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RESUMO

A conservacdo de alimentos é amplamente realizada por meio do uso de aditivos
quimicos, como o &cido propidnico, o &cido sorbico, o acido benzoico e os nitritos, que
desempenham papéis fundamentais na inibicdo do crescimento de microrganismos € no
prolongamento da vida Gtil dos produtos. No entanto, 0 consumo continuo de conservantes
artificiais tem sido associado a efeitos adversos a saude, impulsionando, nos Gltimos anos, a
crescente demanda por alternativas naturais e sustentaveis. Nesse contexto, o presente estudo
tem como objetivo investigar a aplicacdo de conservantes naturais, em comparacdo com
conservantes industrializados, na conservacdo de pées. Para isso, a nanocelulose bacteriana
foi utilizada como matriz carreadora de substéncias naturais, como Oleos e extratos. A
celulose foi produzida a partir do cultivo da bactéria Komagataeibacter xylinus, e 0s
compostos conservantes selecionados pelas propriedades antimicrobianas— extrato de cravo e
Oleo de cinamaldeido — foram incorporados a nanocelulose bacteriana. O produto final
desenvolvido foi incorporado em pdes e sua eficacia foi avaliada por meio de testes, incluindo
a concentracgdo inibitoria minima e a analise de estabilidade. A avaliacdo envolveu a medicéo
dos halos de inibicdo em placas com fungos e a aplicacdo em pdaes, comparando sua
durabilidade com a de pédes contendo conservante artificial. Além disso, teste de
aceitabilidade sensorial foi realizado com 100 participantes, utilizando a escala hed6nica de 9
pontos para avaliar aparéncia, cor, aroma, textura, sabor e aceitacdo global. Os resultados
obtidos demonstraram a eficacia do cinamaldeido incorporado a nanocelulose na conservacao
de pées, promovendo a extensao da sua durabilidade por mais de 21 dias, sem comprometer as
caracteristicas estruturais do produto. Os resultados também indicaram maior aceitagdo para
aparéncia e cor, enquanto os critérios de sabor e aceitacdo global apresentaram predominio de
respostas “indiferente”, sugerindo a necessidade de ajustes na formulacdo para melhor
mascaramento do sabor residual do cinamaldeido. A combinacdo de conservantes naturais e
nanotecnologia mostrou-se uma alternativa promissora aos conservantes sintéticos, alinhando-

se ao mercado de alimentos clean label e abrindo espaco para aplica¢6es industriais.

Palavras-chave: conservacdo de alimentos; celulose bacteriana; conservantes naturais;

antioxidantes; aditivos quimicos.



ABSTRACT

Food preservation is widely carried out through the use of chemical additives such as
propionic acid, sorbic acid, benzoic acid, and nitrites, which play key roles in inhibiting the
growth of microorganisms and extending the shelf life of products. However, the continuous
consumption of artificial preservatives has been associated with adverse health effects,
driving, in recent years, the growing demand for natural and sustainable alternatives. In this
context, the present study aims to investigate the application of natural preservatives, in
comparison to industrial preservatives, in bread preservation. To achieve this, bacterial
nanocellulose was used as a carrier matrix for natural substances such as oils and extracts.
The cellulose was produced from the cultivation of the bacterium Komagataeibacter xylinus,
and the preservative compounds selected for their antimicrobial properties—clove extract and
cinnamaldehyde oil—were incorporated into the bacterial nanocellulose. The final product
developed was incorporated into bread and its effectiveness was evaluated through tests,
including minimum inhibitory concentration and stability analysis. The evaluation involved
measuring inhibition zones in fungus-inoculated plates and application to bread, comparing its
durability with that of bread containing artificial preservatives. In addition, a sensory
acceptability test was conducted with 100 participants, using a 9-point hedonic scale to assess
appearance, color, aroma, texture, flavor, and overall acceptance. The results obtained
demonstrated the effectiveness of cinnamaldehyde incorporated into nanocellulose in
preserving bread, promoting an extended shelf life of over 21 days without compromising the
structural characteristics of the product. The results also indicated greater acceptance in terms
of appearance and color, while flavor and overall acceptance showed a predominance of
“neutral” responses, suggesting the need for formulation adjustments to better mask the
residual flavor of cinnamaldehyde. The combination of natural preservatives and
nanotechnology proved to be a promising alternative to synthetic preservatives, aligning with

the clean label food market and opening the door to industrial applications.

Keywords: food preservation; bacterial cellulose; natural preservatives; antioxidants;

chemical additives.
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1 INTRODUCAO

A preservacdo de alimentos é um dos principais desafios enfrentados pela inddstria
alimenticia, sendo tradicionalmente abordada por meio da adicdo de conservantes quimicos.
Substancias como o acido propibnico, o acido sérbico, o acido benzoico e 0s nitritos sdo
amplamente utilizadas para prolongar o tempo de prateleira e inibir o crescimento microbiano
em alimentos processados, como paes, molhos e bebidas. No entanto, a exposi¢do prolongada
a esses aditivos tem sido associada a efeitos adversos & saude, como disbiose intestinal,
desregulacdo da homeostase intestinal e reacdes imunoldgicas (Rinninella et al., 2020).

Conservantes artificiais, como benzoatos, podem desencadear reaces alérgicas,
disturbios neuromodulatérios e hiperatividade infantil quando consumidos em excesso (Piper,
2018). Esses aditivos também reduzem a diversidade da microbiota intestinal saudavel,
promovendo o crescimento de bactérias pro-inflamatorias (Hrncirova et al., 2019).

Com a crescente conscientizacdo dos consumidores sobre os impactos dos
conservantes artificiais, observa-se aumento na demanda por alternativas naturais e saudaveis.
Dados da Euromonitor International indicam que o mercado global de alimentos saudaveis
movimentou U$ 700 bilhGes em 2019, evidenciando forte tendéncia em direcdo ao consumo
de produtos com rotulos limpos (“clean label™). Entretanto, substituir conservantes artificiais
representa um desafio técnico significativo, pois exige a manutencdo da seguranca
microbiana, da qualidade sensorial e da estabilidade dos produtos durante sua vida atil (Axel
et al., 2016).

Nesse contexto, 0s extratos vegetais, incluindo os 0leos essenciais, tém se destacado
como alternativas promissoras devido as suas propriedades antimicrobianas e a
compatibilidade com a crescente demanda por aditivos alimentares naturais, seguros e
saudaveis (Bouarab Chibane et al., 2019; Wu et al., 2024). Além de atenderem as demandas
por solucdes naturais, 0s Gleos essenciais oferecem potencial para prolongar a vida Gtil dos
alimentos, contribuindo para a sustentabilidade e a inovacdo na industria alimenticia
(Gavahian et al., 2020).

A encapsulacdo de 6leos nutracéuticos em materiais carreadores € uma estratégia
eficiente para mascarar sabores intensos, preservar a qualidade sensorial e proteger o0s
compostos contra oxidacdo e volatilizagdo. Além disso, melhora a estabilidade, a
biodisponibilidade e permite liberacdo controlada, garantindo maior eficicia e funcionalidade
na matriz em que sdo incorporados (Casanova et al., 2021; Gongalves et al., 2017). Dessa

forma, o0s nanomateriais apresentam potencial de aplicagdo em diversas formas,
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principalmente devido a sua grande &rea superficial especifica, possibilitando melhorias
significativas em suas propriedades (Franco et al., 2023). A nanocelulose bacteriana tem se
destacado por suas propriedades de biocompatibilidade, alta &rea superficial e capacidade de
incorporar ativos, sendo uma solugdo promissora para a encapsulacdo e liberacdo gradual de
6leos essenciais em alimentos (Rezaei; Fathi; Jafari, 2019).

A busca por solugdes naturais, eficazes e viaveis para a preservacdo de alimentos é
essencial para o avango da ciéncia e da tecnologia alimenticia. A combinacdo de 6leos
essenciais com nanocelulose bacteriana representa uma abordagem inovadora que alia
sustentabilidade, seguranca alimentar e inovacdo, atendendo as demandas da indUstria e dos
consumidores (Hossain et al., 2016).

Nesse contexto, este estudo se alinha a diversos Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) propostos pela Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU). O ODS 2 (Fome
Zero e Agricultura Sustentavel) é contemplado pela proposta de conservacdo de alimentos por
meio da utilizacdo de ingredientes naturais, contribuindo para a oferta de produtos
alimenticios mais seguros e sustentaveis. O ODS 3 (Saude e Bem-Estar), por sua vez, €
atendido pela substituicdo de conservantes sintéticos por alternativas mais seguras,
promovendo a melhoria da qualidade de vida da populacéo.

No ambito da inovacgéo tecnologica, o0 ODS 9 (Industria, Inovacédo e Infraestrutura) se
reflete na aplicacdo da nanocelulose bacteriana como matriz carreadora de compostos
bioativos, representando avango na interface entre biotecnologia e ciéncia dos alimentos.
Além disso, o ODS 12 (Consumo e Producdo Responsaveis) € contemplado pelo
desenvolvimento de um conservante biodegradavel, reduzindo a dependéncia de aditivos
sintéticos e minimizando o impacto ambiental decorrente do processamento de alimentos.

Por fim, ao minimizar residuos quimicos e a pegada ecoldgica da producédo
alimenticia, o presente estudo também contribui para 0 ODS 13 (A¢do Contra a Mudanca
Global do Clima). Dessa forma, a pesquisa reforca seu carater multidisciplinar e inovador,

trazendo beneficios tanto para a salde publica quanto para a sustentabilidade ambiental.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Conservantes artificiais alimentares

Os aditivos alimentares desempenham papel central na industria de alimentos, sendo
amplamente utilizados para aprimorar a cor, sabor, aroma, valor nutricional e a durabilidade
dos produtos. Esses compostos sdo frequentemente listados nos rétulos sob a denominacéo de
"ingredientes™ (Giiltekin, 2019). Entretanto, o impacto dos aditivos alimentares na microbiota
intestinal tem se tornado um campo de pesquisa emergente, considerando que essa
comunidade microbiana desempenha fungdes essenciais na salde humana. Localizada na
camada mucosa do intestino, a microbiota contribui para a digestdo de fibras alimentares, a
sintese de vitaminas e aminoacidos e 0 armazenamento de energia. Alem de regular o sistema
imunoldgico, também participa do desenvolvimento dos sistemas nervoso e imunologico
(Adak; Khan, 2019; Suez et al. 2014).

Conservantes industrializados podem afetar substancialmente ndo apenas a
composicdo da microbiota intestinal, mas também suas fungées. Com o0 aumento do consumo
de alimentos ultraprocessados nas ultimas décadas, e considerando o uso disseminado de
aditivos alimentares nesses produtos, os efeitos dessas substancias na saude intestinal
merecem atencdo (Rinninella et al. 2020).

No setor de panificacdo, conservantes como propionatos de calcio (Phechkrajang;
Yooyong, 2017), propionato de sodio (Darwiche et al., 2001), &cido sorbico (De Jesus et al.,
2021), benzoato de sodio e sorbato de potassio (Chaleshtori; Arian; Chaleshtori, 2018) séo
amplamente utilizados. Dentre eles, 0os propionatos sdao 0s mais comuns, devido a sua maior
solubilidade e auséncia de odor perceptivel (Smith et al., 2004). No entanto, estudo proposto
por Xu et al., (2022) aponta que o consumo desses conservantes pode elevar os niveis de
glicose no sangue, colesterol total e triglicerideos, resultando em hiperglicemia e sintomas
depressivos. Esses efeitos podem estar relacionados a ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal, desencadeada pelo estado hiperglicémico.

Os aditivos alimentares podem impactar significativamente tanto a composicdo quanto
as funcdes da microbiota intestinal (Rinninella et al., 2020). Estudos in vitro também indicam
que algumas bactérias intestinais humanas sdo altamente suscetiveis a aditivos
antimicrobianos, especialmente ao nitrito de sddio e suas combinagdes. A combinagdo mais
sinérgica observada foi entre benzoato, nitrito e sorbato. H& evidéncias de que a exposicdo

continua da microbiota intestinal humana a niveis baixos desses aditivos pode alterar sua
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composicdo e funcdo, com impactos negativos no sistema imunoldgico (Hrncirova et al.,
2019).

2.2 Aditivos Naturais

Nos Ultimos anos, a demanda por antioxidantes naturais aumentou significativamente,
motivada por relatos sobre os efeitos adversos de compostos sintéticos. Esse cenario tem
direcionado a maioria das pesquisas para a identificacdo de novos antioxidantes obtidos de
fontes naturais, principalmente vegetais, extraidos de folhas, raizes, caules, frutos, sementes e
cascas. O metodo de extracdo e o tipo de solvente utilizado desempenham papel crucial na
composicdo e eficacia dos extratos vegetais, influenciando diretamente suas propriedades
(Shah; Bosco; Mir, 2014).

Pesquisadores e industrias alimenticias tém investido intensamente em conservantes
naturais com ampla agdo antimicrobiana. Agentes antimicrobianos, antioxidantes naturais e
revestimentos comestiveis sdo ferramentas essenciais para proteger alimentos e outros
produtos contra bactérias e processos de deterioragdo (Teshome et al., 2022). Entre os
exemplos mais relevantes, os 0leos essenciais (OEs) apresentam propriedades antioxidantes e
antimicrobianas atribuidas a compostos bioativos, como fendis e terpenoides. Suas atividades
antimicrobianas, associadas a presenca de grupos hidroxilas, danificam as membranas
celulares de patdgenos, causando a liberacdo de constituintes intracelulares e a morte dos
microrganismos, 0 que os tornam alternativas promissoras para a inddstria de alimentos
(Casalini; Giacinti Baschetti, 2023).

A Food and Drug Administration (FDA) classifica o OE de canela (Cinnamomum sp)
como Generally Recognized As Safe (GRAS), permitindo seu uso em perfumes, cosméticos,
produtos sanitarios, medicamentos e alimentos (Haro-Gonzélez et al., 2021). Sua composicao
inclui entre 60-75% de cinamaldeido, substancia que igualmente possui classificagdo GRAS
pela Associacdo dos Fabricantes de Extratos Aromatizantes dos Estados Unidos (FEMA) e é
aprovada para uso alimentar pela FDA (Santos Silva Silva Figueiredo et al., 2017).

No Brasil, a Resolu¢cdo RDC n° 2, de 15 de janeiro de 2007, permite o uso de OEs
como ingredientes alimentares, desde que sejam seguros para consumo humano, conforme a
classificacdo GRAS. Esses 6leos devem respeitar os limites estabelecidos para cada tipo de
alimento e estar devidamente declarados nos rétulos, em conformidade com as normas da
ANVISA (Brasil, 2007).
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Entre os OEs mais utilizados, o 6leo de canela, rico em cinamaldeido, se destaca pela
acdo antimicrobiana contra agentes causadores de deterioracdo alimentar (Matan et al., 2006).
O cinamaldeido atua como potente agente supressor do crescimento microbiano devido aos
biossintese da parede celular e a alteracdo da estrutura e integridade da membrana celular
(Shreaz et al., 2016).

O 6leo de cravo (Eugenia caryophyllus) tem como principal componente o eugenol, e
apresenta propriedades inseticidas, antimicrobianas, anti-inflamatorias, cicatrizantes,
antivirais, antioxidantes e anticancerigenas (Haro-Gonzélez et al., 2021). Outros exemplos
incluem o 6leo de alho, com caracteristicas antibacterianas, antifingicas e imunorreguladoras,
e 0 Oleo de orégano, conhecido por suas propriedades antibacterianas, antifungicas,
antioxidantes, expectorantes, relaxantes e cicatrizantes (Mucha; Witkowska, 2021).

Outra alternativa promissora sdo 0s extratos vegetais, ricos em compostos fendlicos,
que oferecem solucdo eficaz aos antioxidantes sintéticos (Shah; Bosco; Mir, 2014). De acordo
com a Farmacopeia Brasileira, 0s extratos sdo preparagdes liquidas, semissélidas ou sélidas
obtidas de drogas vegetais por métodos extrativos e solventes adequados. Extratos fluidos, por
exemplo, sdo preparacgdes liquidas no qual parte do extrato equivale, em massa ou volume, a
uma parte da droga vegetal seca, podendo ser ajustado para garantir o teor de constituintes
ativos especificados (Brasileira, 2019).

Estudo proposto por da Silva et al., 2013 mostrou gque extratos aquosos e etanolicos de
folhas de maracuja possuem atividade antioxidante superior a da fruta. Além disso,
Takahashi; Kokubo; Sakaino, (2004) identificaram que extrato de folhas de eucalipto
apresentou atividades antibacterianas, anti-hiperglicémicas e antioxidantes, sendo amplamente

utilizado como aditivo alimentar, cosmético e produto medicinal.

2.3 Ativos naturais em panificacdo

Alimentos panificados, assim como a maioria dos produtos processados, estao sujeitos
a alteracOes fisicas, alem de deterioragdo quimica e microbioldgica. Aqueles com elevada
umidade tém sido associados a surtos de doencas transmitidas por alimentos, representando
uma preocupacao significativa para a satde publica. Os pdes, por apresentarem alta umidade,
sdo especialmente suscetiveis & deterioracdo, demandando maior aten¢do no controle de sua

qualidade e conservacgéo (Smith et al., 2004).
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Esses produtos estdo sujeitos a contaminacgdo por diversas espécies de fungos, sendo
0s principais responsaveis pela deterioracdo pertencentes aos géneros Penicillium e
Aspergillus (Lemos et al., 2022; Bernardi et al., 2019). Além desses, outros géneros
comumente associados a degradacdo do pédo incluem Cladosporium, Mucor e Rhizopus
(Garcia et al., 2019).

Dentre as diversas técnicas de preservacdo desenvolvidas para prolongar a vida util
microbioldgica de forma segura, destacam-se as abordagens tecnoldgicas e quimicas, bem
como estratégias que envolvem a adicdo de ingredientes naturais as receitas de pao,
conhecidas como bioconservantes (Otoni et al., 2014). Um exemplo dessas estratégias é o uso
de OEs com atividade antifingica, que tém demonstrado potencial para inibir o crescimento
de microrganismos e contribuir para a conservacao do produto (Debonne et al., 2018b).

Os OEs conferem carater protetor contra microrganismos deteriorantes, representando
solucdo eficaz para preservar a qualidade de pées e derivados. Estima-se que 0 péo
deteriorado gere desperdicio de 5% a 10% da producdo mundial, resultando em perdas
econémicas para a industria e consumidores, além de representar riscos a saude humana
devido a presenca de micotoxinas. Para mitigar esses problemas, a industria busca estratégias
gue aumentem a vida util do p&o, preservando sua seguranca (Melini; Melini, 2018)

A biopreservacéo, utilizando extratos e 6leos essenciais, pode ser aplicada por meio de
duas estratégias distintas. A primeira envolve a inclusdo de ingredientes ativos com
propriedades antimicrobianas, como os OE e extratos vegetais, diretamente na massa do péo.
A segunda alternativa consiste na aplicacdo desses ingredientes na atmosfera da embalagem
(Debonne et al., 2018; Melini; Melini, 2018).

Efeitos antifungicos sinérgicos foram observados entre o OE de cravo e diversos
conservantes quimicos, destacando-se como alternativa promissora para a reducdo do uso de
aditivos sintéticos em produtos a base de farinha de trigo (Viraj et al., 2015). De forma
semelhante, o OE de canela demonstrou maior efeito inibitério sobre os microrganismos
Rhizopus stolonifer e Aspergillus flavus, frequentemente associados ao desenvolvimento de
fungos em "pées de trigo” (Nanasombat et al., 2010).

Apesar da literatura ainda ser limitada, o interesse crescente por ingredientes naturais
multifuncionais tem impulsionado pesquisas sobre OEs como conservantes naturais. Nos
ualtimos 5 anos, houve aumento significativo nas publica¢fes cientificas sobre o impacto de
extratos herbais na conservacao de pées e bolos (Gavahian et al., 2020).

O conceito clean label tem ganhado destaque na indUstria de alimentos, impulsionado

pela demanda dos consumidores por transparéncia e ingredientes naturais (Exame, 2021).
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Esse movimento reflete uma mudanga no comportamento do consumidor, que busca reduzir o
consumo de aditivos sintéticos e priorizar ingredientes reconheciveis e minimamente
processados (Aschemann-Witzel; Varela; Peschel, 2019). Nesse contexto, o uso de ativos
naturais em alimentos tem se destacado como uma estratégia competitiva para a industria,
agregando valor aos produtos e atendendo as exigéncias regulatérias e de mercado (ANVISA,
2021). Ingredientes como antioxidantes naturais, conservantes derivados de fontes vegetais e
corantes naturais ndo apenas ampliam o apelo comercial dos produtos, mas também reforcam
a percepcdo de qualidade e seguranca alimentar (Euromonitor International 2023). Assim,
investir em formulacGes clean label representa ndo apenas resposta as tendéncias de consumo,
mas também uma oportunidade de diferenciagdo e inovacao para as empresas do setor.
Embora apresentem varias vantagens, os OEs devem ser usados com cautela, pois altas
concentracdes podem ser toxicas (Debonne et al., 2018). Tecnologias como o0 encapsulamento
com liberagé@o controlada tém se mostrado eficazes para proteger esses ativos da degradacéo e
oxidacao, facilitar a solubilidade, minimizar alteragdes sensoriais indesejaveis e potencializar
sua eficacia antimicrobiana. Essa abordagem é reconhecida como inovacdo de destaque no
século, com grande potencial de aplicacdo e popularizagdo (Mucha; Witkowska, 2021). Nesse
contexto, o uso da celulose bacteriana surge como uma estratégia promissora e inovadora para

aprimorar a aplicacdo desses compostos.

2.4 Celulose Bacteriana

A celulose bacteriana (CB) é um biomaterial nanoestruturado e atdxico, sendo
produzida pela bactéria Komagataebacter xylinus (anteriormente classificado como
Acetobacter xylinum), uma espécie gram-negativa, estritamente aerdbica e ndo fotossintética.
Essa bactéria é capaz de converter glicose e outros substratos organicos em celulose em
poucos dias (Wang; Tavakoli; Tang, 2019). Embora a fungdo biolégica da producdo de
celulose para a prépria bactéria ndo seja completamente compreendida, ha hipdteses de que
essa capacidade seja essencial para sua sobrevivéncia, atuando como protecao contra radiacdo
ultravioleta ou como barreira fisica contra fungos, leveduras e outros organismos (Moon et
al., 2011). Apesar de compartilhar a formula molecular (CsHi00s)n com a celulose vegetal, a
CB se diferencia pela auséncia de hemicelulose, pectina e lignina. Além disso, sua estrutura
apresenta uma rede nanofibrilar ultrafina, altamente organizada e com grande capacidade de

retencdo de agua (De Amorim et al., 2020).
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Como um polimero natural renovavel, a CB possui propriedades excepcionais, como
alta pureza, rede tridimensional de nanofibras, elevada cristalinidade, excelentes propriedades
mecénicas, moldabilidade durante o processo de formacdo e biocompatibilidade (Wang;
Tavakoli; Tang, 2019). Classificada como GRAS, a CB é utilizada nos setores alimenticio e
de saude, além de ser considerada uma fibra dietética (Rastogi et al., 2018). Sua sintese ocorre
pela conversdo da glicose no sistema celular bacteriano, resultando em fibrilas que se
organizam no envelope celular. Em condicdes estaticas, essas fibrilas se agrupam em feixes,
formando fitas que emergem como peliculas na superficie do meio liquido. Essas peliculas
apresentam cerca de 97% de celulose pura, valor superior a celulose de origem vegetal
(Rastogi; Banerjee, 2020).

As caracteristicas singulares da CB conferem a ela grande versatilidade industrial. No
setor alimenticio, é utilizada como espessante, estabilizante e gelificante, demonstrando
potencial para aprimorar a qualidade de alimentos processados (De Amorim et al., 2020). No
entanto, a expansdo de sua aplicacdo enfrenta desafios técnicos e econdmicos, como a
otimizacdo das condicGes de cultivo e a reducdo dos custos de producgdo. Para superar esses
obstaculos, € fundamental desenvolver processos de producdo mais econémicos, com alta
produtividade e curto tempo de cultivo (Wang; Tavakoli; Tang, 2019).

Embora a produgdo microbiana de CB seja quantitativamente inferior a producéo da
celulose vegetal, a CB se destaca por sua confiabilidade e sustentabilidade econdémica. A
crescente demanda por celulose em areas biotecnoldgicas € impulsionada por suas
propriedades excepcionais, como elevada biocompatibilidade e pureza. Além disso, a CB
pode ser utilizada isoladamente ou combinada com outros materiais, ampliando suas

possibilidades de aplicacdo (Rastogi; Banerjee, 2020).

2.5 Nanocelulose Bacteriana

Os nanomateriais tém revolucionado a industria alimenticia ao melhorar a qualidade e
funcionalidade dos alimentos. Eles previnem a degradacdo microbiana, aprimoram cor, sabor
e textura, e aumentam a biodisponibilidade de nutrientes. Podem ser organicos, como lipidios
e proteinas usados na encapsulacdo de compostos bioativos; combinados
organicos/inorganicos, projetados para fungdes especificas, como acdo antimicrobiana e
antioxidante; ou nanofibras de celulose, aplicadas como aditivos, em embalagens ou como
emulsionantes, otimizando propriedades e seguranca dos produtos alimentares (Franco et al.,
2023).
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A nanocelulose bacteriana (NCB), predominantemente derivada de fibras de CB,
apresenta propriedades como biodegradabilidade e renovabilidade. Essas caracteristicas fazem
dela um material sustentavel e ecologicamente correto, com destaque para sua excelente
capacidade de retencdo de agua, tornando-a ideal para processos de imobilizacdo. Além disso,
sua classificagdo como material GRAS reforgca sua viabilidade para diversas aplicacGes
industriais (R et al., 2021).

Gracas as suas propriedades Unicas e alta funcionalidade, a NCB tem se mostrado uma
solucdo promissora em varias areas. Seu potencial inclui o desenvolvimento de novos
alimentos, materiais estruturais, implantes autocicatrizantes, nanopilulas avancadas e outros
produtos inovadores (De Amorim et al., 2020). A funcionalidade da NCB pode ser ampliada
por meio de combinacdes com diferentes formas do material ou pela integracdo com outros
ingredientes naturais. Tais avancos sdao fundamentados no controle preciso das interacdes
entre a NCB e outros componentes naturais, abrindo novas perspectivas para alimentos,

cosmeéticos e outras formulagdes relacionadas (Bai et al., 2018).
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL:

Desenvolver ingrediente natural de nova geracdo com propriedades conservantes,

destinado a aplicacdo em panificacéo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Produzir nanocelulose bacteriana para ser utilizada como suporte na
incorporacédo de ativos naturais;

e Determinar a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) do ativo natural com
melhor desempenho antifungico;

e Avaliar a aplicagdo dos ativos naturais incorporados em nanocelulose
bacteriana em uma matriz alimentar (pdo de forma), com o objetivo de
assemelhar e, potencialmente, aumentar o tempo de prateleira do produto,
comparado ao conservante sintético;

e Demonstrar a eficacia da conservacdo do alimento final, garantindo que as
propriedades fisicas do produto ndo sejam comprometidas;

e Avaliar a aceitabilidade do pao produzido.
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4 MATERIAIS E METODOS

O delineamento do estudo seguiu 0 esquema representado na Figura 1. Na primeira
fase, diferentes formatos de CB foram produzidos e processados. Na segunda fase, uma cepa
selvagem, isolada de pdo contaminado, foi utilizada como fungo de pesquisa, sendo o cravo o
extrato identificado como o mais eficaz entre os testados, que incluiram também canela,
manjericdo e orégano. O cravo foi, entdo, aplicado tanto em sua forma pura quanto
incorporado em NCB para avaliagdo em matriz alimentar.

Na terceira fase, cepas de colecdo foram testadas, também foi avaliado um novo ativo,
o cinamaldeido, que apresentou o melhor desempenho na concentracdo inibitoria minima,
entre os analisados. Assim como o cravo, o0 cinamaldeido foi aplicado em matriz alimentar

tanto em sua forma pura quanto incorporado em NCB.

4.1 Producdo de medalhas de celulose bacteriana (CB)

A producéo da CB foi feita pela cultura de Komagataeibacter xylinus (ATCC 53582).
Os pré-inoculos foram preparados em condigdes estaticas, a 30 °C, por 48 horas, em meio
liquido Hestrin & Schramm (HS), composto por glicose (20 g/L), extrato de levedura (5 g/L),
fosfato de sodio anidro (1,15 g/L) e &cido citrico monoidratado (1,15 g/L), em frascos
Erlenmeyer. Apds esse periodo, o cultivo da bactéria foi realizado em placas de 12 pogos
previamente autoclavadas. O cultivo foi conduzido por 10 dias, sob condigdes estaticas. Ao
final, uma medalha de CB foi produzida, e na sequéncia foi submetida a processo de
purificacdo, sendo imersa em solu¢do de NaOH 1M a 60 °C por 90 minutos, para a remogao
de células bacterianas aderidas. Posteriormente, as medalhas foram lavadas com agua
destilada até que o pH fosse neutralizado, adaptando um método de Jozala et al. (2015).

Esse formato de apresentacdo da CB foi utilizado para realizacdo do teste com cepa

selvagem da fase 2 do delineamento do estudo apresentado na Figura 1.



Figura 1 - Fluxograma do estudo.
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4.2  Producéo de nanocelulose bacteriana (NCB)

A producédo da CB foi feita pela cultura de Komagataeibacter xylinus (ATCC 53582).
Os pré-inoculos foram preparados em condicGes estaticas, a 30 °C, por 48 horas, em meio
liquido Hestrin & Schramm (HS), composto por glicose (20 g/L), extrato de levedura (5 g/L),
fosfato de sodio anidro (1,15 g¢g/L) e acido citrico monoidratado (1,15 g/L), em frascos
Erlenmeyer. ApOs esse periodo, o cultivo da bactéria foi realizado em caixas plasticas
previamente esterilizadas por exposi¢do a luz UV por 60 minutos, utilizando-se meio HS com
10% de pré-indculo bacteriano por caixa. O cultivo foi conduzido por 10 dias, sob condi¢des
estaticas. Ao final, uma pelicula de CB foi produzida (membrana), e na sequéncia foi
submetida a um processo de purificacdo, sendo imersa em solu¢do de NaOH 1M a 60 °C por
90 minutos, para a remocao de celulas bacterianas aderidas. Posteriormente, as membranas
foram lavadas com agua destilada até que o pH fosse neutralizado, adaptando um método de
Jozala et al (2015).

Apos a etapa de neutralizacdo, as membranas de CB foram submetidas a trituracéo,
utilizando um liquidificador industrial e um dispersor Ultraturrax por 5 minutos, com o
objetivo de reduzir o tamanho das particulas. A massa de CB triturada foi transferida para um
coador de malha fina para a remocao do excesso de agua. Em seguida, a massa triturada foi
autoclavada em agua destilada, a 121 °C por 15 minutos, e armazenada a temperatura
ambiente.

Para a obtencdo da NCB, uma propor¢do de 5 g de CB triturada para 15 mL de agua
Milli-Q foi utilizada. A mistura foi transferida para béquer e submetida a aquecimento e
agitacdo continuos. Quando a temperatura atingiu 50 °C, 500 pL de celulase (Sigma Aldrich,
Cellulase from Trichoderma reesei, solugdo aquosa, > 700 unidades/g) foram adicionados ao
béquer. Apds aproximadamente 30 minutos, a quebra visual das fibras foi observada. Em
seguida, a temperatura foi elevada para 100 °C e mantida por 20 minutos, para inativacdo
enzimatica. Ao término do processo, a solucdo foi centrifugada a 5500 rpm por 20 minutos, e

a NCB foi coletada do sobrenadante, adaptando o método de Soeiro et al., (2021).

4.3 Caracterizacdo de Nanoparticulas

A amostra de NCB foi caracterizada por meio da Andlise de Rastreamento de

Nanoparticulas (NTA), técnica que determina o indice de refracdo de nanoparticulas em
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suspensdo. Esse método baseia-se no movimento browniano, permitindo a avaliagdo do

tamanho e da concentracdo das nanoparticulas na amostra.

4.4 Incorporacao de ativo natural em nanocelulose

Para a incorporacdo de cada ativo em NCB, frascos tipo Falcon foram utilizados. A
propor¢do 1:1 de ativo em NCB foi utilizada. A mistura foi submetida a agitacdo em shaker
(NT 715, Nova Técnica) a 25 °C, por periodo de 4 horas, com velocidade de 100 rpm. O
tempo de incubacdo foi definido com base no protocolo reproduzido por Malheiros et al.,
(2018).

4.5 Teste antifungico piloto com cepa selvagem

Para esse estudo, uma revisdo da literatura foi realizada a fim de conhecer os
principais extratos e OEs que tivessem apresentado atividade antimicrobiana, especialmente
antifangica. Assim, extratos de cravo, canela, orégano e manjericdo foram escolhidos. Todos
0s ativos foram adquiridos comercialmente.

O ensaio foi realizado utilizando uma cepa selvagem, isolada de amostra de pao, na
concentragdo de 10° UFC/g. O experimento foi conduzido em placa de 12 pocos, todos
contendo meio de cultura a base de caldo Sabouraud. No poco 1, além do meio de cultura,
foram adicionados 10 puL do indculo fungico. O pogo 2 continha o indculo e uma medalha de
CB incorporada em cada ativo, enquanto o po¢o 3 continha o indéculo e NCB incorporada ao
mesmo extrato. Ja 0s pocos 4 e 5 continham, respectivamente, o indculo e medalhas de CB e

NCB sem incorporacao.

4.6 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

Para a avaliacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM), extratos de cravo, canela,
orégano e manjericao foram utilizados, além do OE de cinamaldeido (principal composto do
extrato de canela). Esse teste foi realizado com o propdsito de identificar a melhor
concentracdo de cada extrato para ser aplicado em matriz alimentar.

O ensaio de CIM foi realizado utilizando a cepa selvagem e as cepas de Aspergillus
niger (ATCC5275), Penicillium chrysogenum (ATCC48905) e Rhizopus microsporus var.

oligosporus (ATCC22959) obtidos comercialmente. Cada microrganismo foi avaliado em
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uma microplaca, na qual foram adicionados, sequencialmente, 100 pL de 4gar Sabouraud
liquido, 10 pL do inéculo Aspergillus, Penicillium e Rhizopus, individualmente, em
concentragdo de 10° UFC/g, e, por fim, 100 ul dos compostos naturais. Os ativos cravo,
canela, orégano e manjericdo cujas concentragdes iniciais foram de 20% e para cinamaldeido
a concentracdo estava a 100%. Para cada microplaca, foram preparados controle negativo
(meio de cultura sem indculo) e controle positivo (com indculo e sem qualquer ativo). As
microplacas foram incubadas a 25 °C por 3 dias (Sahin et al., 2004). O crescimento dos
fungos foi avaliado retirando-se 10 uL de cada pogo e transferindo-0s para placas de Petri
contendo agar Sabouraud solidificado. A CIM foi definida como a menor concentracdo de
compostos naturais que ndo mostra crescimento visual dos fungos, ap6s 72 horas.

Com base nos resultados obtidos, os testes subsequentes concentraram-se na
incorporacgéo do ativo em NCB, o teste de halo invertido e, em seguida, na sua aplicacdo em

uma matriz alimentar.

4.7 Teste de halo invertido e estabilidade

A atividade antinfungica in situ dos compostos naturais incorporados na NCB foi
avaliada em placas de Petri contendo agar Sabouraud solidificado, 200 puL do indculo fungico,
em concentragdo de 10° UFC/g, foram aplicados no centro de cada placa. Em seguida, o
indculo foi uniformemente espalhado sobre a superficie do meio de cultura. Posteriormente,
pocos com diametro de 10 mm foram feitos na regido central da placa contendo o meio de
cultura (Acharya; Hare, 2022). Os pogos foram preenchidos com o ativo natural e com o ativo
natural incorporado a NCB. Os compostos ativos cravo e canela foram utilizados em
concentracdo de 20%, enquanto o cinamaldeido foi empregado em concentracdo de 100%. Ja
a incorporacao dos ativos a NCB ocorreu na propor¢do de 1:1, ou seja, com concentracao
final de 10% para cravo, canela, orégano e manjericdo, e de 50% para cinamaldeido.

As placas foram incubadas a 25 + 1 °C, por trés dias para a cepa selvagem, Rhizopus,
Aspergillus e Penicillium (Sahin et al., 2004). O didmetro do halo de inibigdo foi medido
diariamente com paquimetro em quatro pontos, e os testes foram realizados em triplicata.

O teste de estabilidade foi realizado utilizando o produto final (ativo incorporado em
NCB) nos periodos de 0, 7, 14 e 21 dias. O objetivo foi avaliar a estabilidade do produto e
possiveis variages da atividade do ativo, comparando-o com a sua forma pura, sem
incorporacéo. Isso ocorre porque, segundo Nguyen Van Long et al. (2016), OEs séo utilizados

de forma mais eficiente em alimentos quando encapsulados em sistemas de liberacdo
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adequados. Essa abordagem permite superar limitacdes relacionadas & dosagem e melhorar a
estabilidade biolégica dos compostos ativos, potencializando sua eficacia e prolongando sua
acao.

Para a andlise estatistica, a comparacdo entre cinamaldeido (CIN) e
NCB+cinamaldeido (NCIN) foi conduzida por meio do teste T de Student, enquanto a
comparagdo entre os diferentes tempos, a cada trés dias, foi realizada por meio da ANOVA
unifatorial, sequida do teste de Tukey.

4.8 Aplicagdo em matriz alimentar

Conforme fluxograma apresentado na Figura 1, a aplicacdo dos ativos em matriz
alimentar seguiu uma selecdo dos melhores resultados de cada teste. Dessa forma, seis pées
foram preparados, sendo dois representando a fase 2, e quatro pées a fase 3. Os pées tinham
cerca de 500 + 30 g cada, e os ingredientes utilizados foram: 288,5 g de farinha de trigo, 5,5 g
de leite em po, 14 g de aguUcar, 5 g de sal, 8,5 g de margarina, 85 g de fermento bioldgico e
170 mL de agua morna. O preparo foi realizado sob fluxo laminar para garantir ambiente
controlado e condigdes padronizadas para todas as amostras. A mistura foi processada em
maquina de pdo, modelo Mondial Master Bread, utilizando a funcéo "rapido™, com duracéo de
1h55min.

Entre os pdes preparados, dois foram designados como controle. O primeiro,
denominado branco (B), ndo recebeu ingredientes adicionais, enquanto o segundo (P) foi
formulado com a adicdo de propionato de calcio na concentracdo de 0,1%, em conformidade
com as diretrizes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2010). O terceiro
pdo (CR) foi preparado com 7% extrato de cravo, o quarto pdo (NCR) recebeu 7% de extrato
de cravo incorporado em nanocelulose bacteriana. O quinto pdo (CIN) recebeu a adi¢do de
625 pL de 0Oleo de cinamaldeido. Por fim, o sexto pdo (NCIN) foi formulado com 625 pL de
6leo de cinamaldeido incorporado em nanocelulose bacteriana.

Apos forneamento, cada pdo foi cortado em trés fatias com aproximadamente 5 cm de
espessura e resfriados ainda sob fluxo laminar. Em seguida, as fatias foram armazenadas em
sacos de polietileno previamente esterilizados sob luz UV por 60 minutos. As amostras foram
armazenadas em um ambiente fresco, seco, arejado e isento de odores, conforme as
orientagdes presentes nas embalagens de pdes comerciais. O monitoramento foi realizado

diariamente para avaliar o eventual crescimento fangico.
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A quantidade de extrato de cravo utilizada no estudo esté dentro da estimativa da dose
didria maxima permitida de eugenol, que é de 2,5 mg/kg, conforme (Valente et al., 2008).
Para o cinamaldeido, a referéncia foi a Ingestdo Diéria Aceitavel (IDA) estabelecida em 1967
pelo Comité Conjunto FAO/OMS de Especialistas em Aditivos Alimentares (JECFA) que
fixou o valor de 1,25 mg/kg de peso corporal/dia para o cinamaldeido. Atualmente, ndo ha
uma IDA revisada para 0 composto, e ele ndo apresenta preocupacdes significativas de
seguranga (“Codigo Monografico Nome C83 Cinnamomum Cassia”, [S.d.]).

4.9 Teste quantitativo

Para a contagem de crescimento fingico nas amostras, foi usado um metodo adaptado
de Filipe; Chiu, (2011). O teste foi realizado no 7°, 14° e 21° dia apds a fabricacdo do pdo, em
triplicata. Inicialmente, uma fatia de pdo foi macerada, e 25 g do material foram misturados a
225 mL de agua peptonada a 0,1%, constituindo a diluigdo inicial (107'). A partir dessa
solucdo, foram realizadas diluigOes seriadas de 102 e 1073,

De cada diluicdo, 1 mL foi retirado e inoculado em placas contendo 15 mL de
Sabouraud Soft. As placas foram incubadas a 35 £ 1 °C por até 48 horas para o

monitoramento do crescimento fungico.

4.10 Teste de aceitabilidade

O teste de aceitabilidade foi realizado em parceria com o Servico Nacional de
Aprendizagem Industrial - SENAI Alimentos da Barra Funda — SP. O teste foi conduzido com
100 participantes selecionados aleatoriamente, que foram distribuidos em cabines individuais,
a fim de garantir maior imparcialidade nas respostas. Informacdes sobre idade, frequéncia de
consumo de paes, habitos alimentares e possiveis alergias ou restricbes alimentares foram
coletadas (Figura 2A). E cada participante foi instruido a selecionar o termo que melhor
representasse sua percepcao em relacdo a cada atributo analisado, utilizando a escala heddnica

de 9 pontos, composta pelos seguintes termos: "gostei muitissimo™, "gostei muito”, "gostei

moderadamente”, "gostei ligeiramente”, "indiferente”, "desgostei ligeiramente”, "desgostei
moderadamente”, "desgostei muito™ e "desgostei muitissimo". Nessa escala, o termo "gostei
muitissimo" equivale ao valor 9, enquanto "desgostei muitissimo™ corresponde ao valor 1. Os
participantes avaliaram os atributos aparéncia, cor, aroma/odor, textura, sabor e aceitacdo

global, conforme ilustrado na Figura 2B.



Figura 2 - Ficha de triagem (2B) e teste de aceitabilidade do produto final (2A)
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A interpretacdo dos dados obtidos foi baseada na Escala de Magnitude Afetiva

Rotulada (LAM — Labeled Affective Magnitude), na qual os rotulos atribuidos aos extremos

da escala proporcionam maior amplitude de expressao sensorial, representando a magnitude

heddnica bipolar (Stone; Bleibaum; Thomas, 2021). Seguindo a abordagem proposta por

Moskowitz; Dravnieks; Klarman (1976), os valores da escala foram convertidos em nimeros

positivos ou negativos, a fim de representar proporcdes de gosto/desgosto. Assim, as

respostas de aceitacdo foram representadas por valores positivos (notas 7, 8 e 9), as de

rejeicdo por valores negativos (notas 1, 2 e 3), e os valores intermediarios (notas 4, 5 e 6)

foram considerados como zona neutra. A partir dessa codificacdo, foi realizada a soma das

respostas obtidas para cada categoria, permitindo analise quantitativa mais refinada da

percepcao dos participantes em relacédo ao produto (Lim, 2011).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao de Nanoparticulas

A caracterizacdo das nanoparticulas de celulose bacteriana indicou particulas de 18,5
nm de tamanho e concentragio de 3,64x108mL. De acordo com De Amorim et al., (2020), a
nanocelulose refere-se a particulas de celulose com pelo menos uma dimenséo inferior a 100
nm, podendo ser extraida de fibras naturais de celulose. Esse conceito é corroborado pelos
resultados do presente estudo, no qual as particulas produzidas encontram-se dentro dessa
escala. Além disso, segundo Soeiro et al. (2021), a hidrélise enzimatica € uma alternativa
sustentavel para a producdo de NCB a partir de CB, representando também alternativa eficaz
para a obtencdo desse material. Ainda de acordo com o estudo, a NCB resultante tambem
pode atuar como solucdo para prolongar a vida util de produtos.

Estudo desenvolvido por Rieger; Schiffman, (2014) avaliou o uso de nanofibras de
quitosana/poli(oxido de etileno) para incorporagédo de cinamaldeido (0,5% e 5,0%), utilizando
nanofibras de 50 nm, tamanho semelhante ao empregado no presente estudo. Os resultados
indicaram melhora na atividade antimicrobiana do O6leo de cinamaldeido, reforcando o
potencial da nanocelulose como veiculo para compostos bioativos.

De acordo com Otoni et al., (2014), a reducdo do tamanho das goticulas de um dleo
essencial melhora suas propriedades antimicrobianas e apresenta implicacdes significativas
para a preservacdo de alimentos. 1sso ocorre porque menores quantidades de conservantes
podem ser utilizadas para alcancar a mesma eficiéncia antimicrobiana, desde que
encapsulados em particulas de menor diametro.

A observacdo pode ser explicada pela maior biodisponibilidade dos compostos
bioativos, que, ao serem encapsulados em goticulas menores, exibem maior relacédo
superficie-volume. Essa caracteristica facilita a penetracdo das goticulas nas membranas
celulares, potencializando a eficacia do ativo (Huang; Yu; Ru, 2010). Assim, o fato da CB
estar em nanoparticulas pode favorecer a insercdo dos ativos, e melhorar a atividade

conservante quando aplicado no péo.

5.2 Teste antifungico piloto com cepa selvagem

Dentre as substancias testadas, o extrato de cravo apresentou o melhor desempenho

antifungico em comparacdo aos demais ativos avaliados nesta fase do estudo. Conforme
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ilustrado na Figura 2, sua incorporagdo em NCB e em medalha de CB demonstrou eficacia
antifungica contra a cepa testada. Por esse motivo, o extrato de cravo foi selecionado para

incorporagdo em matriz alimentar.

Figura 3 - Teste antifungico utilizando cepa selvagem. Poco 1 contém inéculo fungico e meio de cultura. O
pogo 2 contém o indculo e o extrato de cravo incorporado em uma medalha de CB. Pogo 3 contém o indculo e
extrato de cravo incorporado em NCB. O pogo 4 contém o indculo e uma medalha de CB, sem incorporacao.

Pogo 5 contém NCB, sem incorporagao.

Fonte: proprio autor

Os resultados obtidos demonstraram a eficacia do extrato de cravo contra a cepa de
fungo selvagem testada, o que, segundo Kalemba; Kunicka (2003) podem ser justificados pela
composicdo quimica do cravo, rica em eugenol. Conforme descrito na literatura, os fendis —
incluindo timol, carvacrol e eugenol — apresentam alta atividade antimicrobiana, atribuida a
natureza acida do grupo hidroxila, que permite a formacdo de ligacdes de hidrogénio com
centros ativos enzimaticos. Esse mecanismo interfere em processos vitais dos
microrganismos, resultando em amplo espectro de acdo antifingica. O cravo, que possui
eugenol como seu principal composto, integra esse grupo de dleos essenciais com forte

potencial antimicrobiano.

5.3 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Os resultados para Penicillium chrysogenum, estdo reportados na Figura 3. O
crescimento do fungo foi observado na concentracdo de 10% do extrato de cravo e
manjericdo, e de 5% para os extratos de orégano e canela. O 6leo de cinamaldeido néo
apresentou Concentracdo Inibitoria Minima (CIM), evidenciando inibi¢do de crescimento do

fungo mesmo na menor concentracao, que foi de 0,19%.
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Os resultados encontrados nesse teste sdo consistentes com os achados de Sassi et al.,
(2022), que encontraram maior efetividade antifungica para OE puro de canela comparado aos
OEs puros de manjericdo e cravo, assim como Hossain et al., (2016), que relataram o orégano
como melhor resultado de CIM comparado ao manjericdo ao usarem emulsificacdo dos OEs
com Tween 20.

Figura 4 — Concentracéo Inibitéria Minima para o fungo Penicillium chrysogenum, sendo que o0 pogo 1 contém
0 respectivo ativo testado e o fungo. O pogo 11 representa o controle negativo. O pogo 12 representa controle
positivo. Os demais pogos representam a diluicdo seriada.

Cinamaldeido

Manjericao Orégano

Fonte: proprio autor

Para o fungo Aspergillus niger, conforme ilustrado na Figura 4, o seu crescimento
ocorreu em concentracdo superior a 10% para os extratos de cravo, manjericdo e orégano, e de
10% para o extrato de canela. O dleo de cinamaldeido evidenciou inibi¢do de crescimento do
fungo mesmo na menor concentracdo, que foi de 0,19%.

Os resultados encontrados neste estudo para o extrato de manjericdo sdo consistentes
com 0s de Sassi et al., (2022) — que usou 0os OEs puros — uma vez que seus resultados de
CIM para esse ativo foram melhores para canela em comparagdo com extratos de cravo,
manjericdo e orégano. J& Hossain et al., (2016) — que usou emulsificacdo de OE com Tween
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20 — evidenciaram que canela teve melhor desempenho antifingico para Aspergillus niger

em comparagdo ao manjericéo.

Figura 5 — Concentracao Inibitéria Minima para o fungo Aspergillus niger, sendo que 0 pogo 1 contém o ativo
testado e o fungo. O poco 11 representa o controle negativo. O pogo 12 representa controle positivo. Os demais
pogos representam a diluicdo seriada.

Manjericdo

Orégano

Fonte: proprio autor

Para o fungo Rhizopus microsporus var. oligosporus, apresentado na Figura 5, o seu
crescimento foi observado em concentracdo de 5% para extrato de canela e de manjericéo,
2,5% para orégano e 1,25% para cravo. O 6leo de cinamaldeido ndo apresentou Concentracao
Inibitoria Minima (CIM), evidenciando inibigdo de crescimento do fungo mesmo na menor
concentracdo, que foi de 0,19%.

Este resultado corrobora com o achado de Horvath et al., (2016), que testou OEs
diluidos em Tween 40, em concentragdes variando entre 0,2 a 25 mg/mL e identificaram que
apenas os OEs de cravo, horteld e tomilho apresentaram atividade inibitéria contra R.

microsporus.
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Figura 6 — Concentracdo Inibitéria Minima para o fungo Rhizopus microsporus var. oligosporus, sendo que 0
pogo 1 contém o ativo testado e o fungo. O pogo 11 representa o controle negativo. O pogo 12 representa
controle positivo. Os demais pogos representam a diluicdo seriada.

Manjericao Orégano

Fonte: proprio autor

O crescimento da cepa selvagem, ilustrado na Figura 6, ocorreu em concentracdo de
5% para 0s extratos de orégano e canela, e de 2,5% para o extrato de cravo. O Oleo de
cinamaldeido evidenciou inibicdo de crescimento do fungo mesmo na menor concentracao,
que foi de 0,19%.

Estudo conduzido por Hu et al., (2019) comparou a atividade antifingica de diferentes
OEs em diversas diluices com Tween 80 com dilui¢6es entre 800 a 6.25 mg/mL, contra trés
cepas fungicas isoladas de pédo de trigo mofado. Entre os OEs analisados, o de canela se
destacou, apresentando a maior atividade antifungica, evidenciada pela maior zona de inibicéo
em todas as cepas testadas. Este resultado corrobora os achados do presente estudo, no qual o
cinamaldeido, principal composto da canela, demonstrou ser o mais eficaz contra a cepa

selvagem avaliada.
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Figura 7 — Concentracdo Inibitéria Minima para cepa de fungo selvagem, sendo que o pogo 1 contém o ativo
testado e o fungo. O pogo 11 representa o controle negativo. O pogo 12 representa controle positivo. Os demais
pocos representam a diluicdo seriada.

Cinamaldeido

Manjeric3o Oregano

Fonte: proprio autor

Com base nos resultados do teste de CIM, o cravo e a canela se destacaram como
antifangicos mais eficazes contra duas das quatro cepas avaliadas. Assim, eles foram
selecionados como para o teste subsequente de formacao de halo. Além disso, o cinamaldeido
foi selecionado por impedir completamente o crescimento fungico em todas as cepas
avaliadas, sendo eficaz mesmo na menor concentracdo testada, destacando-se como o
composto mais promissor entre os avaliados.

A atividade antifungica se justifica pois estruturas fendlicas, como o eugenol presente
no OE de cravo, demonstram elevada atividade contra microrganismos como A. flavus, A.
niger e Penicillium sp., (Mufioz Castellanos et al., 2020). Essa atividade antifingica se da
devido a sua capacidade de desnaturar proteinas e interagir com fosfolipidios das membranas
celulares, o que altera sua permeabilidade (Mohammad Nazrul Islam Bhuiyan, 2012).

Além disso, Huang et al., (2019) demonstraram que o trans-cinamaldeido exerce sua
atividade antifingica por meio de mecanismo de lesdo na membrana. Este composto se

dissolve na parte hidrofébica da membrana citoplasmatica, desintegrando a membrana externa
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da célula fangica e, consequentemente, induzindo a morte celular, justificando, assim, a alta

atividade antifangica do cinamaldeido com relagdo as cepas testadas.

5.4 Teste de halo invertido e estabilidade

No teste de halo invertido, em que o in6culo fangico foi espalhado sobre a superficie
do meio de cultura e os ativos foram adicionados no centro da placa, ndo houve formacéo de
halo de inibigdo tanto para os ativos cravo e canela, bem como para suas incorporacées em
NCB, em qualquer das cepas flngicas testadas (figuras ndo apresentadas pelo fato de as
placas estarem tomadas pelos fungos testados). Por outro lado, o cinamaldeido e o
cinamaldeido incorporado em NCB apresentaram formacdo de halo (ou até inibicdo total do
crescimento do fungo) em todas as cepas de fungos testadas. Na Figura 7 esta apresentado o
resultado da inibig&o total do crescimento para o fungo Penicillium chrysogenum.

Figura 8 - Halo invertido com cinamaldeido (linha A) e cinamaldeido incorporado a nanocelulose bacteriana
(linha B), com o fungo Penicillium chrysogenum na estabilidade tempo O de incorporagéo.

24 hrs 72 hrs

Fonte: proprio autor
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A Figura 8 esta apresentando os halos de inibigdo para o fungo Rhizopus microsporus
var. oligosporus. E possivel observar formagdo de halo para ambas as apresentacfes de
cinamaldeido.

Figura 9 - Halo invertido com cinamaldeido (linha A) e cinamaldeido incorporado a nanocelulose bacteriana
(linha B), com o fungo Rhizopus microsporus var. oligosporus na estabilidade tempo 0 de incorporacao.

48hrs 72hrs S6hrs

Fonte: proprio autor

A Figura 9 estd apresentado os halos de inibicdo para fungo de cepa selvagem. E
possivel observar formacdo de halo para ambas as apresentacdes de cinamaldeido.

Figura 10 - Halo invertido com cinamaldeido (linha A) e cinamaldeido incorporado a nanocelulose bacteriana
(linha B), com cepa selvagem na estabilidade tempo 0 de incorporagéo.

24hrs 48hrs 72hrs

Fonte: proprio autor
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A Figura 10 esta apresentando os halos de inibicdo para o fungo Aspergillus niger. E
possivel observar formacao de halo para ambas as apresentacdes de cinamaldeido. Os dias de
observacao desse fungo sdo contabilizados a partir de 48 horas, uma vez que o crescimento so
foi detectado a partir desse periodo.

Figura 11 - Halo invertido com cinamaldeido (linha A) e cinamaldeido incorporado a nanocelulose bacteriana
(linha B), com o fungo Aspergillus niger na estabilidade tempo 0 de incorporagéo.

72hrs 96hrs

O estudo conduzido por Sassi et al, (2022) avaliou a eficacia de diversos
antimicrobianos naturais utilizando CIM, incluindo OEs puros, extratos citricos e outros
derivados naturais, contra cepas fungicas. Os resultados indicaram que 0s extratos citricos e o
OE de canela puro foram os mais eficazes contra todas as cepas testadas. Esses achados
corroboram os resultados do presente estudo, que demonstrou a formacéo de halo de inibicdo
apenas com o uso do cinamaldeido — principal componente do OE de canela (Sun et al.,
2020) — destacando-o como o composto mais eficaz na inibicdo do crescimento fangico.

Da mesma forma Kalemba; Kunicka, (2003) evidenciaram que a atividade dos
componentes dos OEs segue a seguinte ordem decrescente: fendis > aldeidos > cetonas >
alcoois > éteres > hidrocarbonetos. Embora o cinamaldeido seja classificado como um aldeido
— e, portanto, teoricamente menos ativo que os fendis —, seu desempenho superior pode ser
atribuido a maior concentragdo da substancia pura, o que favorece a formacdo de halos de
inibicdo mais amplos. Além disso, Kalemba; Kunicka, (2003) também destacaram que

extratos com compostos alcodlicos predominantes apresentam atividade antifingica
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ligeiramente inferior, o que justifica a menor eficacia dos extratos de cravo e canela em
comparacgdo ao 6leo puro de cinamaldeido.

Observou-se efeito inibitdrio do cinamaldeido sobre o Penicillium chrysogenum no
teste de halo invertido em todos os periodos que avaliaram a estabilidade do NCIN, o que
corrobora os achados Huang et al., (2019) que demonstraram o forte potencial do trans-
cinamaldeido em inibir o crescimento micelial de espécies de Penicillium, devido a sua
capacidade de causar danos a membrana plasmatica. Esse efeito pode estar associado a
habilidade do composto de se dissolver no dominio hidrofébico da membrana citoplasmatica,
promovendo a desestruturacdo da membrana externa e, consequentemente, levando a morte
celular.

O cinamaldeido sem incorporacdo foi avaliado em unico tempo de estabilidade,
considerando que, por ser de origem comercial e ndo ter passado por alteracbes em sua
composicao, ndo ha expectativa de perda de atividade.

Os resultados da estabilidade da formulacdo NCIN frente ao fungo Rhizopus
microsporus var. oligosporus estdo apresentados na Tabela 1. Os dados revelam que a
formulacdo NCIN e o CIN tiveram a mesma atividade antifungica logo apds a incorporagédo
do cinamaldeido na NCB (tempo 0; p>0.05). Por outro lado, 7 dias apds a incorporacdo houve
diminuicdo significativa de eficacia antifingica na formulacdo NCIN. No entanto, o aumento
no halo de inibicdo decorridos 14 dias da incorporacdo sugere que a formulacdo passa por
uma possivel fase de reorganizacdo ou estabilizacdo ao longo desse periodo. A reducédo
significativa do halo apés 21 dias, contudo, indica que a formulacdo pode ter limites de
estabilidade que precisam ser otimizados para garantir acdo antimicrobiana mais duradoura.

Os resultados obtidos estdo em concordancia com os achados de Horvath et al., (2016)
que destacaram a resisténcia das espécies de Rhizopus a maioria dos antifiungicos comuns,
atribuida a presenca de numerosas enzimas hidrolisantes capazes de degradar compostos

ativos.

Tabela 1 - Teste de estabilidade avaliado pelo halo de inibi¢cdo (em mm) com fungo Rhizopus
microsporus var. oligosporus. Os dados s&o apresentados como média do halo de inibi¢cdo + DP (n =
3/grupo) *p<0,05 comparado a Cinamaldeido no mesmo dia; #p<0,05 comparado ao mesmo grupo no
Dia 1 $p<0,05 comparado ao mesmo grupo no Dia 2.

Tempo de observacdo da placa Cinamaldeido Nano+Cinamaldeido

Estabilidade tempo O de incorporagéo

24hrs 49,5+1,22 50,75+1,06
48hrs 51+4,66" 52,5+1,87
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72hrs 48 5+4.41% 43,5+0,47"%
Estabilidade tempo 7 de incorporacéo

24hrs 49,5£1,22 43+2,65"

48hrs 51+4 66" 35,540,23

72hrs 48 5+4 41% 27+2,09™%%

Estabilidade tempo 14 de incorporacgao

24hrs 49,5+1,22 50,5+0,40

48hrs 51+4,66" 49+0,81

72hrs 48 5+4 41% 430,40
Estabilidade tempo 21 de incorporacgao

24hrs 49,5+1,22 42,5+0,23"

48hrs 51+4 66" 40,520,40"

72hrs 48,5+4,41% 31,540,237

Os resultados da estabilidade da formulacdo NCIN frente ao fungo Aspergillus niger
estdo reportados na Tabela 2. Os dias de observacgédo desse fungo sdo contabilizados a partir de
48 horas, uma vez que o crescimento sé foi detectado a partir desse periodo.

Os dados nos mostraram que a incorporacdo do cinamaldeido em matriz
nanoestruturada impacta significativamente sua atividade antimicrobiana ao longo do tempo.
Nos tempos iniciais (0 e 7 dias ap0s incorporacdo), diminuicdo significativa da atividade
antimicrobiana é observada na formulagdo NCIN em comparacdo ao CIN. No entanto, a partir
de 14 dias de incorporacao, a formulacdo NCIN apresenta melhora na estabilidade, e os halos
de inibicdo se mostram semelhantes aos CIN, sem apresentar diferenca estatistica.

Esse comportamento sugere que a formulacdo nanoestruturada pode proporcionar
liberacdo mais prolongada do ativo apds um determinado periodo de estabilizacdo. Entretanto,
nos tempos mais longos (21 dias), ha indicios de que a degradacdo do ativo pode

comprometer sua eficacia.

Tabela 2 - Teste de estabilidade avaliado pelo halo de inibi¢do (em mm) com fungo Aspergillus niger.
Os dados séo apresentados como média do halo de inibicdo + DP (n = 3/grupo) *p<0,05 comparado a
Cinamaldeido no mesmo dia; #p<0,05 comparado ao mesmo grupo no Dia 1 $p<0,05 comparado ao
mesmo grupo no Dia 2.

Tempo de observacédo da placa Cinamaldeido Nano+Cinamaldeido

Estabilidade tempo 0 de incorporagéo

48Nrs 52+2,24 42+2,39"
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72hrs 37,5+1,24" 32,5+4,93"

96hrs 25+0,40% 210"
Estabilidade tempo 7 de incorporagédo

48hrs 522,24 36+0,23"

72hrs 37,5+1,24" 26+0,81 "%

96hrs 25+0,40% 17,541,439
Estabilidade tempo 14 de incorporacgao

48Nrs 522,24 47,520,70

72hrs 37,541,244 43,540,23"

96hrs 25+0,407% 430,62
Estabilidade tempo 21 de incorporacao

48hrs 52+2,24 41+0,62"

72hrs 37,5+1,24# 32,540,40"

96hrs 25+0,407% 18,5+0,23" %%

Os resultados mostraram comportamento contrario da formulagdo nanoestruturada
contra a cepa selvagem (Tabela 3). Inicialmente, a formulacdo proporcionou halos de inibicéo
significativamente maiores, possivelmente devido a uma liberacdo inicial rapida do ativo
encapsulado. Entretanto, a medida que o tempo de incorporacdo avancou, a atividade
antifangica de NCIN caiu progressivamente, especialmente ap6s 14 dias, indicando
instabilidade ou perda gradual da liberacdo controlada. A leve recuperacdo observada no
tempo 21 sugere possivel reorganizacdo estrutural da nanoformulacdo, mas sem alcancar a

eficacia inicial.

Tabela 3 - Teste de estabilidade avaliado pelo halo de inibigdo (em mm) com fungo de cepa selvagem.
Os dados séo apresentados como média do halo de inibicdo + DP (n = 3/grupo) *p<0,05 comparado a
Cinamaldeido no mesmo dia; #p<0,05 comparado ao mesmo grupo no Dia 1 $p<0,05 comparado ao
mesmo grupo no Dia 2.

Tempo de observacao da placa Cinamaldeido Nano+Cinamaldeido

Estabilidade tempo 0 de incorporacéo

24hrs 42,5+1,64 540,47
48hrs 41,5+1,64 44+1,22%
72hrs 41+1,02 43 5+1,31%

Estabilidade tempo 7 de incorporagéo

24hrs

42,5+1,64

54+0,47
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48hrs 41,5+1,64 41,5+0,23"

72hrs 41+1,02 3910,84#$
Estabilidade tempo 14 de incorporacgao

24hrs 42,5+1,64 320,47

48hrs 41,5+1,64 31,5+0,40"

72hrs 41+1,02 30,520,817
Estabilidade tempo 21 de incorporacao

24hrs 42,5+1,64 40+0,81

48hrs 41,5+1,64 39,5+0,84

72hrs 41+1,02 37,520,407

O estudo de De Fatima Souto Maior et al., (2019) demonstrou que, em testes de
difusdo em meio sélido, o cinamaldeido a 15% de concentragdo exerceu inibigdo significativa
e estatisticamente relevante sobre Candida albicans em comparagdo ao controle. Além disso,
apresentou comportamento semelhante ao observado nas cepas testadas neste estudo. Os
autores também verificaram que concentracbes mais elevadas resultaram na formacdo de
halos de inibicdo maiores, evidenciando resposta dose-dependente ao longo de todos os
periodos avaliados (24 e 48 horas, 4 e 7 dias).

Apesar de a estabilidade da nanoformulacdo ndo ter seguido um padréo e
possivelmente ser um limitante do estudo, é importante ressaltar que a formulacdo NCIN tem
o cinamaldeido incorporado em NCB na proporcdo 1:1, ou seja, encontra-se na metade da
concentracdo em relacdo ao cinamaldeido comercial. Assim, mesmo estando o cinamaldeido
diluido, a formulacdo NCIN manteve sua eficicia de inibicdo, em muitos tempos de
estabilidade avaliados, estatisticamente igual ao CIN, o que sugere possivel acdo sinérgica da
NCB com o CIN, ou efeito de protecdo e liberacdo controlada proporcionado pela matriz de

nanocelulose.

5.5 Aplicacdo em matriz alimentar

As fatias de pdo de todos os grupos foram monitoradas visualmente e diariamente, e 0

namero de coldnias fungicas observadas em analise macroscopica foi registrado (Tabela 4).

Tabela 4 - Dia de crescimento fngico de cada amostra e média de coldnias observadas visualmente.
Os dados sdo apresentados como média = DP (n = 3/grupo).

Amostra Dia do crescimento fungico Média de colbnias
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P&o controle branco (B) 5 8,0+£0,8

Pao controle propionato (P) 5 30+19
Pao extrato de cravo (CR) 5 1,0£0,5
Pao nano+extrato de cravo (NCR) 8 1,0£0,5

P&o cinamaldeido (CIN) - -

Pao nano+cinamaldeido (NCIN) - -

Conforme Figura 11, no 5° dia, o crescimento fungico foi observado nos pées do grupo
branco (B), em todas as amostras da triplicata, com contagem visual de nove, sete e oito
colénias. No grupo controle com adicdo de propionato de célcio (P), o crescimento fungico
também foi observado no 5° dia, porém com menor nimero de contagens visuais de col6nias
(trés, sete e trés coldnias nas trés fatias de pdo da triplicata). Ja as fatias de pao contendo CIN

e NCIN néo apresentaram crescimento visual fingico até o 21° dia de conservagéo.

Figura 12 — Registro fotografico do crescimento flngico visual observado no quinto dia na triplicata do pdo
branco (B) e pao controle (P). Sem crescimento nas amostras com CIN e NCIN. Os circulos vermelhos indicam
a presenca de coldnias fungicas observadas visualmente.

Fonte: proprio autor
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As fatias de pdo contendo extrato de cravo (CR) tiveram crescimento fungico no 5°
dia, e as fatias contendo extrato de cravo incorporado na NCB (NCR) apresentaram presenca
visual de fungos no 8° dia, conforme ilustrado na Figura 12.

Figura 13 — Registro fotografico dos pdes CR (Linha A, em triplicata) no quinto dia e NCR (Linha B, triplicata)
no oitavo dia. Os circulos vermelhos indicam a presenca de col6nias fingicas observadas visualmente.

Fonte: proprio autor

5.6 Teste quantitativo

Além da avaliacdo visual, o teste quantitativo de crescimento microbiano foi realizado,
visando sempre a seguranca alimentar. O resultado do teste quantitativo realizado, no 7° dia
mostrou crescimento microbiano apenas no pao branco (B) conforme ilustrado na Figura 13.

A contagem das colbnias foi realizada, resultando em 2,88 x 10° UFC/g.

Figura 14 - Teste quantitativo do crescimento microbiano referente ao sétimo dia de observagdo da amostra de
péo branco (B). Cada coluna representa uma diluicdo (10, 102 e 1073, respectivamente).

-

Fonte: pr()prio autor
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O péo com propionato de célcio (P) teve contagem de coldnias também no 7° dia e
obteve resultado de 1,72 x 10° UFC/g conforme ilustrado na Figura 14. Esses achados
demonstram que sua utilizacdo € efetiva na conservacdo do produto por até sete dias apds a
producéo, quando comparado ao péo controle, sem qualquer conservante.

Figura 15 - Teste quantitativo do crescimento microbiano referente ao sétimo dia de observago da amostra de
pao propionato (P). Cada linha representa uma diluigdo (10, 102 e 103, respectivamente).

Fonte: proprio autor

Para o pdo CR, a contagem quantitativa de col6nias, no 7° dia do teste, foi de 7,3 x 10*
UFC/g, enquanto para o pao NCR, a contagem foi de 6,06 x 10* UFC/g conforme Figura 15.

Figura 16 - Teste quantitativo do crescimento microbiano referente ao sétimo dia de observagdo do pdo CR e
NCR em diluicdo 1073

Fonte: proprio autor
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Nas demais placas referentes aos pdes CIN e NCIN, ndo foi apresentado qualquer sinal
de crescimento fungico ao longo do periodo de analise em nenhuma das dilui¢cbes conforme

Figura 16.

Figura 17 - Teste quantitativo do crescimento microbiano referente ao sétimo dia de observagéo do pdo NCIN
(Figura A) e CIN (Figura B). Em ambas, cada coluna representa uma diluicdo (107, 10?2 e 107, respectivamente).

Fonte: proprio autor

No 14° dia, foi realizado um novo teste quantitativo, utilizando triplicatas para cada
diluicdo aplicada em placas. Para as amostras de pdo branco (B) e com propionato (P), todas
as diluicdes foram incontaveis, excedendo o limite aceitadvel de ingestdo diaria. Para o péo
CR, a contagem de col6nias no 14° dia do teste quantitativo foi incontavel, enquanto para o
pdo NCR, a contagem foi de 4,33 x 10* UFC/g, conforme ilustrado na Figura 17. Embora as
placas de NCR apresentem colénias maiores, a quantidade total de coldnias é

consideravelmente inferior a observada nas placas de CR.

Figura 18 - Teste quantitativo do crescimento microbiano referente ao 14° dia de observagao referente aos paes
CR e NCR na diluicdo 102,

Fonte: proprio autor
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Nos testes realizados no 21° dia, as amostras de pdes B, P e CR novamente
apresentaram placas com contagens incontaveis em suas respectivas diluicdes. Da mesma
forma, o pdo NCR também exibiu resultados incontaveis em suas placas de teste. Assim, foi
demonstrado que a incorporagdo do ativo em nanocelulose potencializa sua atividade,
corroborando com os achados de Otoni et al. (2014), que avaliou pées tratados com CR e
NCR. Eles observaram que os pées tratados com NCR apresentaram resultados mais eficazes
na reducdo da contagem de colbnias fungicas aos 10 e 15 dias, em comparacdo com 0s paes
tratados apenas com CR.

Para as amostras CIN e NCIN no 21° dia, conforme ilustrado na Figura 18, nenhuma
das placas apresentou crescimento fangico. Esses resultados indicam uma durabilidade de
conservacdo 16 dias superior para 0s paes submetidos ao tratamento, em compara¢do com 0s
paes sem tratamento.

Figura 19 - Teste quantitativo do crescimento microbiano dos pdes CIN (Figura A) e NCIN (Figura B) referente
a0 21° dia de observagio. Em ambas, cada coluna representa uma diluicdo (10, 10 e 107, respectivamente).

-

Fonte: proprio autor

De acordo com a Instrucdo Normativa - IN n® 161, de 1° de julho de 2022 (“IN 161 de
20227, [S.d.]), e a Resolucdo RDC n° 724, de 1° de julho de 2022 (“RDC 724 de 20227,
[S.d.]), o limite maximo permitido para bolores e leveduras em produtos de panifica¢do, como
bolos, bolachas, biscoitos e outros itens do género, sejam eles estaveis ou ndo a temperatura
ambiente, ¢ de 5 x 10* UFC/g. Dessa forma, todas as contagens obtidas para as amostras de
pdes na contagem de 21 dias ultrapassaram esse limite, com exce¢do do pdo com
cinamaldeido (CIN) e do pdo com NCB incorporada ao cinamaldeido (NCIN), cujas placas

ndo indicaram presenca de coldnias fungicas.
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Vale ressaltar que, segundo Silveira, (2019), os pdes comerciais costumam apresentar
durabilidade média de 21 dias, utilizando-se aplicacdo de conservantes tanto na massa, quanto
na superficie. Sendo assim, o resultado desta forma de aplicacdo apresenta-se como uma
maneira eficiente para aumentar a vida Util do produto.

Os resultados deste estudo indicam que o cinamaldeido é o mais eficaz na inibicdo do
crescimento flngico em comparagdo ao 6leo essencial de cravo, corroborando com a pesquisa
de Ju et al.,, (2018) sobre sua superior atividade antimicrobiana. A incorporacdo desses
compostos @ NCB aumentou a estabilidade e prolongou a vida util dos pdes, especialmente
quando se tem metade da concentracdo do cinamaldeido utilizada na formulac&o incorporada.

Ainda no estudo conduzido por Ju et al., (2018) que avaliaram o uso de OE de canela
para prolongar a vida util de bolos de feijdo verde e bolos crocantes de cidra em embalagens
convencionais, a durabilidade observada foi de 9 a 10 dias e 3 a 4 dias, respectivamente. Em
contraste, 0 nosso estudo alcangou um shelf life superior a 21 dias, resultado atribuido ao uso
de cinamaldeido — composto mais concentrado e ativo que o OE de canela — incorporado
diretamente a massa (Sun et al., 2020).

Conforme apresentado na Figura 20, ndo foram observadas alteracbes no processo
fermentativo do pdo contendo nanocelulose incorporada ao cinamaldeido (NCIN), assim
como ndo houve variagdes significativas no tamanho e na distribuicdo dos alvéolos nas fatias,
em comparacdo a amostra controle com propionato de calcio (P), conservante amplamente
utilizado pela industria. A altura média das fatias foi de 8,75 cm para a amostra P e de 9 cm
para a amostra NCIN, indicando que a substituicdo do conservante ndo comprometeu a

estrutura do produto.

Figura 20 — Registro fotografico da altura das fatias e da morfologia dos alvéolos comparando a amostra
controle com propionato de calcio (P) e a amostra contendo nanocelulose incorporada ao cinamaldeido (NCIN).

Fonte: proprio autor
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A figura 20 mostra a fatia do pdo produzido com o produto final NCIN, evidenciando
que a aplicacdo do conservante natural conferiu maior shelf life ao alimento, alinhando-se a
propostas de producdo mais sustentavel, sem comprometer suas caracteristicas estruturais e
visuais. Esses resultados corroboram os achados de Shreaz et al., (2016), que destacam a
importancia da encapsulacéo para garantir atividade antifungica eficaz, com efeitos colaterais
minimos ou inexistentes.

O 6leo de cinamaldeido, comumente encontrado em lojas especializadas em 6leos
essenciais e produtos de aromaterapia, apresenta um custo superior ao do propionato de célcio
— aproximadamente R$ 0,74 por quilograma de pdo, em comparacdo aos R$ 0,03 do
conservante sintético (considerando o propionato no valor R$ 50,00/kg). No entanto, seu uso
se destaca pelas vantagens associadas ao apelo natural e a formulagéo de produtos clean label.
Além de sua funcdo conservante, o cinamaldeido também oferece propriedades aromaticas e
potenciais efeitos antioxidantes, agregando valor funcional ao produto final. Assim, mesmo
com um custo mais elevado, o cinamaldeido representa uma alternativa viavel para atender a
um mercado premium, formado por consumidores dispostos a pagar mais por alimentos

naturais e sem presenca de aditivos sintéticos.

5.7 Teste de aceitabilidade

O teste foi aplicado a 100 participantes selecionados aleatoriamente, sendo 59
mulheres e 41 homens. A média de idade foi de 20,14 anos para o grupo feminino e 30,98
anos para o grupo masculino. A maioria dos participantes relatou consumir pées diariamente,
0 que reforca a familiaridade do publico com o tipo de produto avaliado.

Os resultados obtidos por meio da magnitude heddnica bipolar estdo apresentados na
Tabela 5. Destaca-se que, no critério de aceitacdo global — o qual representa de maneira mais
abrangente a percepcdo final do consumidor — a maioria das respostas foi indiferente,

superando tanto as avaliacBes positivas quanto negativas.

Tabela 5 - Resultado da soma da magnitude heddnica bipolar

Gosto Indiferente Desgosto
Aparéncia 67 29 4
Cor 75 24 1
Aroma/Odor 33 55 12

Textura 37 48 15
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Sabor 28 41 31
Aceitacdo Global 30 51 19

E importante destacar que a maioria dos participantes do teste de aceitabilidade estava
na faixa etaria de 26 a 30 anos, caracterizando um publico predominantemente jovem.
Estudos reunidos por Sergi et al., (2017) apontam que esse grupo etario tende a apresentar
maior preferéncia por alimentos com sabor adocicado, enquanto adultos mais velhos, tanto
homens quanto mulheres, demonstram preferéncia por sabores mais salgados.

No que diz respeito as preferéncias de sabor, o estudo de Barragan et al., (2018), que
avaliou diferentes faixas etérias, identificou diferencas estatisticamente significativas. Em
especial, o grupo de individuos mais velhos (51-80 anos) apresentou classificacfes de gosto
mais baixas para o sabor amargo, sugerindo maior tolerancia a esse perfil sensorial em
comparagdo aos participantes mais jovens. Complementando essas evidéncias, estudos
incluidos na revisdo qualitativa de Bawajeeh et al., (2020) indicaram que adolescentes
relataram menor preferéncia por alimentos de sabor amargo, enquanto adultos demonstraram
maior aceitacdo e consumo de vegetais com esse perfil gustativo.

Dessa forma, é possivel estabelecer uma relacdo entre os resultados do teste de
aceitabilidade conduzido com o produto desenvolvido neste estudo e os dados da literatura. A
predominancia de respostas "indiferente” nos critérios de sabor e aceitacdo global pode estar
associada ao perfil etario dos participantes, indicando uma possivel variacdo de preferéncia

sensorial relacionada a idade.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A eficacia do cinamaldeido foi confirmada tanto nas analises macroscopicas quanto
nos testes quantitativos, demonstrando que o0s pdes tratados com esse composto —
especialmente quando associado a nanocelulose bacteriana — apresentaram maior resisténcia
ao crescimento fungico. Além disso, verificou-se que as propriedades estruturais do pdo de
forma foram preservadas, validando a viabilidade da proposta desenvolvida. Contudo, os
resultados do teste de aceitabilidade apontaram uma predominancia de respostas indiferentes,
especialmente nos critérios de sabor e aceitacdo global, o que pode limitar a aceitacdo do
produto por um publico mais amplo. Esse achado levanta duas possibilidades: direcionar o
produto a um nicho de consumidores mais restrito, ou buscar estratégias de mascaramento de
sabor, com o objetivo de minimizar o gosto residual do cinamaldeido e ampliar sua aceitacéo
sensorial.

O estudo oferece uma contribuicédo relevante para o desenvolvimento de solu¢es mais
sustentaveis e seguras, reforcando a viabilidade da substituicdo de aditivos artificiais por
ingredientes naturais com funcionalidade comprovada.

Os achados desta pesquisa abrem caminhos para estudos futuros que visem otimizar a
formulacdo e a aceitabilidade do produto, além de explorar a aplicacdo da tecnologia
desenvolvida em diferentes matrizes alimentares, fortalecendo seu potencial de uso na

industria de alimentos.
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