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RESUMO 

 

Os compostos antimicrobianos naturais, como os ácidos orgânicos e os óleos essenciais, têm 

demonstrado ser promissores na sanitização de vegetais visando a segurança destes alimentos. 

Nanoemulsões podem aumentar a estabilidade e permitir a liberação controlada destes 

compostos, porém se tem pouco conhecimento sobre seus efeitos na sanitização de vegetais. 

Diante disso, foi realizada uma revisão bibliográfica utilizando artigos publicados em inglês, 

entre 2012 a 2022, com o objetivo de identificar fatores que influencia a aplicação de 

nanoemulsões (NE) antimicrobianas em vegetais. As publicações (17 no total) reportaram que 

a ação da NE em vegetais frescos depende da composição e dos métodos de produção, bem 

como da técnica de aplicação sob a superfície vegetal. Posteriormente, neste trabalho, foram 

desenvolvidas nanoemulsões de carvacrol por ultrassom de ponteira utilizando surfactante 

natural (saponina - NCS) ou sintético (polisorbato 80 - NCP) com quantidades variáveis de 

triglicerídeos de cadeira média (TCM): 5,50 mg/mL de TCM (NCP1 e NCS1) e 22,0 mg/mL 

de TCM (NCP2 e NCS2). Todas as formulações apresentaram diâmetros médios apropriados 

(de 74,7 nm a 168,2 nm) e alta eficiência de encapsulação do carvacrol (EE) (de 89,5% a 

91,5%). As nanoemulsões de carvacrol com saponina (NCS1 e NCS2) demonstraram ter 

distribuição de gotas adequada (índice de PDI < 0,22) e apresentaram alta carga superficial 

(potencial zeta < -30 mV) em comparação com àquelas que continham polisorbato 80. A 

Concentração de Inativação Bacteriana (CIB) é uma metodologia adaptada da Concentração 

Bactericida Mínima (CBM). As nanoemulsões de carvacrol tiveram CIB contra o coquetel de 

Salmonella de 5,51 a 0,69 mg/mL e para o coquetel de E. coli de 1,84 a 0,69 mg/mL. As 

formulações com baixo teor de TCM (NCP1 e NCS1) tiveram efeito bactericida em baixas CIB 

(1,15 a 0,69 mg/mL). Entre todas as nanoemulsões testadas, NCS1 mostrou a menor CIB (0,69 

mg/mL) contra ambos os coquetéis bacterianos. Na sanitização de alfaces, o CNS1 mostrou 

efeito semelhante ao do carvacrol não-encapsulado com uma alta redução bacteriana (> 3 log 

CFU/g) após a imersão da alface por 15 min a 2×CIB. A NCS1 demonstrou melhor eficácia na 

redução dos coquetéis bacterianos (> 3 log UFC/g) quando comparada com ácido acético e 

ácido cítrico (que reduziu < 3 log UFC/g para os dois coquetéis bacterianos). Enquanto isso, 

NCS1 (2×CIB), comparada à solução de hipoclorito de sódio (150 ppm), obteve reduções 

superiores para Salmonella (> 3 log CFU/g) e similares para E. coli (≅ 3 log CFU/g) após a 

imersão da alface por 15 min. A imersão de alface em NCS1 durante 15 min, para ambas 

concentrações de carvacrol (CIB e 2×CIB) não teve impacto significativo na cor e na firmeza 

das amostras. Por outro lado, o tratamento das alfaces com carvacrol não-encapsulado na 2×CIB 

escureceu e reduziu a firmeza das alfaces tratadas. Consequentemente, a nanoemulsão de 

carvacrol-saponina (NCS1) provou ser um sanitizante potencial para a alface. 

 

 

Palavras-chave: carvacrol; nanoemulsão; atividade antimicrobiana; sanitização; alface.  

 



 
 

ABSTRACT 

 

Natural antimicrobial compounds, such as organic acids and essential oils, can be promising 

sanitizers for vegetables. Encapsulation of these compounds in nanoemulsions can increase 

their stability and allow controlled release of the bioactive compound. However, some factors 

may influence the antimicrobial activity of nanoemulsions applied on vegetables. For this 

reason, a review of articles published between 2012 and 2022 was conducted with the aim of 

investigating the application of antimicrobial nanoemulsions (NE) applied to vegetables. The 

publications (17 in total) reported that the action of NE on fresh vegetables depends on the 

composition and production methods, as well as, the technique of NE application on the 

vegetable surface. Subsequently, in this work, carvacrol nanoemulsions were developed by 

probe sonication using natural surfactant (saponin - CNS) or synthetic (polysorbate 80 - CNP) 

with varying amounts of medium-chair triglycerides (MCT): 5.50 mg/mL of MCT (CNP1 and 

CNS1) and 22.0 mg/mL of TCM (CNP2 and CNS2). All formulations showed appropriate 

droplet sizes (from 74.7 nm to 168.2 nm) and high encapsulation efficiency of carvacrol (EE) 

(from 89.5% to 91.5%). Carvacrol nanoemulsion with saponin (CNS1 and CNS2) demonstrated 

to have adequate droplet distribution (PDI index < 0.22) and presented high surface charge (zeta 

potential < -30 mV) compared to those containing polysorbate 80. The Bacterial Inactivation 

Concentration (BIC) is a methodology adapted from the Minimum Bactericidal Concentration 

(MBC). Carvacrol nanoemulsions had BIC against Salmonella cocktail from 5.51 to 0.69 

mg/mL and for E. coli cocktail from 1.84 to 0.69 mg/mL. Formulations with low MCT content 

(CNP1 and CNS1) had bactericidal effect at low BIC (1.15 to 0.69 mg/mL). Among all tested 

nanoemulsions, CNS1 showed the lowest BIC (0.69 mg/mL) against both bacterial cocktails. 

For lettuce sanitization, CNS1 showed similar effect to unencapsulated carvacrol with a high 

bacterial reduction (> 3 log CFU/g) after lettuce immersion for 15 min at 2×BIC. The CNS1 

demonstrated better efficacy in reducing both tested bacterial cocktails (> 3 log CFU/g) when 

compared to acetic and citric acids (that reduced < 3 log CFU/g for bacterial cocktails). 

Meanwhile, CNS1 (2×BIC), compared to sodium hypochlorite solution (150 ppm), achieved 

superior reductions for Salmonella (> 3 log CFU/g) and similar for E. coli (≅ 3 log CFU/g) 

after immersion of lettuce for 15 min. Immersion of lettuce in CNS1 for 15 min for both 

concentrations of carvacrol (BIC and 2×BIC) had no significant impact on the color and 

firmness of the samples. On the other hand, treating lettuce with non-encapsulated carvacrol at 

2×BIC darkened and reduced the firmness of the treated lettuce. Consequently, the carvacrol-

saponin nanoemulsion (CNS1) proved to be a potential sanitizer for lettuce. 

 

 

Keywords: carvacrol; nanoemulsion; antimicrobial activity; sanitization; lettuce. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Mundialmente, uma das hortaliças mais consumida é a alface (SHATILOV; RAZIN; 

IVANOVA, 2019). Popularmente, as folhas de alface são consumidas cruas, e atualmente, o 

setor demonstra crescente aceitabilidade por saladas verdes higienizadas prontas para o 

consumo (JASPER; ELMORE; WAGSTAFF, 2021). A alface é uma fonte de compostos 

bioativos benéficos à saúde, tais como folatos, carotenoides (principalmente β-caroteno) e 

compostos fenólicos, com variações nos teores entre os cultivares (KIM et al., 2016). Além 

disso, essa hortaliça é uma fonte de fibras alimentares, as quais a ingestão regular está associada 

ao aumento do metabolismo de glicose e redução do colesterol e da pressão arterial (KIM et al., 

2016).  

A contaminação microbiana pode acontecer por diferentes rotas durante o cultivo e a 

colheita de vegetais, bem como devido às operações pós-colheita por influência humana, animal 

e ambiental (STUART, 2011). Uma das fontes de contaminação mais recorrente é a água de 

irrigação, principalmente, contaminada por fezes e de baixa potabilidade (CEUPPENS et al., 

2014). Durante o cultivo, as folhas podem ser facilmente lesionadas por cortes, facilitando a 

colonização dos tecidos internos por microrganismos (YARON; RÖMLING, 2014). Sabe-se 

que alfaces são produtos frescos e minimamente processados que podem ser importantes 

veículos de microrganismos causadores de Doenças Transmitidas por Alimentos (DTA) 

(POTHAKOS et al., 2014). Os estudos demonstram que patógenos, como Escherichia coli, 

Salmonella spp. e Listeria monocytogenes podem contaminar saladas embaladas (CDC, 2022; 

KHALIL, 2016). Em estudo sobre surtos de DTA relacionados a alfaces minimamente 

processadas no Brasil,  Salmonella spp. foi o agente mais frequente, seguida por E. coli (ELIAS; 

NORONHA; TONDO, 2018a).  

Visando a garantia da segurança microbiológica deste alimento, um dos agentes 

químicos mais utilizados como sanitizante são os liberadores de cloro, devido ao seu baixo 

custo e amplo espectro de ação antimicrobiana. A água clorada (50 a 200 ppm) é recomendada 

na sanitização de hortaliças, porém sua interação com matéria orgânica pode vir a formar 

subprodutos halogenados, como trihalometanos e ácidos haloacéticos (PAN; AKANO, 2014). 

Diversas alternativas ao cloro, tais como ozônio, ácidos orgânicos e óleos essenciais têm 

demonstrado potencial de uso em hortaliças nos últimos anos (CIMOWSKY et al., 2022; 

MILLAN-SANGO et al., 2016; MOUATCHO et al., 2017; PARK; KANG; HA, 2016; 

SANTOS et al., 2015).  
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Os óleos essenciais (OE) apresentam mecanismos de inativação bacteriana, devido a 

ação dos constituintes presentes, tais como terpenos, terpenoides e fenilpropenos 

(BHAVANIRAMYA; VISHNUPRIYA; AL-ABOODY, 2019; FALLEH et al., 2020). Entre 

estes, o carvacrol é um monoterpenoide presente em vários OE de espécies de Lamiaceae, 

principalmente do orégano (Origanum vulgare) (SHARIFI-RAD et al., 2018). O carvacrol 

apresenta ação antimicrobiana descrita devido, principalmente, aos seguintes mecanismos: a) 

alterações estruturais e funcionais da membrana bacteriana; b) interferência no transporte de 

íons através da membrana bacteriana; c) perturbações na síntese da flagelina que afeta a 

motilidade das bactérias (KHORSHIDIAN et al., 2018; MARINELLI; DI STEFANO; 

CACCIATORE, 2018). Além disso, este composto pode ser aplicado a alimentos, visto que é 

reconhecido como seguro (GRAS) pela Food and Drug Administration (FDA, 2019).  

Apesar de vantajosas propriedades do carvacrol para aplicação em hortaliças, há 

limitações do seu uso, tais como: baixa solubilidade em água e estabilidade, alta volatilidade e 

fortes características organolépticas (CALO et al., 2015). Uma solução é o uso promissor de 

nanocarreadores (BAJPAI et al., 2018). As nanoemulsões são exemplos destes sistemas com 

dimensões de 20 nm a 500 nm, que são formadas por uma fase aquosa, uma fase orgânica e 

uma película interfacial de moléculas tensoativas (VAISHANAVI; PREETHA, 2020). Em 

virtude do pequeno tamanho de gotas, as nanoemulsões estabilizam o carvacrol e melhoram a 

sua solubilidade e estabilidade durante o armazenamento (GUPTA et al., 2016). No entanto, as 

nanoemulsões são suscetíveis ao amadurecimento de Ostwald, que causa a separação 

gravitacional dos componentes (LIU et al., 2019). Algumas estratégias podem ser utilizadas 

para evitar este fenômeno, tais como processamento em alta energia (ultrassom, alta-pressão, 

rotor-estator e microfluidização),  a adição de uma fase orgânica com triglicerídeos de cadeia 

média e baixas concentrações de emulsificantes (entre 1 % a 3 %) (HENRY et al., 2010; 

ZHANG; ZHANG; MCCLEMENTS, 2020).  

O emulsificante é o componente primordial na formação de nanoemulsões, pois reduz a 

tensão superficial entre a fase oleosa e a fase aquosa e aumenta a solubilidade de compostos 

ativos oleosos no sistema (LIU et al., 2019). Entre eles, os mais utilizados em produtos 

farmacêuticos e alimentícios são os polisorbatos, os quais são surfactantes hidrofílicos não-

iônicos (VAISHANAVI; PREETHA, 2020). Em estudos, a aplicação do polisorbato 

possibilitou a formação de nanoemulsões estáveis contendo carvacrol (TAŞTAN et al., 2017; 

PRAKASH et al., 2018; LEI et al., 2019). Entretanto, a indústria de alimentos tem demonstrado 

interesse em alternativas naturais voltadas para a preferência do consumidor por produtos 

“clean label” (NOGUEROL et al., 2021). Em alternativa, a saponina é um emulsificante 
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natural, extraída de Quillaja, planta nativa da América do Sul (FLECK et al., 2019). Em razão 

da sua estrutura anfifílica, a saponina é um excelente emulsificante biodegradável para sistemas 

de encapsulamento de OE e seus componentes, e forma nanoemulsões com elevada estabilidade 

(temperatura, pH, condições salinas) durante o armazenamento (FLECK et al., 2019). 

Atualmente, ainda é um desafio o uso de carvacrol emulsionado com saponina em matriz 

vegetal (ZHANG; TAN; MCCLEMENTS, 2021). Até o presente momento não foi explorado 

nanoemulsões contendo carvacrol com saponina aplicadas na sanitização de alfaces. Além 

disso, há lacunas sobre os efeitos da aplicação do carvacrol sob a qualidade sensorial (cor e 

textura) de alfaces (CHENG et al., 2017; SOW et al., 2017; VIACAVA et al., 2018; 

WIECZYŃSKA; CAVOSKI, 2018). Diante disso, neste trabalho foram produzidas pelo 

método de alta-energia (sonicação) nanoemulsões contendo carvacrol com emulsificante 

natural (saponina) em comparação ao sintético (polisorbato 80) e caracterizadas quanto às 

propriedades físico-químicas e ao efeito antimicrobiano in vitro. Estes sistemas também foram 

avaliados quanto a eficácia antimicrobiana na sanitização de alfaces, bem como se houve 

alterações nos parâmetros (cor e textura) das hortaliças tratadas.  
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2 OBJETIVOS  

 

Os objetivos do presente trabalho serão apresentados a seguir.   

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

  

Desenvolver e caracterizar nanoemulsões contendo carvacrol visando a inibição de 

Escherichia coli e Salmonella spp. na sanitização de alface.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Os objetivos específicos são: 

a. Fundamentar sobre as propriedades, os métodos de produção e as técnicas de 

aplicação de nanoemulsões antimicrobianas na sanitização de vegetais frescos 

através de uma revisão de artigos publicados; 

b. Desenvolver nanoemulsões contendo carvacrol com emulsificante natural 

(saponina) em comparação ao sintético (polisorbato 80); 

c. Caracterizar as propriedades físico-químicas das nanoemulsões contendo carvacrol 

em relação ao diâmetro médio, potencial zeta e índice de polidispersão, bem como 

sua estabilidade durante o armazenamento e a eficiência de encapsulação;  

d. Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) e a Concentração de Inativação 

Bacteriana (CIB) das nanoemulsões contendo carvacrol contra coquetel de E. coli e  

coquetel de Salmonella spp.; 

e. Avaliar o efeito antimicrobiano da nanoemulsão contendo carvacrol contra 

coquetéis bacterianos (E. coli ou Salmonella spp.) inoculados artificialmente em 

alfaces; 

f. Comparar a ação antimicrobiana da nanoemulsão de carvacrol com o carvacrol não-

encapsulado e também com outros sanitizantes (hipoclorito de sódio, ácido acético 

e ácido cítrico) em alfaces contaminadas artificialmente (E. coli ou Salmonella spp.); 

g. Avaliar cor e textura de alfaces tratadas com a nanoemulsão contendo carvacrol e 

com carvacrol não-encapsulado em comparação ao vegetal in natura. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

Neste tópico serão revisados os conceitos teóricos, tais como: alimentos minimamente 

processados, higienização e conservação de vegetais frescos, microrganismos causadores de 

toxinfecções alimentares associados a alface, óleos essenciais com efeito antimicrobiano e 

nanomateriais carreadores de antimicrobianos.  

 

3.1 ALIMENTOS VEGETAIS MINIMAMENTE PROCESSADOS 

 

Os alimentos são classificados, segundo a Food Classification for public health, em 

quatro grupos, sendo estes: ultraprocessados, processados, ingredientes culinários processados 

e minimamente processados (MONTEIRO et al., 2016). Os produtos alimentícios 

ultraprocessados são formulações com cinco ou mais ingredientes adicionados de aditivos 

alimentares, por exemplo, refrigerantes e biscoitos recheados. Em contrapartida, os processados 

apresentam até três ingredientes com adição de açúcar, óleo, sal e são fabricados por métodos 

de cozimento e fermentação alcoólica, por exemplo, pães e queijos (MONTEIRO et al., 2016; 

FARDET, 2018). Os ingredientes culinários processados consistem em substâncias obtidas 

diretamente das matérias-primas por processos como prensagem, refinação, moagem e 

secagem. Neste grupo estão inclusos: sal, açúcar, mel, óleos vegetais, manteiga e amidos 

(MONTEIRO et al., 2016; FARDET, 2018).  

Os alimentos minimamente processados compreendem àqueles que são obtidos de 

plantas ou de animais, sendo disponibilizados ao consumo com poucas modificações sobre os 

atributos de qualidade durante o seu processamento e armazenamento (ALZAMORA et al., 

2015). Estes são divididos em duas categorias gerais, tais como: a de fonte vegetal, que engloba 

frutas e vegetais; e a de origem animal, como carnes de aves, bovina, suína e pescados 

(BANSAL; SIDDIQUI; RAHMAN, 2015; DE CORATO, 2020). Os produtos minimamente 

processados de fonte vegetal recebem diferentes denominações, tais como: “prontos para 

comer”, “pré-cortados” e “frescos” (GROSS; WANG; SALTVEIT, 2016).  Estes consistem em 

frutas e vegetais crus, os quais foram submetidos a algumas etapas de preparo mínimo, visando 

a substituição dos métodos térmicos e químicos de conservação (SIDDIQUI et al., 2011). Este 

processamento deve manter os níveis de qualidade nutricional e sensorial dos alimentos e 

aumentar a vida útil do transporte até o consumo, cerca de 5 a 7 dias a 4 °C (RAMOS et al., 

2013; DE CORATO, 2020).  
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Segundo a Food and Drug Administration (FDA, 2008), as operações unitárias do 

processamento mínimo de frutas e vegetais incluem, conforme Figura 1, as seguintes etapas: 

seleção, limpeza, lavagem, processamento a fresco (corte, descascamento e outros), 

higienização, embalagem e armazenamento sob refrigeração (RAMOS et al., 2013). No Brasil, 

as portarias SES/RS n° 90 de 2017 e SES/RS n° 635 de 2019, dispõe sobre as Boas Práticas de 

Fabricação e Procedimentos Operacionais Padronizados para a industrialização de frutas e 

vegetais minimamente processados. Segundo estas diretrizes, as frutas e vegetais são 

submetidos aos mesmos tratamentos elucidados pela FDA (2008), porém há a adição da 

enxágue, centrifugação, após o processamento a fresco (BRASIL 2017; BRASIL 2019). 

 

Figura 1 – Diagrama de fluxo do processamento mínimo de frutas e vegetais 

 
     Fonte: Adaptado de Siddiqui et al. (2011).  

 

Na etapa de seleção é realizada uma separação, normalmente manual, dos produtos 

aceitáveis, através da remoção de defeitos fisiológicos dos alimentos crus, como talos, 

sementes, folhas e frutos danificados (SIDDIQUI et al., 2011). A lavagem inicial com água 

potável é projetada para remover sujeiras, pesticidas e microrganismos não aderidos a superfície 

(BRASIL, 2019). A próxima etapa, o processamento a fresco, envolve várias etapas, sendo a 

principal o descascamento. Este é comum para frutas cítricas e tubérculos, em que se remove 

porções não comestíveis, como casca e sementes (SIDDIQUI et al., 2011). A operação de 

descascamento pode ser realizada das seguintes formas: manual (uso de faca e lâmina), 

mecânica (dispositivos abrasivos, roletes, facas e lâminas), química, enzimática e térmica (calor 

seco, calor úmido, jatos de vapor ou a vácuo) (BANSAL; SIDDIQUI; RAHMAN, 2015-).  
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Durante as etapas de descascamento e corte, pode-se causar lesões ao tecido vegetal, as 

quais expõe o produto às enzimas oxidantes e aos microrganismos (ALLENDE; AGUAYO; 

ARTÉS, 2004). Além disso, vegetais crus apresentam contaminações microbianas provenientes 

do manuseio durante o pós-colheita (OLIVEIRA et al., 2011). Assim, sem a higienização 

adequada, vegetais e frutas minimamente processados podem causar doenças na população 

(RAMOS et al., 2013; DE CORATO, 2020). Visando garantir a segurança microbiológica 

destes alimentos, realiza-se a etapa de lavagem e sanitização.  Este processo envolve o uso de 

métodos físicos e/ou químicos na higienização dos alimentos, com o objetivo de reduzir a 

quantidade de microrganismos patogênicos e deteriorantes em níveis recomendados 

(BANSAL; SIDDIQUI; RAHMAN, 2015-). Após, utiliza-se o enxágue do sanitizante, 

normalmente, realizada com água gelada, de modo a resfriar os produtos antes da embalagem 

(SIDDIQUI et al., 2011). 

Recomenda-se que, após o enxágue, vegetais folhosos sejam submetidos a secagem 

manual ou em centrífugas, para evitar excesso de água no armazenamento (BRASIL, 2017). 

Após, os vegetais e frutas minimamente processados são embalados, visando garantir proteção 

contra contaminações microbianas e reduzir as taxas de respiração destes alimentos (RAMOS 

et al., 2013). Considera-se que um sistema de embalagem eficaz é a garantia da vida útil 

prolongada, e para isso utiliza-se embalagens de polietileno rígido, bandejas de isopor com 

filme plástico, saco plásticos transparentes com atmosfera modificada ou controlada (DE 

CORATO, 2020). A última etapa é o armazenamento sob refrigeração, o qual é o principal meio 

de conservação destes alimentos. Este método envolve condições de baixa temperatura (faixa 

de 0 °C a 5 °C) pós-processamento e em pontos de varejo até o consumidor, com o objetivo de 

manter o frescor, o valor nutricional e o sabor por até 7 dias (DE CORATO, 2020).  

A maioria dos vegetais frescos disponíveis aos consumidores é submetido a um 

processamento mínimo, principalmente, com a remoção de partes não comestíveis e a 

refrigeração, primordiais na conservação de alimentos (MUKHOPADHYAY; GORRIS, 2014). 

Os processamentos mínimos são cada vez mais aplicados em vegetais e em grãos, visto que a 

aquisição de alimentos in natura, disponíveis ao consumo sem nenhuma alteração, é limitada. 

Isto se deve a rápida deterioração por microrganismos, a perda de nutrientes e do frescor, a 

descoloração e possíveis danos mecânicos (GONZÁLEZ-AGUILAR et al., 2010; MONTEIRO 

et al., 2016).  
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3.1.1 Alface  

   

A espécie Lactuca sativa L., popularmente denominada de alface, é uma hortaliça com 

folhas dispostas em espiral e com roseta densa em um caule encurtado; segundo Figura 2,  o 

cultivar apresenta uma ampla variedade de cores, formas, superfícies e texturas das folhas 

(MOU, 2008). Essas características morfológicas que as diferencia entre si, com coloração das 

folhas de amarelo a verde-escuro, e manchas avermelhadas devido à presença de antocianina 

(MOU, 2008). Em relação as margens das folhas, podem ser lisas, lobadas, onduladas e 

enrugadas (KŘÍSTKOVÁ et al., 2008).  

 

Figura 2  – Variedades de cultivares de alface 

 
 Fonte: Adaptado de Simko et al. (2015). 

 

Segundo Mou (2008), com distintas formas de folha, tamanho, textura e tipo de haste, 

classifica-se em seis variedades de alface: crocante, iceberg ou americana (var. capitata L. 

nidus jaggeri Helm); manteiga ou lisa (var. capitata L. nidus tenerrima Helm); romana ou cos 

(var. longifolia Lam., var. romana Hort. in Bailey); foliar ou de corte (var. acephala Alef., syn. 

var. secalina Alef., syn. var. crispa L), talo ou Asparagus (var. angustana Irish ex Bremer, syn. 

var. asparagina Bailey, syn. L. angustana Hort. In Vilm.) e latina (sem denominação 

científica).  No Brasil, segundo Sala e Da Costa (2012), a preferência de consumo é pela alface 

foliar (53%), seguida pela americana (34%), lisa (12%) e romana (1%). Entre estes tipos, a 

foliar é a que apresenta maiores variações de cor, tamanho, margem e textura (Figura 2). A 
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preferência de consumo por primeiras folhas ou mudas de alfaces minimamente processadas, 

como saladas verdes prontas ao consumo, tem possibilitado o surgimento de diferenciações no 

seu tamanho e na sua forma (BRUG et al., 2008; STUART, 2011). Apesar da tendência de 

consumo por saladas embaladas, este alimento ainda é considerado pouco nutritivo pelos 

consumidores (XIAO et al., 2012).  

Segundo Kim et al.  (2016), este vegetal apresenta baixo teor calórico, de gorduras e de 

sódio, porém é uma fonte de compostos bioativos benéficos à saúde. Em alfaces foram 

identificados folato (vitamina B9), carotenoides (principalmente β-caroteno), compostos 

fenólicos, minerais e fibras (LLORACH et al., 2008; LÓPEZ et al., 2014). Há variações nos 

teores destes compostos entre os tipos de cultivares,  majoritariamente, com maior conteúdo de 

compostos fenólicos em alface vermelha (MULABAGAL et al., 2010); por outro lado, mais 

relevante o teor de vitamina C em alface verde (KIM et al., 2016).  Em relação às fibras, tanto 

as alfaces verdes como vermelhas, apresentam elevado teor, sendo associado ao aumento do 

metabolismo de glicose e redução do colesterol e da pressão arterial (KIM et al., 2016). Estes 

efeitos estão relacionados à insolubilidade das fibras, a qual é responsável por adicionar volume 

às fezes, acelerar a passagem de alimentos pelo sistema digestivo e estimular a microbiota 

intestinal (DHINGRA et al., 2012).   

Por ser um cultivar de baixo custo e de versátil produção – em campo, em estufa 

(hidropônico) ou em cultura vertical interna –  tem impulsionado pesquisas sobre os benefícios 

à saúde associados aos compostos bioativos (DAI; MUMPER, 2010; DONKENA; KARNES; 

YOUNG, 2010). Existem alguns estudos relacionando o consumo da alface com ação anti-

hipertensiva, anti-inflamatória, antidiabéticos e anticancerígenas (BRENNAN et al., 2000; LEE 

et al., 2009; CHENG et al., 2014; BANSAL; SIDDIQUI; RAHMAN, 2015; PEPE et al., 2015).   

 

3.2 MICRORGANISMOS CAUSADORES DE TOXINFECÇÕES ALIMENTARES 

RELACIONANDOS A ALIMENTOS MINIMAMENTE PROCESSADOS 

 

Com a adesão do consumidor por saladas prontas, a segurança microbiológica destes 

alimentos torna-se uma preocupação, visto que são consumidas cruas e passíveis de práticas de 

descontaminação inadequadas (OLIVEIRA et al., 2011). As alfaces frescas podem ser 

contaminadas por diferentes fontes (humanas, animais e ambientais) durante o cultivo ou em 

operações pós-colheita, conforme ilustrado na Figura 3 (STUART, 2011). No processamento 

pós-colheita pode acontecer a contaminação cruzada (Figura 3). Isto se deve ao uso de 

embalagens e de utensílios contaminados e a condições inadequadas de armazenamento (MIR 



 
 

23 
 

et al., 2018). Diante das condições durante a colheita e pós-colheita, os vegetais frescos são 

suscetíveis a presença de microrganismos causadores de  Doenças Transmitidas por Alimentos 

(DTA) (CAMPOS et al., 2013; POTHAKOS et al., 2014). 

 

Figura 3 –  Diagrama das rotas de contaminação de alfaces  

 
 Fonte: Adaptado de Mir et al. (2018).  

 

Diante da importância da segurança de alimentos, surtos de DTA associados às frutas e 

vegetais minimamente processados foram motivos de investigações. Estudos realizados em 

diferentes pontos do processo demonstram que patógenos de origem alimentar, como 

Escherichia coli, Salmonella spp. e Listeria monocytogenes podem contaminar saladas prontas 

ao consumo (CDC, 2022). Relatou-se surtos em vários locais dos EUA envolvendo Salmonella 

em vegetais minimante processados (KRISHNASAMY et al., 2020). No Brasil, segundo dados 

recentes do Sistema de Informação de Agravos de Notificação (SINAN) (BRASIL, 2022), entre 

2012 a 2021, do total de 6347 surtos de DTA em alimentos, o principal agente etiológico 

identificado foi Escherichia coli (29,6%), seguido de Salmonella spp. (11,2%) e 

Staphylococcus aureus (12,9 %). Além disso, neste mesmo período, registrou-se que 25,2% dos 

surtos foram associados à amostras de água, 2,4% de hortaliças e 3,1% de frutas, produtos de 

frutas e similares (BRASIL, 2022).  

Em relação a hortaliças, pesquisas também foram desenvolvidas com o objetivo de 

identificar os agentes causadores de DTA. Fröder et al.  (2007) investigaram 181 amostras de 

saladas verdes minimamente processadas em São Paulo, e apontaram a predominância de 

coliformes totais (97,7%), coliformes fecais (73,0%), e a presença de Salmonella spp. (3,0%) e 

L. monocytogenes (0,6%). Oliveira et al., (2011), analisaram 162 amostras de hortaliças 

minimamente processadas comercializadas em Ribeirão Preto, e detectaram E. coli (53,1%), 
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Salmonella spp. (1,2%) e L. monocytogenes (1,2%). Especificamente em alfaces, um estudo de 

meta-análise foi desenvolvido no Brasil por Elias, Noronha e Tondo (2019). Os resultados 

demonstram prevalência de Salmonella spp. (4,1%) e de E. coli (4,1%).  

Deste modo, segundo a Instrução Normativa n° 161 de 2022, para garantir a segurança 

microbiológica de hortaliças frescas e preparadas por processamento mínimo, estes produtos 

devem apresentar limites abaixo de 102 UFC/g para E. coli e ausência em 25 g para Salmonella 

spp. (ANVISA, 2022). Além disso, hortaliças minimamente processadas devem atender aos 

padrões microbiológicos para L. monocytogenes (abaixo de 102 UFC/g), segundo o Art. 4° item 

VI (ANVISA, 2022). 

 

3.2.1 Escherichia coli  

 

A bactéria Escherichia coli é pertencente à família Enterobacteriaceae, com as 

seguintes características: bacilos Gram-negativos, anaeróbios facultativos, não-esporulados, 

capazes de fermentar glicose e lactose com produção de ácido e gás (PERCIVAL; WILLIAMS, 

2013). A multiplicação é favorecida na faixa de 25 °C a 37 °C, com temperatura ideal de 37 °C 

a 40 °C (VALILIS et al., 2018). As linhagens de E. coli consideradas patogênicas ao ser humano 

causam sintomas de gravidade variável, sendo os principais: diarreia, diarreia sanguinolenta, 

vômitos e febre (RAMACHANDRAN, 2014). As bactérias desta espécie causadoras de DTA 

são divididas em seis categorias: E. coli enterotoxigênica (ETEC), E. coli enteroinvasiva 

(EIEC), E. coli enteropatogênica (EPEC), E. coli enterohemorrágica (EHEC), E. coli 

enteroagregativa (EAEC) e E. coli aderente difusa (DAEC) (VALILIS et al., 2018). Por outro 

lado, as cepas de E. coli que causam infecções do trato urinário são conhecidas por E. coli 

uropatogênica (UPEC), enquanto a E. coli Kl costuma ser responsável por casos de meningite 

ou sepse (PERCIVAL; WILLIAMS, 2013).  

Estes microrganismos estão presentes no trato gastrointestinal animal e humano 

(RAMACHANDRAN, 2014). Portanto, a presença desta bactéria em um alimento pode indicar 

a contaminação microbiana de origem fecal e, consequentemente, condições higiênicas 

insatisfatórias (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Esta bactéria tem sido relatada em 

alimentos com pH na faixa de 4,5 a 9,0 e atividade de água entre 0,96 a 0,99, tais como: água 

de consumo, leite pasteurizado, carne moída, hortaliças, tomate e linguiça toscana (DA SILVA 

et al., 2001; MARTINS et al., 2010; GÓMEZ-ALDAPA et al., 2013; OTERO et al., 2013).  
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3.2.2 Salmonella spp.  

 

O gênero Salmonella é um dos agentes etiológicos de origem alimentar mais comuns, 

sendo as infecções uma grande preocupação para a saúde pública (JAJERE, 2019). Pertencente 

à família Enterobacteriaceae, compreende bacilos Gram-negativos não produtores de esporos, 

sendo, portanto, termossensíveis (morte celular a 60 °C), anaeróbicos facultativos, bem como 

capazes de utilizar citrato como única fonte de carbono (BOYLE et al., 2007). A multiplicação 

deste patógeno, encontra-se na faixa de 5 °C a 46 °C, com temperatura ideal entre 35 °C a 37°C, 

dependendo do sorovar estudado (LEWIS; MELENDREZ; FINK, 2019).  

Apesar de apresentar apenas duas espécies (S. enterica e S. bongori), pode englobar 

mais de 2600 sorovares (ANDINO; HANNING, 2015). É responsável por infecções na mucosa 

do intestino delgado e do cólon, com sintomas que incluem diarreia, náusea, dor abdominal, 

febre branda e calafrios (BOYLE et al., 2007). A sua ocorrência é associada a uma ampla 

variedade de alimentos, com pH na faixa de 3,9 a 9,2 e atividade de água de 0,94 a 0,99 

(ANDINO; HANNING, 2015).  Nos últimos anos tem se observado o aumento da incidência 

de Salmonelose causada pelo sorovar S. Enteritidis associada a ovos, carne bovina crua, leite e 

derivados de peixes crus (ANDINO; HANNING, 2015).  

Um dos fatores de contaminação por Salmonella spp. em vegetais minimamente 

processados se deve a contaminação cruzada, isto é, através de alimentos de origem animal ou 

o uso de utensílios contaminados no preparo destes alimentos (JAJERE, 2019). Observa-se que, 

devido ao processamento mínimo não envolver tratamentos térmicos de inativação dessas 

bactérias, a etapa mais importante é a higienização de vegetais frescos (ALLENDE; TOMÁS-

BARBERÁN; GIL, 2006). 

 

3.3 HIGIENIZAÇÃO E CONSERVAÇÃO DE VEGETAIS  

 

Atualmente, sabe-se que uma comunidade microbiana, incluindo membros de bactérias 

patogênicas e deteriorantes, compõe a microbiota de produtos frescos (GU et al., 2019). 

Portanto, a higienização é um procedimento imprescindível para a indústria de alimentos e 

serviços de alimentação, visando a segurança e a qualidade de alimentos. A principal 

importância da higienização adequada é a redução ou eliminação de fontes de contaminação 

em diferentes pontos do processamento de alimentos (MARRIOTT; SCHILLING; GRAVANI, 

2018). Segundo a RDC n° 216 de 2004, sobre as Boas Práticas para Serviços de Alimentação 

(ANVISA, 2004), a higienização compreende duas etapas: a limpeza e a sanitização. A limpeza 
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consiste na remoção de substâncias minerais e/ou orgânicas indesejáveis (terra, poeira, gordura 

e outros).  Por outro lado, a sanitização visa a redução de microrganismos a nível aceitável pela 

qualidade higiênico-sanitária do alimento, com o uso de método físico ou agente químico 

(ANVISA, 2004).  

 

3.3.1 Sanitizantes em alimentos vegetais 

 

As principais propriedades de agentes sanitizantes são, visando à higienização de 

vegetais, apresentar nível suficiente de ação antimicrobiana em amplo espectro, efeito 

negligenciável na qualidade organoléptica do alimento, baixa toxicidade, ser estável nas 

condições de uso e ser aprovado por órgãos governamentais, como Food and Drug 

Administration e Ministério da Saúde (PARISH et al., 2003; ALLENDE et al., 2008; 

MARRIOTT; SCHILLING; GRAVANI, 2018). Um dos agentes químicos mais utilizados 

como sanitizante são os liberadores de cloro, devido ao seu baixo custo, amplo espectro de ação 

antimicrobiana e a disponibilidade, bem como o reduzido impacto sobre a qualidade nutricional 

(LÍGIA et al., 2013; GOMES NETO et al., 2012; LEE; HUANG, 2019). 

O sanitizante contendo cloro mais aplicado na indústria de alimentos é o hipoclorito de 

sódio (NaOCl), em virtude do baixo custo e boa eficácia na sanitização tanto de ambientes como 

de alimentos (FAO, 2009). A aplicação do cloro em vegetais frescos ocorre com o uso de água 

clorada em concentrações variáveis de 50 ppm a 200 ppm de cloro livre e são utilizados tempos 

típicos de contato inferiores a 5 minutos (RICO et al., 2007). Por outro lado, segundo a Portaria 

SES n° 78/2009, recomenda-se imersão em solução clorada com 100 ppm a 250 ppm de cloro 

livre, por 15 minutos e enxágue com água potável.  Estas variações na faixa de concentração de 

cloro livre exemplificam a necessidade de avaliar a ação do produto na higienização de 

alimentos, sendo considerada como concentração eficaz àquela responsável por uma redução 

mínima de 2 ciclos logarítmicos da população microbiana (GONZALEZ et al., 2004). Deste 

modo, a água clorada com o uso de hipoclorito de sódio foi avaliada em estudos, visando 

determinar a concentração de cloro livre necessária na sanitização de alfaces.  

Pan e Akano (2014) analisaram concentração de cloro livre na sanitização de alfaces 

minimamente processadas inoculadas com E. coli O157:H7 e observaram redução de 1 log 

UFC/g no tratamento a 50 ppm e de 2 log UFC/g a 100 ppm por 5 minutos. Oliveira et al.  

(2012), preconizou métodos para redução de coliformes totais em vegetais minimamente 

processados, sendo o mais eficiente (2,35 log UFC.g-1) a concentração de 200 ppm de 

hipoclorito de sódio por 15 minutos, seguida de imersão em solução de 20% de ácido acético 
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por 15 minutos e enxágue com água. Silveira, Hessel e Tondo (2017) avaliaram condições de 

lavagem e desinfecção em indústrias de vegetais minimamente processados no Brasil, em 

relação a inativação de Salmonella Enteritidis. Os autores obtiveram melhores resultados na 

lavagem com água potável seguida por higienização com hipoclorito de sódio a 200 ppm por 

15 minutos e enxágue, alcançando redução de 5,83 log UFC/g (SILVEIRA; HESSEL; TONDO, 

2017).  

Diante destes estudos apresentados, observa-se que a faixa de concentração de 

hipoclorito aconselhada, para uma eficaz higienização de vegetais, é a indicada pela diretriz 

brasileira, com 100 a 250 ppm de cloro livre (BRASIL, 2009). Além disso, os estudos de 

Oliveira et al.  (2012) e Silveira, Hessel e Tondo (2017), demonstraram que concentrações de 

150 ppm a 200 ppm são recomendadas no tratamento de alfaces minimamente processadas. 

Apesar do potencial do cloro para inibir microrganismos, sua interação com componentes 

presentes em alimentos, como a matéria orgânica, pode acarretar à formação de subprodutos 

halogenados indesejáveis, como trihalometanos e ácidos haloacéticos (PAN; AKANO, 2014).  

Neste contexto, alternativas ao cloro, como ácidos orgânicos, ácido peracético, peróxido 

de hidrogênio, ozônio e água eletrolisada têm demonstrado potencial para aplicação na 

sanitização de vegetais minimamente processados de acordo com pesquisas publicadas nos 

últimos anos (SHAH et al., 2019; SINGH; HUNG; QI, 2018; SOUZA; SPINOSA; OLIVEIRA, 

2018). Além disso, tecnologias emergentes não-térmicas podem ser combinadas com agentes 

químicos visando a descontaminação de vegetais, tais como  ultrassom, ultravioleta, alta-

pressão e plasma frio (HAO et al. , 2015; SHAH et al. , 2019; FAN et al. , 2019; SAGONG et 

al., 2011; ZHANG et al., 2020). 

  

3.3.2 Conservação dos alimentos minimamente processados  

 

As frutas e os vegetais estão entre os alimentos mais perecíveis do mercado, 

apresentando alto teor de carboidratos, pH entre 4,0 e 7,0  e alta atividade de água (>0,97) 

(ALZAMORA et al., 2015). Estas condições são propícias para a sobrevivência e o 

desenvolvimento de bactérias, leveduras e bolores (RAMOS et al., 2013). Em alfaces, o elevado 

teor de atividade de água (0,99) e pH na faixa de 6 até 7 são características que propiciam a 

multiplicação de bactérias (ALLENDE; AGUAYO; ARTÉS, 2004). Em virtude disso, a etapa 

de lavagem e sanitização (Figura 1) é fundamental para redução da carga microbiana, enquanto 

que a manutenção da cadeia de frio em temperaturas apropriadas para cada produto é importante 
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para reduzir os processos enzimáticos, desacelerar a senescência e evitar a multiplicação de 

microrganismos (ALLENDE; TOMÁS-BARBERÁN; GIL, 2006).  

Esta redução da temperatura de armazenamento proporciona uma lenta taxa de 

respiração e de metabolismo celular em vegetais frescos, como hortaliças, após serem cortadas 

e embaladas em saladas prontas para o consumo (MIR et al., 2018). A redução da temperatura 

diminui a deterioração microbiana e fisiológica de alfaces, sendo recomendado o 

armazenamento a 5 °C por até 15 dias (PATIL et al., 2017). Em relação a agentes de DTA em 

alfaces, segundo Elias, Noronha e Tondo (2018b), as bactérias E. coli e Salmonella spp. não 

apresentavam crescimento significativo no armazenamento a 5 °C, sendo a refrigeração um 

método viável para conservação. Além disso, estudos com novas tecnológicas – tais como 

filmes com antimicrobianos nanoencapsulados, embalagens com atmosfera modificada e 

nanossensores para detecção de deterioração – viabilizam a permanência das qualidades 

sensoriais e a manutenção da segurança microbiológica  de alimentos minimamente 

processados (CIOLACU; NICOLAU; HOORFAR, 2014; AL-TAYYAR; YOUSSEF; AL-

HINDI, 2020).  

 

3.4 EFEITO ANTIMICROBIANO DE ÓLEOS ESSENCIAIS NA SANITIZAÇÃO DE 

VEGETAIS 

 

Em alternativa aos sanitizantes convencionais e aos tratamentos térmicos,  substâncias 

antimicrobianas naturais têm demonstrado ser promissoras na preservação de alimentos 

minimamente processados (DONSÌ; FERRARI, 2016; OZOGUL et al., 2020). Alguns 

compostos naturais têm a capacidade de garantir a segurança contra patógenos de origem 

alimentar e de reduzir as perdas dos vegetais causada por microrganismos deteriorantes 

(QUINTO et al., 2019).  

Um antimicrobiano ideal apresenta como características ser eficaz em baixas 

concentrações, ser econômico, não causar alterações sensoriais no produto, inibir um amplo 

espectro de microrganismos patogênicos e deteriorantes e ser atóxico (DAVIDSON; 

CRITZER; TAYLOR, 2013). O composto pode ser identificado e isolado de fontes naturais 

(animais, vegetais e microbianas), e deve ser amplamente estudado em relação às suas 

propriedades e aos seus mecanismos de ação (BURT, 2004; DAVIDSON et al., 2015; 

PISOSCHI et al., 2018). 

As plantas são fontes ricas em substâncias com ação antimicrobiana, sendo muitos 

destes compostos presentes em folhas, sementes e flores (DAVIDSON et al., 2015). Um destes 
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compostos são os óleos essenciais, que são constituídos por substâncias aromáticas, 

hidrofóbicas e voláteis (OZOGUL et al., 2020). Os óleos essenciais podem ser obtidos, 

principalmente, por destilação a vapor, sendo constituídos de uma mistura complexa de 

compostos, incluindo terpenos, álcoois, cetonas, fenóis, aldeídos e ésteres (PISOSCHI et al., 

2018; FALLEH et al., 2020). Aproximadamente 90% a 95% dos óleos essenciais compreende 

monoterpenos, hidrocarbonetos, aldeídos alifáticos, álcoois e ésteres. Por outro lado, cerca de 

5% a 10%, inclui ácidos graxos, esteróis, carotenoides, ceras e flavonoides (VILLALOBOS-

DELGADO et al., 2019).  

Os mecanismos antimicrobianos dos óleos essenciais na célula bacteriana ocorre pela 

degradação da parede celular, dano à membrana citoplasmática e proteínas de membrana, 

vazamento do conteúdo para fora da célula, coagulação do citoplasma e esgotamento da força 

próton-motriz (BOR et al., 2016).  Entre as substâncias presentes nos óleos essenciais, o efeito 

antimicrobiano tem sido associado aos terpenos, terpenoides, fenilpropenos e outros compostos 

como licina ou isotiocinatos. Estes constituintes são elucidados como responsáveis pela 

atividade antimicrobiana contra bactérias (RAYBAUDI-MASSILIA et al., 2009). Em estudos, 

observou-se que a eficácia antimicrobiana está associada a hidroxila do grupo fenol presente 

nestes compostos (BURT, 2004). Os representantes mais relevantes do grupo são os 

monoterpenoides, como eugenol, timol e carvacrol (FALLEH et al., 2020).  

 

3.4.1 Carvacrol  

  

O carvacrol (2-metil-5-(1-metiletil) fenol) é um monoterpenoide (Figura 4) presente em 

vários óleos essenciais de espécies de Lamiaceae, utilizadas como especiarias na culinária, 

incluindo orégano (Origanum vulgare), tomilho (Thymus vulgaris), pimenta (Lepidium 

flavum), cominho preto (Nigella sativa) e outras plantas (SHARIFI-RAD et al., 2018). A maior 

concentração natural de carvacrol, cerca de 80 % da composição do óleo essencial, encontra-se 

no orégano (BURT, 2004). Por outro lado, o carvacrol também pode ser sintetizado por métodos 

químicos e biotecnológicos (APROTOSOAIE et al., 2018).  

O carvacrol apresenta promissoras propriedades biológicas, principalmente, efeito 

antimicrobiano associado a suas características hidrofóbicas do anel aromático e hidrofílicas do  

grupo hidroxila (MEMAR et al., 2017). O composto proporciona ação antimicrobiana devido 

ao aumento da permeabilidade e fluidez da membrana plasmática bacteriana que pode acarretar 

na coagulação do citoplasma e no extravasamento de constituintes vitais à manutenção celular 

(BURT, 2004; SHARIFI-RAD et al., 2018). A hidroxila (OH) do carvacrol é associada ao efeito 
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no transportador transmembrana de cátions monovalentes responsável por processos como 

perturbações na força motriz para a síntese de ATP e na síntese da flagelina (MARINELLI; DI 

STEFANO; CACCIATORE, 2018; ULTEE; BENNIK; MOEZELAAR, 2002). 

 

Figura 4 –  Estrutura química do carvacrol  

 

Fonte: Adaptado de National Center for Biotechnology Information (2022). 

 

O composto é  reconhecido como seguro como aditivo em alimentos, do inglês 

Generally Recognized as Safe (GRAS), pela Food and Drug Administration (FDA, 2019). 

Alguns estudos elucidam a aplicação do carvacrol em alimentos minimamente processados com 

efeito antibacteriano. Landry et al. (2015) demonstraram a eficácia de carvacrol em 

nanoemulsões contra S. Enteritidis e E. coli O157: H7 na brotação de sementes de brócolis e 

rabanete. Siroli et al. (2015) pesquisaram a eficácia de carvacrol em comparação com o cloro 

para descontaminação da alface, sem afetar a qualidade da microbiota e propriedades sensoriais 

dos produtos.  

Apesar da aplicação direta do carvacrol em alimentos ser possível, a sua eficácia 

antimicrobiana em matrizes alimentares pode ser reduzida devido a algumas características 

deste monoterpenoide, tais como: elevada volatilidade e baixa solubilidade do composto em 

água (1,25 mg/mL a 25 °C), aroma e sabor pronunciados (CALO et al., 2015; NATIONAL 

CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION (2022). Uma solução é o uso de 

nanocarreadores, com o objetivo de melhorar a distribuição na matriz alimentar e aumentar a 

estabilidade deste antimicrobiano (VILLALOBOS-DELGADO et al., 2019). 
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3.5 NANOMATERIAIS CARREADORES DE CARVACROL 

 

A aplicação da nanotecnologia tem demonstrado ser promissora em formulações de 

materiais visando sistemas de entrega de compostos bioativos e aditivos alimentares  

(DASGUPTA; RANJAN, 2014). Apesar das dimensões entre 1 nm a 100 nm, padronizadas 

pela International Organization of Standardization (ISO) e pela American Society for Testing 

Materials, os materiais com até 1000 nm são considerados na escala nanométrica desde que 

apresentem alta proporção entre área superficial e volume (LEE; YUN; PARK, 2015; BAJPAI 

et al., 2018). Esta característica dos nanomateriais é responsável por alta reatividade em 

comparação a materiais na macroescala e por melhoramento de propriedades físico-químicas 

como solubilidade e difusividade (GUPTA et al., 2016; DONSÌ, 2018).  

Assim, o uso de nanocarreadores para o encapsulamento de antimicrobianos naturais 

apresenta vantagens como o aumento da solubilidade, a redução do odor e do sabor e a liberação 

controlada destas substâncias em alimentos (HU et al., 2017). Segundo Singh et al. (2017), um 

sistema nanocarreador deve atender alguns atributos, tais como: garantir a entrega do composto 

ativo no local alvo; aprimorar a disponibilidade e a estabilidade; e manter os compostos em 

níveis adequados por longos períodos em condições de armazenamento. Todas estas 

características podem ser atendidas pelos nanomateriais em diferentes configurações 

(nanocápsulas, nanoemulsões, nanolipossomas, nanopartículas e outros) (HE; HWANG, 2016; 

JAFARI et al., 2017; SINGH et al., 2017).  

A incorporação do carvacrol em nanocarreadores foi explorada através de 

nanolipossomas e nanocápsulas em estudos realizados pelo grupo de pesquisa visando à 

aplicação na indústria de alimentos (ENGEL et al., 2017; HECKLER et al., 2020 

CACCIATORE et al., 2020; CACCIATORE et al., 2022). Os estudos analisaram o potencial 

antimicrobiano de carvacrol nanoencapsulado na sanitização de superfícies (vidro e aço 

inoxidável) usadas pela indústria de alimentos.  

Os nanolipossomas (NLCT) contendo carvacrol e timol (ambos a 10,6 mg/mL) foram 

desenvolvidos através da hidratação do filme lipídico seguida pelo processamento em ultrassom 

de ponteira (MALHEIROS et al., 2010; ENGEL et al., 2017). Os NLCT apresentaram diâmetro 

médio apropriado (270,20 nm) e também inibiram coquetéis de Salmonella spp. e S. aureus em 

baixas concentrações de carvacrol (0,331 mg/mL e 0,662 mg/mL, respectivamente). Além 

disso, simulando condições da indústria de processamento de leite, NLCT foi capaz de inativar 

as populações de Salmonella e S. aureus aderidas ao aço inoxidável (6 log UFC/cm2) após curto 

período de contato (10 min) (ENGEL et al., 2017). Em estudo posterior, nanolipossomas 
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contendo somente carvacrol (NLC) foram produzidos pela técnica de alta energia (ultrassom de 

ponteira) e demonstraram diâmetro médio de partícula igual a 230,9 nm (HECKLER et al., 

2020). Além disso, NLC inativou o coquetel de Salmonella spp. em baixa concentração de 

carvacrol (0,663 mg/mL) no teste in vitro. A formulação NLC, na concentração de 0,663 

mg/mL, apresentou capacidade de reduzir em 3,9 log UFC/cm2 a adesão de Salmonella spp. ao 

vidro em curto período de contato (1 min). Enquanto que, durante o mesmo tempo de contato 

(1 min), NLC na concentração de 1,325 mg/mL inativou a população de Salmonella spp aderida 

ao vidro (HECKLER et al., 2020). 

As nanocápsulas de carvacrol (10,6 mg/mL) revestidas por Eudragit® RS 100 foram 

produzidas pelo método de baixa energia (precipitação e complexação) e apresentaram tamanho 

médio de partícula de 159,3 nm (CACCIATORE et al., 2020). Além disso, as nanocápsulas 

(NCC) demonstraram inativar in vitro coquetéis de Staphylococcus aureus, Listeria 

monocytogenes, Escherichia coli e Salmonella spp em baixas concentrações de carvacrol (3,31 

mg/mL a 4,42 mg/mL) (CACCIATORE et al., 2020). Nos tratamentos de cupons de aço 

inoxidável, a NCC demonstrou inativar as populações de Salmonella e de E. coli (contagens 

abaixo de 1,69 log UFC/cm2) aderidas à superfície (população inicial 6,5 UFC/cm2) após o 

contato de 1 min. Contudo, nas mesmas condições, NCC reduziu L. monocytogenes e S. aureus 

em 4 log UFC/cm2 e 3,5 log UFC/cm2, respectivamente (CACCIATORE et al., 2020).  

As nanopartículas de carvacrol (1,67 mg/mL) com mucilagem de chia (NPMC) e com 

mucilagem de linhaça (NPML) foram produzidas pela técnica de alta energia (homogeneização 

por rotor-estator de alta velocidade – Ultraturrax®)  e apresentaram diâmetro médio de partícula 

de 179 nm e de 165,3 nm, respectivamente (CACCIATORE et al. 2022). A formulação NPMC 

inativou Salmonella e Listeria monocytogenes em concentrações mais baixas de carvacrol (0,42 

mg/mL e 0,83 mg/mL, respectivamente) do que a NPML (0,83 mg/mL contra ambos 

microrganismos). Além disso, carvacrol em solução (não-encapsulado) necessitou de maiores 

concentrações (1,77 mg/mL) para inativar as bactérias. Na avaliação da cinética de crescimento 

dos microrganismos na presença das nanopartículas, NPMC nas concentrações testadas (0,42 

mg/mL e 0,83 mg/mL) foi capaz de reduzir a contagem de Salmonella spp. e L. monocytogenes 

para níveis abaixo do limite de detecção (1,69 log UFC/mL) após curto tempo de contato (2 h) 

com o antimicrobiano, e manteve este efeito por 48 h. Enquanto que NPML demonstrou 

recuperação da população de Salmonella após 24 h de contato com contagens atingindo 2,8 log 

UFC/mL em 48 h (CACCIATORE et al. 2022).  

Conforme Quadro 1, com base nos trabalhos prévios, a eficácia do carvacrol 

encapsulado foi promissora e/ou melhorada em comparação ao carvacrol em solução (não-
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encapsulado). A ação antimicrobiana do carvacrol foi testada in vitro e na sanitização de 

superfícies de alimentos. Contudo, o uso de carvacrol encapsulado ainda não foi explorado em 

vegetais frescos. Diante disso, neste trabalho foram desenvolvidas nanoemulsões contendo 

carvacrol pelo método de alta energia (ultrassom de ponteira) visando a sanitização de alfaces.  

 

Quadro  1 – Principais propriedades de nanocarreadores contendo carvacrol em estudos 

realizados pelo grupo de pesquisa 

Nanocarreador 
Diâmetro 

médio 

Método  

de produção 

Concentração 

inicial de 

carvacrol 

Efeito 

antimicrobiano 
Aplicação Referência 

Nanolipossomas 270,2 nm 

Alta energia 

(ultrassom de 

ponteira) 

10,6 mg/mL 

Inibição de 

Salmonella  

e S. aureus 

Sanitização de 

aço inóxidável 

na indústria de 

processamento 

de leite 

 

(ENGEL  

et al., 2017) 

Nanolipossomas 230,9 nm 

Alta energia 

(ultrassom de 

ponteira) 

10,6 mg/mL 
Inativação de 

Salmonella spp. 

Sanitização de 

vidro em curto 

período de 

tempo (1 min) 

(HECKLER et 

al., 2020) 

Nanocápsulas 

de Eudragit® 

RS 100 

159,3 nm 

Baixa energia 

(precipitação e 

complexação) 

10,6 mg/mL 

Inativação de 

S. aureus,  

L. monocytogenes, 

Salmonella spp. e 

E. coli 

Sanitização de 

aço inoxidável 

na indústria de 

alimentos 

(CACCIATORE 

et al., 2020) 

Nanopartículas 

de mucilagem 

de chia e de 

linhaça 

179 nm 

 e 165,3 nm 

Alta energia 

(rotor-estator/ 

Ultraturrax®) 

1,67 mg/mL 

Redução na 

contagem de 

Salmonella spp e 

 L. monocytogenes 

após contato com 

nanopartículas. 

Análise in 

vitro por 

cinética de 

inativação 

(CACCIATORE 

et al, 2022) 

Fonte: Autora (2022).  
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3.5.1 Nanoemulsões  

 

As nanoemulsões consistem de dispersões cineticamente estáveis, enquanto que as 

emulsões são cineticamente instáveis e demonstram separação de fases durante o 

armazenamento (DASGUPTA; RANJAN, 2014; DONSI, 2018). As nanoemulsões apresentam 

tamanho de gotas na faixa de 20 a 500 nm (GUPTA et al., 2016). Assim, devido às pequenas 

dimensões, as nanoemulsões apresentam propriedades aprimoradas em relação as emulsões 

convencionais, sendo as principais: alta área superficial e estabilidade das propriedades 

reológicas durante o armazenamento (JAFARI et al., 2017; LIU et al., 2019). Em razão disto, 

há diversas aplicações de nanoemulsões em alimentos com foco na dispersão controlada de 

antimicrobianos naturais, tais como: carvacrol, timol, cinamaldeído e limoneno (BRANCO; 

SEN; RINALDI, 2020; DEMISLI et al., 2020; SARHEED et al., 2020; ZHANG; ZHANG; 

MCCLEMENTS, 2020). 

A formulação da nanoemulsão envolve a formação de um sistema bifásico composto 

por uma fase aquosa, uma fase orgânica e uma película de moléculas tensoativas (LIU et al., 

2019). Classifica-se em nanoemulsão de óleo em água (O/A) com pequenas gotículas de óleo 

em um meio aquoso e de água em óleo (A/O) com gotículas de água distribuídas em meio 

oleoso (ZHANG; ZHANG; MCCLEMENTS, 2020). Já os surfactantes utilizados são 

moléculas anfipáticas que podem ser iônicas, não-iônicas e anfóteras (DASGUPTA; RANJAN, 

2014). Os tensoativos iônicos consistem em aniônicos (grupo hidrofílico se dissocia em ânions 

em soluções aquosa) e catiônicos (dissociam em cátions). Por outro lado, os não-iônicos são 

àqueles que não se dissociam em íons (NAKAMA, 2017). O tipo anfótero, dependendo do pH, 

pode apresentar características iônicas ou não-iônicas (DASGUPTA; RANJAN, 2014).  

O polisorbato 80, denominado comercialmente como Tween 80, é um surfactante 

hidrofílico não-iônico amplamente utilizado como emulsificante e dispersante de substâncias 

em produtos farmacêuticos e alimentícios (VAISHANAVI; PREETHA, 2020). Este surfactante 

é reconhecido como seguro (GRAS) pela Food and Drug Administration, com ingestão segura 

de 25 mg por quilo corpóreo (FDA, 2019). Apresenta equilíbrio hidrofílico-lipofílico igual a 

15, sendo aplicável a nanoemulsões do tipo O/A (DINARVAND et al., 2005). A aplicação do 

polisorbato 80 foi elucidada em estudos, sendo vantajosa em nanoemulsões contendo carvacrol 

(TAŞTAN et al., 2017; PRAKASH et al., 2018; LEI et al., 2019).  

Apesar de amplo uso do polisorbato em nanoemulsões, uma alternativa aos tensoativos 

sintéticos é o uso de biossurfactantes. Nanoemulsões de óleo em água podem ser formadas com 

o uso de saponinas de extrato de Quillaja, planta nativa do sul do Brasil (RYU et al. , 2018). A 
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estrutura anfifílica das saponinas se deve a presença de gliconas e cadeiras laterais de sacarídeos 

hidrílicos (FLECK et al., 2019). É um emulsificante natural aplicável para emulsões de O/A, 

devido ao seu alto valor de equilíbrio hidrofílico-lipofílico de 13,2 (SALMINEN; BISCHOFF; 

WEISS, 2020). O carvacrol nanoemulsionado com saponina foi investigado por alguns autores 

(RYU et al., 2018; YANG et al., 2013). Yang et al. (2013) observaram que concentrações entre 

0,8 a 1,1% de saponina de Quillaja, as nanoemulsões de carvacrol foram estáveis a coalescência 

(d< 200 nm) em faixas amplas de pH (2 a 8), de concentração de sal (0–500 mM NaCl) e 

temperaturas (20 a 90 °C). Ryu et al (2018) estudaram a atividade antimicrobiana de 

nanoemulsões de carvacrol com saponina de Quillaja fabricadas por emulsificação espontânea 

e obtiveram melhor atividade antimicrobiana em relação às nanoemulsões de carvacrol com 

polisorbato 80.  

A produção de nanoemulsões é realizada por duas abordagens distintas, sendo estas: 

baixa energia e alta energia. O método de baixa energia baseia-se em mudanças nas condições 

do meio, como composição das fases ou temperatura, para a quebra das interações 

intermoleculares entre as moléculas que compõe o sistema, formando assim gotículas 

nanométricas (DASGUPTA; RANJAN, 2014). Frequentemente, as técnicas deste tipo são 

emulsão espontânea e inversão de fases. Em contrapartida, no procedimento de alta energia 

rompe-se as gotas com o uso de energia (50 a 400 MPa) para formar gotículas nanométricas 

(LIU et al., 2019). Para isso, emprega-se a homogeneização por meio de rotor-estator, 

ultrassom, alta-pressão e/ou microfluidização (ESPITIA; FUENMAYOR; OTONI, 2019). 

Entre estas, a homogeneização por ultrassom é método recorrente na fabricação de 

nanoemulsões de óleos essenciais.  

A homogeneização por ultrassom consiste no uso de onda de alta frequência (>20 kHz) 

que geram forças disruptivas capazes de quebrar e misturar as fases de óleo e água (ABBAS et 

al., 2013). Este método é relatado na formação de nanoemulsões com óleos essenciais, tais 

como eugenol (SHAO et al., 2018), carvacrol (KHAN et al., 2018), citral (LOU et al., 2017) e 

limoneno (LU et al., 2014). As vantagens do ultrassom são a produção de nanoemulsões usando 

baixos volumes de materiais e o gasto de energia é menor em relação aos outros métodos de 

alta energia (ESPITIA; FUENMAYOR; OTONI, 2019).  

Contudo, as nanoemulsões podem apresentar instabilidade, devido à separação 

gravitacional, floculação, coalescência e amadurecimento de Ostwald (LIU et al., 2019). Estes 

processos comprometem a comercialização e o armazenamento por longos períodos (PAGAR; 

DAREKAR, 2019). O fenômeno de coalescência envolve a colisão de gotículas para formar 

uma única gotícula maior (KARTHIK; EZHILARASI; ANANDHARAMAKRISHNAN, 
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2015). Por outro lado, a floculação é a atração entre gotículas que formam um agregado, mas 

cada gotícula mantém sua integridade (PATHAK, 2017). A coalescência é um processo 

irreversível enquanto que a floculação é reversível (MCCLEMENTS; JAFARI, 2018). As 

emulsões são mais suscetíveis aos processos de coalescência e de floculação do que as 

nanoemulsões (GUPTA et al., 2016; SHETH et al., 2020). Além disso, o aumento da 

concentração do emulsificante pode aumentar as forças atraentes entre gota e resultar na 

coalescência (JAFARI et al., 2017). Para evitar isto, pode-se utilizar a homogeneização por 

ultrassom (MAHDI JAFARI; HE; BHANDARI, 2006) e concentrações ajustadas de 

surfactantes entre 1 % a 3 % (ANJALI et al., 2012) e adição de estabilizantes (HENRY et al., 

2010). 

O amadurecimento de Ostwald consiste na difusão de gotículas menores para maiores, 

sendo causador do aumento do tamanho das gotículas em emulsões de óleos essenciais (LIU et 

al., 2019). Esta instabilidade pode ser evitada com adição de uma fase orgânica com 

triglicerídeos de cadeia média e longa, que se comportam como barreira cinética ao efeito 

Ostwald (ROSSO et al., 2020). Os altos níveis de ácidos graxos monoinsaturados são inibidores 

de maturação por serem apolares, como é o caso do óleo de girassol, de milho e de soja 

(ZHANG; ZHANG; MCCLEMENTS, 2020). A colisão entre as gotas resulta na formação de 

creme e separação das fases (GUPTA et al., 2016). Contudo, esses processos são relatados com 

maior frequência para emulsões do que para nanoemulsões, devido ao maior tamanho (>1000 

nm) e maior concentração de emulsificante (em torno de 20%) (ARTIGA-ARTIGAS et al., 

2019; DASGUPTA; RANJAN, 2018).   
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4 METODOLOGIA, RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A metodologia e os resultados obtidos neste trabalho estão apresentados na forma de 

artigos científicos. Cada subtítulo desse capítulo corresponde a uma publicação a serem 

submetida para publicação em periódicos especializados.   

 

4.1 ARTIGO 1 

 

Properties and applications of natural antimicrobial-loaded nanoemulsions as an 

alternative to conventional sanitizers for fresh vegetables: A review. 

 Artigo a ser submetido no periódico Critical Reviews in Food Science and Nutrition.  

 

4.2 ARTIGO 2 

 

Carvacrol-loaded nanoemulsions produced with a natural emulsifier for lettuce 

sanitization. 

 Artigo submetido no periódico Food Research International.   
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5 DISCUSSÃO GERAL 

 

As nanoemulsões contendo carvacrol e polisorbato 80 são promissores antimicrobianos 

para sanitização de vegetais, conforme elucidado em algumas pesquisas (LANDRY et al., 2014, 

2015, 2016; SOW et al., 2017). No entanto, a aplicação de nanoemulsões de carvacrol e de 

outros compostos antimicrobianos naturais em vegetais frescos foi pouco explorada nos últimos 

anos. Conforme demonstrado no artigo de revisão, apresentado no capítulo 2 da presente 

dissertação, entre pesquisas publicadas no período de 2012 a 2022, somente 17 trabalhos 

exploraram o uso de nanoemulsões antimicrobianas para a higienização de vegetais frescos. 

Destas 17 pesquisas, três analisaram carvacrol nanoemulsionado na sanitização de repolho 

(SOW et al., 2017), de brócolis (SEVERINO et al., 2014a) e de vagem (SEVERINO et al., 

2015). Diante disso, este trabalho avaliou a ação de nanoemulsões contendo carvacrol na 

descontaminação de alfaces inoculadas artificialmente com importantes patógenos alimentares.  

Na área de antimicrobianos naturais, a substituição do emulsificante sintético 

(polisorbato 80) por um biossurfactante é uma abordagem interessante. Alguns estudos já 

demonstraram que a saponina melhora a ação antimicrobiana de nanoemulsões de carvacrol 

(NC) (RYU et al., 2018; YANG et al., 2013). Contudo, até o presente momento, ainda não foi 

explorado a ação de NC com saponina na sanitização de alfaces. Assim, neste estudo foi 

analisado o efeito antimicrobiano de NC com saponina em relação a NC com polisorbato 80 

visando a redução de Salmonella e E. coli em alfaces. 

Em pesquisas  anteriores do grupo, conforme Quadro 1 (ver tópico 3.5.1), carvacrol foi 

encapsulado em nanolipossomas por método de alta energia (hidratação do filme lipídico e 

processamento por ultrassom), em nanocápsulas de Eudragit® RS 100 por técnica de baixa 

energia (precipitação e complexação) e em nanocápsulas de mucilagem de chia e de linhaça por 

técnica de alta energia (homogeneização por rotor-estator de alta velocidade) (ENGEL et al., 

2017; HECKLER et al., 2020; CACCIATORE et al., 2020; CACCIATORE et al., 2022). 

Diante disso, inicialmente, no presente estudo foi testado o uso do método de homogeneização 

por rotor-estator de alta velocidade (Ultraturrax®) em diferentes velocidades (6.000 rpm, 8.000 

rpm, 10.000 rpm, 12.000 rpm, 14.000 rpm e 30.000 rpm) durante diferentes tempos de 

processamento (5 a 10 ciclos de 5 min cada) na formação de nanoemulsões de carvacrol. No 

entanto, através desta abordagem, não foi possível obter nanoemulsões de carvacrol com 

diâmetro médio de gotas adequado (< 200 nm), e também as formulações demonstraram 



 
 

118 
 

comportamento de instabilidade com separação da fase aquosa (água ultrapura e tensoativo) e 

da fase orgânica (carvacrol) após 2 dias em armazenamento refrigerado (5 °C).  

  A partir deste estudo inicial de pré-formulação, as nanoemulsões de carvacrol (NC) 

foram produzidas pela tecnologia de homogeneização por sonicação, um método de alta-

energia conforme parâmetros elucidados por Khan et al. (2018). Contudo, observou-se que NC 

com saponina foram fabricadas somente pelo método de baixa-energia (Emulsificação 

Espontânea) em pesquisas realizadas anteriormente (CHANG; MCLANDSBOROUGH; 

MCCLEMENTS, 2013; RYU et al., 2018; YANG et al., 2013). Neste trabalho, foi investigado 

o uso da tecnologia de alta-energia (sonicação) para formação de NC com saponina. Além disso, 

foi testado o efeito da adição de triglicerídeos de cadeia média (TCM) para formação de NC 

estáveis e sem separação de fases durante o armazenamento refrigerado (5 °C) e em temperatura 

ambiente controlada (25 °C) por 30 dias.  

Assim, foram desenvolvidas quatro formulações contendo carvacrol nas seguintes 

concentrações: NCP1 (11 mg/mL de carvacrol, 5,5 mg/mL de TCM e 16,5 mg/mL de 

polisorbato 80), NCP2 (11 mg/mL de carvacrol, 22 mg/mL de TCM e 33 mg/mL de polisorbato 

80), NCS1 (11 mg/mL de carvacrol, 5,5 mg/mL de TCM e 16,5 mg/mL de saponina) e NCS2 

(11 mg/mL de carvacrol, 22 mg/mL de TCM e 33 mg/mL de saponina). A concentração inicial 

do carvacrol foi selecionada com base em trabalhos anteriores do grupo (CACCIATORE et al., 

2020; CACCIATORE et al., 2022).  Em ensaios preliminares, foi testado o número de ciclos 

de 1 min cada (3, 5 e 10 ciclos) no processamento da nanoemulsão. De modo que, o mais 

adequado, sem separação de fases após o processamento e com diâmetro médio de gotas 

apropriado (< 200 nm) foi o processamento por 10 ciclos de 1 min cada.  

 A adição de maior conteúdo de TCM influenciou na redução do tamanho médio das 

gotas (86,0 nm para 74,7 nm) das nanoemulsões com polisorbato 80 (NCP1 e NCP2). Enquanto 

que o maior teor de TCM aumentou o tamanho das gotas (139,6 nm para 168,2 nm) para 

nanoemulsões com saponina (NCS1 e NCS2). Os outros parâmetros físico-químicos (índice de 

PDI e potencial zeta) não foram influenciados pela adição do TCM. Por outro lado, a atividade 

antimicrobiana foi substancialmente afetada pela adição do TCM. As nanoemulsões com baixo 

teor de TCM apresentaram menores valores para Concentração de Inativação Bactericida (CIB), 

sendo: 1,15 mg/mL (para NCP1) e 0,69 mg/mL (para NCS1) contra o coquetel de Salmonella  

e 0,92 mg/mL (para NCP1) e 0,69 mg/mL (para NCS1) contra o coquetel de E. coli. Enquanto 

que, a formulação com alto teor de TCM apresentou elevados valores de CIB, com: 5,51 mg/mL 

(para NCP2) e 1,84 mg/mL (para NCS2) para o coquetel de Salmonella e 1,84 mg/mL (NCP2) 

e 1,38 mg/mL (para NCS2) para o coquetel de E. coli. 
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 O aumento da CIB em maiores teores de TCM foi um fator decisivo em relação ao efeito 

antimicrobiano. As nanoemulsões com baixos teores de TCM (5,5 mg/mL), provavelmente, 

não tiveram impactos na liberação do carvacrol e, consequentemente, por isso o efeito 

bactericida foi alcançado em baixas concentrações do ativo. Além disso, em baixo teor de TCM 

(formulações NCP1 e NCS1) foi possível obter nanoemulsões de carvacrol estáveis por até 30 

dias, independentemente da temperatura de armazenamento (5 °C ou 25 °C), e mantiveram 

tamanhos de gotas adequados (140,8 nm para NCS1 e 84,2 nm para NCP1). Ainda, parâmetros 

físico-químicos (índice de PDI e potencial zeta) também permaneceram estáveis por 30 dias 

nas formulações com menor teor de TCM (0,19 e -29,7 mV para NCS1 e 0,24 e -4.90 mV para 

NCP1).  

 As eficiências de encapsulação do carvacrol nos sistemas nanoemulsionados foram 

elevadas (de 89,5 % a 91,5 %). Em outros estudos, nanoemulsões carregadas de carvacrol 

produzidas por sonicação tiveram encapsulamento de 83,97 % (DANTAS et al., 2021) e de 

80% (HUSSEIN et al., 2017). A substituição do polisorbato 80 pela saponina e a adição de 

TCM não influenciou a eficiência de encapsulação do carvacrol em nanoemulsões. Um sistema 

com elevada eficiência de encapsulamento é vantajoso para a entrega de compostos com baixa 

solubilidade em água, como é o caso do carvacrol (BHARGAVA et al., 2015). Contudo, neste 

trabalho, a encapsulação do carvacrol em nanoemulsão demonstrou aumentar as concentrações 

necessárias para inativar as bactérias (Salmonella e E.coli), com exceção da NCS1 que manteve 

a mesma eficácia (0,69 mg/mL) que o carvacrol não-encapsulado (CNES1). 

As nanoemulsões mantiveram distribuição homogênea de tamanho de gotas (PDI ≤ 

0,27) para ambas formulações com saponina (NCS1 e NCS2) e com polisorbato 80 (NCP1 e 

NCP2). Os valores de PDI estão de acordo com os dados anteriormente descritos para 

nanoemulsões de carvacrol (RYU et al., 2018; YANG et al., 2013; ZHANG; TAN; 

MCCLEMENTS, 2021).  Por outro lado, o potencial zeta foi influenciado com a substituição 

do polisorbato 80 (NCP1 e NCP2) pela  saponina (NCS1 e NCS2). As formulações NCP1 e 

NCP2 tiveram baixos valores negativos (-5,3 mV e -3,4 mV, respectivamente) enquanto que 

NCS1 e NCS2 tiveram elevados valores negativos (-33,7 mV e -41,4 mV, respectivamente). 

Possivelmente, o baixo potencial zeta das formulações contendo polisorbato 80 se deve ao 

caráter não-iônico deste emulsificante (KHAN et al., 2019); enquanto que, a forte carga 

superficial de NCS1 e NCS2 pode ser atribuída aos grupos de ácidos carboxílicos presentes nas 

moléculas de saponina (FLECK et al., 2019).  

Observou-se que a substituição do polisorbato 80 por saponina melhorou a atividade 

antimicrobiana das nanoemulsões de carvacrol. Foram necessárias menores CIB para carvacrol 



 
 

120 
 

nanoemulsionado com saponina (0,69 mg/mL e 1,84 mg/mL) do que com polisorbato 80 (1,15 

mg/mL e 5,51 mg/mL). Em pesquisas anteriores, a saponina é associada a atividade 

antimicrobiana contra bactérias (ARABSKI et al., 2012; SEWLIKAR; D’SOUZA, 2017). No 

entanto, neste trabalho, foram testadas nanoemulsões com saponina sem a adição do carvacrol 

(NUS1 e NUS2), e estas não inibiram as bactérias testadas em alta concentração (33 mg/mL) 

de saponina. Assim, uma possível explicação para mais eficaz ação antimicrobiana da NCS1 e 

da NCS2 pode ser devido ao seu elevado valor de potencial zeta (- 33,7 mV) associado a 

saponina. A elevada carga superficial de nanoemulsões é responsável por alterações na 

permeabilidade da membrana bacteriana, fato que pode potencializar a ação do carvacrol 

(MAILLARD et al., 2021; RADULOVIC et al., 2013).  

Para aplicar uma nanoemulsão em alimentos, esta deve ter a quantidade adequada de 

antimicrobiano, a mínima quantidade de emulsificante, conter compostos naturais e manter a 

sua estabilidade durante o armazenamento (ESPITIA; FUENMAYOR; OTONI, 2019; 

KARTHIK; EZHILARASI; ANANDHARAMAKRISHNAN, 2015). Entre as formulações 

elaboradas neste trabalho, NCS1 apresentou a menor concentração (0,69 mg/mL) para inativar 

os coquetéis bacterianos em testes in vitro, como também a menor quantidade de emulsificante 

(16,5 mg/mL de saponina). Além disso, em comparação a outros compostos (ácido acético e 

ácido cítrico), a concentração bactericida de NCS1 foi baixa (0,69 mg/mL) para ambas bactérias 

testadas. Assim, devido às suas propriedades, a NCS1 foi a formulação escolhida para aplicação 

em alfaces.  

A sanitização de alfaces com NCS1 demonstrou eficiência contra ambos os coquetéis 

testados a partir de 0,5 min de imersão (ver Artigo 2 no Capítulo 2), com redução de 2,40 log 

UFC/g para Salmonella e 2,50 log UFC/g para E. coli na concentração BIC (0,69 mg/mL) de 

carvacrol. Este efeito rápido do carvacrol também é observado em outros estudos, em que 

tratamentos com apenas 1 minuto já foram eficazes na redução de bactérias na superfície de 

vegetais frescos (BHARGAVA et al., 2015; SOW et al., 2017). O tempo de tratamento mais 

eficaz foi de 15 min, em que se atingiu reduções de 3,50 log UFC/g para o coquetel de 

Salmonella e 3,29 log UFC/g para o coquetel de E. coli na concentração BIC (0,69 mg/mL) de 

carvacrol.  

 No entanto, as interações de diversos antimicrobianos com a matriz alimentar podem 

afetar a inibição bacteriana, sendo necessário aumentar a CIB para obter reduções significativas 

dos patógenos (BEHRENS-KNEIP, 2010). Esse efeito foi observado neste trabalho quando CIB 

foi dobrada (2×CIB). Imergindo as alfaces contaminadas em 2×CIB de NCS1 por 15 min 

ocorreu redução de Salmonella para níveis abaixo do limite de detecção (< 2 log UFC/g) e 3,34 
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log UFC/g para E.  coli. Outros estudos foram conduzidos com óleo de orégano em 

nanoemulsões aplicado em alfaces, mas nenhum deles usou o carvacrol (BHARGAVA et al., 

2015; SIROLI et al., 2015). Por exemplo, Bhargava et al. (2015) demonstrou reduções de até 

2,31 log UFC/g de S. Typhimurium com aplicação de nanoemulsão contendo óleo de orégano 

em alfaces.  

 Em comparação aos ácidos orgânicos testados neste trabalho (Apêndice C), a 

nanoemulsão de carvacrol desenvolvida foi mais eficaz, independentemente da concentração 

(CIB ou 2×CIB), com reduções superiores a 3 log UFC/g, para ambos coquetéis. Enquanto que, 

a nanoemulsão de carvacrol (2×CIB), em comparação a solução comercial de hipoclorito de 

sódio (150 ppm), atingiu reduções superiores para Salmonella (> 3 log UFC/g) e similares para 

E. coli (≅ 3 log UFC/g) após a imersão de alface por 15 min.  

  Ademais, nos testes de textura e de cor, a nanoemulsão de carvacrol (NCS1) mostrou-

se vantajosa em relação ao carvacrol não-encapsulado (CNES1). Houve impactos negativos na 

cor das alfaces (escurecimento e menos esverdeadas) com a aplicação de CNES1, enquanto que 

o uso de NCS1 não afetou a cor das alfaces tratadas. O carvacrol tem elevados impactos 

negativos na cor de vegetais após tratamento, conforme estudos anteriores (CIMOWSKY et al., 

2022; YUAN; TEO; YUK, 2019; ZHANG; TAN; MCCLEMENTS, 2021). Além disso, NCS1 

não influenciou na textura da alface tratada enquanto que o CNES1 em concentrações elevadas 

(2×BIC) reduziu a firmeza do vegetal. Assim, possivelmente, a vantagem da nanoemulsão 

(NCS1) em comparação com o carvacrol não-encapsulado (CNES1) foi a entrega controlada 

do carvacrol sem danificar o tecido vegetal. 

Portanto, este estudo demonstrou que a NCS1 apresentou excelente ação antimicrobiana 

contra Salmonella e E. coli in vitro e aderidas a alfaces, demonstrando potencial para ser 

utilizada na sanitização deste alimento. Mais estudos devem ser realizados para o 

escalonamento de nanoemulsões de carvacrol formuladas com saponina visando a sanitização 

de alfaces. Além disso, é promissor mais testes do efeito antimicrobiano da NCS1 em alfaces e 

outras hortaliças minimamente processadas simulando a vida de prateleira de até 10 dias em 

condições refrigeradas.  

  



 
 

122 
 

6 CONCLUSÃO 

 

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, é possível concluir que:   

a. Composição, método de produção e técnicas de aplicação das nanoemulsões 

antimicrobianas influenciam o efeito destas formulações na sanitização de vegetais 

frescos, conforme fatores estabelecidos pela revisão de artigos publicados;  

b. Nanoemulsões de carvacrol foram eficientemente desenvolvidas através do método 

de alta energia (sonicação) e utilizando dois emulsificantes, sendo um de origem 

natural (saponina) e outro sintético (polisorbato 80). 

c. Nanoemulsões de carvacrol, com saponina e com polisorbato 80, tiveram 

parâmetros adequados em diâmetro médio de gota, índice de polidispersão e 

potencial zeta. Ambas formulações tiveram elevada eficiência de encapsulação. 

d. Nanoemulsões de carvacrol com saponina (NCS) tiveram melhor efeito 

antimicrobiano do que as formulações com polisorbato 80 (NCP), possivelmente, 

em razão da elevada carga superficial (potencial zeta).  

e. Foram necessárias maiores concentrações de NCP para a inativação de coquetel de 

Salmonella ou E. coli, em relação ao carvacrol não-encapsulado. Por outro lado, em 

menores concentrações de NCS foi possível inativar ambos coquetéis bacterianos. 

f. O alto teor de TCM nas nanoemulsões aumentou a concentração necessária para 

inativar os coquetéis bacterianos testados in vitro. 

g. Imersão de alfaces contaminadas em NCS atingiu reduções superiores a 3 log UFC/g 

para ambos coquetéis bacterianos testados.  

h. Em comparação aos outros tratamentos (hipoclorito de sódio a 100 ppm e 150 ppm, 

ácido acético a BIC e 2×BIC e ácido cítrico a BIC e 2×BIC), a NCS demonstrou ser 

eficaz na sanitização de alfaces.  

i. Carvacrol emulsificado apresentou impactos negativos na cor (escurecimento e 

menos esverdeadas) e na textura (redução da firmeza) das alfaces tratadas; enquanto 

que, nanoemulsões de carvacrol mantiveram a qualidade (cor e textura) da hortaliça 

após sanitização.  
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APÊNDICE A –  DADOS SUPLEMENTARES DO EFEITO ANTIMICROBIANO IN 

VITRO DOS COMPOSTOS ANTIMICROBIANOS   

 

Tabela 1 – Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração de Inativação Bacteriana 

(CIB) das formulações no dia da produção contra coquetéis de Salmonella e de E. coli  

Amostra 

Coquetel Salmonella   Coquetel E. coli   

CIM 

(mg/mL) 

CIB  

(mg/mL) 

CIM 

(mg/mL) 

CIB 

(mg/mL) 

NCP1 0,92 ± 0,40d 1,15 ± 0,40c 0,69 ± 0,00d 0,92 ± 0,40c 

NCP2 2,75 ± 0,00b 5,51 ± 0,01b 1,38 ± 0,00c 1,84 ± 0,80b 

CNEP1 0.69 ± 0.00e 0.69 ± 0.00d 0.69 ± 0.00d 0.69 ± 0.00c 

CNEP2 0.69 ± 0.00e 0.69 ± 0.00d 0.57 ± 0.20d 0.57 ± 0.20c 

NCS1 0,57 ± 0,20e 0,69 ± 0,00d 0,57 ± 0,20d 0,69 ± 0,00c 

NCS2 1,38 ± 0,00c 1,84 ± 0,79c 1,15± 0,40c 1,38 ± 0,00b 

CNES1 0.58 ± 0.20e 0.69 ± 0.00d 0.46 ± 0.20d 0.69 ± 0.00c 

CNES2 0.34 ± 0.00e 0.69 ± 0.00d 0.34 ± 0.00d 0.69 ± 0.00c 

ACET 3,13 ± 0,00b 6,25 ± 0,00b 3,13 ± 0,00b 12,5 ± 0,00a 

CIT 6,25 ± 0,00a 25,0 ± 0,00a 6,25 ± 0,00a 12,5 ± 0,00a 

Fonte: Autora (2022).  

Legenda: Dados representam a média ± desvio padrão de três experimentos independentes. contaminada sem tratamento; 

Nanoemulsão de carvacrol com polisorbato 80 (NCP1 e NCP2); Carvacrol não-encapsulado com polisorbato 80 (CNEP1 e 

CNEP2); Nanoemulsão de carvacrol com saponina (NCS1 e NCS2); Carvacrol não-encapsulado com saponina (CNES1 e 

CNES2); Ácido acético (ACET); Ácido cítrico (CIT).  

a.b,c,d Médias que não compartilham letras minúsculas na mesma coluna são significativamente diferentes pelo teste de Tukey 

(p<0,05). 
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APÊNDICE B – DADOS SUPLEMENTARES DA APLICAÇÃO DE NANOEMULSÃO 

DE CARVACROL E DE CARVACROL NÃO-ENCAPSULADO EM ALFACES   

 

Tabela 2 – Contagem de células viáveis de Salmonella e E. coli após imersão de alfaces 

artificialmente contaminadas com essas bactérias em nanoemulsão de carvacrol (NCS1) e em 

carvacrol não-encapsulado (CNES1)  

Fonte: Autores (2022).  

Legenda: *ALD: abaixo do limite de detecção da técnica de Spread Plate (< 2 log UFC/g) 

Dados representam a média ± desvio padrão de três experimentos independentes. Amostra de alface contaminada sem 

tratamento (C+); Alfaces tratadas com nanoemulsão de carvacrol com saponina (NCS1); Alfaces tratadas com carvacrol não-

encapsulado com saponina (CNES1).  

a.b,c Médias de vários antimicrobianos no mesmo tempo de imersão que não compartilham letras minúsculas são 

significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05).  

A,B,C Médias do mesmo antimicrobiano em diferentes tempos de imersão que não compartilham letras maiúsculas são 

significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05).  

 

 

 

 
Coquetel Salmonella 

log UFC/g 

Coquetel E. coli 

log UFC/g 

Tratamento Tempo BIC 2×BIC BIC 2×BIC 

 

NCS1 

0,5 min 3,16 ± 0,16bB 2,36 ± 0,37cB 3,02 ± 0,30bB 2,92 ± 0,14bB 

5 min 3,02 ± 0,15bB 2,12 ± 0,27cB 2,92 ± 0,30bB 2,43 ± 0,25bC 

10 min 2,28 ± 0,27bC <ALD* 2,66 ± 0,26bC 2,40± 0,13bC 

15 min 2,06 ± 0,27bC <ALD* 2,23 ± 0,16bC 2,18 ± 0,16bC 

 

CNES1 

0,5 min 2,48 ± 0,15cB 2,43 ± 0,23cB 2,97 ± 0,13bB 3,04 ± 0,19bB 

5 min 2,44 ± 0,29cB 2.05 ± 0.43cB 2,82 ± 0,17bC 2,53 ± 0,07bC 

10 min 2,34 ± 0,35bB <ALD* 2,79 ± 0,25bC 2,35 ± 0,37bC 

15 min 2,23 ± 0,13bB <ALD* 2,39 ± 0,16bC 2,10 ± 0,21bC 

C+  - 5,56± 0,30aA 5,52 ± 0,13aA 



 
 

143 
 

APÊNDICE C – DADOS SUPLEMENTARES DA APLICAÇÃO DE SANITIZANTES 

EM ALFACES 

 

Tabela 3 – Contagem de células viáveis de Salmonella e E. coli após imersão de alfaces 

artificialmente contaminadas com essas bactérias em solução de hipoclorito de sódio  

(100 ppm e 150 ppm) 

Fonte: Autora (2022).  Legenda: Dados representam a média ± desvio padrão de três experimentos independentes. 

Amostra de alface contaminada sem tratamento (C+);  a.b,c,d Médias que não compartilham letras minúsculas na 

mesma coluna são significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 

Tabela 4 – Contagem de células viáveis de Salmonella e E. coli após imersão de alfaces 

artificialmente contaminadas com essas bactérias em ácido acético e ácido cítrico 

  Fonte: Autora (2022).  Legenda: Dados representam a média ± desvio padrão de três experimentos independentes.  

   Amostra de alface contaminada sem tratamento (C+); a.b,c,d Médias que não compartilham letras minúsculas na mesma 

coluna são significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 
Coquetel Salmonella  

log UFC/g 

Coquetel E. coli 

log UFC/g 

Tempo 100 ppm 150 ppm 100 ppm 150 ppm 

0,5 min 2,88 ± 0,27b 2,75 ± 0,24b 3,25 ± 0,26b 3,09 ± 0,11b 

5 min 2,63 ± 0,30b 2,62 ± 0,15b 3,13 ± 0,43b 2,69 ± 0,48c 

10 min 2,54 ± 0,49b 2,24 ± 0,13c 2,79 ± 0,31c 2,47 ± 0,57c 

15 min 2,38 ± 0,37c 2,12 ± 0,16c 2,59 ± 0,54c 2,36 ± 0,43c 

C+  5,56 ± 0,30a 5,52 ± 0,13a 

 
Coquetel Salmonella  

(log UFC/g) 

Coquetel E. coli 

 (log UFC/g) 

Tratamento Tempo BIC 2×BIC BIC 2×BIC 

Ácido 

acético 

0,5 min 4,55 ± 0,04b 3,98 ± 0,27b 4,48 ± 0,36b 3,51 ± 0,09b 

5 min 4,48 ± 0,07b 3,92 ± 0,14b 3,93 ± 0,09b 3,35 ± 0,30c 

10 min 4,33 ± 0,54c 3,21 ± 0,33c 3,61 ± 0,65c 3,39 ± 0,26c 

15 min 4,24 ± 0,18c 3,04 ± 0,19c 3,67 ± 0,17c 3,19 ± 0,18c 

Ácido 

cítrico 

0,5 min 4,34 ± 0,10c 3,52 ± 0,18b 4,12 ± 0,03b 3,78 ± 0,27b 

5 min 3,55 ± 0,11d 2,86 ± 0,25d 3,59 ± 0,12c 3,10 ± 0,25c 

10 min 3,24 ± 0,59d 2,82 ± 0,16d 3,36 ± 0,57c 3,04 ± 0,44c 

15 min 3,21 ± 0,31d 2,75 ± 0,12d 3,16 ± 0,42d 2,75 ± 0,12d 

C+ - 5,56 ± 0,30a 5,52 ± 0,13a 


