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RESUMO

O brownie de chocolate € um doce tradicional da culinaria dos Estados Unidos,
geralmente partido em pequenos pedacos quadrados. Sua producao, feita
tradicionalmente com cinco ingredientes — manteiga, chocolate, ovos, acucar e trigo
— pode ser artesanal ou industrial, sendo a ultima sujeita ao uso de conservantes
para garantir a preservacdo do produto. O uso de conservantes artificiais em
alimentos pode trazer riscos a saude, impactar o meio ambiente e reduzir o valor
nutricional, gerando preocupacées entre consumidores. A vista disso, este trabalho
teve como obijetivo investigar a eficacia do 6leo essencial de melaleuca (Melaleuca
alternifolia Cheel) como conservante natural na producéo de brownie de chocolate.
Com o intuito de realizar a analise microbiologica, foram preparadas receitas de
brownie de chocolate, sendo uma receita tradicional sem adi¢cdo de 6leo essencial
de melaleuca e formula¢cdes com adicdo do 6leo. As amostras dos brownies em
diferentes concentracbes foram levadas ao laboratério para observacdo do
crescimento de fungos, andlise de atividade de agua e determinacdo da
concentracdo inibitéria minima do 6leo essencial de melaleuca a fim de evitar
surgimento de fungo em brownie de chocolate. O 6leo essencial de melaleuca
apresentou efeito antimicrobiano parcial em volumes de 1,5 mL e 2,0 mL. No
entanto, devido a alteracdo significativa no sabor do brownie, seu uso se torna
limitado para este fim. Pesquisas futuras sugerem o uso de microencapsulacéo e
nanoemulsificacdo para melhorar sua eficacia antimicrobiana e reduzir o impacto
sensorial, oferecendo alternativas promissoras para conservantes naturais em
alimentos.

Palavras-chave: Antifungico natural; Conservacdo de alimentos; Deterioracao

microbiologica de alimentos; Melaleuca alternifélia; Vida util do produto.



ABSTRACT

Chocolate brownie is a traditional dessert from the United States, typically cut into
small square pieces. Its preparation, traditionally involving five main ingredients —
butter, chocolate, eggs, sugar, and flour — can be either artisanal or industrial. In
industrial production, the use of preservatives is common to ensure product shelf life.
However, the use of artificial preservatives in food has raised health concerns,
potential environmental impacts, and a reduction in nutritional value, prompting
consumer apprehension. In this context, the aim of this study was to investigate the
efficacy of tea tree essential oil (Melaleuca alternifolia Cheel) as a natural
preservative in chocolate brownie production. For microbiological analysis, chocolate
brownie samples were prepared, including a traditional recipe without tea tree
essential oil and formulations with the oil added. The samples with different
concentrations were taken to the laboratory for fungal growth observation, water
activity analysis, and determination of the minimum inhibitory concentration of tea
tree essential oil to prevent fungal developmentin chocolate brownies. The essential
oil demonstrated partial antimicrobial activity at volumes of 1.5 mL and 2.0 mL.
However, due to a significant alteration in the brownie’s flavor, its use is limited for
this purpose. Future research suggests the application of microencapsulation and
nanoemulsification techniques to enhance antimicrobial efficacy and reduce sensory

impact, offering promising alternatives for natural food preservation.

Keywords: Natural antifungal; Food preservation; Microbiological spoilage;
Melaleuca alternifolia; Product shelf life.
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1 INTRODUCAO

O chocolate é um dos doces mais consumidos no mundo e ocupa lugar de
destaque na indastria de alimentos devido a sua versatilidade e popularidade. De
acordo com a Associacdo Brasileira da Industria de Chocolates, Amendoim e Balas
(ABICAB), o Brasil produziu, em 2021, 693 mil toneladas desse doce (ABICAB,
2021). Além disso, os produtos feitos a partir do chocolate apresentam importancia
nutricional - se forem consumidos com moderagao — e econdmica para a sociedade,
cuja comercializacao e apresentacédo variam bastante.

Uma sobremesa feita a base de chocolate € o brownie. O produto de origem
americana € considerado um tipo de produto de panificacdo e, como tal, deve seguir
as normativas gerais das Boas Préaticas de Fabricacdo estabelecidas pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da Portaria n® 326, de 30 de julho
de 1997, para as industrias de alimentos, independente do porte, e da Resolucédo
RDC n° 52 de 29 de setembro de 2014, para servicos de alimentacdo (BRASIL,
1997).

O brownie pode desenvolver fungos por varios motivos, geralmente
relacionados a condi¢fes inadequadas de armazenamento como temperatura,
umidade e embalagem, ingredientes contaminados, falhas no processo de producao,
contaminacao cruzada ou exposi¢cao prolongada ao ar (Silva et al., 2020).

Nos ultimos anos, a busca por alternativas naturais tem aumentado como
reflexo da preocupacéo com os efeitos dos conservantes artificiais a satde humana.
Dentro dessa perspectiva, o uso de Oleos essenciais pode ser uma alternativa na
industria de alimentos devido as suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas,
sendo capazes de prolongar a vida util dos alimentos sem comprometer a saude
humana (Burt, 2004). Segundo a Resolucdo da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) RDC n° 2, de 12 de janeiro de 2007, entende-se por 6leos
essenciais produtos volateis de origem vegetal obtidos por processo fisico como
destilacdo por arraste com vapor de agua, destilacdo a pressao reduzida ou outro
método adequado (BRASIL, 2007).

Um dos Oleos essenciais mais populares € o 6leo essencial de melaleuca,
gue compreende mais de 250 espécies. A espécie Melaleuca alternifolia Cheel
(Myrtaceae), conhecida popularmente como “tea tree”, € uma arvore pequena de até

5 m, de casca fina, semelhante a folhas de papel, folhas afiladas de
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aproximadamente 20 mm de comprimento e floresce no verdo (Figura 1). E nativa da
costa nordeste australiana, regido de Nova Gales do Sul, crescendo em regides
pantanosas ou proximas a rios. O O6leo essencial de M. alternifolia possui
comprovada acdo antimicrobiana contra bactérias e bolores alteradores e/ou

patogénicos (Weterman, 1993, apud Silva et al., 2003).

Figura 1 — Planta Melaleuca alternifélia

Fonte: Azambuja (2019).

1.1 OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho consistiu em investigar o potencial do 6leo
essencial de melaleuca na conservagao de brownies de chocolate, visando inibir o

desenvolvimento de fungos e, assim, aumentar a vida util do produto.

1.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a influéncia do 6leo essencial de melaleuca em meio semi-sintético
sobre o crescimento de fungos isolados de brownie de chocolate;

e Caracterizar as formulacfes de brownie quanto a atividade de agua;

¢ Determinar a concentracao ideal de 6leo essencial de melaleuca para garantir
a eficiéncia antimicrobiana sem comprometer a qualidade do produto.

e Avaliar a atuacéo do 6leo essencial de melaleuca aplicado ao brownie.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O objetivo deste capitulo é apresentar o embasamento tedrico necessario
para a compreensao e desenvolvimento do estudo, abordando conceitos
relacionados a microbiologia de alimentos, conservacdo natural, propriedades dos
Oleos essenciais, e suas aplicacdes na preservacado de produtos alimenticios, com
énfase em brownies de chocolate. Além disso, busca contextualizar o tema a partir

de pesquisas cientificas e discussoes relevantes na area.

2.1 BROWNIE DE CHOCOLATE

O brownie é um tipo de bolo caracterizado por sua textura densa e auséncia
de fermentagao, sendo amplamente apreciado por seu elevado teor de chocolate e,
frequentemente, pela adicdo de nozes em sua composi¢do. Sua coloracdo marrom-
escura justifica a nomenclatura "brownie", termo derivado da palavra inglesa
"brown", que significa marrom. Considerado um dos doces assados mais populares
nos Estados Unidos, o brownie rapidamente conquistou espago na gastronomia
brasileira. Assim como ocorre com diversas preparacfes culinarias, a origem exata
do brownie permanece incerta e envolta em especulac¢des. No entanto, indicios
histéricos sugerem que sua criacdo remonta ao inicio do século XX, com relatos
apontando para sua possivel origem na regido da Nova Inglaterra, localizada no
nordeste dos Estados Unidos. Uma das narrativas mais difundidas a respeito de sua
invencao refere-se a uma dona de casa que, ao preparar um bolo de chocolate,
inadvertidamente omitiu o fermento na receita. O resultado foi um bolo de estrutura
densa e sem crescimento, que, mesmo assim, foi servido e apreciado (Finarte

Alimentos, 2023). Um exemplo pode ser observado na Figura 2, a seguir.
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Figura 2 - Representacéo ilustrativa de um brownie

Fonte: BIANCHINI BALAN (2023).

O renomado compéndio gastrondémico "Larousse Gastronomique" indica que
as primeiras aparicoes registradas de receitas de brownie datam de 1896 e foram
encontradas no livro "The Boston Cooking-School Cook Book". Apesar da incerteza
acerca da identidade de seu criador, é inegavel que o brownie passou por diversas
adaptacdes ao longo dos anos, especialmente no que diz respeito a concentracao
de chocolate em sua massa, que se intensificou progressivamente em novas
versdes da receita. Dessa forma, sua evolucdo reflete a constante inovacédo e
aprimoramento das preparagfes culinarias ao longo do tempo (Finarte Alimentos,
2023).

2.2 MICROBIOLOGIA DE ALIMENTOS E DETERIORACAO MICROBIOLOGICA

A deterioracdo microbiana dos alimentos continua a ser um desafio global,
mesmo com a variedade de técnicas de conservagao existentes e a constante busca
por melhorias nos processos de producdo, armazenamento e distribuicdo dos
alimentos. Os obstaculos enfrentados pela industria alimenticia se estendem desde
o cultivo nas éareas agricolas até a distribuicdo em regides urbanas distantes,
alcancando o consumidor final. A complexidade da cadeia de producéo exige maior
profissionalizagdo do setor, um controle mais rigoroso em todas as fases de
producdo e uma conscientizacdao do consumidor, a fim de reduzir as possibilidades
de contaminagdo dos alimentos (REDACAO FISPAL, 2023). Segundo dados da
Food and Agriculture Organization FAO (2011), aproximadamente 1/3 de todos os

alimentos destinados ao consumo humano sao perdidos em todo o mundo, 0 que



17

equivale a uma quantidade de 1,3 bilhdes de toneladas de alimentos desperdicadas
anualmente. As razfes para essa alta taxa de desperdicio sdo diversas e 0s
alimentos sdo descartados ou perdidos durante toda a cadeia de producéo, iniciando
no campo até o consumidor final (Benitez, 2016).

Os micro-organismos dependem de condicbes favoraveis para sua
multiplicacdo. As caracteristicas inerentes aos proprios alimentos tém grande
influéncia no tipo e diversidade microbiana capaz de se desenvolver nos produtos.
Essas caracteristicas sédo conhecidas como fatores intrinsecos e incluem a atividade
de agua (aw), a acidez ou pH, o potencial de oxirreduc¢do (Eh), a composicao
quimica (presenca de nutrientes), a presenca de inibidores antimicrobianos naturais
e a propria estrutura biolégica que pode representar uma barreira a multiplicacéo
microbiana. Ja os fatores extrinsecos, relacionados ao ambiente em que o alimento
estd exposto, também sdo importantes para multiplicacdo dos micro-organismos,
sendo exemplificados pela temperatura, umidade relativa de equilibrio e a atmosfera
gasosa. Os materiais das embalagens e a exposicdo a luz também podem
influenciar nos processos de deterioracdo, assim como a qualidade da matéria-prima
e dos ingredientes e as condi¢des higiénicas do processamento (Veld, 1996).

Apesar dos diversos fatores que influenciam o crescimento microbiano, os
micro-organismos demonstram uma notavel capacidade de adapta¢do, com grupos
especializados para se desenvolverem conforme as condi¢des de disponibilidade de
adgua, acidez, composicdo quimica, potencial redox e temperatura. Além dessas
caracteristicas, esses micro-organismos sdo capazes de interagir entre si de
maneira tanto benéfica quanto adversa, por meio da producdo de metabdlitos e
moléculas sinalizadoras, impactando os processos de deterioragcdo (Remenant;
Jaffres, 2015).

A atividade de agua (aw), quantidade de agua disponivel para crescimento
microbiano e outras func¢des bioldgicas como rea¢cdes enzimaticas e quimicas, € um
fator crucial na determinacdo do potencial de deterioracdo dos alimentos. Ha
milhares de anos, a humanidade utiliza a desidratagdo como uma estratégia para
prolongar a vida util de diversos produtos alimenticios. A diminuicdo da aw nos
alimentos pode ser alcancada por diferentes métodos, como a desidratacéo térmica
(secagem), a desidratacéo a frio e a vacuo por liofilizacdo, além da adigédo de solutos
como sal ou acgucar, entre outros processos. Dessa forma, alimentos com alta aw,

como o0s produtos frescos, tendem a se deteriorar mais rapidamente devido a
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multiplicacdo acelerada de bactérias. Cada micro-organismo possui limites
especificos de aw para seu crescimento, incluindo valores minimos, ideais e
maximos. De maneira geral, bactérias deterioradoras ndo se desenvolvem bem em
aw abaixo de 0,91; as leveduras comegcam a crescer a partir de 0,88, enquanto os
bolores conseguem deteriorar produtos com aw acima de 0,80 (Herrera; Bolafios;
Lutz, 2003)

2.3 ALTERACOES QUIMICAS E SENSORIAIS PROVOCADAS PELO
CRESCIMENTO DE FUNGOS FILAMENTOSOS

O crescimento de fungos filamentosos pode provocar diversas alteracfes
quimicas e sensoriais nos alimentos. Essas mudancas incluem a producdo de
metabdlitos secundarios, que podem gerar compostos indesejaveis, como toxinas,
além de causar deterioracao visivel, afetando a textura, cor e sabor dos produtos.
Os fungos podem induzir modificacdes na aparéncia dos alimentos, causando
descoloracao, formacao de colbnias visiveis. Além disso, a producéo de metabdlitos
volateis pode gerar odores e sabores desagradaveis, tornando o alimento inaceitavel
para o consumo. A atividade enziméatica dos fungos pode degradar os componentes
estruturais dos alimentos, como proteinas e carboidratos, promovendo a quebra de
macromoléculas e reduzindo a qualidade nutricional. Essas alteracdes sé&o
influenciadas por fatores ambientais, como temperatura, umidade e disponibilidade
de nutrientes, que favorecem ou inibem o crescimento fungico e a intensidade das
modificacdes nos alimentos (Dagnas; Membré, 2013).

Os fungos filamentosos tém a capacidade de crescer em uma ampla gama de
valores de aw, pH e temperaturas, utilizando diversos substratos, como acidos
organicos, proteinas, lipideos e, principalmente, carboidratos. Dessa forma, eles sédo
responsaveis pela deterioracdo de produtos acidos, como frutas e sucos, além de
alimentos com umidade intermediaria, como produtos de panificacdo, cereais,
bebidas e produtos fermentados, ocasionando consideraveis perdas econdmicas.
Um dos problemas mais frequentes causados pela deterioragcdo de produtos por
fungos filamentosos € a presenca de micélio, fragmentos de hifas e esporos, que
podem ser visiveis ao consumidor, tornando o produto impréprio para consumo. O
micélio consiste em um conjunto de hifas com caracteristicas visuais que podem

variar, apresentando-se seco ou Umido, gelatinoso, aveludado e podendo ter
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coloracdo em diferentes tons de verde, cinza, preto, castanho ou amarelo e
vermelho (Dagnas; Membré, 2013).

A producdo de micotoxinas € outro aspecto muito relevante que resulta do
crescimento de fungos filamentosos em alimentos. Existem mais de 400 micotoxinas
conhecidas atualmente, sendo as aflatoxinas as mais conhecidas. A producao de
micotoxinas pode estar contida no préprio micélio ou excretada no alimento,
especialmente alimentos liquidos que facilitam sua difusdo. Um grande problema
relacionado as micotoxinas é que sdo normalmente termorresistentes. Dessa forma,
a formacdo de micotoxinas pelos fungos micotoxigénicos deve ser evitada, pelo

controle dos parametros de armazenamento (Filtenborg; Frisvad; Thrane, 1996).

2.4 ADITIVOS ARTIFICIAIS EM ALIMENTOS

Desde os tempos antigos, diversas técnicas de conservacdo tém sido
empregadas pela humanidade para manter as caracteristicas dos alimentos,
atendendo a necessidade de sobrevivéncia durante longos periodos de escassez,
com o objetivo de evitar reacbes como fermentacdo, oxidacdo e decomposicao
dos alimentos. Com a larga producéo de alimentos impulsionada pelas industrias,
0 uso de conservantes e antioxidantes artificiais tornou-se um ponto importante

para evitar alteracbes e/ou reduzir a deterioracdo no alimento, além de
desperdicios e prejuizo financeiro (Silva, 2019).

De modo geral, os conservantes, sejam naturais ou artificiais, ttm como
objetivo exercer agcdo antimicrobiana e antioxidante. A acao antimicrobiana atua
reduzindo ou interrompendo a atividade de certos microrganismos, enquanto a
acdo antioxidante busca retardar ou minimizar a degradacéo de gorduras e 6leos,

que, em contato com o oxigénio, podem oxidar, resultando em um sabor rancoso e
comprometendo a qualidade do produto (Ramos, 2015).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
entende-se por aditivos qualquer ingrediente adicionado intencionalmente aos
alimentos, sem propoésito de nutrir, com objetivo de modificar as caracteristicas
fisicas, quimicas, biolégicas ou sensoriais, durante a fabricacéo, processamento,
preparacdo, tratamento, embalagem, acondicionamento, armazenagem,

transporte ou manipulacdo de um alimento. Ao agregar-se, podera resultar em que
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0 proprio aditivo ou seus derivados se convertam em um componente de tal
alimento (BRASIL, 2000). A principal discusséo sobre o emprego de aditivos na
producdo de alimentos resulta da controvérsia entre a necessidade e a seguranca
de seu uso. Embora sob o ponto de vista tecnoldgico haja beneficios alcancados
com a utilizacdo de aditivos alimentares, existe a preocupac¢ao constante quanto
aos riscos toxicolégicos potenciais decorrentes da ingestdo didria dessas
substancias quimicas. Com base em principios da analise de risco, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabelece quais sdo os aditivos
permitidos para as diferentes categorias de alimentos e em que func¢des e limites

maximos de uso, visando alcancar o seu efeito tecnoldgico sem oferecer risco a
satude humana (BRASIL, 2023).

2.4.1 Classificagdo dos Aditivos Alimentares

Os aditivos podem ter diversas origens e sao classificados de maneira geral
com base em sua fonte de obtencdo, sendo: naturais, extraidos diretamente de
fontes naturais; semi-sintéticos, derivados de substancias naturais por fracionamento
ou sintese; e sintéticos. Além disso, os aditivos também podem ser categorizados
conforme sua funcdo, como: agentes conservantes (antioxidantes ou
antimicrobianos), acidulantes, emulsificantes, espessantes, umectantes,
antiumectantes, corantes, flavorizantes (realcadores de sabor) e edulcorantes
(Randhawa; Bahna, 2009).

2.5 CONSERVANTES NATURAIS

Os conservantes naturais tém se tornado cada vez mais relevantes na
industria alimenticia, surgindo como opc¢fes aos conservantes sintéticos. Essas
substancias contribuem para aumentar a durabilidade dos alimentos, preservando
sua qualidade e seguranca. Os conservantes naturais sdo substancias de origem
vegetal, animal ou mineral, usadas para evitar o crescimento de micro-organismos, a
oxidacao e outras mudancas que podem comprometer a qualidade dos alimentos.
Séo valorizados por consumidores que buscam opg¢des mais naturais e saudaveis.
Exemplos incluem o sal e o agucar, que preservam os alimentos por osmose, além

do vinagre e do limdo, comumente usados em casa (REDACAO FISA, 2024).
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Entre os conservantes naturais, destacam-se também os bioconservantes,
que sdo micro-organismos benéficos capazes de promover a seguranca ao inibir
reacdes causadas por outros micro-organismos considerados patogénicos. Eles
apresentam acdo antioxidante, contribuem para caracteristicas sensoriais e
nutricionais, além de oferecerem beneficios a satde. O uso desses bioconservantes
auxilia na melhoria dos processos de fabricagdo de alimentos mais seguros e
saudaveis, sem a necessidade de conservantes sintéticos e sem riscos de efeitos
negativos para os consumidores (Kourkoutas; Proestos, 2020).

A conservacdo dos alimentos pode ter o uso de 6leos essenciais, extrato de
plantas, o uso de quitosana como conservante natural de origem animal e o uso de
produtos resultantes de acdo microbiana para conservar os alimentos. No geral,
existem diversas fontes de conservantes naturais que visam a diminuicdo na
velocidade da agdo microbiana e quando usado em conjunto com outros métodos de
conservacao, visa a melhora da validade do produto (Baptista; Horita; Sant'Ana,
2020).

2.5.1 Sal e Agucar

O uso de sal e agucar como métodos de conservagdo é uma pratica antiga
que reduz a atividade da agua (aw), dificultando o crescimento de micro-organismos.
Em concentragbes elevadas, como em salmouras e xaropes, ocorre 0osmose,
fazendo com que a dgua das células bacterianas migre para o meio, inibindo sua
sobrevivéncia. No entanto, algumas espécies de fungos, leveduras e bolores
conseguem se desenvolver mesmo em ambientes com alto teor de sal ou acucar
(Vaclavik; Christian, 2014).

2.5.2 Acidos Naturais

O acido atua na conservacao ao desnaturar proteinas bacterianas, ajudando
a preservar os alimentos, especialmente quando combinado com calor, o que
aumenta sua eficacia. Um pH baixo nos alimentos contribui para a conservacao, pois
dificulta o crescimento de micro-organismos. Acidos citrico e malico, encontrados em

frutas citricas e tomate, sdo conservantes naturais. Para inibir bactérias, o pH deve
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ser inferior a 4,0, enquanto leveduras e bolores podem se desenvolver em pH entre

1,6 e 3,0, causando deterioracdo, mas nao intoxicagédo (Russell; Gould, 2003).

2.5.3 Especiarias

O uso de especiarias é uma alternativa eficiente para conservar alimentos
devido a sua acdo antioxidante, atribuida a presenca de compostos como
flavonoides e terpenoides (como timol, carvacrol e eugenol). Especiarias como
alecrim, manjericdo, orégano, salvia e tomilho ajudam a evitar a deterioracdo e
podem servir como suplementos. A pimenta-do-reino contém piperina, que estimula
a digestdo e circulacdo. O cravo-da-india (com eugenol), a canela (com aldeido
cindmico) e a noz-moscada (com miristicina) também apresentam efeitos

antimicrobianos e aromaticos (Rodrigues; Silva, 2010).

2.6 OLEOS ESSENCIAIS

Os Oleos essenciais podem ser descritos como compostos volateis
encontrados em certas plantas, geralmente caracterizados por um aroma intenso e
resultantes do metabolismo secundario das plantas. Eles sdo considerados misturas
complexas, jA que a composicdo quimica da maioria dos 6leos essenciais inclui
diversos derivados de terpenoides ou fenilpropanoides (Amorim, 2007). Os Oleos
essenciais possuem diversas propriedades farmacolégicas, sendo algumas
destacadas por oferecerem vantagens significativas em relacdo a outros
medicamentos. Um exemplo é a sua volatilidade, que os torna ideais para aplicacéao
em nebulizagbes, banhos de imersdo ou inalagcdes. A combinagdo entre a
volatilidade e o baixo peso molecular de seus componentes facilita a rapida
eliminacéo do organismo por meio das vias metabdlicas (Bandoni; Czepak, 2008).

Os compostos volateis podem ser extraidos de diversas partes vegetais como
raizes, folhas, flores, cascas, sementes e frutos. Independente da sua localizacéo
nos vegetais, 0s volateis sdo conhecidos por desempenharem importantes funcdes
biol6gicas. A composicdo quimica dos Oleos essenciais pode variar conforme
diversos fatores, como localiza¢do geografica, clima, tipo de solo, intensidade de luz
solar e volume de precipitacdo. Essas variacdes resultam na formacéao de diferentes

quimiotipos, que correspondem a organismos da mesma espécie, subespécie ou
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variedade, produzindo metabdlitos secundarios distintos ou os mesmos metabdlitos
em proporcdes variadas (Polatoglu, 2013).

A utilizacdo de 6leos essenciais contribui para a atividade antimicrobiana e
antioxidante, sendo eficaz mesmo em pequenas quantidades que nao alteram as
caracteristicas sensoriais do produto, com a concentracdo recomendada em torno
de 0,1%. A combinacgdo de 6leos com especiarias, como cravo e canela, demonstrou
efeito bactericida e fungicida. A rancidez, que esta entre as principais causas de
deterioracdo lipidica, pode ser controlada com a acdo antioxidante e inibitéria de
micro-organismos proporcionada pela mistura de 6leos essenciais (Purkait et al.,
2020). As bactérias gram-positivas apresentam maior sensibilidade em comparacao
as gram-negativas. Os efeitos indesejaveis relacionados as caracteristicas
sensoriais podem ser minimizados por meio de uma selecdo mais criteriosa do tipo

de 6leo e do alimento a ser preservado (Burt, 2004).

2.6.1 Métodos de Extracdo dos Oleos Essenciais

Os o6leos essenciais podem ser extraidos de diferentes partes das plantas
utilizando diversos métodos, que sao selecionados de acordo com a natureza do
Oleo e o tipo de material vegetal. Entre as principais técnicas empregadas estdo a
destilacdo a vapor, a hidrodestilacdo e a prensagem a frio, que sdo amplamente
usadas devido a sua eficiéncia na preservacao das propriedades arométicas. Além
disso, enfloracdo e o uso de fluidos supercriticos também sdo aplicados,
especialmente para compostos mais delicados ou de dificil obtencdo. O
desenvolvimento tecnolégico tem contribuido para o aprimoramento dessas
técnicas, tornando o processo de extracdo mais eficiente e com maior rendimento
(Borges, 2024).

A destilacdo a vapor é um método utilizado para extrair 6leos
essenciais e destilar bebidas alcodlicas, baseado na passagem de vapor gerado por
um recipiente através do material organico ou liquido a ser processado. Durante o
processo, 0s componentes volateis, sensiveis a temperatura, sdo separados por
destilacdo simples e se vaporizam a temperaturas relativamente baixas quando
expostos ao vapor dentro da camara de vapores ou da coluna do alambique. Esse
fendmeno possibilita a separacdo dos 0leos essenciais, que tém baixa solubilidade

em agua em ebulicdo, das substancias quimicas mais complexas presentes no
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material. Quando o vapor atravessa a matéria organica, as pequenas cavidades
contendo os 6leos essenciais se rompem, liberando as moléculas dos 6leos sem
danificar ou degradar esses compostos sensiveis. O destilado resultante é uma
mistura de vapor de agua e 6leos essenciais, que se condensam no recipiente de
resfriamento, permitindo a separacdo por meio de um processo de coleta, como o
uso de um essenciador tipo "leiteira". Além dos éleos essenciais, a destilacdo a
vapor também produz a agua floral ou hidrolatos, que séo coletados juntamente com
0s Oleos. O processo de destilagéo é similar ao utilizado na destilacdo simples, com
a diferenca de que a separac¢do ocorre por meio do vapor. Este método, além de ser
amplamente utilizado na extracdo de 6leos essenciais de plantas aromaticas, que
sdo posteriormente usados para aromatizar licores, também pode ser empregado na
destilacdo de bebidas alcodlicas. Nesse caso, a matéria organica fermentada, como
0 bagaco do vinho, é colocada na coluna do alambique, permitindo a extracao de
substancias aromaticas e alcodlicas de forma suave, preservando o0s sabores e
aromas delicados que seriam alterados por temperaturas mais elevadas (lberian

Coppers, 2023). O esquema de destilacéo a vapor pode ser observado na Figura 3,

a sequir.
Figura 3 — Esquema de destilacdo a vapor
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Fonte: KOKETSU & GONGCALVES (1991).
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O meétodo de hidrodestilagcdo € um dos métodos mais antigos de extracao e,
hoje, é usada principalmente em laboratérios para pequenas quantidades, utilizando
o aparelho Clevenger. O processo envolve submergir a matéria-prima vegetal na
agua, permitindo que o 6leo essencial evapore com a agua em ebulicdo. Apés a
condensacéo, o 6leo é separado do hidrolato com base na diferenca de densidade

(Jakiemiu, 2008). A seguir, é possivel observar um aparelho de destilagédo (Figura 4).

Figura 4 - Aparelho de destilagcdo Clevenger

Fonte: MARCON (2025).

A técnica de prensagem a frio, € uma técnica que envolve a moagem das
sementes ou améndoas e a aplicacdo de pressao para forcar a liberacdo do o6leo.
Utilizam-se prensas de diversos tamanhos, desde pequenas para uso doméstico até
grandes comerciais. As sementes séo colocadas em um cilindro com uma rosca sem
fim que as tritura e comprime, permitindo a extracdo do 6leo, que é entéo coletado.
Embora haja uma geracdo minima de calor pela friccdo, a temperatura ndo deve
ultrapassar 60 °C para preservar as propriedades naturais do 6leo. Esse método
garante um 6leo 100% puro, embora seja um processo demorado, exigindo cerca de
cinco quilos de matéria-prima para produzir um litro de 6leo (VITAL ATMAN, 2016).
Um exemplo do processo de prensagem a frio pode ser observado na Figura 5, a

seguir.
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Figura 5 - Processo de prensagem a frio

Fonte: NEVES (2011).

A enfloracdo ou enfleurage é uma técnica milenar que consiste na extracao
de oleos essenciais com a utilizagcdo de gordura vegetal ou animal. Além disso, o
processo de extracdo € menos degradativo, resultando em um 6leo essencial com
maior valor comercial e empregado principalmente para flores. O processo de
enfleurage consiste em colocar as pétalas em um recipiente com fundo de vidro,
recoberto por uma camada de cera e gorduras vegetais ou animais (Figura 6).
Diariamente, as pétalas sdo substituidas por novas, mais frescas. Com o tempo, a
cera absorve 0s compostos aromaticos das pétalas, formando uma mistura de 6leo
essencial e gordura. Essa mistura é, entédo, destilada com alcool para separar o 6leo
essencial (Silva, 2021).

Figura 6 — Método de extracdo por enfloracdo

Fonte: AZAMBUJA (2019).
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2.7 OLEO ESSENCIAL DE MELALEUCA

O oleo essencial de tea tree (melaleuca) é um liquido amarelado, de odor
caracteristico, extraido por arraste de vapor das folhas e ramos terminais desta
planta. Seu rendimento médio é de 1- 2% em 0Oleo, e, para a extracdo, costuma-se
picotar os galhos e folhas com o intuito de compactar a biomassa (Azambuja, 2019).
Dentre os principais componentes do 6leo essencial de melaleuca, o terpinen-4-ol e
o a-terpineol (Figura 7) foram identificados como compostos antifingicos capazes de
inibir o crescimento do micélio e a germinacdo dos esporos, sendo 0s principais
contribuintes para a atividade antifingica do Oleo. Esses componentes
individualmente mostram um efeito destrutivo na morfologia das hifas, esporos e

membrana plasmatica (Silva et al., 2024).

Figura 7 — Principais componentes do 6leo essencial de melaleuca
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Fonte: AZAMBUJA (2019).

Pesquisas revelam que o 6leo essencial de melaleuca apresenta-se como
inibidor do crescimento de bactérias como Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
dos fungos Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus e Penicillium
sp. (Carson, C.F.; Hammer, K.A.; Riley, T.V, 2006).
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2.8 OLEO ESSENCIAL DE MELALEUCA COMO CONSERVANTE EM ALIMENTOS

A utilizacdo dos Oleos essenciais (OE) como alternativa de conservacéao
tornou-se bastante empregada nesses ultimos tempos, visto que industrias buscam
a possibilidade de reduzir o uso de aditivos quimicos aos alimentos, favorecendo o
aumento da ingestdo dos aditivos naturais de forma mais saudavel, posto que sao
extraidos de plantas medicinais. Alguns OE tém demonstrado importante potencial
antioxidante e antimicrobiano para alimentos, atuando no controle do crescimento
microbiano (Oliveira et al., 2021).

Martins e Bicas (2024) realizaram uma revisdo abrangente sobre a atividade
antifdngica de alguns 6leos essenciais, incluindo melaleuca, e destacando seus
principais compostos bioativos e mecanismos de acdo. A pesquisa ressaltou que
0s Oleos essenciais sdo0 compostos volateis e naturais, extraidos de diferentes
partes das plantas, como folhas, flores e cascas. Eles possuem propriedades
antimicrobianas e antifingicas significativas, atribuidas principalmente a compostos
como terpinen-4-ol, timol, carvacrol e cinamaldeido. O estudo demonstrou que
esses compostos bioativos atuam de maneira eficiente contra fungos patogénicos
ao desestabilizar a membrana celular, interferirem processos enzimaticos e induzir
danos estruturais as hifas e esporos. Por exemplo, o 6leo essencial de melaleuca,
rico em terpinen-4-ol e a-terpineol, mostrou capacidade de inibir o crescimento de
fungos como Aspergillus niger e Botrytis cinerea, comuns em alimentos pereciveis.
A desorganizacao da membrana celular, a reducao da permeabilidade e a perda de
contetido intracelular foram identificadas como os principais efeitos nos fungos
tratados com esses 0leos.

A revisdo também abordou a relevancia de substituir conservantes
sintéticos, frequentemente associados a efeitos adversos, por alternativas naturais,
como Oleos essenciais. Esses compostos sdo amplamente reconhecidos como
seguros para consumo humano (status GRAS) e possuem o beneficio adicional de
oferecer protecdo antioxidante aos alimentos. No entanto, os autores destacaram
limitacdes praticas, como a volatilidade dos 6leos essenciais, que pode reduzir sua
efichcia em aplicagdes alimentares, além do impacto sensorial em altas
concentracdes, que pode comprometer a aceitacdo do consumidor.

Para superar esses desafios, o estudo sugeriu estratégias como a

encapsulacdo e o uso de nanoemulsdes, que podem melhorar a estabilidade e a
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eficacia antifingica dos Oleos essenciais, além de minimizar os impactos no sabor
e no aroma dos alimentos. Outra abordagem discutida foi a combinacao de 6leos
essenciais com outras tecnologias de conservacédo, como embalagens ativas, para
ampliar sua eficacia no controle microbioldgico.

Por fim, os autores enfatizaram a necessidade de mais estudos que
explorem a aplicacdo pratica de Oleos essenciais em diferentes matrizes
alimentares, especialmente em produtos complexos, como confeitaria. A pesquisa
concluiu que, com o avanc¢o das técnicas de formulacdo e aplicacdo, os 6leos
essenciais tém grande potencial para se tornarem substitutos eficazes e

sustentaveis para os conservantes convencionais na indastria alimenticia.
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3 METODOLOGIA

A metodologia desta pesquisa foi elaborada com o objetivo de avaliar a
eficacia do Oleo essencial de melaleuca como conservante natural em brownies de
chocolate. Para isso, foram definidos procedimentos envolvendo experimentos
microbioldgicos e a incorporacdo do 6leo essencial na formulacdo do brownie. A
seguir, sado descritos o0s métodos, equipamentos, vidrarias, reagentes e

procedimentos utilizados para operacionalizar cada etapa do trabalho.

3.1 DESENVOLVIMENTO DA FORMULACAO DO BROWNIE

Inicialmente, foi preparada uma receita padrao de brownie sem a adicdo de
0leo essencial de melaleuca, a fim de servir como controle no experimento (Figura
8). Esse procedimento permitiu uma comparacdo eficaz entre os brownies com e

sem o conservante natural, possibilitando a avaliagdo do impacto da adi¢éo do Gleo
essencial na qualidade e conservacéo do produto.

A massa do brownie foi obtida por meio da mistura dos ingredientes secos e
liguidos, seguindo a ordem tradicional utilizada em receitas de brownies para
garantir a textura e a estrutura desejadas. Os ingredientes selecionados para a
preparacao incluiram chocolate meio amargo da marca Garoto (200 g), margarina da
marca Deline (45 g), ovos (3 unidades equivalente a 135 @), farinha de trigo da
marca Rosa Branca (120 g), acucar cristal da marca Do Sitio (160 g) e chocolate em
p6é 70% cacau da marca Mavalério (45 g). Durante o preparo, foram utilizados
diversos utensilios para garantir precisdo e padronizacdo. Entre eles, uma balanca
digital para a pesagem exata dos ingredientes, uma batedeira elétrica para facilitar a
homogeneizacdo da massa, além de tigelas de vidro e espatulas de silicone para o
manuseio seguro dos componentes da receita. A massa foi disposta em forma de

aluminio, garantindo um formato uniforme para todas as amostras.

Os brownies foram assados em um forno pré-aquecido a 180 °C e
permaneceram no forno por um tempo total de 30 minutos, respeitando o tempo
necessario para que adquirissem a textura ideal, com uma crosta externa levemente
crocante e um interior macio (Figura 8). Ap0s a conclusdo do processo de

assamento, os brownies foram retirados do forno e deixados em temperatura
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ambiente até atingirem o resfriamento completo. Uma vez resfriadas, as amostras
foram cuidadosamente armazenadas em embalagens apropriadas, que permitiram a
observacdo natural do desenvolvimento de mofos ao longo do tempo.
Paralelamente, as amostras foram submetidas a testes de atividade de &agua,
utilizando o medidor de atividade de agua Hanna Instruments WA-60A. Esse teste
foi essencial para determinar o grau de umidade disponivel no produto, fator

diretamente relacionado ao crescimento microbiano.

Figura 8 — Amostra de brownies de chocolate

Fonte: A autora (2025)

3.2 ISOLAMENTO DOS FUNGOS FILAMENTOSOS

A medida que os fungos surgiram nas amostras de brownie (ao longo de 13
dias), eles foram isolados e inoculados em dois meios de cultura distintos: Czapeck
(CZ) e BDA (Batata Dextrose Agar), um substrato amplamente utilizado para o
crescimento de fungos filamentosos. Composto principalmente por batata, dextrose
(acucar) e agar (um agente solidificante), esse meio oferece nutrientes essenciais
gque promovem 0 crescimento vigoroso de uma variedade de microrganismos. O
agar é uma substancia natural extraida de algas marinhas vermelhas e fornece a
consisténcia gelatinosa ao meio. A batata fornece nutrientes essenciais para o
crescimento das bactérias e fungos presentes nas amostras bioldgicas. Ja a

dextrose serve como fonte de energia para as células que crescem no meio. Um litro
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de meio é composto de 4,0 g de infusdo de batata, 20,0 g de glicose e 15,0 g de
agar (SP LABOR, 2024). A prepara¢do do meio CZ envolveu a adi¢do dos seguintes
componentes: 0,3 g de nitrato de sodio (NaNO3), 0,1 g de fosfato de potassio
dibésico (K;HPO,), 0,05 g de sulfato de magnésio heptahidratado (MgS0O,-7H,0),
0,05 g de cloreto de potassio (KCI), 0,001 g de sulfato ferroso (FeSO,), 3,0 g de
sacarose e 2,0 g de agar. Todos os componentes foram dissolvidos em agua

destilada, garantindo a homogeneiza¢cao do meio antes da esterilizacao.

Em seguida, cada meio de cultura foi distribuido de forma igualitaria em trés
placas de Petri, totalizando seis placas, sendo trés contendo o meio CZ e trés
contendo o meio BDA. Os fungos presentes nas amostras foram entéo inoculados
nesses meios para possibilitar seu crescimento e posterior identificacdo. Apos seis
dias de incubacéo, foi possivel observar o desenvolvimento de fungos. Para garantir
um cultivo mais especifico e isolado de cada tipo de fungo, eles foram repicados em
novas placas de Petri contendo exclusivamente o meio BDA, por sete dias. Nesse
processo, foram utilizadas trés placas para cada tipo de fungo, totalizando nove
placas.

ApoOs a diferenciacdo visual dos fungos isolados, foi realizado um novo
repique para garantir a pureza e a manutencdo das culturas fangicas. Esse
procedimento consistiu na transferéncia asséptica dos micro-organismos para novas
placas de Petri contendo meio de cultura BDA, utilizando a técnica de estrias para
favorecer o crescimento isolado das colbnias. Para cada tipo de fungo, foram
preparadas trés novas placas de Petri. O repique foi conduzido sob condic¢des
estéreis para evitar contaminacdes cruzadas. Com o auxilio de uma alca de
inoculacao esterilizada, pequenas amostras de cada fungo foram cuidadosamente
transferidas e distribuidas em estrias sobre a superficie do meio de cultura,

facilitando o crescimento de colénias isoladas e bem definidas.

As placas foram devidamente identificadas de acordo com o tipo de fungo
correspondente e incubadas em condi¢cdes apropriadas para permitir seu
desenvolvimento por seis dias. Esse novo repique foi fundamental para garantir a
obtencéo de culturas puras, facilitando a analise das caracteristicas morfoldgicas e
possibilitando a continuidade dos testes relacionados a eficacia do 6leo essencial de

melaleuca como conservante natural.
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3.3 PREPARACAO DAS PLACAS DE CAMARA UMIDA E OBSERVACAO DOS
FUNGOS

Apoés o repique dos fungos para garantir culturas puras, foram preparadas
placas de camara umida para favorecer o desenvolvimento adequado dos fungos.
Foram preparadas trés placas de camara Umida, uma para cada tipo de fungo
(Fungo 1, Fungo 2 e Fungo 3).

Cada placa foi montada com uma camada de papel filtro umedecido com
agua destilada estéril, criando um ambiente Umido ideal para o crescimento das
colénias fungicas. As placas de camara umida foram posicionadas dentro da estufa
de incubacdo, a temperatura de 30 °C, para promover as condi¢cdes ideais de
umidade e temperatura. Apds sete dias de incubacado, foi possivel observar o
crescimento dos fungos nas placas de camara umida. As col6nias fungicas foram
analisadas microscopicamente, utilizando um microscoépio 6tico (Nikon Eclipse E100)
para observar detalhes das caracteristicas morfologicas das colénias, como cor,

forma e textura. Essa observacéo foi essencial para identificar o desenvolvimento
dos fungos e comparar as diferencas entre as colénias.

3.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA DO OLEO
ESSENCIAL DE MELALEUCA

Nessa etapa, foi determinada a Concentragao Inibitéria Minima (CIM) do Oleo
essencial de melaleuca, com o objetivo de avaliar sua eficacia antimicrobiana. A
avaliacdo seguiu o procedimento proposto por Ju et al. (2018). O meio de cultura

utilizado para o crescimento de fungos filamentosos foi o BDA, preparado conforme
as instrucdes do fabricante e esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 minutos.

O dleo essencial de melaleuca foi adquirido da marca By Samia (Figura 9),
sendo um produto comercial 100% puro. Para o preparo das solucbes, o Oleo
essencial foi diluido em uma solugédo estoque apropriada. As vidrarias utilizadas
durante a experiéncia incluiram placas de Petri estéreis, pipetas, ponteiras estéreis e
erlenmeyers de 50 mL. Os equipamentos utilizados para a execuc¢édo do protocolo

incluiram a autoclave (Phoenix Luferco), estufa de incubacéao (Leec MKk Il), balanca
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analitica (Celtac, FA-2104N), microscoépio o6tico (Nikon Eclipse E100) e medidor de
pH (MS Tecnopon Instrumentagéo, mPA210).

Figura 9 — Oleo essencial de melaleuca
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Fonte: BY SAMIA.

ApOs o preparo e a esterilizagdo do meio BDA, 14 ml de meio fundido a
aproximadamente 45 °C foram adicionados a uma placa de Petri contendo 1 mL do
Oleo essencial diluido em agua destilada estéril. O 6leo foi diluido apropriadamente
para obtencdo dos seguintes valores: 50, 25, 12,5, 6,3, 3,2 e 1,7 uL para 14 mL de
meio. Para preparar as diluicbes do Oleo essencial, foram utilizados seis
erlenmeyers, cada um contendo 6 mL de gua estéril. No primeiro erlenmeyer, foi
adicionado 300 pL do 6leo essencial de melaleuca; no segundo, 125 pL; no terceiro,
95 uL; no quarto, 38 pL; no quinto, 19 uL; e no sexto, 10 uL de 6leo essencial. Cada
uma dessas solucfes foi entdo pipetada, com 1 mL de cada concentracdo sendo
transferido para 6 placas de Petri, totalizando 6 repeticdes para cada concentracéo
do 6leo essencial.

Com o auxilio de uma al¢a, uma amostra de cada fungo inicialmente isolado
do brownie foi transferido para o centro de cada placa de Petri, que continha os 14

mL do meio de culturacom as diferentes concentracdes do 6leo essencial. As placas
foram entdo incubadas a 30 °C por sete dias.

A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) foi determinada como a menor
concentracdo de O6leo essencial capaz de inibir completamente o crescimento
fangico, observada pela auséncia de crescimento visivel nas placas de Petri. Apos a
determinacdo da CIM, foram produzidas quatro receitas de brownie utilizando
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diferentes concentracbes de Oleo essencial de melaleuca estabelecidas como

eficazes.

3.5 PREPARO DO BROWNIE COM OLEO ESSENCIAL E ENSAIOS DE
DETERIORACAO MICROBIANA

Para avaliar a eficacia do 6leo essencial de melaleuca como conservante
natural em brownies de chocolate, foram preparadas quatro formulacdes de brownie,
diferenciadas pela concentracdo de 6leo essencial incorporada a massa. O objetivo
dessa etapa foi comparar a qualidade e a conservacédo dos brownies, considerando
o efeito antimicrobiano do 6leo essencial em diferentes concentrag¢des. Inicialmente,
foi utilizada a mesma receita padrdo de brownie descrita na secdo 3.1, com 0s
mesmos ingredientes e proporgdes, sendo a Unica variagdo a quantidade de 6leo
essencial de melaleuca adicionada. Os volumes de 0leo essencial testados foram 0
mL (controle), 1,5 mL, 2,0 mL e 2,5 mL.

As amostras foram cuidadosamente armazenadas em embalagens
apropriadas para posterior avaliacdo da conservacdo. Cada amostra foi identificada
de acordo com a concentracdo de 6leo essencial utilizada para facilitar a analise
comparativa dos resultados microbioldgicos e de conservacdo. Paralelamente, foi
realizada a medicao da atividade de dgua de cada amostra utilizando o medidor de
atividade de agua Hanna Instruments WA-60A, a fim de determinar o grau de

umidade disponivel no produto e sua relagdo com o crescimento microbiano.

Esse procedimento foi essencial para permitir a analise detalhada do impacto
do dleo essencial de melaleuca sobre a conservacdo dos brownies, possibilitando a
comparacao entre as diferentes concentracdes e a amostra controle (sem adicao de

Oleo essencial).

3.6 TESTE DE AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIFUNGICO

Para avaliar a eficacia antimicrobiana do 6leo essencial de melaleuca nas
formulagdes de brownie, foi realizado umteste de avaliagdo do potencial antifingico,
gue tem como obijetivo final determinar a resisténcia de um produto ou material a
contaminacao microbiana, refletindo diretamente a eficacia do sistema conservante.

Através deste teste € possivel verificar se a dosagem de conservante esta adequada
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ao produto final, e se o produto esta apto a resistir as intempéries na qual sera
submetida, durante o periodo de validade do produto (ABIHPEC, 2015). Assim, foi
possivel determinar capacidade inibitoria do 6leo essencial frente ao crescimento de
diferentes tipos de fungos filamentosos previamente isolados das amostras de

brownie, além de analisar o impacto do Oleo essencial na estabilidade e
conservacgéo do produto.

Inicialmente, todas as amostras de brownie foram individualmente pesadas
utilizando uma balanca analitica (Celtac, FA-2104N) para garantir a padronizacao
dos resultados. Foram utilizadas quatro formulagdes de brownie contendo diferentes
concentracfes de 6leo essencial de melaleuca: 0 mL (controle), 1,5 mL,2,0mL e 2,5
mL. Para cada concentracdo, foram preparadas 4 amostras: trés submetidas a
inoculacao de fungos e outra mantida sem a presenca de fungos, totalizando doze

amostras para o teste de desafio.

O teste de desafio consistiu na inoculacdo de trés tipos de fungos
filamentosos, identificados como Fungo 1, Fungo 2 e Fungo 3. Os fungos foram
cultivados previamente em placas de Petri contendo meio de cultura BDA (Batata
Dextrose Agar) e incubados até o desenvolvimento completo das col6nias. Para a
preparacao da suspensao fungica, foi adicionada uma aliquota de agua estéril sobre
a superficie de cada colénia de fungo. Em seguida, com o auxilio de uma espatula
esterilizada, os fungos foram raspados cuidadosamente para permitir a

homogeneizacdo com a agua, formando uma suspensao flngica.

Cada suspensao de fungo foi cuidadosamente transferida para as amostras
de brownie utilizando uma pipeta estéril. Os trés tipos de fungos (Fungo 1,Fungo 2 e
Fungo 3) foram inoculados separadamente em todas as amostras de brownie,
independentemente da concentracdo de Oleo essencial utilizada. Ou seja, cada tipo
de fungo foi depositado nos brownies contendo 0 mL, 1,5 mL, 2,0 mL e 2,5 mL de
Oleo essencial de melaleuca. Além das amostras inoculadas, foi mantida uma
amostra de brownie para cada concentracdo de 6leo essencial sem a adicdo de
fungos, servindo como controle negativo. Esse procedimento permitiu a analise
comparativa entre o crescimento fungico nas amostras contaminadas e o
comportamento das amostras sem contaminagdo direta, avaliando o efeito

conservante do 6leo essencial em condi¢des naturais de armazenamento.
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ApoOs a inoculacgéo, todas as amostras foram armazenadas em placas de Petri
estéreis e incubadas a 30 °C por sete dias em uma estufa de incubacéo (Leec Mk I1).

Durante o periodo de incubacéo, as amostras foram monitoradas diariamente para
observar o desenvolvimento de col6nias fungicas na superficie dos brownies.

O crescimento fuangico foi avaliado visualmente e registrado por meio de
fotografias digitais para documentar o efeito inibitério do 6leo essencial de melaleuca
em diferentes concentragdes. A eficacia antimicrobiana foi determinada com base na
ausénciaou reducao do crescimento fungico nas amostras inoculadas, comparando

os resultados com o grupo controle (sem Oleo essencial).

Esse teste foi essencial para determinar a capacidade de preservacgao do 6leo
essencial de melaleuca em matrizes alimentares, fornecendo dados objetivos sobre

sua acao antimicrobiana em brownies de chocolate submetidos a desafios
microbioldgicos especificos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo, sdo apresentados de maneira mais detalhada os resultados
obtidos a partir das atividades desenvolvidas durante o experimento. Os dados séo
organizados de forma a fornecer uma anédlise clara e objetiva sobre a eficacia do
0leo essencial de melaleuca como conservante natural nos brownies de chocolate. A
seqguir, serdo discutidos os resultados das andlises microbiolégicas, a avaliacdo do
crescimento fungico nas amostras, os testes de atividade de agua, bem como a
observacdo do desenvolvimento das colbnias fungicas nas amostras de brownie

com diferentes concentracdes do 6leo essencial.

4.1 ANALISE DA ATIVIDADE DE AGUA

Os valores obtidos de atividade de &gua para os brownies preparados com

diferentes concentracdes de 6leo essencial de melaleuca estdo apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1 — Andlise da atividade de agua.

Composicao Repeticdo 1 Repeticao 2 Repeticao 3 Média Desvio Padrao
Sem dleo essencial (Controle) 0,70 0,72 0,73 0,72 0,02
0 ml de dleo essencial 0,70 0,71 0,71 0,71 0,01
1,5 ml de dleo essencial 0,70 0,72 0,71 0,71 0,01
2,0 ml de 6leo essencial 0,70 0,73 0,71 0,71 0,02
2,5 ml de éleo essencial 0,71 0,72 0,72 0,72 0,01

Fonte: A Autora (2025)

Para a amostra de controle, sem a adicdo de 6leo essencial, os valores
indicam uma atividade de &gua relativamente alta, o que pode ter favorecido o
crescimento microbiano, como observado no desenvolvimento de fungos nas
amostras de controle. Os resultados indicam que, em geral, a adicdo de Oleo
essencial de melaleuca nédo provocou mudancas significativas na atividade de agua
das amostras de brownie. No entanto, as variagdes observadas entre as

concentracfes de Oleo essencial podem sugerir um pequeno impacto do 6leo na
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retencdo de umidade do produto, com a amostra de controle (sem 6leo)
apresentando uma atividade de agua ligeiramente mais alta, embora as diferencas
entre as amostras com oO6leo essencial ndo tenham sido estatisticamente
significativas.

4.2 INOCULACAO DOS FUNGOS FILAMENTOSOS NAS AMOSTRAS DE
BROWNIE (CONTROLE)

Na amostra de brownie sem adi¢do de 6leo essencial de melaleuca (controle),
foi possivel observar o crescimento natural dos fungos apds treze dias de
armazenamento, conforme foi informado no item 3.2, sendo possivel observar na

Figura 10, a seguir.

Figura 10 — Amostra controle apés 13 dias de armazenamento.

4

)

Fonte: A autora (2025).

A inoculacdo dos fungos filamentosos resultou em trés tipos distintos de
crescimento, os quais foram diferenciados visualmente por suas coloracdes e
texturas apds 6 dias de incubacao para o primeiro repique e depois mais seis dias

de incubacéo para o segundo repique.

Fungo 1: Apresentou um crescimento filamentoso com bordas bem definidas. A
coloracdo das col6nias era predominantemente cinza-escuro no centro, com uma
transicao gradual para tons mais claros nas bordas. A extremidade da col6nia exibiu

uma area mais escura, indicando uma possivel esporulacdo intensa, caracteristica
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de algumas espécies de fungos filamentosos. Os repiques do fungo 1 podem ser

observados na Figura 11, a seqguir.

Figura 11 — Fungo 1 ap6s o primeiro e segundo repiques em meio BDA (a e b, respectivamente).

@) (b)
Fonte: A autora (2025).

Fungo 2: Demonstrou um crescimento denso e compacto, com uma textura
aveludada. A coloracdo era amarelo-escuro no centro, com bordas esbranquicadas
e difusas. Esse tipo de fungo apresentou uma estrutura radial, sugerindo um padrao
de crescimento concéntrico tipico de algumas espécies fungicas. Os repiques do

fungo 2 podem ser observados na Figura 12, a seguir.

Figura 12 — Fungo 2 ap6s o primeiro e segundo repiques em meio BDA (a e b, respectivamente).

@ (b)
Fonte: A autora (2025).
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Fungo 3: Exibiu um crescimento com uma mistura de coloracfes, apresentando um
centro branco-algodoado, cercado por uma regido amarelada e bordas marrons. A
textura no centro era aveludada, com um crescimento difuso nas extremidades. O
fungo mostrou um crescimento elevado no centro da coldnia, o que pode indicar
intensa producédo de micélio aéreo. Os repiques do fungo 3 podem ser observados
na Figura 13, a sequir.

Figura 13 — Fungo 3 ap6s o primeiro e segundo repiques em meio BDA (a e b, respectivamente).

@ (b)
Fonte: A autora (2025).

Apés o periodo de incubacao, todos os tipos de fungos mostraram um
crescimento visivel nas amostras, aumento do didmetro das colbnias e a
intensificacdo das caracteristicas morfolégicas observadas. A anélise desses dados
confirma que as amostras controle, sem a adi¢cdo do Oleo essencial, forneceram
condicbes adequadas para o0 crescimento microbiano, favorecendo o
desenvolvimento dos fungos.

4.3 OBSERVACAO DOS FUNGOS EM PLACAS DE CAMARA UMIDA

As placas de camara imida foram montadas com a adi¢cdo de uma pequena
guantidade de agua destilada, formando um ambiente Umido adequado para a

manutencdo das culturas fungicas. Essa configuracdo permitiu a observacéo
detalhada das caracteristicas morfologicas das colénias sob o microscopio.
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ApOs a preparacdo das placas, foi possivel observar, ao microscopio, o
comportamento dos fungos durante o crescimento. As colbnias apresentaram

caracteristicas tipicas de suas espécies, com estruturas bem definidas e evidentes:

Fungo 1: Observou-se a formacgéo de hifas, que comp&em o micélio do fungo. Além
disso, ha estruturas mais espessas e arredondadas na extremidade de algumas
hifas, que podem ser conidiéforos ou esporangios, indicando que este fungo pode
pertencer a géneros como Aspergillus, Penicillium ou Rhizopus. As hifas do fungo 1

podem ser observadas na Figura 14, a seguir.

Figura 14 — Hifas do Fungo 1 vistas ao microscopio apds crescimento em camara Umida

Fonte: A autora (2025)

Fungo 2: E possivel notar hifas (filamentos alongados) e possivelmente esporangios
ou conidios, que sdo estruturas reprodutivas de fungos. As hifas parecem estar
interligadas e algumas regides contém agrupamentos de esporos. A tonalidade e
textura também indicam que pode ser um fungo filamentoso, como espécies dos
géneros Aspergillus, Penicillium ou Rhizopus. As hifas do fungo 2 podem ser

observadas na Figura 15, a seqguir.

Figura 15 — Hifas do Fungo 2 vistas ao microscOpio ap0s crescimento em camara Umida

Fonte: A autora (2025)
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Fungo 3: Grande quantidade de hifas fungicas entrelacadas, formando uma rede
densa. A aparéncia dessas estruturas € caracteristica de fungos filamentosos,
possivelmente de géneros como Rhizopus, Mucor ou outros zigomicetos,
conhecidos por suas hifas cenociticas (sem septos visiveis). As hifas do fungo 3

podem ser observadas na Figura 16, a seguir.

Figura 16 — Hifas do Fungo 3 vistas ao microscépio apds crescimento em camara Umida

Fonte: A autora (2025).

4.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA DO OLEO
ESSENCIAL DE MELALEUCA

A determinacdo da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) do 6leo essencial de
Melaleuca foi realizada com base na metodologia descrita por Ju et al. (2018),
visando avaliar a eficacia antimicrobiana do éleo contra os fungos filamentosos
isolados das amostras de brownie. Para cada volume de 6leo essencial (50 uL, 25
pL, 12,5 uL, 6,3 pL, 3,2 pL e 1,7 pL), foram preparadas placas em duplicata,
totalizando 12 placas para cada tipo de fungo. As observacdes foram realizadas

apos sete dias de incubacao a 30 °C.

Fungo 1: Apresentou inibicdo de crescimento em apenas uma das placas que
continha 25 pL de 6leo essencial. A auséncia de crescimento em apenas uma das
placas pode indicar que a inoculacdo do fungo ndo foi homogénea ou eficiente
naquela amostra especifica — talvez por falha na pipetagem ou na aderéncia do
indculo ao meio. Nas demais placas, independentemente da concentracdo, o
crescimento fungico foi semelhante, com diametros e caracteristicas visuais

praticamente idénticas aos observados nas placas controle, ou seja, com
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crescimento de fungo ativo. O crescimento do fungo 1 em diferentes concentracoes
de 6leo essencial de melaleuca pode ser observado na Figura 17, a seguir.

Figura 17 — Crescimento do fungo 1 em diferentes concentragdes de 6leo essencial de melaleuca

Fonte: A autora (2025).

Fungo 2: N&o apresentou inibicdo em nenhuma das concentracdes testadas. Todas
as 12 placas exibiram crescimento de fungo com caracteristicas e diametros
proximos aos das placas controle, sugerindo que o 6leo essencial de Melaleuca néo
foi eficaz contra esse fungo nas concentracdes testadas. O crescimento do fungo 2
em diferentes concentracdes de 6leo essencial de melaleuca pode ser observado na

Figura 18, a seqguir.

Figura 18 — Crescimento do fungo 2 em diferentes concentragdes de 6leo essencial de melaleuca

Fonte: A autora (2025).
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Fungo 3: Apresentou inibicdo em apenas uma placa contendo 50 yL de 6leo
essencial, enquanto as outras placas, com concentracbes menores, n&o
demonstraram inibicdo visivel, com crescimento de fungo semelhante ao das placas
controle. A auséncia de crescimento em apenas uma das placas pode indicar que a
inoculacao do fungo néo foi homogénea ou eficiente naquela amostra especifica —
talvez por falha na pipetagem ou na aderéncia do in6culo ao meio. O crescimento do
fungo 3 em diferentes concentracées de Oleo essencial de melaleuca pode ser

observado na Figura 19, a seqguir.

Figura 19 — Crescimento do fungo 3 em diferentes concentragdes de 6leo essencial de melaleuca

Fonte: A autora (2025).

Com base nos resultados da determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima
(CIM) do ¢6leo essencial de Melaleuca, foram selecionadas as concentragfes de 25
UL e 50 pL para a formulacdo dos brownies. Para ajustar essas concentracfes a
massa total de brownie preparada, foi realizado o seguinte calculo:

50 pL de Oleo essencial de melaleuca em um volume de 15 mL de meio,
corresponde a 3,3 mL por L de meio. Considerando os ingredientes utilizados na
formulacéo do brownie — 120 g de farinha, 200 g de chocolate em barra, 135 g de
ovo, 45 g de margarina, 160 g de agucar e 45 g de chocolate em p6 — obteve-se

uma massa total de 705 g de brownie.

Assim, para adaptar a concentracao de 6leo essencial a massa de brownie:
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o Para 50 pL de o6leo essencial de melaleuca (3,3 mL/Kg), a quantidade

proporcional para 705 g é:

3,3mL

———— x 7059 = 2, L
1000 ¢ x 705 g ,35m

o Para 25 pL de dleo essencial de melaleuca, a quantidade proporcional para
705 ¢ é:

1,65 mL

% 705 g = 1,16 mL
1000 g 9 m

Dessa forma, foram elaboradas quatro formulacdes de brownie, sendo uma
receita com 2,5 mL de 6leo essencial, uma receita com 2,0 mL de 6leo essencial,
uma receita com 1,5 mL de Oleo essencial e uma receita sem adicdo de d6leo
essencial (controle).

4.5 TESTE DE AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIFUNGICO

O teste de avaliacdo do potencial antifangico foi realizado para avaliar a
eficacia antimicrobiana do 6leo essencial de melaleuca em brownies de chocolate,
inoculados com os trés tipos de fungos filamentosos isolados da amostra inicial
(Fungo 1, Fungo 2 e Fungo 3). Foram utilizados diferentes volumes de dleo
essencial de melaleuca (0 mL, 1,5 mL, 2,0 mL e 2,5 mL) para verificar seu efeito
inibitério sobre o crescimento fungico.

Os resultados mostraram que, para todos os tipos de fungo, foi observada
formacdo de micélio em todas as amostras inoculadas, independentemente da
concentracdo de 6leo essencial. No entanto, as amostras com 1,5 mL e 2,0 mL de
Oleo essencial, sem adicdo de fungo, apresentaram menor crescimento fungico
visivel, em comparacdo com as amostras com 0 mL (controle) e 2,5 mL (Figura 20).
As amostras de brownies, com diferentes concentracbes de 6leo essencial de
melaleuca, apo6s 21 dias de inoculagdo, estdo apresentadas nas Figuras 20 e 21, a
seqguir.
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Figura 20 — Amostras de brownies em diferentes concentra¢des de 6leo essencial de

melaleuca sem adi¢éo de fungo

Fonte: A autora (2025).

Figura 21 — Amostras de brownies inoculados com fungos 1,2 e 3 em diferentes

concentragdes de 6leo essencial de melaleuca (a, b e c, respectivamente).

Fonte: A autora (2025).

Os resultados do estudo atual, que investigaram a eficacia do 6leo essencial
de Melaleuca alternifolia na conservagdo de brownies, mostraram uma reducéo
parcial no crescimento flngico, especialmente nos volumes de 1,5 mL e 2,0 mL.

Esses achados sdo consistentes com os de outros estudos que também observaram
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a atividade antimicrobiana do 6leo de Melaleuca. Por exemplo, um estudo realizado
com carne de frango cozida (GONDIM; SILVA; SILVA, 2023) relatou que o 6leo
essencial de Melaleuca alternifolia foi eficaz na inibicdo do crescimento bacteriano
de Staphylococcus aureus, indicando seu potencial como conservante natural. No
entanto, assim como no presente estudo, concentracdes mais altas do 6leo néo
mostraram beneficios adicionais, o que sugere que ha uma concentragéo ideal para

o efeito antimicrobiano, além da qual nao ha melhoria significativa.

Esses achados também podem ser relacionados ao estudo de Hall et al.
(2021), que avaliou a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de melaleuca contra
as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Os autores observaram halos
de inibicdo de 20,67+2,31 mm para S. aureus e 18,44+2,84 mm para E. coli, além de
concentragdes inibitérias minimas variando entre 11,65 yL mL™" e 2,91 yL mL™,
indicando alta atividade antibacteriana. Apesar da diferenca entre os microrganismos
testados, ambos os estudos evidenciam a acdo antimicrobiana do 6leo de
melaleuca, reforcando seu potencial como conservante natural. No entanto,
enquanto Hall et al. (2021) identificaram inibicAdo expressiva contra bactérias, o
presente estudo observou apenas uma reducéo parcial no crescimento fiungico, sem
inibicdo total. Esse contraste pode ser atribuido as diferentes estruturas celulares de
bactérias e fungos, bem como a necessidade de concentracdes especificas do 6leo

essencial para alcancar eficacia maxima contra cada tipo de microrganismo.

Esse resultado contrasta com os achados de Cunha (2019), que observou
uma acdo antimicrobiana significativa do O6leo essencial contra Listeria
monocytogenes e Salmonella enteritidis, sugerindo que sua eficacia pode ser maior
contra bactérias do que contra fungos. A diferenca nos resultados pode estar
relacionada a estrutura celular dos microrganismos, jA que os fungos possuem

parede celular mais complexa e resistente, o que pode reduzir a acado dos
compostos ativos do Oleo essencial.

Além disso, a matriz alimentar pode ter influenciado a eficacia do déleo
essencial. No presente estudo, o Oleo foi incorporado diretamente a massa do
brownie, um produto com alto teor de gordura e acucares, fatores que podem ter
impactado sua dispersao e disponibilidade para acdo antimicrobiana. JA no estudo
de Cunha (2019), os ensaios microbiolégicos foram realizados em meio de cultura,
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onde o contato direto do 6leo com os microrganismos pode ter potencializado seu
efeito. Esse fator sugere que a aplicagdo do 6leo essencial em matrizes alimentares

complexas pode demandar estratégias adicionais para otimizar sua acao
conservante.

Outro ponto relevante é que, no presente estudo, a concentracdo de 2,5 mL
ndo apresentou uma melhoria significativa na preservagcdo do brownie em
comparagao com as concentragdes menores. Esse resultado indica que o aumento
da concentracdo do 6leo nem sempre esta associado a um efeito antimicrobiano
mais pronunciado, podendo haver um limite de eficacia dentro da formulagéo
alimentar. Por outro lado, Cunha (2019) verificou que concentracbes mais elevadas

do 6leo essencial aumentaram a inibicao bacteriana, sugerindo que a efetividade do
0leo pode ser dependente do tipo de microrganismo e da forma de aplicacao.

Os achados de Cunha (2019) sobre a incorporacdo do 6leo essencial de
melaleuca em filmes ativos também abrem uma perspectiva interessante para
futuros estudos. No presente trabalho, a aplicacdo direta do 6leo na matriz do
brownie pode ter limitado sua eficacia antifingica, enquanto a incorporacdo em
embalagens pode permitir uma liberagéo controlada dos compostos antimicrobianos
ao longo do tempo, proporcionando uma protegcdo mais efetiva contra o crescimento
de fungos. Dessa forma, pesquisas futuras poderiam explorar a aplicacdo do 6leo
essencial de melaleuca em revestimentos ou embalagens para verificar sua eficacia

na preservacao de produtos de panificacao.

Em sintese, a comparacdo entre os estudos indica que o 6leo essencial de
melaleuca possui potencial antimicrobiano, mas sua eficacia depende de diversos
fatores, incluindo o tipo de microrganismo, a concentracao utilizada e a forma de
aplicacdo. Os resultados sugerem que, embora o Oleo possa contribuir para a
conservacdo de alimentos, sua aplicacdo em produtos assados, como brownies,

pode demandar estratégias adicionais para otimizar sua acdo antifungica.
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5 CONCLUSAO

O dleo essencial de melaleuca demonstrou efeito antimicrobiano parcial em
brownies, com reduc¢do do crescimento fungico nas amostras preparadas com 1,5 e
2,0 mL de 6leo para 705 g de massa (concentracdes de 0,00213 mL/g e 0,00284
mL/g, respectivamente). No entanto, ndo foi observada inibicdo total e
concentracfes mais elevadas ndo proporcionaram maior eficacia. Esse resultado
pode estar relacionado a composi¢cao do brownie, rica em agucares e gorduras, que
pode dificultar a acdo do Oleo, além da possibilidade de perda por volatilizacédo
durante o processo de assamento. Concentracdes mais altas também resultaram em
alteragbes sensoriais indesejadas, como mudanca no sabor, o que limita sua
aplicacao direta em alimentos.

Para pesquisas futuras, recomenda-se a exploracdo de técnicas como a
microencapsulagcdo e a nanoemulsificagdo do Oleo essencial de Melaleuca
alternifolia visando aprimorar sua eficacia como conservante natural em alimentos. A
microencapsulagdo pode proteger o Oleo contra fatores ambientais e reduzir seu
impacto sensorial, mantendo sua atividade antimicrobiana contra patégenos
alimentares. Enquanto isso, a nanoemulsificacdo melhora sua dispersdao em
sistemas alimenticios e pode minimizar a percepcao sensorial negativa. Essas
abordagens oferecem alternativas promissoras para o desenvolvimento de
conservantes naturais que assegurem a seguranca microbioldgica e a qualidade

sensorial dos alimentos.



51

REFERENCIAS

ABICAB — Associagdo Brasileira da Industria de Chocolates, Amendoim e Balas. Disponivel em:
https://www.abicab.org.br. Acesso em: 20 nov. 2024.

AMORIM, A. C. L. Pitangueira (Eugenia uniflora L.): Fitoquimica e Avaliacdo Farmacoldgica do Oleo
Essencial Bruto e Fracoes. 2007. Disponivel em:
http://www.dominiopublico.gov.br/pesquisa/DetalheObraForm.do?select_action=&co_obra=146909
Acesso em: 13 fev. 2025.

ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA DE HIGIENE PESSOAL, PERFUMARIA E COSMETICOS
(ABIHPEC). Guia de Microbiologia. S3do Paulo: ABIHPEC, 2015. Disponivel em:
https://abihpec.org.br/guia-microbiologia/files/assets/basic-html/index.html. Acesso em: 15 mar.
2025.

AZAMBUIJA, W. Oleos essenciais. Métodos de extragio de dleos essenciais. Disponivel em:
https://www.oleosessenciais.org/metodos-de-extracao-de-oleos-essenciais/. Acesso em: 17 mar.
2025.

BALAN, I. B. Receita de brownie molhadinho. TudoReceitas, 11 jul. 2023. Disponivel em:
https://www.tudoreceitas.com/receita-de-brownie-molhadinho-5864.html. Acesso em: 20 nov.
2024,

BANDONI, A. L.; CZEPACK, M. P. Os recursos vegetais aromaticos no Brasil. Vitoria: Edufes, 2008.
624p.

BAPTISTA, R. C.; HORITA, C. N.; SANT'ANA, A. S. Natural products with preservative properties for
enhancing the microbiological safety and extending the shelf-life of seafood: A review. Food
Research International, V. 127, p. 108762, 2020. Disponivel em:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31882098/. Acesso em: 14 mar. 2025.

BENITEZ, R. O. Perdas e desperdicios de alimentos na América Latina e no Caribe. FAO, 01 mar. 2016.
Disponivelem: https://www.fao.org/americas/news/news-detail/pda-benitez/pt. Acesso em: 24 jan.
2025.

BORGES, G. G. Técnicas de extracdao de dleos essenciais: revisdo e estudo de caso de hortela-
pimenta. 2024. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Engenharia Quimica) — Faculdade de
Engenharia Quimica, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, 2024. Disponivel em:
https://repositorio.ufu.br/bitstream/123456789/44187/1/T%C3%A9cnicasExtra%C3%A7%C3%A30%
C3%93leos.pdf. Acesso em: 15 mar. 2025.

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Resolucdo RDC n2 23, de 15 de mar¢o de
2000. Dispde sobre aditivos alimentares autorizados. Disponivel em:
https://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/anvisa/2000/rdc0023 15 03 2000.html. Acesso em: 12
mar. 2025.



https://www.abicab.org.br/
https://abihpec.org.br/guia-microbiologia/files/assets/basic-html/index.html
https://www.oleosessenciais.org/metodos-de-extracao-de-oleos-essenciais/
https://www.tudoreceitas.com/receita-de-brownie-molhadinho-5864.html
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31882098/
https://www.fao.org/americas/news/news-detail/pda-benitez/pt
https://repositorio.ufu.br/bitstream/123456789/44187/1/T%C3%A9cnicasExtra%C3%A7%C3%A3o%C3%93leos.pdf
https://repositorio.ufu.br/bitstream/123456789/44187/1/T%C3%A9cnicasExtra%C3%A7%C3%A3o%C3%93leos.pdf
https://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/anvisa/2000/rdc0023_15_03_2000.html

52

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Resolugdo - RDC n? 778, de 12 de margo de
2023. Dispde sobre os principios gerais, as funcdes tecnoldgicas e as condicdes de uso de aditivos
alimentares e coadjuvantes de tecnologia em alimentos. Didrio Oficial da Unido, Brasilia, 1 mar. 2023.
Disponivelem: https://www.in.gov.br/web/dou/-/resolucao-rdc-no-778-de-1o0-de-marco-de-2023-
420487292. Acesso em: 30 mar. 2025.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria. Aprova o Regulamento Técnico
para Aditivo Aromatizantes. Resolucdo — RDC N2 2, de 15 de janeiro de 2007. Didrio Oficial da Uniao,
de 15 de jan. de 2007.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia Sanitaria. Portaria n2 326, de 30 de julho de
1997. Aprova o Regulamento Técnico sobre as Condi¢des Higiénico-Sanitarias e de Boas Praticas de
Fabricagdo para Estabelecimentos Produtores/Industrializadores de Alimentos. Diario Oficial da
Uniao, Brasilia, DF, 1 ago. 1997. Disponivel em:
https://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/svs1/1997/prt0326 30 07 1997.html. Acesso em: 20
nov. 2024.

BURT, S. A. Essential oils: their antibacterial properties and potential applications in foods: a review.
International Journal of Food Microbiology, v. 94, n. 3, p. 223-238, 2004. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0168160504001680. Acesso em: 20 nov.
2024.

BY SAMIA. Oleo Essencial de Tea Tree (Melaleuca) 10 ml. Sdo Paulo, [s.d.]. Disponivel em:
https://www.bysamia.com.br. Acesso em: 16 mar. 2025.

CARSON, C.F.; HAMMER, K.A.; RILEY, T.V. Melaleuca alternifolia (Tea Tree) Oil: a review of
antimicrobial and other medicinal properties. Clin. Microbiol. Rev., v.19, p.50-62, 2006.

DAGNAS. S.; MEMBRE, J-M. Predicting and preventing mold spoilage of food products. J Food
Protec., v. 76(3), p. 538-551, 2013

FILTENBORG, O.; FRISVAD, J. C.; THRANE, U. Moulds in food spoilage. International Journal of Food
Microbiology, v. 33, p. 85-102, 1996.

FINARTEALIMENTOS. Conheca de onde vem a receita e como foi criado o brownie. Medium, 18 abr.
2023. Disponivel em: https://medium.com. Acesso em: 30 jan. 2025.

FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS. Food wastage footprint:
impacts on natural resources. Rome: FAQ, 2013. Disponivelem: https://www.fao.org. Acesso em: 30
jan. 2025.

FURTADO, Kamila. Desenvolvimento e aplicacdo de filmes ativos incorporados com éleos essenciais
para conservacdo de pdo de queijo. 2020. 114 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos) - Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2020. Disponivel em:
https://guaiaca.ufpel.edu.br/bitstream/handle/prefix/4744/Dissertacao%20Kamila%20Furtado%20p
df.pdf. Acesso em: 29 mar. 2025.




53

GONDIM, Renata Freire Alves; SILVA, Jaqueline Damos da; SILVA, Claudileide de Sa. Aplicacdo de 6leo
essencial de tea tree (Melaleuca alternifolia) e 6leo balsamo de copaiba (Copaifera officinalis) no
controle de Staphylococcus aureus em carne de frango cozida. Revista Contribuciones en Ciencias de
la Salud, v. 16, n. 5, p. 34-45, 2023. DOI: 10.55905/revconv.16n.5-034. Recebido em: 25 abr. 2023.
Aceito em: 23 maio 2023.

HALL, M. C.; MARTELLI, E.; DALCANTON, F.; SILVA, L. L.; FIORI, M. A.; MELLO, J. M. M. Avaliacao da
atividade antimicrobiana do dleo essencial de melaleuca com potencial aplicacdo como conservante
natural. In: SIMPOSIO EM SAUDE E ALIMENTACZ\O DA UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL —
CAMPUS CHAPECO, 3., 2021, Chapecd. Anais [...]. Chapecd: UFFS, 2021.

HERRERA R., C. H.; BOLANOS V., N.; LUTZ C., G. Quimica de Alimentos: Manual de laboratorio. San
José: Editorial Universidad de Costa Rica, 2008. Disponivel em:
https://books.google.com.br/books?id=8VpJ8&foyDilC. Acesso em: 31 jan. 2025.

IBERIAN COPPERS. Destilagdo a vapor. 2023. Disponivelem: copper-alembic.com. Acesso em: 15 mar.
2025.

JAKIEMIU, E.A.R. Uma contribui¢cdo ao estudo do éleo essencial e do extrato de tomilho (Thymus
vulgaris L.). Curitiba: UFPR, 2008. Disponivel em: https://acervodigital.ufpr.br. Acesso em: 10 fev.
2025.

JU, J.; XU, X,; XIE, Y.; GUOQ, Y.; CHENG, Y.; QIAN, H.; YAO, W. Inhibitory effects of cinnamon and clove
essential oils on mold growth on baked foods. Food Chemistry, 2018, v. 240, p. 850-855.

KOKETSU, M.; GONCALVES, L. S. Oleos essenciais e sua extragdo por arraste a vapor. Rio de Janeiro:
EMBRAPA-CTAA, 1991. 24p.

KOURKOQOUTAS, Y.; PROESTOS, C.. Food Preservation: Challenges and Efforts for. [s.l.], p. 1-2, 2020.

MARCONI.  Destilador para dleos essenciais tipo Clevenger. Disponivel em:

https://www.marconi.com.br/produto/122/destilador-para-oleos-essenciais-tipo-clevenger. Acesso

em: 12 mar. 2025.

MARTINS, Gustavo Aparecido; BICAS, Juliano Lemos. Antifungal activity of essential oils of tea tree,
oregano, thyme, and cinnamon, and their components. Brazilian Journal of Food Technology, v. 27, p.
€2023071, 2024. Disponivel em: https://doi.org/10.1590/1981-6723.07123. Acesso em: 17 jan. 2025.

MINISTERIO DA SAUDE. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria. Resolugdo da Diretoria Colegiada -
RDC n2 52, de 29 de setembro de 2014. Altera a Resolucao RDC n2 216, de 15 de setembro de 2004,
que dispde sobre o Regulamento Técnico de Boas Praticas para os Servicos de Alimentagdo. Didrio
Oficial da Unido, 29 set. 2014.

NEVES, J. S. Aromaterapia: Um tema para o ensino de quimica. Trabalho de Conclusdo de Curso,
Curso Superior de Quimica, Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia: Brasilia (DF), 2011.

Disponivel em: https://bdm.unb.br/bitstream/10483/1728/1/2011 JulieteSilvaNeves.pdf . Acesso

em: 17 mar. 2025.


https://books.google.com.br/books?id=8VpJ8foyDiIC
https://acervodigital.ufpr.br/
https://www.marconi.com.br/produto/122/destilador-para-oleos-essenciais-tipo-clevenger
https://bdm.unb.br/bitstream/10483/1728/1/2011_JulieteSilvaNeves.pdf

54

OLIVEIRA, C.D.; ALVARENGA, G. F.; VENANCIO, A. H.; BALDUINO, B. A. Utilizacdo dos 6leos essenciais
nos alimentos: uma revisdo. In: CONGRESSO INTERNACIONAL DA AGROINDUSTRIA (CIAGRO), 2.,
2021. Anais [...]. [S. l.:s. n.], 2021.

POLATOGLU, K. “Chemotypes” — A fact that should not be ignored in natural product studies. The
Natural Products Journal, vol. 3, p. 10-14, 2013.

PURKAIT, S. et al. Synergistic antibacterial, antifungal and antioxidant efficacy of cinnamon and clove
essential oils in combination. Archives of Microbiology, [s. I.], v. 202, n. 6, p. 1439—-1448, 2020.
Disponivel em: https://doi.org/10.1007/s00203-020-01858-3

RAMOS, Anderson Valdiney Gomes. Atividade antioxidante e antimicrobiana de produtos naturais e
seus efeitos na associag¢do com conservantes sintéticos de alimentos e cosméticos. 2015. Trabalho de
Conclusdo de Curso (Curso Superior de Tecnologia em Processos Quimicos) — Universidade
Tecnoldgica Federal do Parang, Toledo, 2015.

RANDHAWA, S.; BAHNA, S. L. Hypersensitivity reactions to food additives. Curr Opin Allergy Clin
Immunol 2009;9:278-83.

REDACAO FiSA. O que s3o conservantes naturais? Veja quais s3o as vantagens e desvantagens para a
industria alimenticia. Food Connection, 30 ago. 2024. Disponivel em:
https://www.foodconnection.com.br. Acesso em: 15 mar. 2025.

REDACAO FISPAL TECNOLOGIA. Deterioracdo de alimentos: desafios para as industrias alimenticias
no Brasil. Food Connection, 08 mar. 2023. Disponivel em:
https://www.foodconnection.com.br/artigos/deterioracao-de-alimentos-desafios-para-industrias-

alimenticias-no-brasil. Acesso em: 24 jan. 2025.

REMENANT, B., JAFFRES, E., Dousset, X., Pilet, M-F, Zagorec, M. Bacterial spoilers of food: behavior,
fitness and functional properties. 2015; 45:45-53.

RODRIGUES, Ronaldo da Silva; SILVA, Roberto Ribeiro da. A Histéria sob o Olhar da Quimica: As
Especiarias e sua Importancia na Alimenta¢cdo Humana. Quimica Nova na Escola, [s. l.], v. 32, n. 2, p.
84-89, 2010.

RUSSELL, N. J.; GOULD, G. W. Food Preservatives. Boston, MA: Springer US, 2003. Disponivel em:
https://doi.org/10.1007/978-0-387-30042-9.

SILVA, C.C. B.; SOUSA, N.F.C.; DIAS,R. J.; COSTA, M. S. Q.; MARQUES, I. S.; MEDEIROS JUNIOR, F. C..
Verificagdo das condi¢des fisico-quimicas e microbioldgicas de bolos caseiros comercializados por
ambulantes. Research, Society and Development, v. 9, n. 11, e68891110270, 2020. Disponivel em:
https://rsdjournal.org/index.php/rsd/article/download/10270/9239/141358. Acesso em: 20 nov.
2024.

SILVA, D. Conservacdo de alimentos: entenda seu surgimento e evolugdo. GEPEA, 2019. Disponivel
em: https://gepea.com.br/conservacao-de-alimentos/. Acesso em: 31 jan. 2025.




55

SILVA, J. L. A.; SOUSA, P. H. M.; PEREIRA, R. M.; FERREIRA, E. R. S.; SANTOS, F. R. A,; LIMA, S. S,;
CUNHA, A. T.; ALVES, F. A. Antifungal activity of essential oils of tea tree, oregano, thyme, and

cinnamon, and their components. Brazilian Journal of Food Technology, v. 27, 2024. Disponivel em:
https://www.scielo.br/j/bjft/a/6LZgrbHQ7GQfY7Cn76mpYMK/. Acesso em: 15 mar. 2025.

SILVA, J. L. da. O método enfleurage na extra¢do de éleos essenciais: revisdo. Brazilian Journal of
Development, V. 7, n. 3, p. 41361-41371, 2021. Disponivel em:

https://ojs.brazilianjournals.com.br/ojs/index.php/BRJD/article /view/41361. Acesso em: 17 mar.

2025.

SILVA, S.R.S., Demuner, A.J., Barbosa, L.C.A., Andrade, N.J., Nascimento, E.A., & Pinheiro, A.L. 2003.
Andlise dos constituintes quimicos e da atividade antimicrobiana do dleo essencial de Melaleuca
alternifolia Cheel. Laboratério de Andlise e Sintese de Agroquimicos (LASA), Departamento de
Quimica, Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, MG.

SP LABOR. O que é Agar Batata Dextrose — Guia do Comprador. 2024. Disponivel em:

https://www.splabor.com.br/blog/meio-de-cultura-2/agar-batata-dextrose-guia-do-comprador/.
Acesso em: 16 mar. 2025.

VACLAVIK, V. A.; CHRISTIAN, E. W. Essentials of Food Science. New York, NY: Springer New York,
2014. (Food Science Text Series). Disponivel em: https://doi.org/10.1007/978-1-4614-9138-5.

Veld, J.H.J.H. Microbial and biochemical spoilage of foods: an overview. IntJ Food Microbiol. 1996;
33:1-18.

VITAL  ATMAN. Prensagem a frio: o que é isso? Disponivel em:

https://vitalatman.com.br/blog/prensagem-a-frio-o-que-e-

isso/?srsltid=AfmBOorGUX5xTOPoT3k0aUvo4DfnKVOFZi4rF-PAZ6UI-3rbJ8wMsHjo. Acesso em: 17

mar. 2025.



	643ac21f72bffce3c345889be7a01e31122d8640bfdfcdedacc0f88dc5a884c8.pdf
	449a064cc4b07ce14fcfa9e746ca67461b92fd6b7d9ad585c373baa83619080b.pdf
	643ac21f72bffce3c345889be7a01e31122d8640bfdfcdedacc0f88dc5a884c8.pdf

		2025-06-02T09:21:16-0300


		2025-06-30T16:20:48-0300


		2025-07-02T11:27:25-0300




