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RESUMO

O 0leo essencial de Mentha piperita L. (OEMP) tem sido sugerido como uma alternativa
promissora para a conservacao de sucos de frutas, entretanto concentracfes de OEMP efetivas
contra patégenos podem alcancar o limiar de rejeicdo sensorial dos consumidores e tornar sua
aplicacdo inviavel nestes produtos. O uso combinado de OEs com tratamento térmico
moderado (TTM) ou tecnologias emergentes, como campo elétrico pulsado (CEP) e a alta
pressao hidrostatica (APH), tem sido reportado como uma opcdo estratégica para a
incorporacdo de OEs em sucos. Portanto, o presente estudo objetivou avaliar a aplicacéo
combinada de concentracfes sensorialmente aceitas de OEMP com TTM, CEP ou APH na
inibicdo de patégenos em sucos de frutas tropicais. Na primeira etapa do presente estudo,
foram determinados os limiares sensoriais de aceitacdo comprometida (LAC) e de rejeicao
(LR) do OEMP em sucos de caja (Spondias mombim L.), goiaba (Psidium guajava L.) e
manga (Mangifera indica L.). A eficacia de concentracbes de OEMP abaixo do LR frente
Escherichia coli O157: H7 e Salmonella Enteritidis PT4 nesses sucos foi avaliada na
aplicacdo isolada do OEMP e em combinagdo com TTM (54 °C; 8, 10 ou 12 min). Os efeitos
da aplicacdo combinada do OEMP e TTM sobre os parametros fisico-quimicos de qualidade
dos sucos estudados foram também avaliados. Na segunda etapa, as concentracbes de OEMP
abaixo do LR foram avaliadas em nanoemulsdes (n-MPEQ) aplicadas isoladas ou combinadas
com TTM (50, 52 ou 54 °C), CEP (20, 25 ou 30 kV/cm) e APH (150, 200 ou 300 MPa) frente
E. coli O157:H7 em sucos de goiaba e manga. A concentracéo inibitoria minima de OEMP
frente E. coli O157:H7 e S. Enteritidis PT4 foi de 5,0 uL/mL. O LAC de OEMP foi de 0,30
puL/mL em suco de caja, 0,31 pL/mL em suco de goiaba e 0,32 uL./mL em suco de manga. O
LR de OEMP foi de 1,36 puL./mL em suco de caja e 1,34 uL/mL em suco de goiaba e manga.
Somente concentragdoes de OEMP proximas ou superiores (> 1,25 pLL/mL) ao LR causaram
redugdes > 5 logio UFC/mL nas contagens de E. coli O157:H7 e S. Enteritidis PT4 nos sucos
de caj4, goiaba e manga . O uso combinado de concentragdes de OEMP abaixo do LR (0,16,
0,31 ou 0,63 uL/mL) e TTM (54 °C) causou uma redugdo > 5 logio UFC/mL nas contagens de
E. coli O157:H7 e S. Enteritidis PT4 nestes mesmos sucos. O tempo para alcancar a reducéo
de 5 logio UFC/mL da populagdo inicial de patdgenos nos sucos diminuiu quando a
concentracdo de OEMP usada em combina¢do com o TTM aumentou. O OEMP combinado
com TTM né&o alterou os parametros fisico-quimicos monitorados nos sucos de caja, goiaba e
manga. A n-OEMP (5,0 uL/mL) preparada pelo método de inversdo de fase de emulséo (EPI),
apresentou tamanho < 200 nm, indice de polidispersidade < 0,32, estabilidade e eficacia
antimicrobiana frente E. coli O157: H7 durante 4 meses de armazenamento. Em comparacao
ao OMEP em suspensdo (s-MPEQO) na mesma concentracdo, a n-OEMP mostrou maior
eficdcia antimicrobiana a longo prazo no suco de manga. Em combina¢do com TTM, CEP e
APH, as concentracdes de n-OEMP (0,16, 0,31 ¢ 0,63 puL/mL) mostraram uma eficacia
similar ou maior do que s-OEMP frente E. coli O157:H7. A eficacia do tratamento combinado
variou com a concentracdo de n-OEMP, intensidade de campo elétrico, ou temperatura
aplicada. Os resultados indicam o uso de concentracbes de OEMP (em suspensdo ou
nanoemulsdo) abaixo do LR em combinacdo com TTM, CEP e APH como tecnologias
viaveis para conservacao de sucos de frutas tropicais.

Palavras-chave: limiares sensoriais; Mentha; nanoemulsoes; processo combinado; sucos de
frutas tropicais; tecnologias emergentes.



ABSTRACT

Mentha piperita L. essential oil (MPEO) has been proposed as a promising alternative to
preserve fruits juices, however effective concentrations of MPEO may reach the consumer’s
sensory rejection threshold. The combined application of EOs and mild heat (MH) or
emerging technologies, such as pulsed electric field (PEF) and high hydrostatic pressure
(HHP), has been reported as a strategic option for the incorporation of EOs into juices.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the combined application of sensorially
accepted concentrations of MPEO with MH, PEF or HHP in the inhibition of pathogens in
tropical fruit juices. In the first step of the study, the compromised acceptance threshold
(CAT) and rejection threshold (RT) of MPEO were determined in caja (Spondias mombim
L.), guava (Psidium guajava L.) and mango (Mangifera indica L.) juices. The efficacy of
MPEQO concentrations below the RT againt Escherichia coli O157: H7 and Salmonella
Enteritidis PT4 in these juices were evaluated alone and combined with MH (54 °C; 8, 10 or
12 min). The effects of the combined application of MPEO and MH on the physical-chemical
parameters of the studied juices were also evaluated. In the second step, the MPEO
concentrations below RT were evaluated in nanoemulsions (n-MPEO) applied alone or
combined with MH (50, 52 or 54 ° C), PEF (20, 25 or 30 kV/cm) and HHP (150, 200 or 300
MPa) against E. coli O157: H7 in guava and mango juices. The minimal inhibitory
concentration of OEMP against E. coli O157: H7 and S. Enteritidis PT4 was 5.0 uL/mL. The
CAT of MPEO was 0.30 puL/mL in caja juice, 0.31 pL/mL in guava juice and 0.32 pL/mL in
mango juice. The RT of MPEO was 1.36 uL/mL in caja juice and 1.34 uL/mL in guava and
mango juices. Only MPEO concentrations close or higher (> 1.25 puL/mL) than RT caused
reductions of > 5 logio CFU/mL in survival counts of E. coli O157:H7 and S. Enteritidis PT4
in in caja, guava and mango juices. The combined use of MPEO concentrations below the RT
(0.16, 0.31 or 0.63 puL/mL) and MH (54 ° C) caused a reduction > 5 logio CFU/mL in counts
of E. coli O157: H7 and S. Enteritidis PT4 in samejuices. The time to achieve the 5 logio
CFU/mL reduction of the initial population of pathogens decreased when the MPEO
concentration used in combination with the MH increased. The MPEO combined with MH
did not change the monitored physicochemical parameters in caja, guava and mango juices.
The n-MPEO (5.0 uL/mL) prepared by the emulsion phase inversion (EPI) method presented
size < 200 nm, polydispersity index < 0.32, antimicrobial stability and efficacy against E. coli
0157: H7 during 4 months storage. Compared to MPEO suspension (s-MPEQ) at the same
concentration, n-OEMP showed a greater long term antimicrobial efficacy in mango juice. In
combination with MH, PEF and HHP, n- MPEO concentrations (0.16, 0.31 and 0.63 pL / mL)
showed similar or greater efficacy than s- MPEO against E. coli O157: H7. The efficacy of
combined treatment varied with the n-MPEO concentration, electric field intensity or applied
temperature. The results indicate the use of MPEO concentrations (in suspension or
nanoemulsion) below RT in combination with MH, PEF and HHP as feasible technologies for
preservation of tropical fruit juices.

Keywords: sensory thresholds; Mentha; nanoemulsions; combined process; tropical fruit
juices; emerging technologies.
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1 INTRODUCAO

A producdo de frutas no Brasil cresceu significativamente nos ultimos anos e,
atualmente, o pais ocupa uma posicdo de destaque no mercado nacional e internacional,
projetando a fruticultura brasileira. Os efeitos benéficos da ingestdo de frutas e produtos
derivados séo atribuidos a alguns compostos bioativos como tocoferdis, carotendides,
fendlicos (KONGKACHUICHAI et al., 2015; SANTOS et al., 2015), vitaminas, minerais e
fibras (L1U, 2013). Sucos, smoothies e bebidas de frutas fermentadas e enriquecidas s&o uma
forma popular de consumir frutas frescas e contribuir para uma dieta saudavel e um estilo de
vida saudavel (HURTADO et al., 2015; PETRUZZI et al., 2017; RAMACHANDRAN;
NAGARAJAN 2014).

A disponibilidade e consumo de sucos de frutas tropicais é crescente em todo mundo.
Devido ao sabor atraente e aspecto refrescante, estes produtos sdao bem aceitos por todas as
faixas etarias (NEVES et al., 2011; PETRUZZI et al., 2017; KUSKOSKI et al., 2006). No
entanto, sucos de frutas sdo altamente suscetiveis a contaminacdo microbiana durante o
processamento e armazenamento (CARMO; DANTAS; RIBEIRO, 2014; ESPINA et al.,
2013b), representando um risco potencial para os consumidores (MATTIOLI et al., 2013;
SIMFORIAN et al., 2015).

Apesar da acidez inerente dos sucos de frutas, que é considerado um fator intrinseco
importante para o controle de bactérias contaminantes, os surtos associados a sucos nao
pasteurizados desafiaram a conviccdo de que os sucos de frutas acidas ndo veiculam
patogenos (CALLEJON et al., 2015; RAYBAUDI-MASSILIA et al., 2009). Portanto, a
elevada acidez de sucos como caja, goiaba e manga, que apresentam valores baixos de pH, em
média 3,0, 4,0 e 4,7, respectivamente, ndo deve ser considerada suficiente para preservacao
desses produtos.

Escherichia coli O157:H7 e Salmonella enterica tem sido citados como 0s agentes
patogénicos frequentemente envolvidos em surtos de sucos de frutas em todo o mundo (CDC,
2016; EFSA 2015; VOJDANI et al., 2008). Portanto, recomenda-se que as tecnologias
aplicadas utilizadas durante o processamento de sucos promovam uma reducdo de cinco
ciclos logaritmicos (5 logio UFC/mL; 99,999%) na populacdo de patdgenos relevantes em
salde publica (USFDA, 2001). Entretanto, os 6rgaos legisladores ndo especificam o método
que deve ser aplicado.

Tradicionalmente, a estabilidade dos sucos durante a vida de prateleira é alcancada

pelo processamento térmico, sendo a pasteurizacdo (temperatura de 72 a 82 °C) o metodo
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mais utilizado (PETRUZZI et al., 2017), ou através do uso de conservantes sintéticos, como
benzoato de sddio, sorbato de potéssio e dioxido de enxofre (AMIRPOUR et al., 2015). No
entanto, a pasteurizacdo tende a reduzir a qualidade e o frescor do produto, e 0s conservantes
quimicos tém sido rejeitados pelos consumidores devido aos seus possiveis efeitos tdxicos, o
que vem aumentando o interesse de explorar novas e efetivas estratégias de conservacdo de
sucos de frutas.

O uso de Oleos essenciais de plantas (OEs) tem sido sugerido como uma alternativa
promissora para a preservagdo do suco de frutas (SEOW et al., 2014). O OEs obtidos de
espécies de Mentha sdo amplamente utilizados como agentes aromatizantes de alimentos
(TYAGI; MALIK, 2011). Geralmente reconhecido como seguro (GRAS) para uso em
alimentos e bebidas pela Food and Drug Administration, o OE de Mentha piperita L. (OEMP)
¢ ativo contra micro-organismos deteriorantes e patogénicos relacionados a alimentos,
incluindo E. coli O157:H7 e Salmonella enterica (DJENANE et al., 2012; TYAGI et al.,
2013; SOUSA GUEDES et al., 2016).

A principal barreira para 0 uso de OEs em sucos de frutas esta relacionada ao forte
sabor dessas substancias (MACWAN et al., 2016, SOUZA, ALMEIDA E SOUSA GUEDES,
2016). Para atingir os efeitos antimicrobianos desejados, a concentracdo de OE necessaria
pode atingir o limiar de rejeicdo sensorial dos consumidores (HYLDGAARD, MYGIND E
MEYER, 2012). Entretanto, os estudos que avaliam a eficacia de OEs como tecnologias de
conservacdo de sucos nao reportam quais seriam os limiares sensoriais para estas substancias.
Além disso, apesar da eficacia antimicrobiana comprovada dos OEs, sua elevada reatividade e
hidrofobicidade tem sido sugerida como um desafio para a incorporacgdo direta em alimentos e
bebidas (DONSI; FERRARI, 2016; KUJUR et al., 2017). Nanoemulsdes de OEs tém sido
estudadas como estratégias para minimizar a separacdo de fases, melhorando a dispersdo de
OE em produtos alimentares e consequentemente as propriedades antimicrobianas (DONSI;
FERRARI, 2016; PAGAN et al., 2018).

O uso combinado de OEs com tratamento térmico moderado (TTM) ou tecnologias
emergentes, como campo elétrico pulsado (CEP) e a alta pressdo hidrostatica (APH), tem sido
reportado como uma opcao estratégica para a incorporacdo de OEs em sucos (AIT-
OUAZZOU et al., 2013; CHERRAT et al., 2014; ESPINA et al., 2013b). O TTM pode
aumentar a eficacia antimicrobiana dos OEs porque influencia na formacdo da fase de vapor
dos seus volateis e, consequentemente, melhora a solubilizacdo atraveés da membrana celular

(BURT, 2004). Por sua vez, os tratamentos de CEP e APH induzem mudancas estruturais nas
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membranas celulares através da formacdo de poros que favorecem a difusdo dos OEs na
celula, resultando em danos as funcBes vitais das células (BAPTISTA et al., 2016;
MOSQUEDA-MELGAR; RAYBAUDI-MASSILIA; MARTIN-BELLOSO, 2008a).
Considerando os aspectos citados, o presente estudo foi desenvolvido para avaliar a
eficacia da aplicacdo isolada e combinada de concentracBes sensorialmente aceitas de OEMP
(em suspensdo e nanoemulsdo) com TTM, CEP e APH, na inibicdo do
crescimento/sobrevivéncia de bactérias patogénicas de importdncia em sucos de frutas

tropicais, cultivadas na regido Nordeste do Brasil.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 SUCOS DE FRUTA

O Brasil é o terceiro maior produtor de frutas do mundo, depois da China e india,
representando um setor importante da agricultura brasileira (MAPA, 2018). Na regido
Nordeste do Brasil, a fruticultura possui elevada importancia econdmica e social, respondendo
por 27% da produgdo nacional de frutas, destacando-se em diversos cultivos como coco,
goiaba, mamdo, manga, maracuja, abacaxi e meldo. Uma das explicagdes para o bom
desempenho da fruticultura no Nordeste sdo as condi¢Ges de luminosidade, temperatura e
umidade relativa do ar que conferem a regidao uma vantagem em relacdo ao Sul e Sudeste do
Pais para o cultivo de grande quantidade de culturas (VIDAL; XIMENES, 2016).

De acordo com dados da Associacdo Brasileira dos Produtores Exportadores de Frutas
e Derivados, o Brasil exportou 26 tipos de frutas frescas ou secas, além de conservas e
preparado em 2016, totalizando 789,889 mil toneladas e US$ 702,388 milhGes. A manga
liderou a lista das frutas exportadas, totalizando 154,211 mil toneladas e US$ 179,932
milhdes (KIST et al., 2017). Em 2017, as exportacdes brasileiras somaram 784 mil toneladas
de frutas (2,5% de toda a producéo nacional) e colocaram o Brasil na 232 posi¢do no ranking
mundial de exportadores de frutas. O valor faturado com as vendas de frutas no ano foi de
US$ 852 milhdes (MAPA, 2018).

O aumento do consumo mundial de frutas (in natura e processadas) pode ser apontado
como uma tendéncia recente que afeta diretamente a inddstria de processamento de frutas. A
busca por alimentos saudaveis e nutritivos aliada a manutencdo de um estilo de vida moderno,
que exige a reducdo no tempo de preparo e de consumo dos alimentos, podem ser
considerados como importantes indutores do consumo de frutas processadas. O consumo de
frutas processadas e seus derivados também é estimulado pelo aumento da diferenciacéo e da
disponibilidade de produtos em termos de suas caracteristicas nutritivas e sabores (AMARIZ,
2015).

Os produtos derivados de frutas sdo aqueles elaborados a partir de frutas inteiras e/ou
em partes e/ou sementes, obtidos, processados, embalados, armazenados, transportados e
conservados por processos tecnoldgicos considerados seguros para a producao de alimentos e
em condicdes que ndo produzam, desenvolvam e/ou agreguem substancias fisicas, quimicas
ou bioldgicas que cologuem em risco a saude dos consumidores (BRASIL, 2005). Dentre os

produtos derivados de frutas os sucos tém merecido destaque devido a crescente procura dos
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consumidores por produtos convenientes, refrescantes, com baixo teor de calorias e conte(ido
de antioxidantes, vitaminas e minerais que desempenha papel importante na prevencdo de
doencas cardiacas, cancer e diabetes (ESPINA et al., 2014).

Os sucos de frutas sdo bebidas ndo fermentadas obtidas de frutas maduras por
processamento tecnoldgico adequado que devem ser submetidas a tratamentos de conservagdo
que assegurem sua qualidade nutricional e microbiol6gica até o momento do consumo
(BRASIL, 2009). A demanda atual é crescente para sucos de frutas tropicais, que vém
ocupando papel de relevancia no agronegécio brasileiro (CARVALHO; MATTIETTO;
BECKMAN, 2017; KUSKOSKI et al., 2006).

O consumo de suco e néctar a base de frutas na Unido Européia foi de 9,6 bilhdes de
litros em 2015 (ASSOCIACAO EUROPEIA DE SUCOS DE FRUTAS, 2016). No Brasil,
desde 2005, tem ocorrido um continuo crescimento da producdo e do consumo de bebidas
prontas para 0 consumo. No ano de 2010, 550 milhdes de litros de sucos foram consumidos
(IBRAF, 2011) e, até 2016, esse numero cresceu na casa dos dois digitos (TREICHEL et al.,
2016). Estima-se que o crescimento no consumo de sucos no Brasil entre os anos de 2016 e
2020 seja em média de 3% (EUROMONITOR INTERNATIONAL, 2017b). Em relacdo a
comercializacdo, entre os anos de 2011 e 2016 houve um aumento nas vendas de sucos de,
aproximadamente, 1,5 para 2,3 milhdes de litros (EUROMONITOR INTERNATIONAL,
2017a). Atendendo a tendéncia crescente de consumo de sucos, caja, goiaba e manga
destacam-se como frutas que apresentam grande potencial para uso na preparacdo destes
produtos, a fim de atender aos requisitos desejados pelo consumidor.

O caja (Spondias mombim L.) € um fruto bastante popular no Brasil, consumido na
forma in natura principalmente no Nordeste, e mais comumente na forma de polpa em outras
regides do pais (FRANCA; SILVA; PORTO, 2017). E um fruto caracterizado como drupa de
3 a 6 cm de comprimento, de formato ovoide, achatado na base, com cor variando do amarelo
ao alaranjado, casca fina e lisa. Sua polpa, pouco espessa e suculenta, de sabor acido-
adocicado, também varia do amarelo ao alaranjado. O fruto é extremamente aromatico, sendo
essa caracteristica responsavel, em parte, pela sua boa aceitabilidade (BRASIL, 2015;
SILVIANO; SILVA; SANTOS, 2017). O caja tem propriedade funcionais, pois possui
elevado teor de carotenoides, vitamina C e taninos, que podem atuar como substancias
antioxidantes. Estes aspectos colaboram para 0 aumento do consumo e interesse das industrias
alimenticias que o utilizam como matéria-prima (MATTIETTO; LOPES; MENEZES, 2010).
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A goiaba (Psidium guajava L.) é uma fruta nativa da América tropical, encontrada em
todas as regides do Brasil, largamente consumida in natura e industrialmente é empregada na
formulagéo sucos, polpas, geleias e doces (FORATO et al., 2015). Possui forma arrendondada
ou ovoide, medindo de 5 cm a 10 cm. Externamente, quando madura, é amarela-esverdeada e
muito aromatica. Internamente, a polpa é abundante, podendo ser réseo-avermelhada ou
branca, dependendo da variedade, com sementes pequenas e numerosas (BRASIL, 2015).
Com importante qualidade nutricional, a goiaba é rica em &cido ascorbico, célcio, fibra,
licopeno e vitaminas E, A, B6 e B2 (COSTA et al., 2017).

A manga (Mangifera indica L.), por sua vez, é cultivada em muitas partes do mundo,
particularmente em paises tropicais, ocupando a 22 posicdo como fruta tropical (JAHURUL et
al., 2015). E uma fruta do tipo drupa, de formato ovoide, alongado, de acordo com a
variedade. Sua casca é fina, porém resistente, e pode apresentar cores diversas entre o verde,
vermelho, rosa, amarelo ou laranja, com ou sem manchas pretas. A polpa é originalmente
fibrosa, suculenta, de coloracdo amarela ou alaranjada. No Brasil, a manga é bastante
consumida in natura, mas também é processada pela inddstria de sucos, compotas, geleias,
sorvetes e chutney (BRASIL, 2015). Tem sido bem documentado que a manga é uma
importante fonte de micronutrientes, vitaminas e outros fitoquimicos. Além de fornecer
energia, fibras dietéticas, carboidratos, proteinas, gorduras e compostos fendlicos (JAHURUL
et al., 2015; THARANATHAN; YASHODA; PRABHA, 2006).

A qualidade dos sucos de frutas pode ser influenciada por diferentes fatores,
enzimaticos, quimicos, fisicos e microbiologicos. A influéncia destes promove alteraces no
produto comprometendo as caracteristicas sensoriais e nutricionais. Estas modificaces sao
suscetiveis de ocorrerem nas diferentes etapas da fabricacdo até o consumo final do suco. As
condicdes higiénico-sanitarias inadequadas durante o processo de fabricagdo do suco séo os
principais indicios que comprometem a seguranca microbiolégica do produto (SILVEIRA;
BERTAGNOLLI, 2012; SOUZA; ALMEIDA; SOUSA GUEDES, 2016).

A elevada acidez dos sucos de frutas, foi considerada durante muito tempo suficiente
para evitar a proliferacdo de micro-organismos. Porém, o conceito de deterioracdo de
produtos acidos precisou ser revisto diante de relatos de deterioracdo de suco de maca
pasteurizado por bactérias tolerantes a acidez e temperatura (CERNY; HENNICH;
PORALLA, 1984).

A deterioracdo microbiana de frutas e produtos derivados ocorre principalmente

devido a contaminacdo por fungos filamentosos, leveduras, bactérias lacticas e acéticas, assim
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como bactérias do género Pseudomonas spp. e Alicyclobacillus spp. Estudos sugerem que,
devido ao desenvolvimento de resisténcia ao meio &cido e ao calor, alétm dos micro-
organismos deteriorantes, bactérias patogénicas tais como Salmonella enterica, Escherichia
coli O157:H7 e Listeria spp. podem contaminar sucos de frutas e permanecer viaveis por um
periodo igual ou superior a 30 dias (RAYBAUDI-MASSILIA et al., 2009; ANEJA et al.,
2014a).

Cepas de S. enterica e Escherichia coli O157:H7 ja demostraram ser acido-tolerantes
em sucos, estando associadas a diversos surtos relatados nos altimos anos (CDC, 2016; EFSA
2015; VOJDANI et al., 2008). Acredita-se, que essa resisténcia ao pH acido € devido a sua
capacidade de produzir algumas proteinas do estresse, ap0s exposicdo ao ambiente &cido
(CEBRIAN et al., 2009). E. coli 0157: H7 é um sorotipo produtor de toxina Shiga
responsavel por uma variedade de doencas intestinais e extra intestinais, como diarréia,
infeccbes do trato urindrio, septicemia e meningite neonatal, enquanto é considerada a
principal causa de colite hemorragica, sindrome urémica hemolitica e pdrpura
trombocitopénica (KAHRAMAN et al., 2017; POIMENIDOU et al., 2016). J4, S. enterica
tem se destacado como uma das principais causas de infec¢des transmitidas por alimentos.
Dentre os sorovares epidémicos deste patdgeno, S. Enteritidis € um dos prevalentes em surtos
notificados em diversos paises (FARDSANElI et al., 2017; CDC, 2016).

Devido a possibilidade de sobrevivéncia de bactérias patogénicas em sucos de frutas, a
Agéncia americana Food and Drug Administration (USFDA) emitiu como regra final da
Andlise de Perigos e Ponto de Critico de Controle do processamento de sucos de frutas e
vegetais a exigéncia de que 0s sucos sejam processados para obter reducdo de 5 logio
UFC/mL (99,999%) da populacdo de micro-organismos patogénicos (USFDA 2001).
Entretanto, até o presente, os 6rgédos legisladores ndo especificam os métodos que devem ser

empregados para obter tal reducao.

2.2 CONSERVACAO DE SUCOS DE FRUTAS

Durante a producdo de alimentos, torna-se fundamental que medidas sejam tomadas
para assegurar a inocuidade e estabilidade do produto final, que deve ter elevada qualidade
nutricional atrelada a uma longa vida de prateleira. A qualidade dos alimentos pode ser
afetada por alteracdes de ordem fisica, quimica ou microbioldégica (FORSYTHE, 2010).
Deve-se considerar a contaminacdo microbiana tanto sob os aspectos de deterioracdo e

consequentes perdas econdmicas, quanto no que se refere aos aspectos de seguranca dos
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consumidores, quando considerada a ocorréncia de doengas veiculadas por alimentos (DVAS),
as quais representam um problema de salde publica (FERREIRA, 2017). Os métodos
empregados na conservagdo de alimentos sdo diversos. Existem aqueles que inibem parcial ou
completamente o crescimento microbiano (ex. refrigeracdo, congelamento, desidratacao,
salga, controle da atividade de agua e uso de conservante), 0os que inativam 0s micro-
organismos (ex. esterilizacdo e pasteurizacdo) e 0s que restringem seu acesso aos alimentos
(ex. embalagem e processamento asséptico) (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

O calor é 0 método de preservacdo mais utilizado no processamento de alimentos e 0s
alimentos tratados com calor geralmente possuem um bom nivel de seguranca microbioldgica.
Quando aplicado corretamente, o calor pode eliminar agentes bioldgicos que deterioram ou
comprometem a seguranga alimentar. Os fatores de tratamento aplicados (bindmio tempo/
temperatura) podem variar para atingir os niveis de inativagdo microbiana desejada, que vao
desde reducbes limitadas de carga microbiana até a esterilizacdo completa (JUNEJA;
NOVAK, 2003; YOUSEF; COURTNEY, 2003).

O calor causa danos aos componentes das celulas macromoleculares; portanto, a
principal funcdo das proteinas de estresse induzidas pelo calor é reparar, ou destruir esses
componentes danificados para que eles ndo perturbem o metabolismo celular. Proteinas de
estresse induzidas pelo calor auxiliam na organizac@oo de proteinas de membrana danificadas
pelo calor (YOUSEF; COURTNEY, 2003). Além dessas mudancas, algumas bactérias
também alteram sua membrana celular em resposta ao calor, aumentando a proporcdo de
acidos graxos trans para cis na membrana. Esta mudanca estrutural ocorre para diminuir a
fluidez da membrana causada pelo aumento das temperaturas (CRONAN, 2002). Nguyen,
Corry e Miles (2006) mostraram que a morte celular em Campylobacter jejuni e C. coli
coincidiu com o desdobramento das regifes mais termicamente labeis do ribossomo. Alem
disso, as subunidades alfa e beta da RNA polimerase, também podem se desenrolar ao mesmo
tempo e contribuir para a morte celular. Quando a exposicdo ao calor ndo é suficientemente
prolongada, a bactéria restabelece as condi¢cGes em que a sua proteina € estavel, voltando a ter
as mesmas caracteristicas de antes da exposicdo ao calor, denominada de desnaturacdo
reversivel. Quando a exposicdo ao calor é prolongada, ndo ha restauracdo das condi¢bes nas
quais a proteina é estavel, portanto a desnaturacdo € irreversivel. As reacdes envolvendo
desnaturacdo proteica sdo extremamente complexas e pouco compreendidas (JUNEJA;
NOVAK, 2003).
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A pasteurizacdo € um tratamento térmico convencional amplamente utilizado para
assegurar a vida de prateleira dos sucos de frutas e garantir a inativacdo de patdgenos nestes
produtos (SANTHIRASEGARAM; RAZALI; SOMASUNDARAM, 2016). A aplicagdo de
calor tem por objetivo inativar enzimas e reduzir o nimero de micro-organismos, ambos
indesejaveis e que podem contribuir para a deterioracdo do produto (PENG et al., 2017). A
seguranga microbioldgica nos sucos de fruta geralmente € alcancada através do uso de
temperaturas elevadas (72 a 82 °C) durante curto periodo de tempo (0,3 a 15 segundos)
(USFDA, 2004).

Embora a pasteurizacdo seja 0 método mais simples e eficaz para a estabilizacédo
microbioldgica dos alimentos, este procedimento causa alteracGes indesejaveis em Vvarios
parametros de qualidade, incluindo sabor e cor. Além disso, a pasteurizacdo causa a
desnaturacdo indesejavel das proteinas, escurecimento ndo enzimatico (Reacao de Maillard) e
a destruicdo de componentes nutricionais sensiveis ao calor (por exemplo, vitaminas) que
comprometem o frescor desses produtos (HU et al., 2013; PENG et al., 2017; VEGARA et
al., 2013).

Além do tratamento térmico, 0s conservantes quimicos também sdo usados para
prolongar a vida de prateleira (WALKER; PHILLIPS, 2008). Os conservantes quimicos
antimicrobianos séo aditivos que impedem ou retardam as alteracdes provocadas por micro-
organismos. A acdo antimicrobiana dos conservantes baseia-se em efeitos sobre um ou mais
dos seguintes componentes/atividades incluindo DNA, membrana plasmatica, parede celular,
sintese protéica, atividade enzimatica, transporte de nutrientes (FOOD INGREDIENTS
BRASIL, 2012). Para sucos de frutas, os conservantes mais utilizados e permitidos pela
legislacdo brasileira sdo o &cido benzoOico e seus sais de sodio, calcio e potassio em
concentracdo maxima de 0,05 g/100 mL; acido sorbico e seus sais de sodio, potassio e calcio
em concentragdo maxima de 0,08 g/100 mL; e didxido de enxofre em concentracdo maxima
de 0,004 g/100 mL (BRASIL, 2007).

Os antimicrobianos sintéticos tém sido amplamente questionados quanto as
implicacdes na satde dos consumidores. O benzoato de sodio, sorbato de potassio e dioxido
de enxofre, que sdo geralmente utilizados, podem ser toxicos, carcinogénicos e responsaveis
pela ocorréncia de alergias (AMIRPOUR et al., 2015; TONIOLO et al., 2010). Além disso, 0s
conservantes sintéticos podem favorecer o desenvolvimento de tolerancia por parte dos micro-
organismos, principalmente quando considerada a utilizacdo de quantidades ndo letais na
forma de obstaculos (ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2009).
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Uma vez que o tratamento térmico normalmente reduz a qualidade do produto e a
frescura dos sucos, e 0s conservantes sintéticos tém sido cada vez mais rejeitados pelos
consumidores, que cada vez mais demandam alimentos saudaveis, seguros e isentos de
substancias quimicas, novas e efetivas tecnologias de conservacdo origem natural e segura
tém sido exploradas (ANEJA et al., 2014b; FRANCA et al., 2012; ZINOVIADOU et al.,
2015). Dentre estas tecnologias, destaca-se 0 uso de 6leos essenciais de plantas aromaticas,
tratamentos térmicos moderados, campo elétrico pulsado e alta pressdo hidrostatica (AIT-
OUAZZOU et al., 2013; ESPINA et al., 2011; PAGAN et al., 2018).

2.3 OLEOS ESSENCIAIS COMO CONSERVANTES DE SUCOS DE FRUTAS

Nos ultimos anos, a industria de alimentos vem demonstrando crescente interesse pelo
uso de compostos antimicrobianos naturais, como 0s Oleos essenciais, para atuar como
conservantes de alimentos contra micro-organismos deteriorantes e patogénicos (ASBAHANI
et al., 2015). Oleos essenciais (OEs) sdo misturas complexas de metabdlicos secundarios,
geralmente lipofilicos, que podem ser amplamente classificados em alcaloides, flavondides,
isoflavonas, monoterpenos, acidos fendlicos, carotendides e aldeidos (DONSI; FERRARI,
2016; SEOW et al., 2014). Estes compostos, que sao responsaveis pela fragrancia das plantas
e por muitas de suas atividades bioldgicas, podem ser sintetizados por todos os 0rgdos da
planta e sdo armazenados em células secretoras, cavidades, canais, células epidérmicas ou
glandulares. A designacdo de “6leo” deve-se a algumas caracteristicas fisico-quimicas destes
produtos, como a de serem geralmente liquidos de aparéncia oleosa a temperatura ambiente.
A principal caracteristica dos OEs ¢ a volatilidade, que os diferencia dos 6leos fixos, que sdo
misturas de substancias lipidicas geralmente obtidas de sementes (VOON; BHAT; RUSUL,
2012). OEs sdo caracterizados por possuirem dois ou trés componentes majoritarios, com
concentracdo bastante elevada, quando comparados com 0s demais compostos presentes
somente em tracos (PRAKASH et al., 2015).

Os OEs sdo extraidos de plantas aromaticas cultivadas, na maioria das vezes, em
paises de clima temperado a quente. A producdo desses 6leos pode ser influenciada por
diversos fatores ambientais (indice pluviométrico, temperatura, sazonalidade, tipo de solo,
altitude e ciclo vegetativo da planta). Essa variacdo da producéo e da composi¢do quimica dos
OEs também pode variar com os procedimentos de secagem das plantas de origem, época de
colheita e tipo de adubacéo, entre outros fatores (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012).
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Entre os 3000 tipos de OEs conhecidos, atualmente, em torno de 300 sdo de interesse
comercial (DIMA; DIMA, 2015).

Os registros historicos revelam que os OEs desempenham um papel notavel na
medicina tradicional. No entanto, a sua aplicagdo como aditivos alimentares tem sido
explorada devido as suas fortes propriedades antimicrobianas e antioxidantes (CARVALHO
et al., 2015; CALO et al., 2015; SOUSA GUEDES et al., 2016). As principais vantagens da
aplicacdo de OEs como agentes antimicrobianos sdo o seu amplo espectro de atividade e seu
baixo risco de induzir resisténcia microbiana, uma vez que seus diferentes compostos
apresentam diferentes mecanismos de agéo, o que dificulta a adaptacdo do micro-organismo
(SOUZA, 2016).

A efetividade antimicrobiana dos OEs depende do tipo da planta, da concentracdo do
Oleo essencial, da composicdo e pH do substrato, da temperatura, do tipo e concentracdo do
micro-organismo alvo (AIT-OUAZZOU et al., 2012; MANSO et al., 2015). Alguns autores,
sugerem que a eficacia antimicrobiana dos OEs se deve também ao equilibrio entre os
componentes majoritarios e aqueles que aparecem em menor propor¢do (RIAHI et al., 2013).
Acredita-se que o mecanismo de acdo dos OEs envolva diferentes eventos celulares, incluindo
a sensibilizacdo da dupla camada fosfolipidica, com perturbacdo na funcdo e na composicéo
da membrana plasmatica, a inativacdo do mecanismo enzimatico, a inibi¢do do transporte de
elétrons para producdo de energia e da sintese de componentes celulares, assim como o
extravasamento de material citoplasmatico, lise e por fim a morte celular (BURT, 2004;
SOUZA, 2016).

Nas ultimas décadas, os OEs obtidos a partir de plantas aromaticas da familia
Lamiaceae foram amplamente exploradas quanto a sua eficacia contra micro-organismos
contaminates de alimentos (PRAKASH et al., 2018). Mentha piperita L., uma planta
medicinalmente importante pertence a familia Lamiaceae, comumente conhecida como
menta, é um hibrido de M. spicata L. e M. aquatic L que foi primeiramente cultivada pelos
antigos egipcios e documentada na farmacopeia islandesa do século XIII. M. piperita €
amplamente cultivada em areas temperadas, particularmente na Europa, América do Norte e
Africa do Norte, mas também é cultivada em todas as regiées do mundo. A planta da M.
piperita L. possui de 50-90 cm de altura, folhas verdes escuras ou claras, curtas, oblongas e
ovadas com suas margens finamente dentadas (BRIGGS, 1993; SINGH; SHUSHNI;
BELKHEIR, 2015).
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O 6leo essencial de M. piperita L. (OEMP) é amplamente utilizado em todo o mundo
para fins aromatizantes, cosméticos e medicinais e formado por uma mistura complexa de
constituintes, tais como, mentol, isomentona e neomentol, normalmente em maiores
quantidades, e outros componentes tais como, cariofileno, limoneno, pulegona e B-pineno em
menores quantidades (SMAOUI et al., 2016).

O mentol, o principal constituinte do OEMP (30-50% do 0leo), é uma substéancia
cerosa, cristalina utilizada para diversos fins médicos, tais como, para aliviar irritacdo da pele,
queimaduras solares e aliviar o congestionamento nasal enquanto a mentona é utilizada em
perfumaria, como agente saborizante ou aromatizante (KUMAR et al., 2012). A atividade
biolégica do OEMP e do mentol tem sido objeto de uma série de estudos, pois possui
atividades antimicrobianas e antivirais significativas, fortes acdes antioxidantes e antitumorais
(SKALICKA-WOZNIAK; WALASEK, 2014). Os efeitos antimicrobianos do OEMP e do
mentol estdo associados a sua capacidade de causar perturbacdo da fracdo lipidica da
membrana plasmatica microbiana, induzindo alteracdes na permeabilidade e vazamento de
materiais intracelulares (SCHELZ et al., 2006). Estudos acerca do potencial do OEMP como
conservante tém sido realizados em matrizes alimentares como carnes (SMAOQUI et al., 2016),
frutas (GUERRA et al., 2015) e sucos de frutas (SOUSA GUEDES et al., 2016). Produtos de
frutas, como polpa congelada e sucos ndo pasteurizados, contendo folhas de Mentha spp.
estdo disponiveis no mercado, e esses produtos sdo, muitas vezes, bem aceitos por causa de
seu sabor caracteristico e frescor. Assim, 0 OEMP pode representar uma tecnologia de
conservacdo viavel para garantir a seguranca de sucos de frutas (SOUSA GUEDES et al.,
2016).

Segundo Burt (2004), em alimentos de origem vegetal, a atividade antimicrobiana dos
OEs ¢ beneficiadas pelo baixo pH caracteristico destes alimentos. Ainda, segundo Burt
(2004), o baixo contetdo de lipidios nnos alimentos pode contribuir para o sucesso da
aplicacdo dos OEs, pois a presenca de grande quantidade de lipidios pode limitar a interacéo
dos compostos terpénicos hidrofobicos dos OEs com as células bacterianas.

O OEMP é ativo contra micro-organismos contaminantes de alimentos, incluindo E.
coli O157: H7 (DJENANE et al., 2012) e S. Enteritidis (VALERIANO et al., 2012), ja
relatados em surtos envolvendo sucos de frutas (KAHRAMAN et al., 2017; HARRIS et al.,
2003; LEE et al., 2015). Estudos ja demonstraram a eficacia do OEMP contra fungos e
bactérias patogénicas em sucos de maca, abacaxi, laranja, manga e caju (KARAMAN et al.,
2016; SOUSA GUEDES et al., 2016; TYAGI et al., 2013).



31

Apesar da eficacia antimicrobiana dos OEs, sua incorporacdo em sistemas alimentares
como conservantes pode ser dificultada devido a baixa solubilidade em &gua e elevada
volatilidade (DONSI; FERRARI, 2016; KUJUR et al., 2017). Sistemas de veiculacdo de OEs
em produtos alimentares, como aqueles baseados em nanoemulsfes sdo citados como
estratégias para melhorar a dispersio de OEs em alimentos (PAGAN et al., 2018;
McCLEMENTS, 2012). As nanoemuls6es de 6leo em agua (O/A) consistem em goticulas de
6leo, com tamanho médio variando de 20 a 200 nm, disperso em meio aquoso e estabilizado
por uma camada de emulsionante (DONSI; FERRARI, 2016; McCLEMENTS, 2012).

Diferente das emulsdes, que sdo sistemas termodinamicamente instaveis que
naturalmente tendem a separacdo fisica, nas nanoemulsdes, as condi¢des de estabilidade fisica
séo induzidas pelos efeitos do constante movimento browniano, permitindo que a mistura nao
sofra os efeitos gravitacionais. Desta forma, efeitos como floculacdo, sedimentacdo ou
coalescéncia sdo evitados (McCLEMENTS; RAO, 2011). A medida que o tamanho das
goticulas diminui, aumenta a atividade biologica dos compostos lipofilicos encapsulados em
nanoemulsdes, devido ao aumento do transporte de moléculas ativas através de membranas
biologicas, bem como o aumento da relacdo superficie/volume, que resulta em uma maior
reatividade (SALVIA-TRUJILLO et al., 2015). Portanto, a nanoencapsulacédo de OEs poderia
oferecer vantagens, como facilidade de manuseio, estabilidade, protecdo contra oxidacao,
melhora na distribuicdo, solubilidade, controle da liberacdo, com menor ou nenhum efeito
adverso nas propriedades sensoriais (PRAKASH et al., 2018).

A aplicacdo combinada de nanoemulsdes de OEs em conjunto com tecnologias
tradicionais, como tratamento térmico moderado (PAGAN et al., 2018), e com tecnologias
emergentes, por exemplo com irradiacdo de raios gama, 0z6nio, ultravioleta (SEVERINO et
al., 2014), alta pressdo, luz pulsada (DONSI et al., 2015) ou com campo elétrico pulsado
(PAGAN et al., 2018) provavelmente contribuiria para aumentar a vida de prateleira dos
produtos, preservando seus atributos de frescor (TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010).

Entretanto, sdo necessarios estudos que evidenciem tais efeitos.

2.4 APLICACAO DE OLEOS ESSENCIAIS EM COMBINACAO COM OUTRAS
TECNOLOGIAS DE CONSERVACAO EM SUCOS DE FRUTAS

A seguranca microbioldgica e a estabilidade da maioria dos alimentos, bem como a

qualidade nutricional e sensorial, podem ser alcancadas pela aplicacdo combinada de métodos
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de conservacdo (LEISTNER, 1992). Como resultado, e com base na teoria dos obstéculos,
Varias pesquisas tém recomendado o uso combinado de tecnologias de conservacdo para
manutencdo da seguranca e da qualidade dos alimentos (BEVILACQUA et al., 2013;
MOSQUEDA-MELGAR; RAYBAUDI-MASSILIA,; MARTIN-BELLOSO, 2008a;
TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010). Quando estas tecnologias sdo aplicadas em
combinaces sinérgicas, o efeito da inativacdo microbiana supera a soma dos efeitos obtidos
por cada tratamento isoladamente (MOSQUEDA-MELGAR; RAYBAUDI-MASSILIA;
MARTIN-BELLOSO, 2012).

Diversos estudos tém enfatizado que o uso combinado de OEs ou seus constituintes e
outras tecnologias, como tratamento térmico moderado (TTM), campo elétrico pulsado (CEP)
e alta pressdo hidrostatica (APH) apresenta-se como uma estratégia para inibir ou retardar o
crescimento microbiano em sucos de frutas, e para evitar os problemas de efeitos sensoriais
indesejados da aplicacdo dos OEs isolados (Quadro 1) (SOUZA; ALMEIDA; SOUSA
GUEDES, 2016; CHERRAT et al., 2014; ESPINA et al., 2014). Estes efeitos indesejados
ocorrem porque geralmente a concentragdo de OE efetiva contra as bacterias relacionadas aos
sucos de frutas geralmente atinge o limiar de rejeicdo dos consumidores (SOUSA GUEDES
et al., 2016).

Quadro 1 — Estudos que avaliam o efeito combinado de Oleos essenciais e/ou seus

constituintes individuais com outras tecnologias de conservacao de sucos de frutas.

Oleo essencial/ | Tratamento | Micro-organismo A
Suco de fruta L : Referéncias
constituinte combinado alvo
. Micro-organismos
Origanum vulgare | APH (200 ou autdctones Mohacsi-Farkas
Tomate L. e Thymus 400 MPa por .
. . (bactérias acido et al. (2002)
vulgaris L. 5 a 20 min) oy
laticas)
« E. coli O157:H7
Melao e . CEP (35 o ' | Mosqueda-Melgar
melancia Cinnamon bark KV/cm) S. Enteritidis e L. et al. (2008h)
monocytogenes
TTM (52, 57,
Laranja Citral e Vanillin |59 e 61 °C por | Listeria innocua | Char et al. (2010)
10 min)
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o-Pinene,
B-pinene,
p-cymene, thymol, | TTM (54 °C
carvacrol, borneol, | por 10 min) e Ait-Ouazzou et al
Maca e laranja | linalool, CEP (30 E. coli O157:H7 (2011;1 uetak
terpineol-4-ol, kV/cm; 25
1,8-cineole, pulsos)
a-terpinyl acetate,
camphor
Mosqueda-
Salmonella )
I\/Iagq, pera, . CEP (35 Enteritidis e Melgar; .
laranja e Cinnamon bark . . Raybaudi-
kV/cm) Escherichia coli - .
morango 0157'H7 Massilia; Martin-
' Belloso (2012)
. TTM (54 °C . . Espina et al.
Magca Citrus lemon L. por 10 min) E. coli O157:H7 (2012)
Mentha pulegium o .
Maga L. e Thymus TTMG4°C e coli o157:H7 | Alt-Ouazzou etal.
L0 por 10 min) (2012)
algeriensis L.
TTM (54 °C
Maga, laranja |(+)-Limonene e E):oErP103r(r)1m) ¢ E. coli O157-H7 Espina et al.
e maca Citrus sinensis L ( - COll ' (2013a)
" | kV/cm; 25
pulsos)
(+)-Limonene, HPH (175 a .
. . ) ; . . Espina et al.
Maga e laranja | Citrus sinensis L. |400 MPa por |E. coli O157:H7 (2013b)
e C. reticulata L. |5 a 20 min)
. (+)-Limonene e TTM (54 °C . . Espina et al.
Laranja Citrus sinensis L. |por 10 min) E. coli O157:H7 (2014)
TTM (53 °C
. por 15 min) e . ) Pagén et al.
Maca Citral CEP (30 E. coli O157:H7 (2018)
kV/cm)

APH — Allta pressao hidrostatica; CEP — campo elétrico pulsado;

TTM - Tratamento térmico moderado.

O TTM (40-60 °C) causa, muitas vezes, apenas injuria subletal. O TTM a 56 °C

durante 5 min causou injarias em 75,7 e 85,8% da populacdo de E. coli O157:H7 em meio

laboratorial (caldo tryptic soy) (JASSON et al., 2007). Também foi determinado um alto nivel

de lesdo em culturas tratadas com calor leve de Salmonella Typhimurium (WUYTACK et al.,

2003). Portanto, o TTM pode ser utilizado em combinagdo com outros métodos de

conservagao, por exemplo com OEs para obtencdo de produtos seguros e que preservem 0S
aspectos sensoriais (AIT-OUAZZOU et al., 2013; ESPINA et al., 2011). O dano induzido
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pelo calor pode facilitar o acesso de compostos hidrofébicos dos OEs a membrana
citoplasmética, que é o principal local de acdo de terpenos, ou pode permitir que 0S
constituintes dos OEs sejam mais facilmente transportados para o interior a célula (AIT-
OUAZZOU et al., 2011; SOMOLINOS et al., 2010).

Espina et al. (2012) avaliaram o potencial de aplicagdo de OE de limédo (75 puL/L) em
combinacdo com TTM (54 °C) para conservacao de suco de maga e concluiram que, nas
condicdes ensaiadas, ocorreu efeito sinérgico capaz de reduzir 5 logio de E. coli O157:H7,
sem qualquer interferéncia na aceitabilidade do suco. Efeitos sinérgicos foram também
observados usando a combinagdo do TTM (54 °C e 60 °C) com 1,3 mM de carvacrol, na
inativacdo de E. coli O157:H7. O uso combinado provocou, em média, uma diminuicdo do
tempo para inativar 5 ciclos logio da bactéria em sucos de macd, manga, tomate e laranja. Os
efeitos do uso de 0,2 uL/mL dos OEs de Mentha pulegium L. e Thymus algeriensis L. em
combinagdo com TTM (54 °C por 10 min) foram avaliados contra E. coli O157:H7 em sucos
de macé e laranja (AIT-OUAZZOU et al. 2011; AIT-OUAZZOU et al., 2012). Em suco de
maca observou-se uma reducdo de 8,2 e 5 logio de E. coli O157:H7, respectivamente. A
inativacao por meio do uso combinado foi mais rapida do que o tratamento térmico atuando
sozinho (diferenca de 27 min). Resultados semelhantes foram obtidos quando os mesmos
experimentos foram realizados a 57 e 60 °C.

Estudos que tenham demonstrado a eficacia de nanoemulsdes de OEs (ou de seus
constituintes) combinados com TTM séo escassos. Maté, Periago e Palop (2016) avaliaram a
eficacia do D-limoneno (0,5 mM) nanoemulsificado combinado com TTM (45, 50, 52,5 e 55
°C) para inativar L. monocytogenes em meio laboratorial (caldo tryptic soy). Os autores
observaram que L. monocytogenes apresentou resisténcia de duas a cinco vezes menor ao
calor quando este foi aplicado em combinagdo com o D-limoneno comparado com o uso do
calor isolado. Estes efeitos foram ainda mais intensos quando o D-limoneno foi usado sob a
forma de nanoemulsdo. Em contrapartida, Pagan et al. (2018) reportaram que a aplicacdo de
calor (53 °C) em combinacdo com citral em suspensdo requereu menor tempo para alcancar a
inativagdo de 5 logio UFC/mL de E. coli O157:H7 em meio laboratorial e em suco de maca,
quando comparada a combinacéo de calor (53 °C) e citral nanoemulsionado.

Tecnologias de conservacdo nao térmicas, como CEP, vem ganhando destaque nas
Gltimas décadas (RUPASINGHE; YU 2012). Esta tecnologia consiste em submeter o produto
a pulsos elétricos de alta intensidade (da ordem de 20 a 80 kV/cm) repetidos muitas vezes

(constituindo o namero de pulsos) durante intervalos de tempo muito pequenos (geralmente
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de 1 a 10 us), podendo acontecer em batelada ou em um sistema de fluxo continuo
(BARBOSA-CANOVAS; RODRIGUEZ, 2002; RASGOTI, 2003). O tratamento com CEP
recebeu a aprovacdo da USFDA e atualmente é usado no processamento de alimentos em
escala comercial (SOUZA; ALMEIDA; SOUSA GUEDES, 2016).

O CEP é uma das tecnologias ndo-térmicas mais estudadas para para inativacdao de
micro-organismos em sucos de frutas e vegetais, bem como para manter as propriedades
sensoriais e nutricionais semelhantes as do suco fresco (ROOBAB et al., 2018). O principal
efeito do tratamento com CEP sobre os micro-organismos € a eletroporagdo da membrana
celular, ou seja, aumento da permeabilidade da membrana celular sob a influéncia de um
campo elétrico que envolve a célula (PAL, 2017; ROOHINEJAD et al., 2018). A formac&o de
poros é um processo dindmico e pode ser reversivel ou irreversivel dependendo da intensidade
do tratamento. Quando os poros induzidos sdo pequenos em comparacdo com a area da
membrana e sdo gerados com o tratamento com CEP em baixa intensidade, a permeabilizacao
é reversivel. A viabilidade da célula é mantida e a biossintese adicional de metabdlitos
secundarios pode ser desencadeada como resposta a condicdo de estresse induzida pelo
tratamento com CEP. O aumento da intensidade do tratamento, por meio do aumento da forca
do campo elétrico e/ou o tempo de tratamento promove a formacdo de poros grandes e
permeabilizacao é irreversivel (NGADI, 2012).

A inativacdo microbiana pelo CEP depende de fatores que séo criticos para o resultado
do processo. Os fatores podem ser classificados como parametros do processo, parametros do
produto e caracteristicas microbianas (ROOBAB et al., 2018). Os principais parametros do
processo que afetam a inativacdo microbiana pelo CEP sdo a forca do campo elétrico, o
comprimento do pulso, a forma do pulso (pulsos exponenciais ou de onda quadrada), o
nimero de pulsos e a energia e a freqiiéncia do pulso (DE VITO; DONSI; FERRARI, 2005;
HUANG et al., 2012). Em geral, 0 aumento da intensidade desses parametros melhora a
inativacdo microbiana. Uma medicédo precisa desses parametros e uma distribui¢do uniforme
do campo elétrico na camara de tratamento sdo necessarias para obter dados de inativacdo
confiaveis (WOUTERS; ALVAREZ; RASO, 2001). Os fatores relacionados ao produto,
como a condutividade elétrica (é mais vantajoso trabalhar com produtos de baixa
condutividade), o pH (baixos valores de pH favorecem a inativacdo) e a forca ibnica, e 0s
relacionados ao micro-organismo, como a espécie, 0 estagio de crescimento, o tamanho da
populacdo e a forma das células microbianas, também sdo importantes para a eficiéncia da
inativacdo (HUANG et al., 2012).
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Estudos reportam o aumento da eficicia dessa técnica quando aplicada em
combinacdo com OEs. Mosqueda-Melgar, Raybaudi-Massilia e Martin-Belloso (2012)
observaram que, para inativar populagdes de S. Enteritidis e E. coli O157: H7 em mais de 5
logio em sucos de frutas foram necessérias combinacdes de tratamento de CEP (35 kV/cm)
com 0,1% de OE de canela nos sucos de maca e pera, e com 0,05% do mesmo OE em sucos
de morango. Ait-Ouazzou et al. (2013) avaliaram o potencial da aplicacdo do carvacrol (1,3
mM) em combinag¢do com CEP (30 kV/cm), visando a reducdo de 5 logio na contagem de E.
coli O157:H7 em sucos de macd, manga, laranja e tomate, e concluiram que a combinagéo
dos tratamentos foi eficaz para alcancar a redugdo desejada em todos os sucos de frutas
estudados. Pagan et al. (2018) observaram que a eficacia do uso de citral combinado com CEP
(30 kV/cm) na inativacdo de E. coli O157: H7 em meios laboratoriais (pH 7 e 4) nao
apresentou diferencas significativas quando o citral foi usado em suspensdo ou em
nanoemulsao.

Assim como a tecnologia de CEP, alta pressdo hidrostatica (APH) tem sido descrita
como uma tecnologia emergente que possui potencial para conservacdo de sucos de frutas
“frescos" com vida de prateleira prolongada (ESPINA et al. 2013b; MOHACSI-FARKAS et
al. 2002; RUPASINGHE; YU 2012). A APH e um método que consiste em expor 0s
alimentos, liquidos ou solidos, a pressdo de 100 a 800 MPa. A temperatura do processo
durante o tratamento pode ser controlada, podendo variar de < 0 °C até > 100 °C. Uma
vantagem importante da APH em comparacédo a outras tecnologias € que os alimentos podem
ser submetidos a alta pressdo com ou sem embalagem, o que, no Gltimo caso, elimina a
possibilidade de contaminacdo pds-tratamento. O tempo de exposicdo do alimento ao
tratamento pode variar de pulsos de milisegundos a até mais que 20 min (TRIBST et al.,
2011). No entanto, o tratamento de APH mais comum aplicado na industria consiste em
submeter o alimento a 400 MPa por 20 min (SAN MARTIN; BARBOSA-CANOVAS;
SWANSON, 2002).

Um sistema tipico de APH consiste em submeter o produto a alta pressdo dentro de
um vaso pressurizado, utilizando um meio que transfere a pressdo ao produto, geralmente
agua. Uma vez que a pressao desejada é atingida, a pressdo pode ser mantida sem necessidade
de energia adicional (BARBA et al., 2015). Um principio fundamental subjacente a APH é o
processo isostatico que permite que todas as regides do alimento sejam rapidamente expostas
a uma pressao uniforme, independente do tamanho e geometria do produto alimentar, ao

contrario do processamento térmico, onde o calor é gradualmente transferido através do
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sistema alimentar (BALA; FARKAS; TUREK, 2008; HAYASHI et al., 1989; TAUSCHER,
1995).

O tratamento de APH é caracterizado por trés pardmetros de processamento:
temperatura, pressdo e tempo de exposicdo. Esses parametros permitem uma grande
flexibilidade na concepcdo do processo (HEINZ; BUCKOW, 2010). Os parametros de
tratamento, as caracteristicas inerentes aos micro-organismos e 0 ambiente em que estes se
encontram determinam a eficacia da APH. As caracteristicas intrinsecas dos alimentos, como
0 pH e a atividade de &gua também podem afetar a eficiéncia de inativacdo microbiana da
APH. A maioria dos micro-organismos € mais suscetivel a APH em ambientes de pH mais
baixos, e ainda, células danificadas pela pressdo tém menor probabilidades de sobreviver ao
armazenamento posterior em ambientes acidos (PAGAN et al., 2001; WHITNEY et al.,
2007).

A APH afeta as membranas celulares bacterianas e prejudica sua permeabilidade e
troca de ions e inativa algumas das enzimas vitais para a sobrevivéncia e reproducdo de
células bacterianas, engquanto compostos de baixo peso molecular, como vitaminas e
compostos relacionados a pigmentacdo e aroma dos alimentos, permanecem inalterados
(RASTOGI et al., 2007). Esta tecnologia mostrou atender ao requisito da USFDA de uma
reducdo de 5 ciclos logaritmicos de micro-organismos em sucos de frutas, sem afetar
negativamente seus atributos sensoriais e nutricionais (SAN MARTIN et al., 2002). No
entanto, a possibilidade de células bacterianas tratadas sob pressdo serem reparadas durante o
armazenamento deve ser considerada. Assim, a combinacdo com outras tecnologias, como o
uso de OEs é importante para impedir a recuperacdo das células danificadas pela aplicacédo da
APH (RAJKOVIC; SMIGIC; DEVLIEGHERE, 2010).

Os efeitos da aplicacdo combinada de OE de Citrus Citrus sinensis L. reticulata L. e
limoneno com APH (300 MPa por 20 min) foram avaliados frente E. coli O157:H7 em sucos
de macd e laranja (ESPINA et al., 2013b). A aplicacdo de APH isolada inativou menos de 0,5
logio da populagdo inicial do patégeno (aproximadamente 7 logio UFC/mL), enquanto a
adicdo de 200 pL/L dos 6leos estudados resultou na inativagdo de aproximadamente 3 logio
UFC/mL em suco de laranja e 1,5 a 2 logio UFC/mL em suco de maca. A combinacgdo de
APH com 200 pL/L de limoneno causou uma reducdo de 5 logio UFC/mL da populagdo
inicial de E. coli O157: H7 em ambos 0s sucos. Até o presente, ndo foram realizados estudos
com enfoque na aplicacdo combinada de nanoemulsdes de OEs e seus constituintes com APH

para conservagao de sucos de frutas.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados em duas etapas distintas, sendo a primeira realizada

no Brasil e a segunda etapa na Espanha, como apresentado na Figura 1.

Figura 1 — Representacdo das atividades realizadas nas etapas do estudo conduzidas no Brasil
e Espanha.
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3.1 PRIMEIRA ETAPA

Os experimentos realizados na primeira etapa do estudo foram conduzidos no
Laboratorio de Processos Microbianos em Alimentos do Departamento de Engenharia de
Alimentos do Centro de Tecnologia da Universidade Federal da Paraiba e no Nucleo de

Caracterizacdo e Andlise (NUCAL) da Universidade Federal da Paraiba.

3.1.1 Oleo essencial de Mentha piperita L. (OEMP)

O dleo essencial de Mentha piperita L. (OEMP) (lote 187), extraido por destilacdo a
vapor das folhas, foi obtido da empresa nacional Ferquima Industria e Comércio Ltda (Vagem
Grande Paulista, Sdo Paulo, Brasil). Os dados relacionados ao éleo essencial, tais como nome,
aparéncia, cor, odor, impurezas, densidade e indice de refracdo foram informados através de

laudo técnico emitido pelo fornecedor (ANEXO A). As solugbes do OEMP foram preparadas
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em caldo infusio de cérebro e coragdo (CBHI, Himedia, india) em concentrages variando de
0,312 a 20 uL/mL, usando Tween 80 (1% v/v, Sigma-Aldrich, EUA) como emulsificante
(LEITE et al., 2016).

3.1.2 Micro-organismos e condigdes de crescimento

As cepas de Escherichia coli O157:H7 e Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis PT4, isoladas de alimentos envolvidos em surtos, foram obtidas da Colecdo de
Micro-organismos de Referéncia de cepas epidémicas de Salmonella do Laboratério Central
do Estado do Parana (LACEN, Curitiba, Brasil). As cepas estoque de todas as bactérias
ensaiadas foram mantidas em criotubos com caldo infusdo de cérebro e cora¢do (CBHI,
Himedia, India) contendo glicerol (15 g/100 mL) (Himedia, india) a -80 °C.

As cepas bacterianas foram inicialmente cultivadas em placas contendo agar infuséo
de cérebro e coragdo (ABHI, Himedia, india) e incubadas overnight a 37 °C (18 h). Em
seguida, uma unica colonia foi cultivada em 5 mL de CBHI e cultivadas overnight a 37 °C
com agitagdo (140 x g) por 18h, para atingir a fase de crescimento estacionario. A massa
celular obtida foi colhida por centrifugacdo (4.500 x g, 15 min, 4 °C), lavada duas vezes em
solucéo salina (NaCl 0,85 g/ 100 mL) estéril e re-suspensa em CBHI estéril. As suspensdes
bacterianas obtidas foram submetidas a diluicdes seriadas (10 a 10®) em CBHI. A leitura da
densidade odptica (DO) a 625 nm (DO625) de cada diluicdo foi determinada em
espectrofotobmetro (Marte, Spectro 500). Em paralelo, para a determinacdo do numero de
unidades formadoras de colonias de cada diluicdo, um volume de 100 pL da suspenséo de
micro-organismos foi inoculado na superficie de placas de Petri contendo ABHI, e espalhado
com auxilio de alca Drigalsky estéril. Posteriormente, as placas foram incubadas a 37 °C por
24h, e, em seguida, a contagem do numero de células viaveis foi determinada e expressa em
UFC/mL. Com o numero de coldnias obtido e com o valor da DO de cada diluicdo, foi
encontrado o valor de DO0625 de 0,09 para ambas as cepas, correspondendo a,
aproximadamente, 8 log UFC/mL (LEITE et al., 2016).

3.1.3 Sucos de Frutas

As frutas caja (Spondias mombim L.), goiaba (Psidium guajava L.) e manga
(Mangifera indica L.) foram adquiridas de um distribuidor local (Jodo Pessoa, Brasil). As

frutas foram selecionadas de acordo com sua homogeneidade de cor e forma, com auséncia de
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danos mecanicos e sinais visiveis de infeccdo. O °Brix das frutas foram determinados pelo
método da AOAC (2016) e escolhido como pardmetro para identificacdo do estdgio de
maturacdo das mesmas. °Brix > 8, > 6 ¢ > 10 foram considerados o0 estagio de maturacéo ideal
para caja, goiaba e manga, respectivamente, como preconiza a legislacdo vigente (BRASIL,
2003).

As frutas foram desinfetadas através da imersdo em uma solucdo de hipoclorito de
sodio (150 ppm; pH 7,2, ajustado usando NaOH a 0,1 mol/L) durante 5 min, lavadas com
agua destilada estéril e secas durante 30 min em uma cabine de biosseguranca (Pachane, PA
410). Depois, as frutas foram descascadas de forma asséptica, cortadas em pequenos pedagos
e trituradas usando um liquidificador doméstico (Britania, Eletronic Inox Filter L66). As
polpas de frutas foram armazenadas em sacos de polipropileno de 100 g, selados e
armazenados a -18 °C. Quando necessario para 0S ensaios, 0s sucos de frutas foram
preparados misturando 100 g da polpa de fruta com agua destilada (razdo 1: 1 v/v) usando um
liquidificador doméstico (por 3 min). Os sucos obtidos foram centrifugados (12.500 x g, 15
min, 4 °C) para separar a polpa do liquido restante. Os sobrenadantes foram esterilizados por
autoclave (121 °C por 15 min) e utilizados para os ensaios subsequentes (LEITE et al., 2016).

Os sucos de frutas utilizados na analise sensorial foram preparados 24h antes do teste.
Apo6s o preparo foi adicionado o OEMP na concentracdo final desejada e a qualidade
microbiodlgica dos sucos foi avaliada seguindo os padrfes sanitarios estabelecidos pela
Resolucdo RDC n°12 de 02/01/2001 (BRASIL, 2001), onde estabelece a pesquisa de
Coliformes termotolerantes (45 °C) e Salmonella sp. As analises microbioldgicas foram
realizadas segundo metodologias descritas pela American Public Health Association (APHA,
2001). Os dados obtidos revelaram uma satisfatoria qualidade sanitaria do produto avaliado.
Para a determinacdo dos parametros fisico-quimicos e dos limiares sensoriais, foram

utilizadas amostras de suco ndo submetidas a autoclavagem.

3.1.4 Identificacdo dos constituintes do OEMP

A identificacdo dos constituintes do OEMP foi realizada por meio da utilizacdo de
Cromatégrafo a Géas acoplado a Espectrometro de Massas (Ultra Shimadzu, CGMS-QP2010).
Os compostos foram separados em uma coluna RTX capilar ®-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25
um), de modo que a programagdo da temperatura do forno do cromatografo a gas foi iniciada
a 60 °C, seguida de uma rampa de 3 °C/min até atingir 240 °C, concluindo em tempo de

corrida equivalente a 60 min. A temperatura do injetor foi mantida a 250 °C e o gas hélio foi
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utilizado como gas de arraste a uma vazao constante de 0,99 mL/minuto. O espectrémetro de
massa foi operado por impacto de elétrons com uma temperatura da fonte de 200 °C, e com
energia de ionizagdo de 70V, variacdo de scan de m/z 40 a m/z 500. Para a identificagdo dos
compostos foi utilizado o banco de espectros da prépria biblioteca do GC/MS,
NIST/EPA/NIH Mass Spectral Database (Versdo 1.7). A quantificacdo dos volateis foi obtida
através da normalizacdo das areas dos volateis e expressos em percentual de area (%)
(GUERRA et al., 2015).

3.1.5 Determinacdo da concentra¢do inibitéria minima do OEMP

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do OEMP foi determinada atraves do
método de microdiluigdo em caldo em microplaca, de acordo com a padronizagéo do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015).

Inicialmente, o inoculo bacteriano (8 log UFC/mL) foi diluido (1:100) em solucao
salina (NaCl a 0,85% p/v) esteéril, resultando em um inoculo de, aproximadamente, 6 log
UFC/mL. Um volume de 50 pL do in6culo obtido foi adicionado a cada poco contendo 50 pL
de CBHI adicionado de diferentes concentracdes de OEMP, variando de 20 a 0,312 pl/mL.
Simultaneamente, foi preparado o controle de crescimento (positivo) e de esterilidade
(negativo). O sistema foi agitado e incubado a 37 °C por 24 h, envolto com filme plastico para
evitar a desidratacdo microbiana e garantir que ndo houvesse a volatilizacdo do OEMP. Apds
0 periodo de incubacdo, foram adicionados 30 pL de resazurina (0,01%) (Inlab, Brasil),
preparada em solucdo aquosa, em todos os pocos. A microplaca foi reincubada a 37 °C por 20
min, quando entdo foi realizada a leitura visual. A manutencdo da cor azul nos pocos foi
interpretada como auséncia de crescimento bacteriano, enquanto o desenvolvimento de cor
rosa ou incolor foi interpretada como presenca de crescimento bacteriano. A CIM foi definida
como a menor concentracdo de Oleo essencial capaz de inibir o crescimento das cepas, ou
seja, a menor concentracao do 6leo essencial capaz de impedir a mudanca de cor de azul para
rosa (SOUSA GUEDES et al., 2016). Os testes foram realizados em triplicata.

A partir da determinacdo dos valores de CIM do OEMP foram escolhidas as
concentracdes utilizadas para a determinacdo dos limiares sensoriais do OEMP em sucos de

frutas.
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3.1.6 Determinagéo dos limiares sensoriais do OEMP em sucos de frutas: limiar de aceitagédo
comprometida (LAC) e limiar de rejeicdo (LR)

O limiar de aceitagdo comprometida (LAC) e de rejeicdo (LR) do OEMP nos sucos de
caja, goiaba e manga foram determinados seguindo a metodologia descrita por Lima Filho et
al. (2015). As analises sensoriais foram realizadas apds a aprovagio do Comité de Etica em
Pesquisa envolvendo Seres Humanos da Universidade Federal da Paraiba (protocolo
1.125.993 /2015; APENDICE A). Um total de 50 provadores ndo treinados (18 a 60 anos) que
descreveram o consumo de sucos de frutas pelo menos duas vezes por semana foram
selecionados. Os testes sensoriais incluiram cinco sessdes de testes de aceitagdo (APENDICE
C) (STONE; BLEIBAUM; THOMAS, 2012) e foram realizados em cabines individuais. Em
cada sessdo de aceitacdo foram servidas aos provadores duas amostras, das quais uma foi a
amostra controle (suco de fruta sem OEMP) e a outra foi uma das amostras estimulo (suco de
fruta adicionado de OEMP a 0,16, 0,31, 0,63, 1,25, ou 2,5 uL/mL). Os sucos, refrigerados,
preparados com 24h de antecedéncia, foram apresentados por ordem decrescente de
concentracdo de OEMP, e a posicdo da amostra de estimulo dentro de cada par foi aleatoria
(Figura 2).

Desta forma, os provadores foram convidados a comparar as amostras, prova-las da
esquerda para a direita e atribuir uma pontuacdo em relacéo a aceitacdo de cada uma das duas
amostras utilizando, para isso, uma escala heddnica de nove pontos (variando de 1 =
“desgostei muitissimo” a 9 = “gostei muitissimo”). Apds cada sessdo, 0S provadores foram
orientados a consumir bolachas de baixo teor de sal e agua para limpar os seus paladares entre
as amostras avaliadas. Respeitando um intervalo de 5 mim, foi servido um novo par de

amostras de suco de frutas.

Figura 2 - Ordem de apresentacdo das amostras em cada sessdo de avaliacdo sensorial.

. CIR 2,5 pL/mL . CIR 1,25 pL/mL CIR 0,16 pL/mL

CTR (controle) — suco de fruta sem adicdo de OEMP.
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3.1.7 Avaliagéo da inativagdo de E. coli O157: H7 e S. Enteritidis PT4 em sucos de frutas por
OEMP

A inativacdo de E. coli O157:H7 e S. Enteritidis PT4 causada pelas diferentes
concentracdes de OEMP (0,16, 0,31, 0,63, 1,25 ul/mL) nos sucos de caja, goiaba e manga foi
avaliada durante 24 h de armazenamento refrigerado (4 + 0,5 °C). As suspensdes bacterianas
testadas foram inoculadas em amostras de sucos de frutas contendo OEMP, nas concentracoes
testadas, para atingir uma populagéo celular final de 7 logio UFC/mL. Os diferentes sistemas
foram agitados suavemente por 30s e incubados sob refrigeracdo. Nos intervalos de 0
(imediatamente ap6s a homogeneizacdo), 1, 2, 4, 8, 12 e 24h de armazenamento, uma aliquota
de 100 uL de cada sistema foi diluida seriadamente em solugdo salina estéril (NaCl 0,85
g/100 mL) e, em seguida, 20 uL de cada diluicdo foram inoculados, utilizando a técnica de
microgota, em ABHI (HERIGSTAD; HAMILTON; HEERSINK 2001). As placas foram
incubadas a 37 °C por 24 a 48h e os resultados foram expressos em logio UFC/mL. Os
sistemas controle, que compreendem suco de fruta sem OEMP, foram ensaiados de forma
semelhante. O limite de detecgdo foi de 2 logio UFC/mL para todas os ensaios e cepas

testadas.

3.1.8 Avaliacdo da inativacdo de E. coli O157:H7 e S. Enteritidis PT4 em sucos de frutas por
uso combinado de OEMP e tratamento térmico moderado (TTM)

A inativacdo de E. coli O157:H7 e S. Enteritidis PT4 causada pelas diferentes
concentracdes de OEMP (0,16, 0,31, 0,63 pL/ mL) em combina¢ao com TTM (54 °C) ap0s 8,
10 e 12 min de exposicao foi avaliada como descrito por Espina et al. (2012). Os intervalos de
tempo de exposicdo e a temperatura utilizada foram selecionados com base em resultados de
estudos anteriores utilizando combinacdes de OEs e TTM para conservar sucos de frutas
(ESPINA et al., 2011; ESPINA et al., 2012). Aliquotas de 5 mL de sucos de frutas contendo
as suspensdes bacterianas (7 logio UFC/mL) e OEMP nas concentragdes testadas foram
colocadas em banho-maria (modelo TE-053, Tecnal, Brasil), sob agitacdo e com termostato, a
54 °C. O OEMP foi adicionado uma vez que o meio de tratamento foi aquecido e antes da
inoculagdo microbiana. Apos 8, 10 e 12 min a 54 °C, uma aliquota de 100 pL de cada amostra
de suco de fruta foi diluida seriadamente em solucdo salina estéril (NaCl 0,85 g/100 mL) e,
em seguida, 20 pL de cada diluicdo foram inoculados, utilizando a técnica de microgota, em
ABHI (HERIGSTAD; HAMILTON; HEERSINK 2001). As placas foram incubadas a 37 °C
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por 24 a 48h e os resultados foram expressos em logio UFC/mL. Os sistemas controle, que
compreendem suco de fruta sem OEMP, foram ensaiados de forma semelhante, para avaliar
os efeitos do tratamento térmico sozinho sobre a sobrevivéncia bacteriana nos diferentes
intervalos de tempo monitorados. O limite de deteccdo foi de 2 logio UFC/mL para todas os

ensaios e cepas testadas.

3.1.9 Determinacdo de parametros fisico-quimicos dos sucos de frutas apds tratamentos
combinados (OEMP e TTM)

Para avaliar se 0 OEMP (0,16, 0,31, 0,63 uL/ mL) em combinagdo com TTM (54 °C;
12 min) afeta os parametros fisico-quimicos dos sucos de frutas, foram analisados os
parametros °Brix, pH e acidez titulavel no tempo zero, logo apos o tratamento combinado e
apos 24h de armazenamento refrigerado (4 + 0,5 °C) por meio da utilizacdo de metodos
padrdo (AOAC, 2016). Esses parametros atendem o atual padréo fisico-quimico para sucos de
frutas ndo acucarados (BRASIL, 2003). O teor de solidos soluveis (°Brix) foi determinado
utilizando um refratdmetro digital (Hanna Instruments, modelo HI 96801) (AOAC, 2016; n°
932.12). Os valores de pH foram determinados utilizando um potenciémetro digital (Quimis,
modelo Q400AS) (AOAC, 2016; n° 981.12). A acidez titulavel foi determinada usando
fenolftaleina como um indicador com NaOH a 0,1 mol/L, e os resultados foram expressos em
gramas por 100 mL de equivalentes de acido citrico (AOAC, 2016; n® 942.15).

3.1.10 Analise estatistica

Para ensaios de determinacdo de CIM, os resultados foram expressos como valores
modais porque os valores de CIM foram os mesmos em todas as repeticbes (SOUSA
GUEDES et al., 2016). Para os resultados de ensaios que mediram a sobrevivéncia bacteriana
(contagem de células viaveis) e parametros fisico-quimicos, foram realizadas analises
estatisticas para determinar diferencas significativas (p < 0,05) utilizando ANOVA seguido do
teste de Tukey ou teste t de Student. As barras de erro nas figuras indicam a média + desvio
padrdo dos dados obtidos de pelo menos trés experimentos independentes.

Para os resultados sensoriais, a determinacdo do LAC para cada sessdo foi realizada
usando o teste t pareado entre a nota heddnica da amostra controle (NHAC) e a nota heddnica
da amostra estimulo (NHAE) (diferenca: NHAC - NHAE). Com os valores t obtidos, foi

elaborado um grafico do valor t de cada sessdo (eixo Y1) em funcdo das concentragdes de
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OEMP em estudo (eixo X). O ponto em que a aceitagdo comeca a ser comprometida, ou seja,
a regido em que comeca a ocorrer diferenca significativa entre as amostras quanto a aceitacéo
foi representado no grafico por uma linha tracejada, referente ao valor t tabelado. Para
determinacdo do LR do OEMP nos sucos de frutas, no mesmo grafico de determinacdo do
LAC, foi inserido um segundo eixo Y (Y2), referente a nota heddnica média das amostras
estimulo (NHAE). O ponto de corte deste eixo Y2, ponto de transicdo entre a aceitacdo
sensorial e a rejeicdo dos sucos de frutas, foi representado no grafico por uma linha tracejada,
referente a nota hedbnica 5 (termo heddnico “indiferente”). A categoria “indiferente” da
escala heddnica foi considerada rejeicdo porque um consumidor indiferente a um produto
dificilmente se mostrara disposto a compra-lo (DELLA LUCIA et al., 2014).

Para determinar os valores de LAC e LR, modelos de regresséo foram ajustados para
0s pontos do gréafico (pontos do eixo Y1 = LAC; pontos do eixo Y2 = LR). A qualidade dos
modelos gerados foi determinada a partir do significado dos coeficientes de regresséo e do
coeficiente de determinacdo (r2) (SSregression/ SStotal). A partir da equacdo do modelo, o
LAC foi calculado considerando o valor t calculado igual ao valor t padréo (p = 0,05) (Y1 =
valor t tabulado) e o LR foi calculado considerando o ponto onde a pontuacdo heddnica media
se torna "indiferente”, igual a 5 na escala hedonica (Y2 = 5) (LIMA FILHO et al., 2015).
Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software de computador Sigma

Stat 3.5 (Jandel Scientific Software, San Jose, California).

3.2 SEGUNDA ETAPA

Na segunda etapa do estudo, os experimentos foram realizados durante o Doutorado
Sanduiche no Exterior (PDSE/CAPES, Processo N° 88881.134436/2016-01) no Laboratério
de Novas Tecnologias de Processamento de Alimentos do Departamento de Producdo Animal

e Ciéncia dos Alimentos da Universidade de Zaragoza (UNIZAR/Espanha).

3.2.1 Micro-organismo e condicdes de crescimento

Escherichia coli O157:H7 (VTEC - fago tipo 34) isolada pelo Dr. Chapman
(CHAPMAN et al., 1993) foi utilizada como cepa teste nesse estudo. A cultura estoque foi
mantida a -80 °C em criotubos com caldo tryptic soy (Biolife, Italia) contendo glicerol (15 g/
100 mL) (Biolife, Italia) a -80 °C.



46

A cepa teste foi inicialmente cultivada em placas contendo &gar tryptic soy (Biolife,
Italia) adicionadas de 0,6% de extrato de levedura (Biolife, Italia) (ATSEL) e incubadas
overnight a 37 °C (18 — 24h). Em seguida, uma Unica colonia foi cultivada em 5 mL de caldo
tryptic soy adicionadas de 0,6% de extrato de levedura (CTSEL) e cultivada overnight a 37 °C
sob agitacdo (140 x g; Selecta, modelo Rotabit) a 37 °C por 18h, para atingir a fase de
crescimento estacionario. A massa celular obtida foi colhida por centrifugacdo (4.500 x g, 15
min, 4 °C), lavada duas vezes em solugdo salina (NaCl 0,85 g/100 mL) estéril e re-suspensa
em CTSEL para obter suspensdes celulares padrdo com uma densidade 6ptica (DO) a 625 nm
(DO625) de 0,09, que proporcionou contagens vidveis de aproximadamente 8 logio UFC/mL
(LEITE et al., 2016). Antes dos experimentos, as células foram re-centrifugadas e re-
suspendidas a uma concentracdo de 7 logio UFC/mL em sucos de frutas com ou sem OEMP.
Essa concentracdo bacteriana inicial foi escolhida de modo a proporcionar uma quantidade de
celulas vidveis que permite medir uma redugdo > 5 logio do patdgeno teste nas condi¢Oes

analisadas.

3.2.2 Sucos de frutas

Nos ensaios realizados na Unizar (Zaragoza, Espanha), as frutas goiaba e manga foram
adquiridas da empresa Fruit CMR, SA (Barcelona, Espanha). As frutas foram selecionadas
observando a forma e cor uniformes, com auséncia de danos mecanicos e sinais visiveis de
infeccdo. O °Brix > 6 ¢ > 10 foram considerados 0 estagio de maturagdo ideal para goiaba e
manga, respectivamente (BRASIL, 2003). Os sucos de goiaba e manga foram preparados

conforme descrito no item 4.1.3.

3.2.3 OEMP: procedimento de adicdo direta e preparo de nanoemulsdes

O OEMP utilizado nesse estudo foi obtido da empresa Ferquima Inddstria e Comércio
Ltda (Vagem Grande Paulista, Sdo Paulo, Brasil), conforme descrito no item 4.1.1. As
suspensdes do OEMP (s-OEMP), nas concentracfes aceitas sensorialemente (0,16, 0,31 e
0,63 uL/mL), obtidas na primeira etapa do estudo, foram preparadas por um método vigoroso
de agitacdo (FRIEDMAN et al., 2002) em sucos de goiaba e manga.

As nanoemulsdes de OEMP (n-OEMP) foram preparadas com base no método de
inversdo de fase catastrofica (ZHANG et al., 2017), também conhecido como o método de

inversdo de fase de emulsdo, do inglés, emulsion phase inversion (EPI). As n-OEMP foram
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preparadas a partir de uma mistura de fase oleosa por adi¢do lenta de fase aquosa com
agitacdo magnética suave. A fase aquosa foi preparada misturando 1,5 mL de etanol (Sigma-
Aldrich, EUA) com 40,5 mL de agua destilada estéril (PAGAN et al., 2018). A fase oleosa foi
preparada misturando 3 mL de Tween 80 (Panreac, Barcelona, Espanha) com 5 mL de
OEMP. A fase aquosa foi adicionada a fase oleosa em uma velocidade constante de,
aproximadamente, 1 mL/min. Inicialmente foi formada uma emulsdo de agua em 6leo (A/O)
com uma proporcdo de Oleo para agua elevada. Depois, com agitacdo continua, foi
aumentando progressivamente a quantidade de agua adicionada a emulsdo A/O, até que
ocorreu uma inversao de fase e uma emulsdo Oleo-em-4gua (O/A) foi formada. A

concentracéo final de OEMP na nanoemulséo foi de 90 g/L.

3.2.4 Caracterizacao, estabilidade e reprodutibilidade da n-OEMP

As n-OEMP foram caracterizadadas por tamanho da gota e indice de polidispersao
(PDI) usando um analisador de tamanho de particula (Brookhaven, 90 Plus). O tamanho da
gota foi analisado usando a técnica de dispersdo de luz dindmica. Antes dos experimentos, n-
OEMP foi diluida com agua para eliminar os efeitos de espalhamento multiplo. O tamanho da
gota da nanoemulsdo foi estimado por uma media de trés medidas e é apresentado como o
didmetro médio da distribuicdo de volume. O tamanho da gota foi avaliado apds a preparagédo
fresca e depois ap0s 1 e 4 meses de armazenamento a 4 °C. A reprodutibilidade do protocolo
para a preparacdo de n-OEMP e a sua estabilidade durante 30 dias também foi avaliada
comparando-se as curvas de inativacdo de E. coli O157:H7 (obtidas semanalmente) na
presenca de n-MPEQ. As suspensdes bacterianas foram adicionadas em concentrac@es finais
de 7 logio UFC/mL em suco de manga com 5 pL/mL de n-MPEO. Os diferentes sistemas
foram agitados suavemente por 30s e mantidos a temperatura ambiente (23 + 2 °C). As

amostras foram retiradas a intervalos predefinidos e os sobreviventes foram enumerados.

3.2.5 Avaliacdo da atividade antimicrobiana s-OEMP e n-OEMP

A Concentracdo Inibitéria Minima do OEMP (s-OEMP e n-OEMP) foi determinada
através do método de microdiluicdo em caldo em microplaca, de acordo com a padroniza¢éao
do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015), conforme descrito no item
4.1.5.
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Para avaliar o efeito de s-OEMP e n-OEMP na inativagdo E. coli O157:H7,
suspensdes bacterianas foram adicionadas em concentracGes finais de 7 logio UFC/mL nos
sucos de goiaba e manga com s-MPEO e n-MPEO a 5 uL/mL. Os diferentes sistemas foram
agitados suavemente por 30s e mantidos a temperatura ambiente (23 £ 2 °C). Em intervalos de
0 (imediatamente apds a homogeneizagdo), 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 min de

tratamento, foram colhidas amostras e os sobreviventes foram enumerados.

3.2.6 Aplicagdo combinada de TTM, CEP ou APH com OEMP
3.2.6.1 TTM e OEMP

A inativacdo de E. coli O157:H7 causada pelas diferentes concentracdes de s-OEMP
ou n-OEMP (0,16, 0,31 e 0,63 puL/mL) em combina¢do com TTM (50, 52 e 54 °C) apos 10
min de exposicdo foi avaliada. Os intervalos de tempo de exposicdo e a temperatura foram
selecionados com base em resultados de estudos anteriores usando a combinacdo de OEs e
TTM para conservar sucos de fruta (ESPINA et al., 2011; ESPINA et al., 2012). Aliquotas de
5 mL de suco de fruta contendo as suspensdes bacterianas (7 logio UFC/ mL) e s-OEMP ou n-
OEMP nas concentracdes testadas foram colocadas em banho-maria, sob agitacdo e com
termostato, a 50, 52 e 54 °C £ 0,2 °C. O OEMP foi adicionado uma vez que o0 meio de
tratamento foi aquecido e antes da inoculacdo microbiana. Os sistemas que compreendem
suco de fruta sem s-OEMP ou n-OEMP foram realizados de forma semelhante. Apos 0s
tratamentos, as suspensdes foram colhidas, colocadas imediatamente no gelo, e os

sobreviventes enumerados.

3.2.6.2 CEP e OEMP

Os tratamentos de CEP foram realizados utilizando o equipamento ScandiNova
(Modulator PG, ScandiNova), descrito por Saldafia et al. (2010). Foi colocada uma aliquota
de 0,5 mL das suspensdes bacterianas preparadas em sucos de goiaba e manga (condutividade
elétrica de 1,9 e 1,2 mS/cm, respectivamente) com e sem s-OEMP ou n-OEMP (0,16, 0,31 e
0,63 uL/mL) na camara de tratamento com uma seringa estéril. Os impulsos em forma de
onda exponencial em uma intensidade de campo elétrico de 20, 25 e 30 kV/cm e uma taxa de
repeticdo de pulso de 1 Hz foram utilizados neste estudo. A energia especifica de cada pulso
foi de 2,3 kJ/ kg, 3,6 kJ/ kg e 5,1 kJ/ kg em suco de goiaba e 1,4 kJ/ kg, 2,3 kJ/ kg e 3,2 kJ/ kg

em suco de manga, respectivamente. As amostras foram tratadas por 50 pulsos (largura de
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pulso 3 us). As experiéncias comecaram a temperatura ambiente (23 £2 °C) e em todas as
experiéncias, a temperatura das amostras apds a aplicacdo de 50 pulsos foi inferior a 35 °C.

Apos o tratamento, foram colhidas amostras, e 0s sobreviventes foram enumerados.

3.2.6.3 APH e OEMP

Os tratamentos de APH foram realizados seguindo um procedimento descrito
anteriormente por Espina et al. (2013b). As suspensdes bacterianas (1 mL cada) preparadas
em em sucos de goiaba e manga com e sem s-OEMP ou n-OEMP (0,16, 0,31 e 0,63 pL/mL)
foram colocadas em bolsas de plastico estéril que foram seladas a quente e mantidas em gelo
antes da pressurizacdo. As suspensdes bacterianas foram tratadas em um recipiente de pressao
de 300 mL (Stansted Fluid Power, S-FL-085-9-W) a temperatura ambiente (23 + 2 °C). O
fluido transmissor de pressdo era monopropileno glicol-agua (30:70). As suspensdes
bacterianas foram expostas a pressdes de 150, 200 e 300 MPa durante 15 min. A temperatura
méaxima atingida durante a pressurizacdo foi de 30 °C. Ap0s a descompressdo, as bolsas foram

removidas da unidade e colocadas em gelo até que os sobreviventes fossem enumerados.

3.2.7 Contagens de células viaveis

Para enumerar os sobreviventes, ap0s 0s tratamentos, uma aliquota de 100 puL de cada
suspensdo bacteriana foi diluida adequadamente em agua peptonada a (0,1 g/ 100mL) e, em
seguida, 20 uL de cada dilui¢do foram inoculados em ATSEL utilizando a técnica da
microgota (HERIGSTAD; HAMILTON; HEERSINK 2001). As placas foram incubadas a 37
°C durante 24h. As amostras controle, inoculadas sem s-MPEO ou n-MPEO, foram ensaiadas
de forma semelhante. Placas inoculadas com aliquotas colhidas a partir de amostras de suco
contendo OEMP foram incubadas durante 24h adicionais em comparacdo com aliquotas
colhidas de amostras controle. Experimentos anteriores mostraram que tempos de incubacéo
mais longos ndo influenciaram a contagem de células sobreviventes. Os resultados foram
expressos como logio UFC/ mL. O limite de deteccdo foi de 2 logio UFC/mL para todos os

ensaios e cepas testadas.

3.2.8 Anédlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas para determinar diferengas significativas (p <

0,05) utilizando ANOVA seguido de teste post-hoc de Tukey ou teste t de Student. Para os
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ensaios de determinacdo da CIM, os resultados foram expressos como valores modais porque
os valores da CIM foram iguais em todas as repetices. As barras de erro nas figuras indicam
a média + desvio padrdo dos dados obtidos de pelo menos trés experimentos independentes.
Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software de computador Sigma

Stat 3.5 (Jandel Scientific Software, San Jose, California).
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Sensorially accepted doses of Mentha piperita L. essential oil used in combination with
mild heat to control Escherichia coli O157:H7 and Salmonella Enteritidis PT4 in fruit

juices

Running title: Mint essential oil and heating to preserve juices

Abstract

This study assessed the compromised acceptance threshold (CAT) and rejection threshold
(RT) of Mentha piperita L. essential oil (MPEO) in caja, guava and mango juices. The
efficacy of MPEO doses below the RT in caja, guava and mango juices were evaluated as a
single agent or in a combined treatment with mild heat (54 °C; 8, 10 or 12 min) to cause > 5-
log10 reduction in survival counts of E. coli O157:H7 and S. Enteritidis PT4 in these juices.
The effects of MPEO concentrations below the RT in combination with mild temperature (54
°C; 12 min) on some physicochemical parameters, namely the °Brix, pH and titratable acidity,
of juices were assessed. GC/MS analysis of MPEO showed menthol (40.41 %) and
isomenthone (19.78 %) as the majority constituents. The minimum inhibitory concentration of
MPEO against both E. coli O157:H7 and S. Enteritidis PT4 was 5.0 uL/mL. The CAT of
MPEO was 0.30 uL/mL in caja juice, 0.31 uL/mL in guava juice and 0.32 puL/mL in mango
juice. The RT of MPEO was 1.36 uL/mL in caja juice and 1.34 puL/mL in guava and mango
juice. Reductions of > 5 log10 cycles in survival counts of E. coli O157:H7 and S. Enteritidis
PT4 in tested fruit juices required MPEO doses close or higher (> 1.25 pL/mL) than that
previously determined as the RT. The combined use of MPEO concentrations below the RT
(0.16, 0.31 or 0.63 uL/mL) and mild heat treatment (54 °C) caused > 5- log10 reduction in
survival counts of E. coli O157:H7 and S. Enteritidis PT4 in caja, guava and mango juice. The
time to achieve the 5- 1og10 cycles reduction of the initial population of pathogens decreased
when the MPEO concentration used in combination with the mild heat increased. The MPEO
combined with mild temperature did not change the monitored physicochemical parameters in
juices. These findings indicate the use of sensorially accepted low doses of MPEO in
combination with mild heat as a feasible preservation technology to ensure the safety of

tropical fruit juices.

Keywords: Mentha spp.; sensory threshold; mild heat treatment; combined process; bacterial

inactivation; tropical fruit juices.



68

1. Introduction

The demand for fruit juices has increased in recent years because the consumer
awareness about the relationship between a healthy diet and diseases prevention (Slavin and
Lloyd, 2012). Fresh fruit juices are rich sources of vitamins, minerals and antioxidant
compounds (Singh et al., 2015; Slavin and Lloyd, 2012).

Despite the inherent acidity of raw fruit juices, which is considered an intrinsic factor
to control contaminant bacteria, outbreaks associated with the unpasteurized juices have
challenged the conviction that high acid fruit juices do not harbor pathogens (Keller and
Miller, 2006). Escherichia coli O157:H7 and Salmonella spp. have been cited as pathogens
frequently involved in fruit juices outbreak worldwide (CDC, 2016; EFSA 2015; Vojdani et
al., 2008). E. coli O157:H7 has been recovered from different juices, such as carrot juice and
apple cider (Kahraman et al., 2017; Sharma et al., 2011). Particularly, several outbreaks
involving unpasteurized orange juice contaminated with Salmonella enterica Serovars have
been reported (CDC, 1999; Harris et al., 2003; Lee et al., 2015).

To ensure the safety of fruit juices, the United States Food and Drug Administration
(USFDA) regulation has issued a final rule for Juices Hazard Analysis and Critical Control
Point (HACCP) requiring a 5 log10-reduction (99.999% of the initial population) in survival
counts of pathogens of concern (USFDA 2001). The safety in fruit juices is generally
achieved through using high-temperature (72 to 82 °C) during short-time (0.3 to 15 seconds)
(USFDA, 2004) or by addition of preservatives (e.g., sodium benzoate and potassium sorbate)
(Walker and Phillips, 2008). The application of high-temperatures results in negative effects
on the nutritional (e.g., loss of vitamins), physicochemical (e.g., viscosity and color) and
flavor characteristics of juices (Patrignani et al., 2009; Santhirasegaram et al., 2013).
Additionally, there has been an increased concern regarding the use of synthetic preservatives
in juices because most consumers consider them unnatural and unhealthy products (Bearth et
al., 2014; Souza et al., 2016).

The essentials oils obtained from Mentha species are widely used as food flavoring
agents (Tyagi and Malik, 2011). Generally Recognized as Safe (GRAS) by the Food and Drug
Administration (Regulation number of the U.S. Code of Federal Regulations 8006-90-4),
Mentha piperita L. essential oil (MPEO) is active against food-related microorganisms,
including E. coli O157:H7 and S. Enteritidis (Djenane et al., 2012; Tyagi et al., 2013; Sousa

Guedes et al., 2016). However, the strong flavor and taste of MPEO could be a limiting factor
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for its use as antimicrobial preservative in juices if the active doses against juice-related
bacteria achieve the sensory rejection threshold (Tyagi et al., 2013).

The combined use of essential oils (EOs) with low-intensity thermal treatments has
been proposed as an alternative to preserve juices (Calo et al., 2015; Espina et al., 2012).
Because EOs may act in synergism with mild thermal treatments, the required bacterial
inactivation level could be achieved by using low doses of EOs (Ait-Ouazzou et al., 2013;
Cherrat et al., 2014; Espina et al., 2012). Compromised acceptance threshold (CAT), which
indicates the transition point between sensory acceptance and rejection, has been used as
additional approach to the rejection threshold (RT) determination to direct investigations on
consumers’ acceptance. Specifically, the CAT indicates the intensity of the stimulus in which
the acceptance of a product becomes significantly altered (Lima Filho et al., 2015). No
previous studies have assessed if MPEO doses sensorially accepted in juices are effective,
when used alone or in combination with mild thermal intensity treatments, to cause
inactivation of pathogens in these products.

Considering these aspects, the present study was performed i) to determine the CAT
and RT of MPEO in tropical juices (caja, guava and mango juices); ii) to assess the efficacy
of MPEO at concentration below the determined RT when used as a single agent or in a
combined treatment with mild heat treatment to cause > 5- 10g10 reduction in survival counts
of E. coli O157:H7 and S. Enteritidis PT4 in these juices; and iii) to verify if MPEO
concentrations below the RT in combination with mild temperature affects the

physicochemical quality parameters of the studied juices.

2. Materials and methods
2.1. Essential oil

The MPEO (batch 187; density at 20 °C, 0.900; refractive index at 20 °C, 1.460;
extracted through steam distillation) was purchased from Ferquima Ind. Com. Ltd. (Sé&o
Paulo, Brazil). The MPEO emulsions were prepared in sterilized Brain Heart Infusion broth
(BHIB; Himedia, India) at a range of concentrations (0.312 - 20 uL/mL) using Tween 80 (1%,
v/v; Sigma-Aldrich, USA) as emulsifier (Leite et al., 2016). At the highest assayed
concentration (1%, v/v), Tween 80 presented no inhibitory effect against the assayed bacterial

strains.
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2.2. Microorganisms and growth conditions

Escherichia coli 0157:H7 and Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis
PT4 strains isolated from foods involved in outbreaks (Reference Collection of epidemic
Salmonella strains of Central Laboratory of the Parana State, Brazil) were used as test strains
in the present study. The stock cultures were maintained in cryovials with BHIB containing
glycerol (15 g/100 mL) at -80 °C. The cultures of each strain were obtained after preparing
suspensions in sterile saline solution (NaCl 0.85 g/100 mL) from overnight cultures grown in
Brain Heart Infusion agar (BHIA; Himedia, India) at 37 °C. After that, each strain was grown
in BHIB at 37 °C for 18 h to reach stationary growth phase, harvested through centrifugation
(4500 g x 15 min, 4 °C), washed twice in sterile saline solution (NaCl 0.85 g/100 mL) and re-
suspended in BHIB to obtain standard cell suspensions. The optical density (OD) reading at
625 nm (OD625) of these suspensions was 0.09 and provided viable counts of approximately
8 logio colony forming units per milliliter (CFU/mL) for both strains (Leite et al., 2016). The
final inoculum was prepared in BHIB (1:10) to obtain a work-bacterial suspension of 7 logio
CFU/mL to provide a high number of viable cells in experiments to measure the required > 5-
logzo reduction in juices by USFDA regulation (USFDA, 2001).

2.3. Preparation of fruit juices

The caja (Spondias mombim L.), guava (Psidium guajava L.) and mango (Mangifera
indica L.) fruits were purchased from a local wholesale distributor (Jodo Pessoa, Brazil). The
fruits were selected for similar shape and uniform color, with absence of mechanical damages
and visible signs of infection. The °Brix > 8.0, > 6.0 and > 10 were considered the optimal
maturity stage for caja, guava and mango fruits, respectively (Brazilian Legislation, 2003).
The fruits were surface disinfected through immersion in a sodium hypochlorite solution (150
ppm, pH 7.2 adjusted using 1 M NaOH) for 5 min, washed with sterile distilled water and
dried for 30 min in a biosafety cabinet. Afterwards, the fruits were aseptically peeled, cut into
small pieces and crushed using a domestic blender. The fruit pulps were stored in 100 g
polypropylene bags, sealed and stored at — 18 °C. When required for assays, the fruit juices
were prepared by mixing 100 g of the fruit pulp with distilled water (1:1 ratio) using a
domestic blender (for 3 min). The obtained juices were each centrifuged (12,500 g x 15 min, 4
°C) to separate the pulp from the remaining liquid. The supernatants were sterilized by

autoclaving (121 °C, 1.1 atm, for 15 min) and used for subsequent assays (Leite et al., 2016).
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The non-inoculated fruit juice samples used in the sensory analysis were prepared 24 h
before the test, incorporated of MPEO at the desired final concentration and submitted to
microbiological analysis to determine the compliance of microbiological standards (Brazilian
Legislation, 2001). For determination of physicochemical parameters, the juice samples not
submitted to autoclaving were used. Previous experiments showed that the monitored
physicochemical parameters in tested fruit juices did not change after autoclaving (Sousa
Guedes et al., 2016).

2.4. Identification of MPEO constituents

The constituents of MPEO were identified through gas chromatography coupled to
mass spectrometry (CGMS-QP2010 Ultra Shimadzu, Kyoto, Japan). Analysis through GC—
MS was performed under the following conditions: a RTX-5MS capillary column (30 m x
0.25 mm x 0.25 pum); program temperature: 60—-240 °C (3 °C/min); injector temperature: 250
°C; detector temperature: 220 °C; carrier gas: helium adjusted to 0.99 mL/min speed; ionizing
energy: 70 eV; and mass range (m/z): 40-500. The spectra bank of GC/MS, NIST/EPA/NIH
Mass Spectral Database (Version 1.7) was used to identify the individual essential oil
constituents. The quantification of the constituents was obtained after normalizing the areas of

each detected constituent, expressed as a percentage area (%) (Guerra et al., 2015).

2.5. Determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of MPEO

The MIC of MPEO was determined using a microdilution in broth assay (CLSI, 2015).
Approximately 50 puL of each MPEO emulsions (0.312 - 20 uL/mL) was dispensed into each
well of a 96-well microplate. Subsequently, 50 pL aliquots of bacterial suspension were added
to each well (final viable counts 6 logio CFU/mL). Each microplate included positive
(inoculated) and negative (non-inoculated) control samples. The microplate was loosely
wrapped with cling wrap to prevent bacterial dehydration and MPEO volatilization, and
incubated at 37 °C for 24 h. The MIC was confirmed as the lowest MPEO concentration

capable of inhibiting visible bacterial growth (Sousa Guedes et al., 2016).

2.6. Determination of MPEO sensory thresholds in fruit juices: compromised acceptance
threshold (CAT) and rejection threshold (RT)
The CAT and RT of MPEO in fruit juices were assessed following a previously

described procedure (Lima Filho et al., 2015). The sensory analyses were performed after
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approval from a Committee on Ethical Research Involving Humans Beings (Federal
University of Paraiba, protocol 1.125.993/2015). A total of 50 untrained panelists (17 to 60
years old) that described consumption of fruit juices at least twice a week were pre-selected.
The sensory tests comprised five sessions of acceptance tests (Stone et al., 2012) and were
performed in individual booths under controlled temperature and light. In each session, the
control sample (fruit juice without MPEQO) and a stimulus sample (fruit juice with MPEQ)
were served simultaneously to the panelists using a blind random sequence. The panelists
were asked to compare the samples and to attribute a score regarding their acceptance for each
sample. For this, panelists were asked to taste the samples from left to right and describe their
judgment using a nine-point hedonic scale (ranging from 1 = “extremely disliked” to 9 =
“extremely liked”). After each session, panelists were advised to rinse their mouth with
potable water and an interval of 5 mim was observed before offering a new pair of fruit juice

samples.

2.7. Evaluation of E. coli O157:H7 and S. Enteritidis PT4 inactivation in fruit juices by
MPEO

The measurements of cell inactivation of E. coli O157:H7 and S. Enteritidis PT4
caused by different MPEO concentrations (0.16, 0.31, 0.63, 1.25 uL/mL) in caja, guava and
mango juice were assessed over 24 h of refrigerated storage (4 = 0.5 °C; proper storage
temperature of juices). Initially, the tested bacterial suspensions were inoculated into fruit
juice samples containing MPEO to obtain final viable counts of 7 logl0 CFU/mL. The
different systems were gently hand-shaken for 30 s and subsequently incubated under
refrigeration. At intervals of O (just after homogenization), 1, 2, 4, 8, 12 and 24 h of storage,
an aliquot of 100 pL of each juice was serially diluted in sterile saline solution (NaCl 0.85
g/100 mL), and subsequently, 20 uL-aliquots of each dilution were inoculated onto BHI agar
(HiMedia, India) using the microdrop technique (Herigstad et al., 2001). Inoculated control
juices without MPEO were assayed similarly. The plates were incubated at 37 °C for 24 - 48
h. Plates inoculated with aliquots collected from juice samples containing MPEO were
incubated for an additional 24 h at an adequate temperature compared with samples collected
from control juice samples. The results were expressed as logio CFU/mL. The detection limit

was 2 logio CFU/mL for all experiments and strains tested.
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2.8. Evaluation of E. coli O157:H7 and S. Enteritidis PT4 inactivation in fruit juices by
combined use of MPEO and mild heat treatment

The measurements of cell inactivation of E. coli O157:H7 and S. Enteritidis PT4
caused by MPEO (0.16, 0.31, 0.63 puL/mL) in combination with mild heat treatment (54 °C)
after 8, 10 or 12 minutes of exposure was assessed as previously described (Espina et al.,
2012). The exposure time intervals and temperature were selected based on results of previous
studies using combination of EOs and mild heat treatment to preserve juices (Espina et al.,
2011; Espina et al., 2012). Aliquots of 135 mL of fruit juice containing MPEO at different
concentrations were distributed in 200 mL flasks and placed in a shaking bath thermostated at
54 °C. Once the core point of each fruit juice sample reached 54 °C, an aliquot of the bacterial
suspension was added to the flasks to reach a final cell population of approximately 7 logio
CFU/mL. After 8, 10 or 12 min at 54 °C, an aliquot of 100 pL of each fruit juice sample was
serially diluted in sterile saline solution (NaCl 0.85 g/100 mL) and, subsequently, 20 pL-
aliquots of each dilution were inoculated onto BHI agar (HiMedia, India) using the microdrop
technique (Herigstad et al., 2001). The plates were incubated at 37 °C for 24 - 48 h and the
results were expressed as logio CFU/mL. Systems comprising fruit juice without MPEO were
performed similarly to evaluate the effects of the heat treatment alone on the bacterial survival
at the different monitored time intervals. The detection limit was 2 logio CFU/mL for all

experiments and strains tested.

2.9. Determination of physicochemical parameters of fruit juices

To assess if MPEO (0.16, 0.31, 0.63 uL/mL) in combination with mild heat treatment
(54 °C; 12 min) affects the physicochemical parameters of juices samples were analyzed for
°Brix, pH and titratable acidity (TA) on time zero (baseline), just after the combined treatment
and after 24 h of refrigeration storage (4 = 0.5 °C) using standard procedure (AOAC, 2016).
These parameters attempt the current Brazilian physicochemical standard to unsweetened fruit
juices (Brazilian Legislation, 2003). The soluble solids content (°Brix) was determined using
a digital refractometer (model HI 96801, Hanna Instruments, Sdo Paulo, Brazil) (No. 932.12).
The pH values were determined using a digital potentiometer (model Q400AS, Quimis, Séo
Paulo, Brazil) (No. 981.12). The TA was determined using phenolphthalein as an indicator
with 0.1 N NaOH, and the results were expressed in gram per 100 mL of citric acid
equivalents (No. 942.15).
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2.10. Statistical analysis

All assays were performed in three independent experiments. For MIC and MBC
determination assays, the results are expressed as modal values because the MIC values were
the same in all repetitions (Sousa Guedes et al., 2016). For the results of assays that measured
bacterial survival (viable cell counts) and physicochemical parameters, statistical analyses
were performed to determine significant differences (p < 0.05) using ANOVA followed by
post-hoc Tukey's test or Student’s t-test. The error bars in the figures indicate the mean +
standard deviation from the data obtained from at least three independent experiments.

For sensory results, CAT determination for each session was performed using the paired t-
test between hedonic score of the control sample (HSCS) and hedonic score of the stimulus
sample (HSSS) (HSCS-HSSS). The obtained t values (Y1-axis) were graphically evaluated as
a function of the MPEO concentrations assayed (X-axis). The point where acceptance begins
to be compromised (i.e., the point where HSCS differs from HSSS) was represented as a
dotted line in the graph (tabulated t value). To assess the RT of MPEO in the fruit juices, a
second Y axis (Y2-axis) representing the average hedonic score of the HSSS was inserted in
the graph. The transition point between sensory acceptance and rejection of the fruit juices
was represented on the graph by a dashed line referring to the hedonic score 5 (hedonic term
“indifferent”) (Della Lucia et al., 2014). To determine the CAT and RT values, the regression
models were adjusted to the points of the graph (Y1-axis points= CAT; Y2-axis points= RT).
The quality of the generated models was determined from the significance of the regression
coefficients and the coefficient of determination (r2) (SSregression/SStotal). From the model
equation CAT was calculated considering where the calculated t value becomes equal to the
standard t value (p = 0.05) (Y1 = tabulated t value) and the RT was calculated considering the
point where the average hedonic score for MPEO concentration becomes equal to
“indifferent” in the hedonic scale (Y2=5) (Lima Filho et al., 2015). All statistical analyses
were performed using the Sigma Stat 3.5 computer software (Jandel Scientific Software, San

Jose, California).

3. Results and discussion
3.1. Identification of constituents and MIC of MPEO

A total of forty-eight constituents was identified in the MPEO used in this study
(Table 1). The constituents detected at the highest amounts were menthol (40.41%), followed
by isomenthone (19.78%), neomenthol (8.68%), menthyl acetate (6.72%) and eucalyptol
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(6.53%). Other constituents, such as caryophyllene (2.94%), limonene (2.59%), pulegone
(1.40%), isopulegone (1.15%), B-pinene (1.15%) and a-pinene (1.1%), were detected in minor
amounts. A variety of other constituents was detected in amounts lower than 1%. Previous
studies also reported menthol (30.3 — 59.73%) and isomenthone (18.45 — 33%) as the majority
constituents in with MPEO (Guerra et al., 2015; Smaoui et al., 2016; Tyagi et al., 2013).

The MIC of MPEO against both E. coli O157:H7 and S. Enteritidis PT4 was 5.0
uL/mL. Previous studies have reported MIC of MPEO against E. coli O157:H7 varying from
0.63 — 20 uL/mL (Djenane et al., 2012; Seo et al., 2015), but no study has reported the MIC of
MPEO against S. Enteritidis PT4. The inhibitory effects of MPEO against foodborne
pathogens has been primarily associated with the high concentration of menthol in its
composition. The hydrophobic characteristic of menthol enables this compound to cause
perturbation of the lipopolysaccharide barrier in the bacterial membrane that changes the
permeability and causes leakage of intracellular materials (Schelz et al., 2006). The
occurrence of synergistic interactions among menthol and other constituents found in MPEO
(e.g., caryophyllene and limonene) to achieve antibacterial effects has been also suggested
(Ait-Ouazzou et al., 2012; Singh et al., 2015). Caryophyllene and eucalyptol are well-known
antibacterial agents and their uptake trough the cell membranes could be facilitated by the
initial perturbation in these cell organelles caused by menthol (Dahham et al., 2015; Zengin
and Baysal, 2014).

3.2. Determination of sensory thresholds of MPEO in fruit juices: CAT and RT

The range of MPEO concentrations used in assays of CAT and RT determination
included 0.16, 0.31, 0.63, 1.25 and 2.5 uL/mL. These values were selected because the
stimulus intensity range must include the limit threshold (Lawless and Heymann, 2010).
Previous studies have reported that MPEO dose of 2.5 pLL/mL (1/2 MIC against the pathogens
tested in this study) may negatively affect sensory characteristics of juices (Leite et al., 2016;
Sousa Guedes et al., 2016).

The t values (Y1-axis) and the mean hedonic score (Y2-axis) as a function of MPEO
concentration in the stimulus fruit juice samples (X-axis) are shown in the Fig. 1A-C. The
obtained linear models showed significant regression coefficients (p < 0.05) and good fit to
the experimental data (r? > 0.9) (Table 2). The calculated CAT values of MPEO (Y1 = 2.009
in Eq. 1, Table 2) were 0.30 uL/mL in cajé juice, 0.31 puL/mL in guava juice and 0.32 pL/mL
in mango juice. The calculated RT values (Y2 =5 in Eq. 2, Table 2) of MPEO were 1.36
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uL/mL in caj4 juice and 1.34 puL/mL in guava and mango juices. MPEO at 0.16 puL/mL was
considered acceptable by panelists in all fruit juices tested without compromising their
acceptance. MPEO at concentrations > 0.30 uL/mL and < 1.30 uL/mL were also accepted but,
although they were > CAT values meaning that would compromise acceptance, they were still
accepted in all tested fruit juices.

Based on the sensory evaluation by panelists, the variation in the fruit juices
acceptance profile as a function of the MPEO concentration was assessed by an adjustment of
the regression model to the hedonic scores. The angular coefficient -2.6276 (< 0) shows that
as Y axis values decreased the X axis values increased. The increase of one fold in MPEO
concentration (X) resulted in a reduction of approximately 2.6276 in the hedonic score (Y2)
(Table 2). Therefore, the variation in MPEO concentration strongly affected the sensory
acceptance of the fruit juices.

This is the first study focusing on the determination of MPEO sensory thresholds in
juices. Generally, sensory tests (overall acceptance or preference tests) with EOs have been
performed with concentrations that display strong antimicrobial efficacy in fruit juices;
however, the subsequent analyses have shown that the effective antimicrobial doses affect
negatively the taste and general acceptance of these products. Therefore, for a correct
evaluation of EOs applicability in fruit juices, the determination of EOs sensory thresholds in
the intended matrix could represent a first step to enable a more successfully experimental

approach.

3.3. Evaluation of E. coli O157:H7 and S. Enteritidis PT4 inactivation in fruit juices by
MPEO

The effects of MPEO concentrations below the RT (0.16, 0.31, 0.63 and 1.25 pL/mL)
on the survival counts of E. coli O157:H7 and S. Enteritidis PT4 in caja, guava and mango
juices are presented in Figures 2-4. Fruit juices with MPEQO consistently presented lower
survival counts (p < 0.05) of E. coli O157:H7 and S. Enteritidis PT4 over time when
compared with juices without MPEO, with the exception of S. Enteritidis PT4 in mango (Fig.
4B) and guava (Fig. 3B) juices with 0.16 pL/mL of MPEO. In caja juice without MPEO, both
tested pathogens showed a decrease of approximately 1 logio cycle in survival counts after 24
h of refrigerated storage (Fig. 2A-B). The MPEO concentration of 0.16 pL/mL caused
approximately 2-logio reduction in survival counts of E. coli O157:H7 and S. Enteritidis PT4

in caja juice after 24 h of refrigerated storage (Fig 2A-B). This same MPEOQO concentration
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caused a reduction of 1.75 logio in survivors of E. coli O157:H7 in guava juice (Fig. 3A) and
a reduction of 1.0 logio in survivors of this pathogen in mango juice (Fig. 4A). The MPEO
concentration of 0.31 puL/mL caused a reduction in survival counts of both test pathogens by
approximately 3 logio cycles in caja juice (Fig. 2A-B), 2 logio cycles in guava juice (Fig. 3A-
B) and 1 logio cycles in mango juice (Fig. 4A-B) after 24 h of refrigerated storage.

A reduction of approximately 4 logio was observed in survival counts of E. coli
O157:H7 and S. Enteritidis PT4 in caja juice with 0.63 pL/mL of MPEO after 24 h of
refrigerated storage. In guava and mango juices MPEO concentration of 0.63 pL/mL reduced
approximately of 3 logio in survival counts of both pathogens after 24 h of refrigerated
storage, with exception of S. Enteritidis PT4 counts in mango juice (reduction 1.27 logio
cycles; Fig. 4B).

MPEO concentration of 1.25 pL/mL caused a reduction > 5-logio in survival counts of
E. coli O157:H7 (Fig. 2A) and S. Enteritidis PT4 (Fig. 2B) in caja juice after 24 h of
refrigerated storage. Otherwise, in guava and mango juice this concentration of MPEO caused
a reduction of > 5-log1o in survivors of E. coli O157:H7 (Fig. 3A; 4A) and of approximately 4
logzo in survivors of S. Enteritidis PT4 (Fig. 3B; 4B) after 24 h of refrigerated storage.

The observed dose-dependent effects of MPEO on the survival counts of target
pathogens is in accordance with previous results reported the effects of this EO against juice-
related microorganism (Sousa Guedes et al., 2016; Tyagi et al., 2013). Considering the results
in fruit juices, MPEO was more effective to reduce the survival counts of target pathogens in
caja juice, followed by guava juice and mango juice. Probably the highest acidity of caja
juice, compared to guava and mango juices (as observed in TA determination), enhanced the
antibacterial effects of MPEO. The hydrophobicity of the EOs typically increases at low pH
values, enabling these substances to dissolve more easily into the cell membrane lipids of the
target bacteria (Schelz et al., 2006). A previous study also observed positive influence of low
pH in the inhibitory effects of MPEO against pathogenic bacterial in fruit juices (Sousa
Guedes et al., 2016).

Overall, despite the variation in survival counts reductions observed among the tested
fruit juices or target pathogens, only the MPEO concentration of 1.25 pL/mL caused a 5- logio
reduction in survival counts of E. coli O157:H7 and S. Enteritidis PT4 in all tested juices, as
recommended by the rule for inactivation of pathogens in fruit juices (USFDA, 2001).
Considering the results of the sensory analysis previously described, the MPEO concentration

required to achieve a 5-logio reduction of the initial population (i.e., 1.25 uL/mL) is very close
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to the RT value determined for MPEO in the three tested juices (i.e., 1.36 uL/mL in caja juice
and 1.34 puL/mL in guava and mango juices). Therefore, the MPEO concentration of 0.16
uL/mL, that did not compromise the juice acceptance (< CAT), as well as he concentrations
of 0.31 and 0.62 uL/mL, which despite of compromising the juice acceptance were still
sensorially accepted, were included in assays of the combined use of MPEO with mild heat to

inactivate E. coli O157:H7 and S. Enteritidis PT4 in caja, guava and mango juices.

3.4. Evaluation of E. coli O157:H7 and S. Enteritidis PT4 inactivation in fruit juices by
combined use of MPEO and mild heat treatment

The combined use of mild heat (54 °C) and MPEO concentrations of 0.16, 0.31 and
0.63 puL/mL for 8 min caused a 5-logio reduction in survival counts of E. coli O157:H7 and S.
Enteritidis PT4 in caja juice (Fig. 5A-B). The use of the same mild heat treatment for 8 min
alone in the same juice caused the reduction of 3 logio in survivors of E. coli O157:H7 and 2
logio cycles in survivors of S. Enteritidis PT4. MPEO concentrations of 0.31 and 0.63 uL/mL
in combination with mild heat treatment for 8 min caused a 5-logio reduction in survival
counts of both pathogens in guava juice (Fig. 5C-D). In the same juice, the combined use of
0.16 uL/mL of MPEO with mild heat treatment for 8 min caused a 5-logio and 4-logio
reduction in survival counts of E. coli O157:H7 (Fig. 5D) and S. Enteritidis PT4 (Fig. 5C),
respectively. In mango juice, only the highest tested concentration of MPEO (0.63 uL/mL)
and mild heat for 8 min caused a 5-logo reduction in survival counts of both pathogens (Fig.
5E-F). MPEO concentration of 0.31 uL/mL in combination with mild heat for 8 min caused a
5- log1o and 4- logio reduction in survivors of E. coli O157:H7 (Fig. 5F) and S. Enteritidis PT4
(Fig. 5E), respectively.

A 2 min-increase (up to 10 min) in exposure time to the combined use of mild heat
with the lowest tested MPEO concentration (0.16 uL/mL) caused 5 logio reduction in survival
counts of S. Enteritidis PT4 (Fig. 5C) in guava juice and E. coli O157:H7 (Fig. 5F) in guava
and mango juice. Similar inactivation levels in S. Enteritidis PT4 survival were achieved in
mango juice treated with 0.16 uL/mL of MPEO and mild heat for 12 min (Fig. 5E).

The comparison of the inactivation levels achieved by the use of mild heat for 8, 10 or
12 min alone with those caused by the tested combined treatment indicate a strong synergistic
action of MPEO and mild heat treatments. Similar results were observed in previous studies
with the use of different EOs in combination with mild heat (54 °C; 10 min) (Ait-Ouazzou et
al., 2012; Espina et al., 2011; 2012). Researchers have suggested that the sublethal injuries in



79

bacterial cells, specifically by disturbing the outer and cytoplasmic membranes, caused by
mild temperatures could facilitates the action of EOs on target cells (Espina et al., 2012).

The inactivation of E. coli O157:H7 and S. Enteritidis PT4 by the combined treatment
depended on the juice type, MPEO concentration and time of treatment. At the same MPEO
concentration, different time intervals were needed to achieve 5- logio reduction in survival
counts of target pathogens depending on the tested fruit juice type. Additionally, the time
required to achieve the 5-logio reduction in survival counts decreased when the MPEO
concentration used in combination with the mild heat increased. Similarly, an earlier study
reported that the inactivation levels of E. coli O157:H7 in orange juice increased when
amounts of Citrus sinensis L. essential oil used in combination with heat treatment increased
or when the exposure time to the combined treatment increased (Espina et al., 2014).

Overall, all the MPEO concentrations tested in combination with mild heat that were
effective to cause 5-logio reduction in survival counts of E. coli O157:H7 and S. Enteritidis
PT4 in caja, guava and mango juices were below the RT in sensory analyses. Furthermore, the
lowest MPEO concentration tested (0.16 pL./ mL) in combination with mild heat was below
the CAT. These findings are noteworthy because sensory acceptance is a determining factor
for successful application of certain innovative technologies to preserve foods (Rajkovic et
al., 2010). The results obtained in the present study indicate the combined use of low doses of
MPEO and mild heat to provide a balance between sensory acceptance and antimicrobial

efficacy in fruit juices.

3.5. Determination of physicochemical parameters of fruit juices

No differences (p > 0.05) were observed among the values of the monitored
physicochemical parameters in caja, guava and mango juices treated with MPEO and mild
temperature in combination (54 °C; 12 min) at time zero, just after the combined treatment
and after 24 h of refrigerated storage (Table 3). The physicochemical parameters of all juice
samples were within the Brazilian standards for unsweetened caja (TA > 0.50; °Brix > 8.0),
guava (TA > 0.30; °Brix > 6.0) and mango (TA > 0.30; °Brix > 10.0) juices (Brazilian
Legislation, 2003). Previous studies also observed that the incorporation of EOs in different
fruit juices did not change their physicochemical parameters during refrigerating storage
(Leite et al., 2016; Sousa Guedes et al., 2016). No previous have reported if the use of MPEO
and mild temperature in combination affects the physicochemical parameters in fruit juices.

These results are interesting in a practical point of view because if changes in
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physicochemical parameters occur, they might negatively affect nutritional composition or

sensory characteristics of the juices (Souza et al., 2016).

4. Conclusion

The results of this study showed that the efficacy of MPEO when used as a single
agent to cause > 5 logio-reduction in survival counts of E. coli O157:H7 and S. Enteritidis
PT4 in caja, guava and mango juices is generally achieved by concentrations close the RT,
which could make these juices sensorially unacceptable by consumers. However, MPEO
concentrations below the RT (0.16, 0.31 and 0.63 pL/mL) when used in combination with
mild heat treatment (54 °C for 8, 10 or 12 min) were effective to cause > 5 logio reduction in
survival counts of target pathogens in caja, guava and mango, despite the variation in survival
counts reductions among juices and exposure times. Furthermore, MPEO in combination with
mild heat did not affect physicochemical parameters, namely °Brix, pH and titratable acidity,
in all tested fruit juices. This is the first study exploiting the efficacy of sensorially accepted
concentrations of MPEO for application as a single agent or in combination with mild heat
treatment. The findings of this study indicate the combined use of sensorially accepted low
doses of MPEO and mild heat in combination as a feasible preservation technology to be used

in tropical fruit juices.
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Table 1. Constituents identified in the essential oil from Mentha piperita L. Results are

expressed as a percentage (%) of the total area.

Peak Retention time Constituent %

1 3.035 3-Hexanone 0.02
2 3.126 Cyclopentanol, 1-methyl- 0.19
3 3.194 2-Hexanol 0.06
4 3.870 Cyclopentanol, 3-methyl- 0.04
5 4.297 Hexanol-n 0.08
8 5.892 a-pinene 1.10
9 6.326 (+/-)-Lavandulol, trifluoroacetate 0.06
10 6.834 3-Hexen-2-one 0.16
11 7.005 Sabinene 0.24
12 7.133 B-Pinene 1.15
13 7.482 Myrcene 0.12
14 7.616 Hexanol-ethyl 0.23
15 8.668 p-Cymene 0.08
16 8.827 Limonene 2.59
17 8.941 Eucalyptol 6.53
18 9.920 B-Terpinene 0.06
19 10.339 1-Octanol 0.12
20 11.080 Terpinolene 0.09
21 11.513 Linalool 0.13
22 13.496 Isopulegol 1.15
23 13.972 Isomenthone 19.78
24 14.375 Neomenthol 8.68
25 14.893 Menthol 40.41
26 14.978 4-Terpineol 0.24
27 15.213 Neoisomenthol 0.75
28 15.434 a-Terpineol 0.44
29 16.724 Trans-Carveol 0.03
30 17.628 Pulegone 1.40
31 17.827 Carvone 0.04
32 18.290 Piperitone 0.65
33 19.031 Decyl alcohol 0.25
34 19.181 Menthyl acetate 6.72
35 21.946 Bicyclogermacrene 0.09
36 23.667 Copaene 0.05
37 24.072 B-Bourbonene 0.23
38 24.366 B-Elemene 0.09
39 25.609 Caryophyllene 2.94
40 25.895 3-Eicosyne 0.05
41 25.992 B-Cubebene 0.15
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42 26.645 Isogermacrene D 0.05
43 27.038 (2)-a-Bisabolene 0.43
44 28.204 Germacrene D 0.12
45 28.919 Isogermacrene D 0.32
46 29.958 A-Cadinene 0.17
47 50.356 Methyl linoleate 0.92
48 50.568 Methyl elaidate 0.80
Total 100.00

Table 2. Adjusted models of CAT and RT determination of Mentha piperita L. essential oil in

caja, guava and mango juices, and their respective coefficients of determination.

Juice Model r?
Cajé Y1=11.616x —1.4702 0.9265
Y2 =-2.6276x + 8.5814 0.9108
Guava Y1=9.8167x — 0.9906 0.9544
Y2 =-2.3122x + 8.0998 0.9206
Mango Y1 =10.652x — 1.4149 0.9498
Y2 =-2.3122x + 8.0998 0.9206

Y1 - calculated t values; Y2 - mean hedonic score; X — concentration of Mentha piperita L. essential oil; r? -
coefficient of determination.
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Table 3. Physicochemical parameters (average + standard deviation; n = 6) of caja, guava and mango juices before and after the treatment with Mentha piperita L.
essential oil (MPEO) in combination with mild heat treatment (54 °C; 12 min) and after 24 h of refrigerated storage (4 + 0.5 °C).

Juices l(\:IJiIErSL) Physicochemical parameters (storage time interval)
Total soluble solids (°Brix) pH Titratable acidity (g/100 g citric acid)
Time zero After combined 24 h Time zero After combined 24 h Time zero After combined 24 h
(baseline) treatment™ treatment™ treatment*
0.63 8.00 +0.11%  8.00 +0.15" 8.03 £0.09%  3.07 £0.02%% 3.05 +0.03" 3.01 £0.04% 0.97 +0.07% 0.97 +0.06"° 1.06 +0.06"
Cajé 0.31 8.01 £0.17%%  8.01 +0.12"2 8.07 £0.13%  3.06 +£0.02"% 3.02 +0.05" 3.00 £0.06" 0.97 +0.01% 1.07 +0.05" 1.06 +0.03"
0.16 8.02 £0.13%  8.03 +0.10" 8.07 £0.08"*  3.06 £0.04”* 3.08 £0.09”% 2,99 +0.05"® 0.97 £0.02”% 1.00 +0.09"2 1.02 +£0.03"
Control 8.01 £0.06"*  8.02 +0.08" 8.08 £0.05%  3.09 +0.03% 3.06 £0.07”%  2.97 £0.04"® 0.97 £0.01** 0.97 +0.08" 0.99 +0.017
0.63 8.95+0.09%  8.93 +0.11" 8.74 +0.11"  4.09 +0.05"® 4.08 +0.06" 4.12 +0.06"* 0.37 +0.08%* 0.39 +0.06" 0.40 +0.04%2
Guava 0.31 8.96 +0.13%  8.71 +0.0742 8.78 +0.06"  4.11 +0.06"® 4.19 +0.03" 4.13 +0.05% 0.38 +0.03* 0.40 +0.05" 0.39 +0.06"2
0.16 8.97 +0.06"  8.82 +0.03" 8.78 +0.14%  4.14 +0.09® 4,19 +0.03" 4.10 +0.05% 0.38 +0.02*% 0.37 +0.08" 0.39 +0.02%2
Control 8.97 £0.07”%  8.80 +0.13" 8.79 £0.15% 4,11 +0.05% 4.10 +0.05" 4.08 +0.06"* 0.38 +0.03* 0.39 +0.09” 0.39 +0.06"2
0.63 11.90 £0.10”% 11.90 £0.124%  12.00 £0.07%% 4.72 +0.07*% 4.69 +0.06" 4,58 +0.04" 0.33 £0.02°% 0.34 +0.05"° 0.31 +0.03"
M 0.31 11.91 £0.074%  11.99 +0.05"*  12.01 +0.03%* 4.72 +0.05*% 4.60 +0.08" 4,59 +0.06" 0.33 +0.01%% 0.32 +0.02" 0.30 +0.06"2
Mo 516 11.91 £0.08"* 12.00 +0.05"*  12.02 +0.08%% 4.73 +0.02°% 4.64 +0.03" 4,59 +0.06" 0.33 +0.02°% 0.30 +0.074° 0.31 +0.02%
Control 11.91 £0.06"% 12.03 £0.09”%  12.06 +0.04"® 4.74 +0.03"% 4.65 +0.0742 4,55 +0.04% 0.33 +0.02°% 0.32 +0.05" 0.31 +0.03"

Control (0 uL/mL): fruit juice without MPEO.
Different superscript capital letters in the same row indicate significant difference (p < 0.05), based on Student t-test.
Different superscript small letters in the same column indicate significant difference (p < 0.05), based on Tukey test.

*After combined treatment of MPEO with mild heat (54 °C; 12 min).



Figure captions

Figure 1. Calculated t values and mean hedonic scores in function of Mentha piperita L.
essential oil concentration for caja (A), guava (B) and mango (C) juices. The black dashed
line represents the tabulated t (twp = 2.009) and the black circle (o) the compromised
acceptance threshold. The gray dashed line represents a mean hedonic score of 5 and the
gray circle (o) the rejection threshold.
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Figure 2. Logio cycles of inactivation of E. coli O157:H7 (A) and Salmonella Enteritidis
PT4 (B) in caja juice at 4 °C as a function of Mentha piperita L. essential oil concentration:
(*) control: 0 uL/mL; (0): 0.16 pL/mL; (e®): 0.31 pL/mL; (o) 0.63 puL/mL; (m) 1.25 pL/mL.
Data represent the means + standard deviations (error bars) of at least three independent

experiments. The dotted line represents the detection limit (2 logio CFU/mL).
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Figure 3. Logio cycles of inactivation of E. coli O157:H7 (A) and Salmonella Enteritidis
PT4 (B) in guava juice at 4 °C as a function of Mentha piperita L. essential oil
concentration: (*) control: 0 uL/mL; (0): 0.16 pL/mL; (e): 0.31 uL/mL; (o) 0.63 uL/mL;
(w) 1.25 uL/mL. Data represent the means + standard deviations (error bars) of at least
three independent experiments. The dotted line represents the detection limit (2 logio
CFU/mL).
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Figure 4. Logio cycles of inactivation of E. coli O157:H7 (A) and Salmonella Enteritidis
PT4 (B) in mango juice at 4 °C as a function of Mentha piperita L. essential oil
concentration: (*) control: 0 uL/mL; (0): 0.16 pL/mL; (e): 0.31 uL/mL; (o) 0.63 uL/mL;
(w) 1.25 uL/mL. Data represent the means + standard deviations (error bars) of at least
three independent experiments. The dotted line represents the detection limit (2 logio
CFU/mL).
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Figure 5. Logiocycles of inactivation of Salmonella Enteritidis PT4 (A, C, E) and
Escherichia coli O157:H7 (B, D, F) after a heat treatment of 8 (dotted bars), 10 (white
bars) and 12 (black bars) min at 54 °C alone or in combination with different
concentrations (uL/mL) of Mentha piperita L. essential oil in caja (A, B), guava (C, D),
and mango (E, F) juices. Data represent the means * standard deviations (error bars) of at
least three independent experiments. Detection limit of the test: 2.0 logio CFU/mL.
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4.2 ARTIGO 2: Nanoemulsions of Mentha piperita L. essential oil in combination with
mild heat and emerging technologies as an alternative to inactivate Escherichia coli
0157:H7 in fruit juices
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Nanoemulsions of Mentha piperita L. essential oil in combination with mild heat and
emerging technologies as an alternative to inactivate Escherichia coli O157:H7 in fruit

juices

Running title: Nanoemulsions of peppermint oil in combined treatments.

Abstract

This study was performed in order to obtain and characterize nanoemulsions of Mentha
piperita L. essential oil (n-MPEQ) and to assess their efficacy in combination with mild heat
(MHT), pulsed electric fields (PEF), and high hydrostatic pressure (HHP) treatments in
causing a 5- logio reduction in survival counts of Escherichia coli O157:H7 in guava and
mango juices. The droplets of n-MPEO were < 200 nm and showed good stability for 4
months at 4 °C. The n-MPEO at 5.0 uL/mL displayed a more efficacious long-term
antimicrobial activity than suspensions of MPEO (s-MPEQO). Combined treatments of s-
MPEO or n-MPEO and MHT, PEF, or HHP acted synergistically against E. coli.
Nevertheless, combined treatments with n-MPEO showed the same or even higher efficacy
than those with s-MPEO. Thus, by using nanoemulsions, lower doses of antimicrobial
compounds or milder MHT, PEF, or HHP treatments can be applied, while still guaranteeing

the microbial safety of tropical fruit juices.

Industrial relevance

The exploration of a series of different delivery systems of antimicrobial compounds in food
products improves their antimicrobial efficacy and aids in the establishment of successful
combined treatments for food preservation. The preparation of nanoemulsions of MPEO not
only enhances the compound’s stability, but also its antimicrobial efficacy. Valuable
synergistic effects that can be observed when combining n-MPEO with MHT, PEF, or HHP
reveal alternatives to traditional treatments that are successful because they help reduce
treatment intensity, thereby helping to avoid adverse effects on juice quality without

compromising food safety.

Keywords: natural antimicrobials; essential oils; nanoemulsions; emerging technologies; food

preservation; tropical fruit juices
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1. Introduction

The consumption of tropical fruit juices has been increasing worldwide, mainly
because consumers are demanding healthy, fresh products that associate nutritional value with
convenience (Neves, Trombin, Lopes, Kalaki, & Milan, 2011; Pereira et al., 2015; Petruzzi et
al., 2017). Despite the intrinsic low pH of fresh fruit juices, they have been increasingly
linked with food outbreaks (Callejon et al., 2015). Escherichia coli O157:H7 has been cited as
a pathogen frequently involved in fruit juice outbreaks worldwide (CDCP, 2016; Choi et al.,
2012; EFSA, 2015). It can survive in acidic foods and beverages such as fruit juices because
of its acid-adaptability and its tolerance to certain organic acids (Lee, Kim, & Kang, 2015).
The US Food and Drug Administration has identified E. coli O157:H7 as the most suitable
pathogen for the evaluation of safety in fruit juices, and requires procedures that are capable
of reducing at least 5 logio cycles in counts of this pathogen in the final product (FDA, 2001).

The use of plant essential oils (EOs) has been suggested as a technology that has
promising potential for fruit juice preservation, particularly in view of consumers’ increased
wariness of chemical preservatives (e.g., sodium benzoate and potassium sorbate) (Basak,
2018; Seow, Yeo, Chung, & Yuket, 2014). Moreover, the high temperatures (72 to 82 °C for
0.3 to 15 seconds), usually applied to preserve fruit juices (FDA, 2004) cause undesirable
changes in several quality parameters such as flavor and color. High temperatures also destroy
heat-sensitive nutritional components (e.g. vitamins), thereby compromising product
freshness (Hu, Zhou, Xu, Zhang, & Liaoet, 2013).

The main obstacle impeding the use of EOs in fruit juices is their strong taste and
flavor (Macwan, Dabhi, Aparnathi, & Prajapati, 2016; Souza, Almeida, & Sousa Guedes,
2016). To attain the desired antimicrobial effects, the required EO concentration may cause
undesired sensory changes that reach the rejection threshold of consumers (Hyldgaard,
Mygind, & Meyeret, 2012). However, by combining EOs with traditional technologies, such
as mild heat treatment (MHT), or emerging technologies, such as pulsed electric fields (PEF)
or high hydrostatic pressure (HHP), antimicrobial efficacy can be achieved at lower EO
concentrations: this is thus a recommendable strategy for the prevention of undesirable taste
effects (Tyagi, A., Gottardi, D., Malik, A. & Guerzoni, M. E., 2013; Cherrat, Espina, Bakkali,
Pagan, & Laglaoui, 2014). MHT can enhance the antimicrobial efficacy of EOs because it
exerts an influence on the vapor phase formation of their volatiles, and thereby improves their
solubilization in the cell membrane (Burt, 2004). Otherwise, PEF and HHP induce structural
changes in the cell membrane via the formation of pores which, in turn, favor the diffusion of

the EOs into the cell, resulting in damage to vital cell functions (Baptista, Rocha, Cunha,
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Saraiva, & Almeida, 2016; Mosqueda-Melgar, Raybaudi-Massilia, & Martin-Bellosoet,
2008).

It has been suggested, however, that the high reactivity and hydrophobicity of EOs
represents a challenge to their direct incorporation in food and beverage products (Donsi &
Ferrari, 2016). Therefore, new delivery systems designed to encapsulate and release EOs in
food products, such as emulsion-based delivery systems based on emulsion phase inversion
(EPI), could improve the dispersion of EOs into food products, minimize the phase
separation, and thereby enhance their antimicrobial properties. Moreover, this methodology
could be of great interest due to ease of implementation, lower equipment and operation costs,
and higher energy efficiency (Komaiko & McClements, 2016). In this regard, Pagén, Berdejo,
Espina, Garcia-Gonzalo, and Pagan (2018) have assayed the antimicrobial effect of EPI
nanoemulsions of citral in combination with heat or PEF in laboratory media, obtaining
unexpected results: while nanoemulsions of citral were more effective when inhibiting or
inactivating E. coli O157:H7 than citral used in form of suspensions, nanoemulsions did not
offer any advantage when combined with mild heat or PEF.

Mentha piperita L. essential oil (MPEQ) possesses strong activity against fruit-related
pathogens and spoilers (Sousa Guedes et al., 2016). An earlier study reported that it shows
good efficacy when applied in juices (Sousa Guedes et al., 2016); however, the doses required
were relatively high, which might affect the juices’ sensory characteristics. No previous
studies have explored the potential of applying reduced doses of MPEO in the form of
nanoemulsions combined with MHT, PEF, and HHP to preserve juices.

Therefore, the aims of this study were i) to obtain and characterize EPI nanoemulsions
of MPEO (n-MPEO) in terms of stability and reproducibility and, ii) to assess the efficacy of
MPEO as a function of the MPEO preparation procedure: n-MPEO vs. the use of a simple
vigorous shaking method by vortex agitation (suspension of-MPEO; s-MPEO), each applied
as a single hurdle or in combination with MHT, PEF and HHP, to cause > 5- logio reduction

in survival counts of E. coli O157:H7 in guava and mango juices.

2. Materials and methods
2.1. Microorganism and growth conditions

Escherichia coli O157:H7 (VTEC - phage type 34) isolated by Dr. P. A. Chapman
(Chapman et al., 1993) was used as test strain in the present study. The stock culture was
maintained at — 80 °C in cryovials. Broth subcultures were prepared by inoculating one single

colony from a plate into a test tube containing 5 mL of sterile tryptic soy broth (Biolife,
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Milan, Italy) with 0.6% yeast extract added (Biolife) (TSBYE). After inoculation, the tubes
were incubated under agitation (130 rpm; Selecta, mod. Rotabit, Barcelona, Spain) at 37 °C
for 18 h to reach stationary growth phase. Thus, cells were harvested through centrifugation
(4500 g x 15 min, 4 °C), washed twice with sterile saline solution (0.85% NaCl), and re-
suspended in TSBYE to obtain standard cell suspensions with an optical density (OD) at 625
nm (ODs2s) of 0.09 that provided viable counts of approximately 8 logio colony-forming units
per milliliter (CFU/mL) (Leite et al., 2016). Prior to experiments, cells were re-centrifuged
and re-suspended at a concentration of 7 logio CFU/mL in fruit juices with or without MPEO.
This initial bacterial concentration was chosen in order to provide a number of viable cells

that allow to measure > 5- logio reduction of the test pathogen under the assayed conditions.

2.2. Fruit juices

The guava (Psidium guajava L.) and mango (Mangifera indica L.) fruits were
purchased from Fruits CMR, S.A. (Barcelona, Spain) in the commercial maturation stage and
selected for similar shape and uniform color, with absence of mechanical damages and no
visible signs of infection. The fruits were surface-disinfected through immersion in a sodium
hypochlorite solution (150 ppm, pH 7.2 adjusted using 1 M NaOH) for 5 min, washed with
sterile distilled water, and dried for 30 min in a biosafety cabinet.Subsequently, the fruits were
aseptically peeled, cut into small pieces and crushed using a food processor (Robot-Coupe,
Blixer 6 V.V., Burgundy, France). The fruit pulps were sealed and stored at — 18 °C in 100 g-
polypropylene bags. When required for assays, the fruit juices were prepared by mixing 100 g
of the fruit pulp with distilled water (1:1 ratio) using a domestic blender (for 3 min). The
obtained juices were centrifuged (12,500 g x 15 min, 4 °C) to separate the pulp from the
remaining liquid. The supernatants were sterilized by autoclaving (121 °C, for 15 min) and
used for subsequent assays (Sousa Guedes et al., 2016). The final pH of guava and mango

juices used in these experiments was 3.9 and 4.5, respectively.

2.3. MPEO, direct addition procedure and preparation of hanoemulsions

The MPEO extracted through steam distillation (batch 187; density at 20 °C, 0.900;
refractive index at 20 °C, 1.460; 40.41% of menthol, 19.78% of isomenthone, 8.68% of
neomenthol, 6.72 of menthyl acetate and 6.53% of eucalyptol) was purchased from Ferquima
Ind. Com. Ltd. (Sdo Paulo, Brazil). A vigorous shaking method (Friedman, Henika, &
Mandrellet, 2002) was used to prepare MPEO suspensions (s-MPEQO) in guava and mango

juices.
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Nanoemulsions of MPEO (n-MPEO) were prepared by applying the catastrophic
phase inversion method (Zhang, Zhang, Fang, & Liu, 2017), also known as the emulsion
phase inversion (EPI) method. The n-MPEQO were prepared from a mixture of oily phase by
slowly adding aqueous phase with gentle magnetic agitation (1000 rpm). The aqueous phase
was prepared by mixing 1.5 mL of ethanol (Sigma—Aldrich, USA) with 40.5 mL of sterile
distilled water (Pagéan, Berdejo, Espina, Garcia-Gonzalo, & Pagan, 2018). The oily phase was
prepared by mixing 3 mL of Tween 80 (Panreac, Barcelona, Spain) with 5 mL of MPEO. The
addition rate of aqueous phase was kept constant at approximately 1.0 mL/min by using a
burette. A water-in-oil (W/O) emulsion with a high oil-to-water ratio was formed; increasing
amounts of water were subsequently added to the system with continuous stirring. The
amount of water added to a W/O emulsion was progressively increased until a phase inversion
occurred and an oil-in-water (O/W) emulsion was formed. Final concentration of MPEO in

the nanoemulsion was 90 g/L.

2.4. Characterization, stability and reproducibility of n-MPEO

The nanoemulsions (n-MPEQO) were characterized for droplet size and size distribution
(polydispersity index-PDI) using a particle size analyzer (Brookhaven, 90 Plus, New York,
USA). Droplet size was analyzed with the dynamic light scattering (DLS) technique. Prior to
the experiments, the n-MPEO were diluted with water to eliminate multiple scattering effects.
Emulsion droplet size was estimated by an average of three measurements and is presented as
the mean diameter of volume distribution. Droplet size was evaluated after fresh preparation,
and then after 1 and 4 months of storage at 4 °C. The reproducibility of the protocol for
preparing the n-MPEO and their stability during 30 days was also evaluated by comparing the
inactivation curves of E. coli O157:H7 (obtained weekly) in the presence of n-MPEO. Cells
from stationary-phase cultures were added at final concentrations of 7 logio CFU/mL in
mango juice with 5 pL/mL of n-MPEO. The different systems were gently hand-shaken for
30 s and maintained at room temperature (23 + 2 °C). Samples were taken at preset intervals

and survivors were enumerated as described below.

2.5. Evaluation of the antimicrobial activity of s-MPEO and n-MPEO

MPEO (s-MPEO and n-MPEO) were evaluated to determine the minimum inhibitory
concentration (MIC) and to obtain survival curves of E. coli O157:H7. The MIC values were
determined using a microdilution in broth assay (CLSI, 2015). Approximately 50 pL of
TSAYE with different concentrations of s-MPEO or n-MPEO (0.312 - 20 uL/mL) were
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dispensed into each well of a 96-well microplate. Subsequently, 50 pL aliquots of bacterial
suspension were added to each well (final viable counts of 6 logio CFU/mL). Negative control
(growth media non-inoculated with the test pathogen), positive control (growth media
inoculated with the test pathogen), and diluent control (the amount of ethanol corresponding
to the maximum n-MPEO concentration assayed — 20 pul/mL) were also prepared. The
microplate was loosely wrapped with cling wrap to prevent bacterial dehydration and s-
MPEO or n-MPEO volatilization, and incubated at 37 °C for 24 h. The MIC was confirmed as
the lowest s-MPEO or n-MPEO concentration capable of inhibiting visible bacterial growth
(Carvalho et al., 2015).

To assess the inactivating effect of n-MPEO and s-MPEQ against E. coli O157:H7 in
mango and guava juices, cells from stationary-phase cultures were added at final
concentrations of 7 logio CFU/mL in guava and mango juices with n-MPEO and s-MPEO
MIC values (5 pL/mL). The different systems were gently hand-shaken for 30 s and
maintained at room temperature (23 + 2 °C). At intervals of 0 (just after homogenization), 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 and 100 min of treatment, samples were taken and survivors

were enumerated.

2.6. Application of combined preservation processes: MHT, PEF or HPP and MPEO
2.6.1 MHT and MPEO

Cell inactivation of E. coli O157:H7 caused by MPEO in combination with MHT (50,
52 and 54 °C) after 10 min of exposure was assessed. Exposure time intervals and
temperature were selected based on results of previous studies featuring the combination of
EOs and MHT to preserve juices (Espina et al., 2011; Espina et al., 2012). The concentrations
0.16, 0.31, and 0.63 pL/mL of MPEO selected for this study lay below the rejection threshold
in sensory tests (unpublished results). Aliquots of 5 mL of each cell suspension prepared in
guava and mango juices with and without MPEO were placed in a shaking bath thermostated
at 50, 52 and 54 °C £ 0.2 °C (140 rpm; model 1620; Bunsen, mod. BTG, Madrid, Spain). The
MPEO was added once the treatment media was tempered, prior to microbial inoculation.
After treatment, cell suspensions were extracted, immediately placed on ice, and survivors

were evaluated as described below.

2.6.2. PEF treatments and MPEO
PEF treatments were carried out using ScandiNova equipment (Modulator PG,

ScandiNova, Uppsala, Sweden) described by Saldafia, Puértolas, Conddn, Alvarez, and Raso
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(2010). An aliquot of 0.5 mL of the microbial suspensions prepared in guava and mango
juices (electrical conductivity of 1.9 and 1.2 mS/cm, respectively) with and without s-MPEO
or n-MPEO (0.16, 0.31 and 0.63 ulL./mL) was placed into the treatment chamber with a sterile
syringe. Exponential waveform pulses at an electrical field strength of 20, 25 and 30 kV/cm
and a pulse repetition rate of 1 Hz were used in this study. The specific energy input of each
pulse was 2.3 kJ/kg, 3.6 kJ/kg and 5.1 kJ/kg in guava juice and 1.4 kJ/kg, 2.3 kJ/kg and kJ/kg
in mango juice, respectively. Cell suspensions were treated for 50 pulses (pulse width 3 pus).
Experiments began at room temperature (23 = 2 °C), and in all experiments the temperature of
the samples after the application of 50 pulses was lower than 35 °C. After treatment, samples

were taken, and survivors were evaluated.

2.6.3. HHP treatments and MPEO

HHP treatments were carried out following the procedure described by Espina, Garcia-
Gonzalo, Laglaoui, Mackey, and Pagan (2013). Cell suspensions (1 mL each) prepared in
guava and mango juices with and without s-MPEO or n-MPEO (0.16, 0.31 and 0.63 pL/mL)
were placed in sterile plastic pouches that were heat sealed and kept on ice before
pressurization. Cell suspensions were pressure-treated in a 300-mL pressure vessel (model S-
FL-085-9-W; Stansted Fluid Power, Stansted, United Kingdom) at room temperature (23 £ 2
°C). The pressure-transmitting fluid was monopropylene glycol-water (30:70). Cell
suspensions were exposed to pressures of 150, 200, and 300 MPa for 15 min. The maximum
temperature reached during pressurization was 30 °C. After decompression, the pouches were

removed from the unit and placed on ice until survivors were evaluated.

2.7. Counts of viable cells

After treatment, samples were adequately diluted in 0.1% w/v peptone water (Biolife).
Subsequently, 20 pL-aliquots of each dilution were inoculated onto Tryptic Soy Agar
(Biolife) with 0.6% Yeast Extract added (Biolife) (TSAYE) using the microdrop technique
(Herigstad, Hamilton, & Heersinket, 2001). Inoculated control samples without s-MPEO or n-
MPEO were similarly assayed. The plates were incubated at 37 °C for 24 h. Previous
experiments showed that longer incubation times did not influence the surviving cell counts.
The results were expressed as logio CFU/mL. The detection limit was 2 logio CFU/mL for all

experiments and strains tested.
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2.8. Statistical analysis

Statistical analyses were performed to determine significant differences (p < 0.05)
using ANOVA, followed by post-hoc Tukey's test or Student’s t-test. For MIC determination
assays, the results are expressed as modal values because the MIC values were the same in all
repetitions. The error bars in the figures indicate the mean + standard deviation from the data
obtained from at least three independent experiments. All statistical analyses were performed
using Sigma Stat 3.5 computer software (Jandel Scientific Software, San Jose, California).

3. Results
3.1 Characterization, stability and reproducibility of n-MPEO

In the nanoemulsions (n-MPEOQ), droplet size remained below 200 nm during all 4
months of storage, and the PDI values were normally < 0.32 (Table 1). No significant
differences (p < 0.05) were observed between the inactivation of E. coli O157:H7 in mango
juice induced by the fresh preparations of n-MPEO (5 uL/mL) and by n-MPEO stored at 4 °C
up to 4 months (Fig. 1), which indicates that the EPI method assayed allows the obtainment of

reproducible and stable nanoemulsions of MPEO.

3.2. Evaluation of the antimicrobial activity of s-MPEO and n-MPEO

The MIC value of n-MPEO or s-MPEOQO against E. coli O157:H7 was 5.0 uL/mL. This
value was used in an experiment conducted to compare the effect of the addition of n-MPEO
and s-MPEO in the inactivation of 5 logio of E. coli O157:H7 in mango and guava juices.
Although the MIC value was similar for n-MPEQOs and s-MPEOs, the study of cell
inactivation indicated that the n-MPEQOs showed a more efficacious long term antimicrobial
activity compared to the s-MPEOs (Fig. 2): while the inactivation of 5-logio of E. coli
0157:H7 in guava and mango juices using 5.0 pL/mL of s-MPEO required 90 and 100 min
respectively, in the presence of n-MPEO it was achieved after 70 and 90 min, respectively (20

min reduction).

3.3. Application of combined preservation processes: MHT, PEF, or HPP

Figures 3, 4 and 5 show the logio cycles of inactivation of E. coli O157:H7 in guava
and mango juices after different combined preservation treatments based on the simultaneous
application of MHT (Fig. 3), PEF (Fig. 4), or HHP (Fig. 5) and s- or n-MPEO at three
different concentrations (0.16, 0.31 and 0.63 pul./mL). As a control, the figures include the
degree of inactivation achieved by MHT, PEF, or HHP acting as single hurdles (0). Due to the
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insignificant inactivation caused by s- or n-MPEO applied directly at the highest
concentration tested (0.63 pL/mL) (data not shown), the comparison of the degree of
inactivation achieved by MHT, PEF, or HHP acting as single hurdles and in combination with
s- or n-MPEO allowed us to ascertain lethal synergistic effects associated with a higher
degree of inactivation (p < 0.05) achieved as a result of the combined treatment.

MHT at 54 °C for 10 min caused a 2.7 logio and 2.3 logio reduction of E. coli O157:H7
in guava (Fig. 3C) and mango (Fig. 3F) juices, respectively. The higher degree of inactivation
observed when combining MHT at 54°C with s- or n-MPEO in comparison with MHT acting
as a single hurdle (p < 0.05) indicates synergism between the hurdles at any MPEO
concentration tested. MHT at 54 °C combined with 0.16, 0.31, and 0.63 pL/mL of s- and n-
MPEO caused a 5 logio reduction in survival counts of E. coli O157:H7 in guava juice (Fig.
5C). In mango juice (Fig. 5F), MHT at 54 °C combined with 0.31 and 0.63 puL/mL of s- and n-
MPEO also caused a 5 logio reduction in survival counts of E. coli O157:H7. However, the
combination of MHT at 54 °C with 0.16 pL/mL of s-MPEO caused an approximately 4 logio
reduction of E. coli O157:H7. In order to ensure the desired 5 logio reduction at 54°C at the
lowest MPEO concentration, it was necessary to use MPEO in the form of nanoemulsion.

In both juices, milder heat treatments at 50 (Fig. 3A and 3D) and 52 °C (Fig. 3B and
3E) for 10 min caused < 1 logio reduction in survival counts of E. coli O157:H7. The degree
of inactivation when combining MHT at 50 or 52 °C with n-MPEO was higher at any
concentration tested (p < 0.05), with the exception of 0.16 pL/mL n-MPEO and 50 °C in
mango juice (Fig. 3D). Overall, the inactivation achieved with n-MPEO instead of s-MPEO
was greater, showing significant differences (p < 0.05) when applying 0.31 and 0.63 pL/mL
of s- and n-MPEO in guava and mango juices. Despite the synergistic lethal effects observed
at all tested concentrations, combined treatments at temperatures lower than 54°C did not
achieve a 5 logio reduction of E. coli O157:H7.

Results obtained with PEF treatments (Fig. 4) acting as a single agent show an
inactivation of 2.3 — 4.2 logio cycles of E. coli O157:H7 as a function of treatment intensity
(150 ps at 20, 25 or 30 kV/cm) and of the juice assayed. The combination of PEF and MPEO
achieved a 5- logio reduction of E. coli O157:H7 at the highest electrical field strength tested
(30 kv/cm) (Fig. 4C and 4F). Nevertheless, that degree of inactivation was achieved by both
s- or n-MPEO in guava juice (Fig. 4C) at all tested MPEO concentrations, but only at the
maximum concentrations tested (0.31 and 0.63 pL/mL) in mango juice (Fig. 4F). In the latter,
only the use of MPEO in the form of nanoemulsion at the lowest concentration (0.16 plL/mL)

allowed us to achieve the desired 5 logio reduction (p < 0.05).
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Reduction of the electrical field strength to 25 kV/cm also achieved a 5 logio reduction
when combined with n-MPEO in all tested concentrations, and with s-MPEO at the highest
concentration (0.63 pL/mL) tested in guava juice (Fig. 4B), and when combining with s- or n-
MPEO at 0.63 pL/mL and with n-MPEO at 0.31 pL/mL in mango juice (Fig. 4E). Synergism
between the hurdles was clearly noticeable in guava and mango juice at the highest
concentration of n-MPEO (0.63 puL/mL) tested (p < 0.05).

At the lowest electrical field strength (20 kV/cm) (Fig. 4A and 4D), the synergistic
effect when combining with MPEO was remarkable, especially with MPEO in the form of
nanoemulsion (p < 0.05) and with s-MPEO at the highest concentrations tested: 0.63 puL/mL
in guava juice, and 0.31 and 0.63 pL/mL in mango juice (p < 0.05). The combined use of PEF
at 20 kV/cm and 0.16 and 0.31 pL/mL of s-MPEO caused a degree of inactivation similar to
that achieved by PEF treatment acting as a single hurdle (3 logio reduction approx. in survival
counts of E. coli O157:H7); however, the combination of PEF and 0.16 and 0.31 pL/mL of n-
MPEO helped to achieve 1 extra logio reduction (p < 0.05) (around 4 logio reduction in both
juices). The synergism was at its maximum at the highest tested concentration (0.63 pulL/mL)
of n-MPEOQ, inducing the inactivation of more than 2 extra logio cycles in guava (Fig. 4A) and
mango juices (Fig. 4D) (p <0.05).

Regarding HHP treatments, the results show that 300 MPa for 15 min applied as a
single hurdle caused a 5 logio reduction of E. coli O157:H7 in guava juice (Fig. 5C) and a 4.2
logzo reduction in mango juice (Fig. 5F). The 5 logio reduction in mango juice was achieved
after combining with s-MPEO or n-MPEO at 0.31 and 0.63 pL/mL, or only with n-MPEOQO at
the lowest concentration (0.16 pL/mL) tested (p < 0.05).

HHP at 200 MPa for 15 min caused a 3.8 logio reduction of E. coli O157:H7 in guava
juice (Fig. 5B), and 3.4 logio in mango juice (Fig. 5E). Again, a synergistic lethal effect was
observed when combining with MPEQO, especially in the form of nanoemulsion (p < 0.05).
The combination of HHP and n-MPEO at 0.31 and 0.63 pL/mL caused the inactivation of 5
logio cycles of E. coli O157:H7 in both juices. The use of s-MPEO only accomplished the
objective of 5 logio reduction at the highest concentration (0.63 pul/mL) tested in both juices,
and at 0.31 uL/mL in guava juice.

Finally, the application of 150 Mpa of pressure for 15 min was not intense enough to
cause a significant microbial inactivation (1 logio reduction approx.) (Fig 5A and 5D). A
synergistic lethal effect was only observed when combining with n-MPEO at 0.31 puL/mL and
with s- or n-MPEO at the highest concentration (0.63 pL/mL) tested (p < 0.05), achieving less

than 1 extra logio cell cycle when combining with s-MPEO, and more than 2 extra logio cell
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cycles with n-MPEO in guava (Fig. 5A) and mango juice (Fig. 5D). Nevertheless, no
combined treatment at 150 MPa allowed us to achieve a 5 logio reduction of E. coli O157:H7

in guava and mango juice.

4. Discussion

Particles with a diameter of < 200 nm, organized into two immiscible phases (a
dispersed and a continuous phase) as in this study, are characterized as nanoemulsions
(McClements, 2012). The polydispersity index (PDI) describes the variation in size of a given
emulsion, ranging from 0 to 1 (Ragelle et al., 2012). A low PDI stands for a relatively narrow
distribution of EO droplets in aqueous systems, indicating a more stable emulsion state
(Basak & Guha, 2017a; Topuz et al., 2016; Kang & Song, 2018). In the present study, PDI
values were generally < 0.32, indicating that all of the MPEO nanoemulsions remained within
a relatively narrow range of size distribution with a good stability.

The similar survival curves of E. coli O157:H7 obtained in mango juice (p < 0.05)
when applying either freshly prepared n-MPEO or n-MPEO stored up to 4 months at 4 °C
(Fig. 1) indicated that the EPI method assayed allowed us to obtain reproducible and stable
nanoemulsions. To the best of our knowledge, this is the first study to have used MPEO
nanoemulsions prepared via EPI method. Earlier studies reported good stability of
nanoemulsions of individual constituents of essential oils such as D-limonene (up to 90 days)
(Zhang, Vriesekoop, Yuan, & Liang, 2014) and citral (up to 120 days) (Pagan, Berdejo,
Espina, Garcia-Gonzalo, & Pagan, 2018) using the same method.

In the present study, no differences were observed between MIC values of s-MPEO
and n-MPEO, thereby indicating that the preparation method for the nanoemulsions neither
compromised nor improved the bacteriostatic activity of the EO. Earlier studies have reported
that the use of D-limonene in nanoemulsions enhanced that compound’s bacteriostatic activity
against L. delbrueckii, S. cerevisiae and E. coli (Donsi, Annunziata, Sessa, and Ferrari, 2011)
as well as that of citral when used against E. coli O157:H7 (Pagéan, Berdejo, Espina, Garcia-
Gonzalo, & Pagén, 2018).

Regarding bactericidal activity, the time required to inactivate 5 logio cells cycles of E.
coli O157:H7 in mango and guava juices was shorter in assays with n-MPEO than with s-
MPEOQO at the same concentration (5 uL/mL) (Fig. 2A and 2B). This would indicate that the
preparation of EPI nanoemulsions of MPEO is a procedure that is not only capable of
improving this essential oil’s stability, but also its antimicrobial activity. Similar results were

reported for nanoemulsions and suspensions of a peppermint essential oil (PEO) blended with
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virgin coconut oil at MIC value (5 ulL/mL) against L. monocytogenes and S. aureus in lab
media (Liang et al., 2012) and for nanoemulsions of citral against E coli O157:H7 (Pagéan,
Berdejo, Espina, Garcia-Gonzalo, & Pagan, 2018). It is reported that the use of
nanoemulsions improves the miscibility of the hydrophobic constituents of EOs, thereby
increasing their constituents’ chemical and physical stability (Oliveira et al., 2017): this might
likewise facilitate long-term antimicrobial activity. According to Wu, Lin, and Zhang (2014),
emulsions with droplets in the nano range can efficiently permeate the porin proteins of the
outer membrane of the bacterium, thus effectively delivering EOs and leading to a higher
antimicrobial efficacy, as observed here.

The efficacy of n-MPEO or s-MPEO (5 puL/mL) against E. coli O157:H7 varied with
the juice assayed. In guava juice, s-MPEO inactivated the required 5 logio cell cycles after 90
min of exposure, and in mango juice this inactivation occurred after 100 min of exposure. The
same occurred when using n-MPEO. It was necessary to apply 70 min of exposure in order to
inactivate 5 logio cycles in guava juice and 80 min in mango juice, thus reinforcing the effects
of the food matrix — mainly in relation to pH, which was lower in guava juice (3.9) than in
mango juice (4.5) — on the antibacterial action of MPEO. The hydrophobicity of EOs
typically increases at lower pH values, enabling them to dissolve more readily into the cell
membrane lipids of the target bacteria (Schelz, Molnar, & Hohmannet, 2006).

Although MPEO achieved the inactivation of 5 logio cycles of E. coli O157:H7 in
guava and mango juice, the treatment required more than 1 h of incubation at 37 °C and doses
(5 uL/mL) lying well above the sensory threshold for this EO (0.63 pL/mL) in both juices
(data not shown). Therefore, in this study the use of MPEO at greatly reduced concentrations
(<0.63 puL/mL) in combination with MHT, or with emerging technologies such us PEF or
HHP, has been proposed for the efficacious preservation of guava and mango juice.

Researchers have demonstrated remarkable synergistic lethal effects when combining
MHT, PEF, or HHP with EOs at very low EO doses (Mosqueda-Melgar, Raybaudi-Massilia,
& Martin-Bellosoet, 2008; Espina et al., 2012; Espina, Garcia-Gonzalo, Laglaoui, Mackey, &
Pagan, 2013). However, some studies have pointed out the lack of stability of these
hydrophobic compounds and the lack of treatment homogeneity when EOs are added to
aqueous systems, and have suggested that it is preferable to use nanoemulsions (Basak &
Guha, 2017b; Donsi & Ferrari, 2016; Donsi, Annunziata, Sessa, & Ferrari, 2011).

As mentioned before, EO nanoemulsions, resulting from different preparation
methods, have previously been reported to be effective against microorganisms (Liang et al.,
2012; Zhang, Vriesekoop, Yuan, & Liang, 2014; Zhang, Zhang, Fang, & Liu, 2017; Ziani,
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Chang, McLandsborough, & McClements 2011). However, few studies have evaluated their
behavior when combined with other technologies such as MHT, PEF, or HHP.

Our results show the occurrence of synergistic lethal effects achieved through the
application of MHT, PEF, or HHP in combination with both s-MPEO and n-MPEO. The
magnitude of the synergism depends on the technology, on the form of MPEO (in suspension
or nanoemulsion), and on the concentration applied.

Overall, combined treatments with MHT, PEF, or HHP and n-MPEO showed the same
or even greater lethality against E. coli O157:H7 than those with s-MPEO: thus, under these
circumstances, the use of nanoemulsions also seemed to facilitate the access of EOs to the
cells to cause their inactivation. Thus, the use of nanoemulsions allowed us to propose lower
doses of antimicrobial or milder MHT, PEF or HHP treatments to achieve a 5 logio reduction
in survival counts of E. coli O157:H7 in guava and mango juices. For instance, while the
inactivation of 5 logio cycles of E. coli O157:H7 by PEF (35 kV/cm-150 ps) and s-MPEO in
mango juice required 0.31 uL/mL (Fig. 4F), the same lethal effect was achieved with a lower
concentration (0.16 pL/mL) of n-MPEO (p < 0.05). In guava juice, similar results were
obtained at 30 kV/cm (Fig. 4B): it was possible to maintain the lethal effect with 0.31 pL/mL
of s-MPEO or 0.16 uL/mL of n-MPEO (p < 0.05). Moreover, the use of nanoemulsions in
guava juice also allowed us to reduce the intensity of the PEF treatment from 35 to 30 kV/cm
in combination with 0.31 pL/mL of n-MPEO (p < 0.05) (Fig. 4B and 4C), while still
achieving the desired safety objective (a 5 logio reduction of E. coli O157:H7).

The differences in pH or conductivity (in the case of PEF treatment) among juices did
not affect the efficacy of MHT, PEF, or HHP acting as single agents against E. coli O157:H7,
since no differences were observed (p < 0.05) among the number of survivors obtained after
the application of each technology in both juices, with the exception of HHP at 300 MPa.
However, combined treatments, especially PEF or HHP in conjunction with MPEO, achieved
a generally greater degree of inactivation in guava juice (pH 3.9) than in mango juice (pH
4.5). This rather negligible variation in pH did not seem to influence the physical
technologies’ inactivation mechanism, but the lower pH of guava juice might be responsible
for a greater hydrophobicity of the EOs, thereby improving their antimicrobial action (Schelz,
Molnar, and Hohmannet, 2006), and, thus, their effectivity in combined treatments.

Moreover, the examination of the occurrence of sublethal injury after MHT, PEF, or
HHP by using the selective recovery medium technigue (data not shown) revealed a slightly
higher percentage of sublethally injured cells in the outer and cytoplasmic membranes of E.

coli 0157:H7 when suspended in guava juice than in mango juice, as a function of treatment
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intensity. According to previous reports (Burt, 2004; Espina et al., 2011; Hyldgaard, Mygind,
& Meyeret, 2012), the occurrence of sublethal injuries at the cell envelope level might
facilitate the access of EO constituents to the cell targets: thus, the greater sensitivity of
sublethally injured cells to the EOs’ action might also facilitate a more effective synergism
among the hurdles observed in guava than in mango juice. Thus, the achievement of the safety
objective was reached in guava juice at lower HHP and PEF treatment intensities than in
mango juice, and also at a lower MPEO concentration in combination with MHT or PEF,
Pagan, Berdejo, Espina, Garcia-Gonzalo, and Pagan (2018) observed that the use of
nanoemulsions of citral (n-citral; prepared by EPI method) did not affect the slight synergism
observed when citral and PEF were combined (150 ps, 30 kV/cm) to inactivate E. coli
0157:H7 Sakai in lab media (pH 7.0 and 4.0). In contrast, when combined with heat (53 °C),
they observed a greater synergistic effect of s-citral rather than of n-citral, either in lab media
(pH 7.0 and 4.0) or in apple juice. According to the authors, in the case of citral, the vigorous
agitation applied would have been sufficient to disperse it correctly and favour its
antimicrobial activity during the short duration of the combined treatment. Our results with
MPEO showed the opposite behavior. The use of the EPI method to prepare nanoemulsions of
a complex mixture of constituents, such as MPEO, does not impair but maintains or even
reinforces their antimicrobial effectivity in combination with MHT, PEF or HHP. These
results show that the behavior of nanoemulsions of different EOs or EO constituents might
vary as a function of their chemical characteristics, of their use as a single hurdle or in
combined treatments, and of the food matrix. Therefore, further research is needed in order to
assess which is the best EO nanoemulsion preparation procedure for food preservation.

To summarize: the results obtained in this study contribute to scientific knowledge
regarding the effect of combined treatments of MHT, PEF, or HHP and n-MPEO with the
purpose of ensuring the microbiological safety of fruit juices and reducing the risk of food-

borne illness.

5. Conclusion

The use of MPEO nanoemulsions prepared by EPI method displayed good physical
stability and antimicrobial activity. MPEO was generally more effective in guava than in
mango juice. Both s-MPEO and n-MPEO acted synergistically in combination with MHT,
PEF and HHP against E. coli O157:H7. The efficacy of s-MPEO and n-MPEO in reducing 5-
logio of E. coli O157:H7 when combined with MHT, PEF, or HHP varied with the tested

concentrations, treatment intensity, and the food matrix. Nevertheless, in guava and mango
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juices, combined treatments with MPEO in the form of nanoemulsion showed the same or
even higher efficacy than those with s-MPEO, thus suggesting that the use of n-MPEO in
combination with mild heat and with the emerging technologies tested here in can be regarded

as a promising method to ensure microbial safety in fruit juices.
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Table 1. Droplet size and polydispersity index (PDI) of nanoemulsions of Mentha piperita L.
essential oil stored at 4 °C. Data represent the mean + standard deviation of the mean of at
least three independent experiments.

Storage time (months) Droplet size (nm) PDI
0 134 + 12 0.322 + 0.009?
1 191 + 8° 0.299 + 0.005
4 164 + 2° 0.243 +0.017°

Different superscript letters in the same column indicate significant difference (p < 0.05), based on student t-test.

Figure captions

Figure 1. Logio cycles of inactivation of E. coli O157:H7 after exposure to n-MPEO at 5
puL/mL for 80 min in mango juice at 35 °C. Bars correspond to freshly prepared
nanoemulsions (black bars), and after 1 week (dark grey bars), 2" week (light grey bars), 3t"
week (dotted bars), and 4" month (white bars) of storage at 4 °C. The error bars in the figures
indicate the standard deviations of the means for data obtained from three independent

experiments. The dotted line represents the detection limit.
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Figure 2. Survival curves of E. coli O157:H7 after exposure to s-MPEO (o) or n-MPEO (e)
at 5 uL/mL for 100 min in guava (A) and mango (B) juices at 35 °C. The error bars in the
figures indicate the standard deviations of the means for data obtained from three independent
experiments. The dotted line represents the detection limit.
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Figure 3. Logio cycles of inactivation of E. coli O157: H7 after a heat treatment for 10 min at
50 °C (A; D), 52 °C (B; E) and 54 °C (C; F) applied as a single agent (0.0; grey bars) or in
combination with different concentrations (0.13, 0.31 and 0.63 uL/mL) of Mentha piperita L.

essential oil in the form of a nanoemulsion (white bars) or a suspension (black bars) in guava

(A; B; C) and mango (D; E; F) juices. The error bars in the figures indicate the standard

deviations of the means for data obtained from three independent experiments.
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Figure 4. Logio cycles of inactivation of E. coli O157: H7 after a pulsed electric field
treatment for 150 us at 20 kV/cm (A; D), 25 kV/cm (B; E) and 30 kV/cm (C; F) applied as a
single agent (0.0; grey bars) or in combination with different concentrations (0.13, 0.31 and
0.63 uL/mL) of Mentha piperita L. essential oil in the form of a nanoemulsion (white bars) or
a suspension (black bars) in guava (A; B; C) and mango (D; E; F) juices. The error bars in the
figures indicate the standard deviations of the means for data obtained from three independent
experiments.
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Figure 5. Logio cycles of inactivation of E. coli O157: H7 after a high hydrostatic pressure
treatment for 15 min at 150 MPa (A; D), 200 MPa (B; E) and 300 MPa (C; F) applied as a
single agent (0.0; grey bars) or in combination with different concentrations (0.13, 0.31 and
0.63 uL/mL) of Mentha piperita L. essential oil in the form of a nanoemulsion (white bars) or
a suspension (black bars) in guava (A; B; C) and mango (D; E; F) juices. The error bars in the

figures indicate the standard deviations of the means for data obtained from three independent
experiments.
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4.3 PATENTE: Combinado de 6leo essencial de Mentha piperita L. e calor moderado

para inibicdo de patdgenos em sucos de fruta.

(Depositada; Numero do Processo: BR 10 2018 010250 8)
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Este é o primeiro estudo a explorar a eficacia de concentracdes sensorialmente aceitas
de OEMP para aplicagdo como agente Unico ou em combinagdo com tratamento térmico
moderado, campo elétrico pulsado e alta pressdo hidrostatica em sucos de frutas tropicais. E,
ainda, ndo ha na literatura estudos que avaliem a eficacia do uso de nanoemulsdes de OEMP
isolado ou em combinagcdo com outras tecnologias de conservagdo para garantir a seguranca
de sucos de frutas tropicais. Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que o uso de
6leos essenciais em combinagdo com outras tecnologias de conservacdo de alimentos para
conservar sucos de frutas € uma alternativa inovadora e potencialmente Gtil para substituir o
uso de conservantes sintéticos e tratamentos térmicos intensos.

Pesquisas futuras devem ser realizadas para avaliar o potencial da aplicacéo
combinada de OEMP, em suspensdo ou nanoemulsdo, e outras tecnologias de conservacéo
para inibicdo da microbiota auctotone e de micro-organismos deteriorantes de sucos de frutas.
A partir dos resultados obtidos nesse estudo, pesquisas podem ser realizadas para determinar
os limiares sensoriais de outros OEs em diferentes sucos de frutas, garantindo sua aplicacao
no alimento sem que haja rejeicdo por partes dos consumidores. Por fim, faz-se necessaria a
realizacdo de uma analise de mercado e custo, para inferir sobre a viabilidade econémica dos

processos combinados.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Aplicacdo combinada de 6leos essenciais, temperaturas moderadas e campo elétrico
pulsado na conservacédo de sucos de frutas tropicais

Pesquisador: Jossana Pereira de Sousa
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Instituicio Proponente: CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.125.993
Data da Relatoria: 29/06/2015

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de estudo experimental cuja proposta é tratar quatro tipos de sucos de frutas tropicais da regiao
nordeste com éleos essenciais de Mentha piperita L. (hortela-pimenta) e Mentha arvensis L. (hortela-doce),
aplicacao de Tratamentos Térmicos Moderados e de Campo Elétrico Pulsado(CEP). Os parametros de
qualidade dos sucos de frutas adicionados ou ndo dos dleos essenciais e submetidos ou ndo aos
tratamentos com temperaturas moderadas e CEP, serao mensurados em diferentes intervalos (1, 2, 3, 4, 5,
6 e 7 dias) de armazenamento refrigerado a 7 °C (+1 °C). Os parametros fisico-quimicos avaliados serao
pH, acidez, solidos soluveis, vitamina C e agtcares totais de acordo com metodologia padrao (AOAC, 2006).
Apds estes tratamentos os sucos serdo submetidos a analise sensorial, por meio do teste de aceitacao,
com 200 provadores voluntarios.

Os provadores realizardo o teste sensorial em condi¢cdes controladas de temperatura e iluminacdo e
provarao por¢des dos sucos adicionados de diferentes concentracdes dos dleos essenciais, servidas em
copos descartaveis(50 ml). Cada grupo de 50 provadores fara o teste com um tipo de suco, totalizando os
200 provadores. Os provadores fardo uso de bolacha salgada e agua para limpar os seus paladares entre
as amostras avaliadas.

A aceitacdo da (aparéncia, cor, aroma, sabor, sabor residual, docura, consisténcia e avaliacao global), serdo
avaliados em uma escala hedénica de 9 pontos, variando de 1 (ndo gostei
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muitissimo) a 9 (gostei muitissimo). A intencao de compra sera avaliada utilizando uma escala hedénica de
5 pontos, variando de 1 (certamente ndo compraria) a 5 (certamente compraria). Amostras dos sucos sem
adicdo dos dleos essenciais serao testadas de forma semelhante como um controle. O desenvolvimento dos
testes sensoriais obedecerao a metodologia descrita por Azerédo et al. (2011).

As analises estatisticas serdo realizadas utilizando-se testes de estatistica descritiva e inferencial para
determinacao de diferencas significantes (p<0,05) entre os tratamentos aplicados. Para a analise estatistica
utilizar-se-a o software Sigma Stat. 2.03.

Critério de Inclusao:

Os sujeitos participantes serao funcionarios, alunos, professores e visitantes, maiores de 18 anos, que se
encontrem no Campus | da Universidade

Federal da Paraiba nos dias de realizacdo dos testes sensoriais, e que estejam interessados em participar
voluntariamente da pesquisa. Serao

selecionados de acordo com seu interesse em participar da pesquisa e por possuir o habito de consumir
sucos de fruta (abacaxi, acerola, caju e

manga), ou seja, provaveis consumidores desse tipo de produto.

Critério de Exclus&do:

Pessoas menores de 18 anos.Individuos que ndo tenham o habito de consumir sucos de fruta. Tabagistas.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Geral. avaliar o potencial da aplicacdo combinada de oleos essenciais, tratamentos térmicos
moderados e campos elétricos pulsados na conservacao de sucos de frutas tropicais,

Objetivos especificos:

a) avaliar a eficacia de oleos essenciais, tratamentos térmicos moderados e campos elétricos pulsados,
quando aplicados isolados e em combinacdo, na inibicdo de cepas de bactérias contaminantes de sucos de
frutas em in6culo misto, cultivadas em meio laboratorial e em sucos de frutas tropicais,

b) investigar a ocorréncia de injuria subletal nas cepas teste utilizadas nos ensaios apos aplicacao dos
dleos essenciais, tratamentos térmicos moderados e campos elétricos pulsados, isolados e combinados;
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c) identificar os possiveis danos as células bacterianas, causados pelos tratamentos utilizados;
d) verificar a influéncia dessa aplicacdo, isolada ou combinada, sobre indicadores fisico-quimicos de
qualidade e atributos sensoriais de sucos de frutas tropicais ao longo do periodo de armazenamento.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

O teste sensorial ndo apresenta riscos previsiveis ou mensuraveis, pois de acordo com a literatura os 6leos
essenciais adicionados aos sucos de fruta ndo apresentam efeitos toxicos significativos in vivo nas
concentracdes utilizadas no estudo. Por ser considerado um alimento perecivel, para controlar o fator
contaminacao, todo o procedimento de elaboracao dos sucos foi conduzido de acordo com as Boas Praticas
de Fabricacdo, de acordo com as legislacdes vigentes. Além disto, antes da aplicacdo das analises
sensoriais, as amostras foram submetidas a analises microbiolégicas que demonstraram a qualidade
higiénico-sanitaria dos produtos elaborados, sendo descartados os produtos que apresentaram valores
acima dos permitidos pela legislacdo especifica, garantindo que o Sr (a) esta recebendo amostras sem
nenhum risco de contaminacdo microbiolégica. Caso apresente alguma reacdo alérgica, ndao antes
vivenciada, a equipe estara preparada a chamar o Servico de Atendimento Movel

de Urgéncia — SAMU, por meio do nimero 192, assim como, na auséncia deste, a encaminha-lo ao hospital
de referéncia mais préximo. Assim como, sera oferecida uma prova minima a cada avaliador, antes da
degustacao oficial, para verificar a sua aceitabilidade organica ao produto.

Beneficios: Considerando a propriedade antimicrobiana dos oleos essenciais de plantas aromaticas que
serao estudados, bastante relatada na literatura, espera-se encontrar um potencial efeito antimicrobiano
quando utilizados em combinacdo com outras tecnologias de conservacao, como tratamentos térmicos
moderados e pulsos elétricos, frente a microbiota natural e micro-organismos patdogenos comumente
encontrados em sucos de frutas tropicais

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
sem comentarios

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Apresentou todos os termos exigidos pela resolucao 466/12

Recomendagoes:
Sem recomendacdes
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
Sem pendéncias

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

As exigéncias foram atendidas e o protocolo esta APROVADO, sendo liberado para o inicio da coleta de
dados. Informamos que a APROVAGAO DEFINITIVA do projeto sé sera dada apés o envio do Relatério
Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatério Final para envia-lo via
“Notificacdo”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrucées do link “Para enviar Relatoério Final”, disponivel no
site do CEP/CCS/UFPE. Apos apreciacdo desse relatorio, o CEP emitira novo Parecer Consubstanciado
definitivo pelo sistema Plataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano néo previsto ao voluntario participante (item V.3,
da Resolucdo CNS/MS N° 466/12).

Eventuais modificacdes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projeto, identificando
a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execucdo, € obrigatério que o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatérios parciais das atividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovacao (item X.1.3.b., da Resolucdo CNS/MS N° 466/12).

O CEP/CCS/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (item V.5., da Resolucdo CNS/MS N° 466/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar
todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido
em outro centro) e ainda, enviar notificacao a ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, junto com
seu posicionamento.
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Assinado por:

LUCIANO TAVARES MONTENEGRO
(Coordenador)
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APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

CENTRO DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIAS DE
ALIMENTOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa Aplicacéo
combinada de 6leo essencial de Mentha piperita L. com tratamento térmico moderado ou
tecnologias emergentes para a conservacao de sucos de frutas, que esta sob a responsabilidade
da pesquisadora Rayssa Julliane de Carvalho, Telefone: (83) 99921-1397 e Email:
rayssa_ea_ufpb@hotmail.com para contato com o pesquisador responsavel (inclusive ligacdes
a cobrar), sob a orientacdo da Profa. Dra. Marciane Magnani, telefone para contato: (83)
3216-7576, e-mail: magnani@gmail.com.

Este Termo de Consentimento pode conter informag6es que o/a senhor/a ndo entenda.
Caso haja alguma davida, pergunte a pessoa que esta lhe entrevistando para que o/a senhor/a
esteja bem esclarecido (a) sobre sua participacdo na pesquisa. Apés ser esclarecido (a) sobre
as informac0Oes a seguir, caso aceite em fazer parte do Estudo, rubrique as folhas e assine ao
final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador
responsavel. Em caso de recusa o (a) Sr. (a) ndo serd penalizado (a) de forma alguma.
Também garantimos que o (a) Senhor (a) tem o direito de retirar o consentimento da sua
participacdo em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Esta pesquisa tem como objetivo avaliar os efeitos da aplicacdo combinada de dleos
essenciais com tratamento térmico moderado, campo elétrico pulsado e alta pressao
hidrostatica para a conservacdo de sucos de frutas tropicais e busca informacbes sobre a
conservacdo dos sucos de caja, goiaba e manga, pelo uso do dleo essencial de Mentha piperita
L., incluindo o impacto do seu uso na aceitacdo sensorial do produto.

Serdo considerados critérios de exclusdo: pessoas menores de 18 anos, individuos que
ndo tenham o habito de consumir sucos de frutas, tabagistas, dependentes de alcool e
gestantes. O periodo de participacdo é de aproximadamente 10 minutos. Serdo oferecidas
amostras dos sucos de frutas (caja, goiaba e manga) tratados para degustacdo e avaliacdo da
aceitacdo global, com posterior preenchimento do formulario do Teste de Aceitacdo. Sera
também oferecido um copo com agua, bolacha, uma caneta e formulario para o registro de sua
opinido, em forma de escala de nove pontos, que ird do gostei muitissimo ao desgostei
muitissimo. Ap0s provar os sucos, os formularios serdo devolvidos a equipe de pesquisadores
e o Sr. (a) estara liberado (a) para suas atividades particulares.

O teste sensorial ndo apresenta riscos previsiveis ou mensuraveis, pois de acordo com
a literatura os Oleos essenciais de menta adicionados aos sucos de frutas ndo apresentam
efeitos tdxicos significativos in vivo nas concentrac@es utilizadas no estudo. Inicialmente, sera
oferecida uma prova minima, antes da degustacdo oficial, para verificar a sua aceitabilidade
organica ao produto. Por ser considerado um alimento perecivel, para controlar o fator
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contaminacéo, todo o procedimento de elaboragéo dos sucos foi conduzido de acordo com as
Boas Préticas de Fabricacdo, de acordo com as legislagdes vigentes. Além disto, antes da
aplicacdo das analises sensoriais, as amostras foram submetidas a analises microbioldgicas
que demonstraram qualidade higiénico-sanitaria dos produtos elaborados, garantindo que os
provadores receberdo amostras sem nenhum risco de contaminacdo microbiolégica. Ainda, 0s
participantes da pesquisa serdo avisados de que hé substancias que possam causar alergia ou
danos a salde, e caso apresente alguma reacdo alérgica, ndo antes vivenciada, durante ou apés
0 teste sensorial, comunique a equipe, que prontamente chamard o Servigo de Atendimento
Mével de Urgéncia — SAMU, por meio do niumero 192, assim como, na auséncia deste, ir4
orienta-lo a ir ao hospital de referéncia mais préximo.

A conducédo deste plano de trabalho permitird propor uma inovagdo tecnoldgica que
pode ser incorporada na linha de producdo de empresas de processamento de frutas,
aumentando a diversidade de alimentos no mercado e sua competitividade na area de novos
alimentos com valor agregado, além de gerar informacges cientificas sobre a potencialidade
antimicrobiana de produtos naturais de possivel uso em alimentos associados a tecnologias
emergentes de conservagao.

As informacdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicagdes cientificas, ndo havendo identificagdo dos voluntarios, a ndo ser entre
0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. Os dados
coletados nesta pesquisa (notas atribuidas as amostras dos sucos de frutas) ficardo
armazenados em pastas de arquivo e computador pessoal, sob a responsabilidade do
pesquisador, no endereco acima informado pelo periodo minimo de cinco (5) anos.

O (a) senhor (a) ndo pagard nada para participar desta pesquisa. Se houver
necessidade, as despesas para a sua participacdo serdo assumidas pelos pesquisadores
(ressarcimento de transporte e alimentacdo). Fica também garantida indenizacdo em casos de
danos, comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme deciséo judicial
ou extrajudicial.

Atenciosamente,

Assinatura do Pesquisador Responsavel
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APENDICE C - Formulério para Analise Sensorial

bt

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
, CENTRO DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIAS DE ALIMENTOS

TESTE DE ACEITACAO DE SUCOS FRUTAS

Nome: Data:
Sexo:{ MM ( F E-mail:
Idade:{ )<18( 18-23 V23-35( )3345( =45

Telefone: E=zcolaridade:

Vocé gosta de sucos de frutas? () Sim { ) Nio

Com que frequéncia vocé consome sucos de frutas?
{ i Diariamente { 7 1vezporszemana ( ) 1-2 vezez pormeés () Ocasionalmente (menos de 1 vez por més)

Por favor, anote o codigo da amostra, prove-a da esquerda para direita e indique no espago em branco o nimero referente
a resposta que melhor reflita seu julgamento em relagdo a aceitagdo global do suco de fruta. Antes de cada avaliagdo, voce
devera fazer uso da dgua e da bolacha

. Desgostel muitizsimo
. Desgostel muito

. Desgostei regularmente Atributo
. Desgosted ligetramente
Indiferente Aceitagiio Global
. Gostei ligeiramente
. Gostei regularmente
. Gostei muito

. Gostei muitissimo

Amostras

\DW"\-JGN:.JIJ:'I-LNF['\_I.—-

Obrigada!
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ANEXOS

ANEXO A - Relatério técnico do dleo essencial de Mentha piperita L.

FERQUIMA ESPECIFICACOES TECNICAS

Oleo Essencial de Menta Piperita
(Mentha piperita)

CAS Number: 84082-70-2

Especificacoes

Aparéncia Liquido Limpido
Cor Incolor a Amarelo Palha
Impurezas Isento

Odor Caracteristico
Densidade (20°C) 0,890 — 0,910
indice de Refracdo (20°C) 1,450 — 1,470
Rotacéo Otica [-30°; -107]

Principais componentes (aprox) |l-mentol= 32%
mentona= 28%
acetato de mentila= 5%
eucaliptol= 5%




