ao
final do periodo de armazenamento, embora o pH dos miniqueijos controle tenha sido inferior
ao das amostras revestidas com alginato e nanoemulsdo, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre eles.

Esses resultados sugerem que os revestimentos - alginato, NE-0.75T20 ¢ NE-0.75T80 -
atuam nao apenas como barreiras fisicas, mas também limitam a absorc¢ao de oxigénio, o que
reduz o crescimento dos microrganismos responsaveis pela fermentacao da lactose, retardando
assim o processo de acidificacdo. A redugdo de pH ¢ uma caracteristica conhecida em produtos
lacteos e estd diretamente relacionada a producao de acido latico (Sangaletti et al., 2009).
Fernandes et al. (2017) observaram comportamento semelhante, com queda de pH variando de
6,30 a 4,90 em amostras de queijo controle e revestidas com o6leo essencial de alecrim
microencapsulado, ao longo de 15 dias de armazenamento. Pérez-Soto et al. (Pérez-Soto et al.,
2021) observaram redugdo de pH nas amostras de queijo fresco revestidas com microemulsdes
e nanoemulsdes contendo 6leo essencial de laranja, A redugdo mais acentuada foi verificada na
amostra controle, o que sugere que os revestimentos desempenharam um papel importante no
retardo da acidificagao.

Os resultados reforcam a eficacia dos revestimentos na preservagdo de produtos lacteos,
ao retardar a acidificacdo dos miniqueijos e prolongar sua vida Util. Também sugere-se que os
revestimentos com as nanoemulsdoes NE-0.75T20 e NE-0.75T80 podem ser promissores em
armazenamentos a longo prazo, mantendo as caracteristicas desejaveis aos queijos Minas
Frescal.

3.4.4 Acidez total
A Figura 11 apresenta os perfis de acidez dos miniqueijos durante o armazenamento
refrigerado a 4 + 2 °C por 28 dias.

96



0.500

aA
0.450

g
o
8
S

o bA
0.350 T ba
0.300 aB

0.250

alC

1]
0.200 cB beB bB pB bBC 4B aC

0.150

Acidez (g acido latico/100

0.100
0.050

0.000
0 7 14 21 28

Dias

m Controle mAlginato m®mNE-0.75T20 mNE-0.75T80

Figura 11 Acidez titulavel dos miniqueijos Minas Frescal sem revestimento e revestidos com alginato de sodio e
nanoemulsdo com PPEO ao longo de 28 dias de armazenamento (4 £ 2 °C). Controle: sem revestimento; Alginato:
alginato de s6dio 1% (m/m); NE: nanoemulsdo; T80: Tween 80; T20: Tween 20; 0,75: 0,75% de 6leo de girassol.
Os dados apresentados sdo as médias + desvio padrao.

abe, A B, CT etras minusculas diferentes indicam diferenga significativa (p < 0,05) entre os diferentes tratamentos,
letras maitsculas indicam diferenca significativa (p < 0,05) entre o mesmo tratamento ao longo do
armazenamento.

Os miniqueijos controle (sem revestimento) apresentaram o maior aumento nos valores
de acidez ao longo do armazenamento, variando de 0,131 g acido latico/100g no inicio para
0,448 g acido latico/100g no 28° dia. Esse aumento significativo sugere um maior crescimento
microbiano ao longo do armazenamento, promovendo a acidificagdo do queijo, que ¢ um
comportamento esperado para amostras sem qualquer barreira protetora. Estudos anteriores
corroboram com esses resultados, indicando que a auséncia do revestimento facilita o
desenvolvimento microbiano, que leva ao aumento de acidez (Buriti; da Rocha; Saad, 2005;
Fernandes et al., 2017; Sangaletti et al., 2009)

Por outro lado, os miniqueijos revestidos com alginato de sédio apresentaram um
aumento controlado na acidez, variando de 0,101 a 0,369 g 4cido latico/100g ao longo de 28
dias de armazenamento. Essa menor taxa de acidificacao pode ser atribuida as propriedades
filmogénicas e de barreira do alginato de sodio, que limitam a troca de gases e,
consequentemente, a atividade antimicrobiana. Como mencionado anteriormente, o alginato de
sodio ¢ um biopolimero que forma uma barreira que restringe a entrada de oxigénio, reduzindo
a fermentacdo microbiana e, portanto, retardando o aumento da acidez (Parreidt; Miiller;
Schmid, 2018; Silva et al., 2022).

As nanoemulsdes NE-0.75T20 e NE-0.75T80 demonstraram uma estabilizagdo nos
niveis de acidez semelhante a observada no revestimento alginato. Os valores de acidez
variaram, ao longo do armazenamento, de 0,092 a 0,341 g 4cido latico/100g para NE-0.75T20
e 0,099 a 0,342 g acido latico/100g para NE-0.75T80, sendo os niveis finais de acidez menores
em comparagdo ao revestimento de alginato puro (0,369 g acido latico/100g). A combinacao
do alginato de sodio e oleo essencial de pimenta rosa na nanoemulsio pode fornecer as
propriedades de barreira fisica e bioquimica. Ao final dos 28 dias de armazenamento, as
amostras revestidas, tanto com alginato quanto com nanoemulsdes, apresentaram niveis de
acidez inferiores aos das amostras sem revestimento. Esses resultados sdo consistentes com os
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achados de El-Sayed e El-Sayed (2021) que demonstraram que a adi¢do de nanoemulsdes
contendo 6leo essencial de cominho foi eficaz em retardar a acidificagdo do queijo branco
fresco durante o armazenamento, quando comparado as amostras sem revestimento. Assim, 0s
revestimentos, especialmente as nanoemulsdes com o6leo essencial, se mostram como uma
alternativa promissora para prolongar a vida 1til e preservar a qualidade do queijo Minas
Frescal.

3.4.5 Cor e indice de brancura (WI)

Os resultados do indice de brancura dos miniqueijos, tanto para a amostra controle (ndo
revestida), quanto para as amostras com os revestimentos alginato, NE-T20 e NE-T&80,
revelaram ndo haver diferencas significativas entre os tratamentos (Figura 12). Ao longo do
armazenamento, observou-se reducao progressiva dos valores de indice de brancura apenas para
a amostra sem revestimento (controle). A diminui¢dao da brancura da amostra sem revestimento
pode estar associada ao envelhecimento natural e a perda de umidade, que sdo fatores
conhecidos por alterar a percepgao visual da cor dos queijos. Os resultados indicam que os
revestimentos tiveram um impacto significativo na manutengdo da brancura dos miniqueijos
Minas Frescal ao longo do periodo de armazenamento. As amostras revestidas com as
nanoemulsdes NE-0.75T20 e NE-0.75T80 apresentaram a menor variagao de cor entre o inicio
e o final do armazenamento, evidenciando que esses revestimentos foram mais eficazes na
preservacao da brancura. Essa eficacia pode estar relacionada as propriedades antioxidantes do
0leo essencial de pimenta-rosa, que possivelmente evitaram alteracdes visuais significativas
nos queijos. Esse comportamento se alinha com estudos que destacam o papel das
nanoemulsdes de Oleos essenciais em preservar as caracteristicas dos alimentos durante o
armazenamento (Artiga-Artigas, Maria; Acevedo-Fani; Martin-Belloso, 2017; Kazemeini;
Azizian; Adib, 2021; Keykhosravy et al., 2020; Xiong et al., 2020). No estudo de Yemis, Sezer
e Sicramaz (2022) , os queijos Kasar sem revestimento ndo apresentaram mudangas
significativas nos indices de brancura ao longo do armazenamento, enquanto os revestidos com
nanoemulsdo contendo 10% (m/m) 6leo essencial de mirtilo apresentaram aumento gradual
desses valores. Comportamento semelhante foi observado por Artiga-Artigas; Acevedo-Fani;
Martin-Belloso (2017), que relataram um aumento nos indices de brancura durante o
armazenamento em queijos com baixo teor de gordura revestidos com nanoemulsdes de
alginato contendo 1,5% (m/m) de 6leo essencial de orégano.
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Figura 12 (A) Alteragdes de cor em termos dos valores de indice de brancura e (B) mudangas no parametro b*
dos miniqueijos Minas Frescal controle e revestidos durante o armazenamento a 4 £+ 2 °C. Controle: sem
revestimento; Alginato: alginato de sodio 1% (m/m); NE: nanoemulsdo; T80: Tween 80; T20: Tween 20; 0,75:
0,75% de oleo de girassol. Os dados apresentados sdo as médias = desvio padrdo.

abe A B, C etras minusculas diferentes indicam diferenga significativa (p < 0,05) entre os diferentes tratamentos,
letras maitsculas indicam diferenga significativa (p < 0,05) entre o mesmo tratamento ao longo do
armazenamento.

Ao longo do armazenamento pode ocorrer amarelamento do queijo Minas Frescal,
causado pela oxidagdo dos lipideos, especialmente quando o queijo € exposto a luz e oxigénio.
Além disso, alteragdes na composicdo proteica e lipidica durante o armazenamento também
pode favorecer essa alteracdo, assim como variagdes de pH, teor de umidade e condigdes de
embalagem. O parametro b* estd relacionado ao eixo azul-amarelo, onde valores mais altos
indicam um tom amarelado. A Figura 12 aponta os valores de pardmetro b* dos miniqueijos
revestidos e sem revestimento. A amostra controle apresentou aumento significativo nos
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valores de b* especialmente apos o 14° dia de armazenamento. No entanto, as amostras
revestidas com alginato de sodio e as nanoemulsdes NE-0.75T20 e NE-0.75T80 apresentaram
menor variagdo dos valores de b* em comparagdo ao controle. Essa estabilidade pode ser
atribuida a capacidade dos revestimentos de atuar como uma barreira contra a oxidacao (Miller;
Krochta, 1997; Pieretti et al., 2019). A menor variagdo observada nas amostras revestidas com
as nanoemulsdes NE-0.75T20 e NE-0.75T80 sugere que as propriedades antioxidantes do 6leo
essencial de pimenta rosa evitaram a oxidagao dos lipideos do queijo. Artiga-Artigas, Acevedo-
Fani e Martin-Belloso (2017) reportaram que queijos com baixo teor de gordura revestidos com
nanoemulsdo contendo 2,0% (m/m) oleo essencial de orégano e fibra de tangerina nao
apresentaram alteragdes em sua coloracao ao longo do armazenamento.

X 5ol =
NE-0.75T20  NE-0.75T80

Controle Alg}r;ato

Figura 13 Coloracdo dos miniqueijos no inicio (T0) e fim (T28) do armazenamento de 28 dias a 4 °C.

Fonte: Propria

Esses resultados vao de encontro com estudos que sugerem que as nanoemulsoes a base
de oleos essenciais agem como protetores em alimentos, preservando as caracteristicas
sensoriais, como a cor, ao longo do tempo de armazenamento (Stintzing; Carle, 2004).

3.5 Perfil de textura
A Figura 14 apresenta o perfil de textura dos miniqueijos com e sem revestimentos.
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Figura 14 Perfil de textura dos miniqueijos Minas Frescal controle e revestidos ao longo do armazenamento a 4
+ 2 °C. Controle: sem revestimento; Alginato: alginato de s6dio 1% (m/m); NE: nanoemulsido; T80: Tween 80;
T20: Tween 20; 0,75: 0,75% de 6leo de girassol. Os dados apresentados sdo as médias + desvio padrao.

A dureza esta relacionada com a forga necessaria para deformar um alimento até uma
determinada deformacdo avaliando, portanto, a resisténcia inicial que um alimento oferece
quando submetido a forcas de compressdo. A amostra controle apresentou a maior dureza
inicial, enquanto as amostras revestidas com as nanoemulsdes NE-0.75T20 e NE-0.75T80
exibiram os menores valores. No entanto, ao longo dos 28 dias de armazenamento, ndo foi
observada diferenca significativa na dureza entre as amostras. Esses resultados indicam que os
revestimentos NE-0.75T20 e NE-0.75T80 ndo tiveram impacto negativo na dureza dos
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miniqueijos, preservando essa caracteristica de maneira semelhante a das amostras sem
revestimento. Contudo, todas as amostras demonstraram um aumento progressivo na dureza ao
longo do periodo de armazenamento. O aumento da dureza do queijo ao longo do
armazenamento esta diretamente ligado a perda de umidade e a protedlise, que envolve a quebra
das proteinas do leite, tornando-o mais firme e menos macio, dependendo do grau de
degradacdo das proteinas (Bourne, 2002). Pérez-Soto et al. (2021) observaram redu¢do na
dureza dos queijos quando a nanoemulsdo com 6leo essencial de laranja foi adicionada durante
o preparo do queijo fresco. De acordo com Colin-Cruz et al. (2012), durante o preparo da
coalhada ha formagao de cavidades entre as fibras de proteinas (canais gordura-soro) onde a
gordura e a fase aquosa ficam retidas, e as nanoemulsdes se depositam nessas cavidades
impedindo a interagdo homogénea dos componentes, tornando os queijos menos duros.

A mastigabilidade avalia a resisténcia de um alimento a mastigacao, refletindo a forga
e 0 tempo necessarios para mastigar um alimento até que ele possa ser deglutido. Os resultados
mostram uma flutuagdo nos valores ao longo dos 28 dias de armazenamento. No tempo 0, a
amostra controle apresentou maiores valores de mastigabilidade, enquanto as amostras
revestidas NE-0.75T20 e NE-0.75T80 exibiram menores valores, indicando a necessidade de
um menor esfor¢o para ser quebrado e mastigado. A partir do 14° dia de armazenamento, nao
ha diferenca significativa nesse parametro entre as amostras. Os resultados sugerem que a
adicdo do revestimento nao influenciou na mastigabilidade dos miniqueijos ao longo do
armazenamento. Pérez-Soto et al. (Pérez-Soto et al., 2021) nao observaram diferengas no
parametro de mastigabilidade de queijos frescos com adi¢ao de microcapsulas ou nanoemulsao
contendo 6leo essencial de laranja. H4 uma correlagdo direta entre dureza e mastigabilidade das
amostras, indicando que o aumento na dureza resulta em maiores exigéncias de forca e trabalho
para a mastigacdo. A perda de umidade dos miniqueijos também ¢ um fator que contribui
diretamente no aumento da for¢a necessaria para a mastigagdo, uma vez que a perda de agua
torna a matriz do queijo mais densa e compacta. De acordo com Sandoval-Copado et al. (2016),
a mastigabilidade esta diretamente ligada ao contetdo de umidade, ou seja, amostras com maior
umidade apresentam menor resisténcia a mastigacdo. Ou seja, a perda da umidade implica no
aumento da forca necessaria para a mastigabilidade.

A elasticidade refere-se a capacidade de um alimento de retornar a sua forma original
apos sofrer deformagdo. Os resultados demonstraram que nao houve diferenga significativa
entre as amostras revestidas e a amostra controle ao longo do armazenamento, sugerindo que
os revestimentos ndo impactaram a elasticidade dos miniqueijos. Artiga-Artigas, Acevedo-Fani
e Martin-Belloso (2017) ndo observaram diferenca significativa na elasticidade de queijos com
baixo teor de gordura revestidos com nanoemulsdo contendo 2,0% (m/m) de 6leo essencial de
orégano e fibra de tangerina ao longo do armazenamento. A estabilizacdo da elasticidade a
partir do 14° dia de armazenamento estd diretamente relacionada ao aumento na dureza dos
miniqueijos, pois queijos mais duros tendem a perder a capacidade de retornar a forma original.
Além disso, a redugdo da elasticidade coincide com aumentos na mastigabilidade. Quando a
elasticidade diminui, a dureza tende a aumentar e a mastigagdo se torna mais trabalhosa (van
der Bilt; Abbink, 2017).

A coesividade de um alimento ¢ a capacidade do produto de manter sua integridade apds
a compressdo, sendo um indicativo da estrutura interna dos miniqueijos. Os resultados
demonstram que a coesividade aumentou ao longo do armazenamento, exceto nos miniqueijos
revestidos com alginato de sddio. Os miniqueijos revestidos com as nanoemulsdes NE-0.75T20
e NE-0.75T80 apresentaram coesividade superior ao controle, sugerindo estrutura interna mais
coesa ao longo do tempo, possivelmente devido a barreira fisica que retarda a migracdo de
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umidade e gordura e a interacdo dos componentes do dleo essencial com a matriz do queijo.
Revestimentos com alto teor de 4gua contribuem para o aumento da coesividade do queijo ao
preservar ou adicionar umidade a matriz proteica. Isso impede o ressecamento ¢ garante uma
estrutura mais uniforme e resistente ao rompimento durante a mastigacdo (Wang et al., 2019).
Em contraste, a redugdo da coesividade nas amostras controle e revestida com alginato de sodio
podem estar relacionadas processos como protedlise, lipolise e mudangas no pH, que
comprometem a integridade dos queijos (Olivo et al., 2020). Pérez-Soto et al. (2021) nao
observaram diferenca nos valores de coesividade de queijos frescos com adi¢do de
microcapsulas ou nanoemulsdo contendo 6leo essencial de laranja. A coesividade ¢ resultado
da retencdo de dgua na matriz do alimento, neste caso proporcionada pelo revestimento a base
de nanoemulsdo, que torna a degradacao do queijo menos provavel (Szczesniak, 2002). Queijos
mais coesos tendem a ser mais elasticos, mantendo uma estrutura que resiste ao rompimento.
A redugdo desse parametro pode estar diretamente relacionada a desidratacdao ou a alteragdes
na matriz proteica dos queijos (Kapoor; Metzger, 2008).

A adesividade ¢ caracterizada pela for¢a necessaria para remover um alimento de uma
superficie, como dentes ou palato, ou quao pegajoso ¢ esse alimento (Szczesniak, 2002). As
amostras revestidas apresentaram diferencas significativas de adesividade ao longo do
armazenamento em relagdo a amostra controle, que apresentou valores superiores desse
atributo. Entretanto, apesar de ndo apresentarem diferencas significativas entre o alginato e
nanoemulsdes ao longo do armazenamento, as amostras revestidas com as nanoemulsoes NE-
0.75T20 e NE-0.75T80 apresentaram menores valores de adesividade, sugerindo que as
nanoemulsdes contribuiram para redugdo da adesividade devido a interagao do 6leo essencial
com a matriz do miniqueijos, conferindo uma textura menos pegajosa, que pode ser interessante
para aceitacdo dos consumidores que preferem uma textura mais seca (Artiga-Artigas,
Acevedo-Fani; Martin-Belloso, 2017). A reducdo da adesividade pode estar relacionada ao
processo de sinérese dos miniqueijos, uma vez que a diminuicao da dgua disponivel faz com
que o produto fique mais firme e altere sua capacidade de aderir a outras superficies (Fox et al.,
2017).
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4 CONCLUSAO

Os resultados mostraram que o revestimento ativo a base de alginato de sodio e
nanoemulsdo de PPEO foi eficaz na preservacgdo das caracteristicas fisico-quimicas do queijo
Minas Frescal, como manutengdo da umidade, além da preservagdo da coloragdo e textura ao
longo do armazenamento de 28 dias. No entanto, limitagdes no controle do crescimento dos
microrganismos patogénicos Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus in situ foram
observados. Apesar da eficdcia antimicrobiana apresentada pelo PPEO ndo encapsulado, a
encapsulagdo do PPEO em uma nanoemulsao se mostrou ineficaz em condi¢des de aplicacdo e
armazenamento, possivelmente devido ao alto grau de sinérese, dilui¢cdo do revestimento e a
interacao dos compostos ativos do PPEO da nanoemulsdao com os componentes do queijo Minas
Frescal. Esses resultados indicam que apesar dos resultados promissores em relagdo a
manutenc¢do das propriedades fisico-quimicas dos queijos, considerando os possiveis impactos
na qualidade sensorial, ainda ha necessidade de estudos adicionais que otimizem a formulacdo
da nanoemulsdo, para potencializar a eficiéncia antimicrobiana dos revestimentos a base de
nanoemulsdo de PPEO in situ, promovendo a seguranca alimentar e a qualidade dos queijos
Minas Frescal.
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CONCLUSOES GERAIS

As nanoemulsdes a base de alginato de sodio e 6leo essencial de pimenta rosa foram
desenvolvidas com éxito utilizando a microfluidizagdio como método de fabricagdo. As
nanoemulsdes desenvolvidas apresentaram caracteristicas fisico-quimicas adequadas, como
tamanho de gota nanométrico, estabilidade cinética ao longo do armazenamento, e
comportamento reologico favoravel. As propriedades observadas permitiram atestar a eficacia
do processo de microfluidizacdo como método de producao de nanoemulsdes como sistemas
de encapsulacdo e entrega de compostos bioativos. Além disso, os testes in vitro comprovaram
que as nanoemulsdes com Oleo essencial de pimenta rosa possuem alta atividade antimicrobiana
contra os microrganismos patogénicos Listeria monocytogenes € Staphylococcus aureus, € que
a nanoencapsulagdo do oleo essencial de pimenta rosa em nanoemulsdes permite uma reducao
na quantidade necessaria para se obter o efeito antimicrobiano desejado. Os resultados
microbiologicos destacaram a viabilidade do uso do 6leo essencial de pimenta rosa como
substituto aos conservantes sintéticos, atendendo a demanda por alimentos mais naturais e
seguros.

A aplicagdo da nanoemulsdo a base de alginato de sodio e 6leo essencial de pimenta
rosa como revestimento ativo em queijo Minas Frescal resultou na preservacao das
propriedades fisico-quimicas dos queijos, incluindo textura, cor e umidade, ao longo do periodo
de armazenamento refrigerado (28 dias a 4 °C). No entanto, a eficacia antimicrobiana in situ
foi limitada, devido a possiveis interagdes entre os compostos ativos do 6leo essencial de
pimenta rosa da nanoemulsao com os constituintes da matriz do queijo, bem como a sinérese,
que pode causar a diluigdo desses componentes, afetando suas propriedades antimicrobianas.
Apesar das limitagdes observadas, os resultados demonstraram a viabilidade de utilizagdo do
revestimento na manutencao da qualidade do queijo, sugerindo a necessidade de ajustes na
formulacao para potencializar sua acao antimicrobiana em condig¢des de aplicacdes em matrizes
alimentares.

Diante dos resultados obtidos, concluimos que a aplicagdo da nanoemulsdo a base de
alginato de sodio e 6leo essencial de pimenta rosa como revestimento ¢ potencialmente viavel,
entretanto, recomenda-se estudos com aplicagdo em outras matrizes alimentares, como carnes
processadas, queijos com menor umidade e frutas, explorando suas propriedades de
conservagdo em outros sistemas alimentares. Além disso, ajustes no modo de aplicacdo do
revestimento podem contribuir para transpor as limitagdes observadas com intuito de
maximizar os beneficios fornecidos por essa tecnologia na ampliacdo da seguranga e vida util
de alimentos.
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