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RESUMO 

 

 

 

 

CUNHA, GIANA. FERREIRA. Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia 

Goiano – Campus Rio Verde – GO, agosto de 2017. Biofilmes à base de amido 

incorporados com extrato etanólico de própolis. Orientadora: Dra.Geovana Rocha 

Plácido. Coorientador: Dr. Celso Martins Belisário. 

 

 

 

 

Levando-se em consideração as tendências atuais de desenvolvimento de filmes 

biodegradáveis e materiais que interajam com as embalagens dos alimentos através da 

incorporação de substâncias ativas no interior do material de embalagem. A 

possibilidade da utilização da própolis como composto bioativo natural, foi estudada a 

fim de se propor uma tecnologia de desenvolvimento de embalagem bioativa, elaborada 

com amido de mandioca, com efeito antioxidante para alimentos. Filmes de amido de 

mandioca foram produzidos e incorporados com extrato etanólico de própolis (EEP) nas 

concentrações de 0, 30 e 60g 100g
-1

 de amido. Foi avaliado o perfil químico, a 

atividade antioxidante e antimicrobiana do EEP. Foi avaliado o efeito da incorporação 

do EEP, nas propriedades mecânicas do filme, bem como a microestrutura, a 

concentração de compostos fenólicos e atividade antioxidante na matriz do 
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biopolímero. O EEP apresentou atividade antioxidante e antimicrobiana bactericida e 

bacteriostática contra S. aureus (Gram-positivo) e E. coli (Gram-negativo) sendo que o 

microrganismo Gram-positivo foi mais susceptível ao EEP. E a análise do perfil 

químico indicou a presença artepelin C (cerca de 10,957 mg mL
 -1 

EEP) em grande 

quantidade. A incorporação do EEP às películas melhorou a flexibilidade e 

extensibilidade, tornou-as mais homogêneas e menos ásperas. Também revelaram que a 

matriz polimérica continha compostos fenólicos e atividade antioxidante. Os ensaios 

realizados nas películas revelaram o potencial para serem utilizadas como embalagens 

de alimentos ativos contribuindo para diminuir a quantidade de antioxidantes sintéticos 

utilizados para a conservação de alimentos. 

 

 

PALAVRAS-CHAVES: composto bioativo, biopolímero, perfil químico, antioxidante, 

embalagens de alimentos.  
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ABSTRACT 

 

 

 

 

CUNHA, GIANA. FERREIRA. Instituto Federal de Educação, Ciência, e Tecnologia 

Goiano (Goiano Federal Institute of Science, Education, and Technology) – Rio Verde 

Campus – Goiás State (GO), Brazil, august 2017. Starch-Based Biofilms 

Incorporated with Propolis Ethanol Extract. Advisor: Dr. Plácido, Geovana Rocha. 

Co-advisor: Dr. Belisário, Celso Martins. 

 

 

 

 

Considering the current trends in the development of biodegradable films and materials 

that interact with food packaging through the incorporation of active substances within 

the packaging material it was evaluated the possibility of using propolis as a natural 

bioactive compound in order to propose a bioactive packaging development technology, 

elaborated with cassava starch, that has antioxidant effect for food. Cassava starch films 

were produced and incorporated with ethanolic propolis extract (EEP) at the 

concentrations of 0, 30 and 60g 100g
-1

 of starch. The chemical profile, antioxidant and 

antimicrobial activity of the EEP were evaluated. The effect of the incorporation of EEP 

on the mechanical properties of the film, as well as the microstructure, the 

concentration of phenolic compounds and antioxidant activity in the biopolymer matrix 
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were evaluated. The bacterial and bacteriostatic antimicrobial and bacteriostatic activity 

against S. aureus (Gram-positive) and E. coli (Gram-negative) showed that the Gram-

positive microorganism was more susceptible to EEP. The analysis of the chemical 

profile revealed the presence of artepelin C (about 10.957 mg mL
 -1 

EEP) in great 

quantity. The incorporation of EEP to films improved flexibility and extensibility, made 

them more homogeneous and less harsh. They also revealed that the polymer matrix 

had phenolic compounds and antioxidant activity. The tests carried out on the films 

revealed the potential to be used as active food packaging, helping to reduce the amount 

of synthetic antioxidants used for food preservation. 

 

 

KEY WORDS: bioactive compound, biopolymer, chemical profile, antioxidant, food 

packaging. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

 

O desenvolvimento de embalagens que entrem em contato direto com os 

alimentos, elaboradas a partir de biopolímeros no lugar de materiais sintéticos 

convencionais, é uma nova tendência que surge em resposta à demanda dos 

consumidores para o uso de produtos naturais que causem pouco impacto ambiental 

(DELGADO et al., 2016). 

As tendências atuais também incluem a elaboração de materiais que possam 

interagir com a embalagem dos alimentos e uma alternativa que está sendo estudada, é 

a incorporação de substâncias ativas no interior do material de embalagem, como em 

películas biodegradáveis (KECHICHIAN et al., 2010).  

Esses filmes poderiam então, servir como suporte para aditivos 

antimicrobianos e antioxidantes e permitir que tais compostos ativos sejam lançados na 

superfície do alimento promovendo a melhoria da segurança alimentar e aumento da 

vida de prateleira de produtos prontos para o consumo (BODINI et al., 2013). 

 Matérias-primas como polissacarídeos, proteínas e lipídios utilizadas no 

desenvolvimento de embalagens de base biológica possuem características como 

biodegradabilidade, comestibilidade, biocompatibilidade e propriedades 

ambientalmente amigáveis, e podem ser vista com vantagens sobre os materiais 

sintéticos (PETERSON, et al.,1999). 

O amido é uma matriz polimérica comumente utilizada para embalagens por 

causa da disponibilidade, baixo custo e facilidade de se manusear. O amido é ainda 

mais barato que o polietileno e é uma fonte renovável. É também um biopolímero 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643812004379
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643815304072#bib27
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totalmente biodegradável no solo e na água, o que é uma grande vantagem do ponto de 

vista ambiental (RODRÍGUEZ et al., 2006; JIMÉNEZ et al., 2012;) 

Existem vários ingredientes naturais, que podem ser adicionados a 

biopolímeros, que apresentam propriedades antioxidantes ou antimicrobianas. Tais 

como os óleos essenciais (HAFSA et al., 2016), extrato de laranja (STINCO et al.; 

2013).  

A própolis é uma resina complexa formada por flavonoides, ácidos fenólicos 

e seus ésteres, ceras, óleos essenciais, pólen e vários compostos orgânicos. Possui 

atividade antioxidante e antibacteriana (KUMAZAWA et al., 2004).  

O desenvolvimento de embalagens biodegradáveis contendo compostos ativos 

que possam atuar como antioxidante e antimicrobiano natural é uma estratégia 

interessante que deve ser considerada pela indústria de alimentos. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

 

 

2.1. Amido 

 

O amido é polímero semicristalino armazenado em grânulos como fonte de 

reserva da maioria das plantas (AVELLA et al., 2005). É a maior fonte de nutrição 

humana e de animais e importante matéria-prima para a indústria (HUANG et al., 

2015). 

O amido é composto de duas frações principais, amilose e amilopectina.  

Ambas são compostas por unidades de glicose, porém, por apresentarem diferenças 

estruturais, apresentam propriedades físico-químicas diferentes. A amilopectina é um 

polímero altamente ramificado formado por cadeias curtas de unidades de glicose 

ligadas por ligações α-1,4 e ramificações em α-1,6 com alto peso molecular (1 x 10 
8
 g 

mol). Por outro lado, a amilose é formada principalmente por moléculas lineares 

compostas por unidades de glicose ligadas através de ligações α-1,4, com peso 

molecular médio de 1 x 10 
6 

g mol (WANG et al., 2017). A Figura 1 mostra a estrutura 

química da amilose e amilopectina. 

Os grânulos de amido são formados por camadas cristalinas e amorfos dispostos 

alternadamente. A organização estrutural de amilose e amilopectina no grânulo de 

amido não está completamente compreendida, mas, as cadeias laterais de amilopectina 

são responsáveis pela formação da estrutura das lamelas cristalinas, com pontos de 

ramificações localizados nos domínios amorfos em que se localizam o maior teor de 
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amilose (ICHIHARA et al., 2016).  

 

 

 

 

 

Figura 1 - Estrutura química da amilose (a) e da amilopectina (b).  

Fonte: CORRADINI et al. (2005). 

 

Os grânulos de amido absorvem água e incham quando aquecidos na presença 

de água. Alguns componentes do amido especialmente a amilose lixivia e se solubiliza. 

Com o aumento da temperatura e absorção de água, os grânulos se rompem e as cadeias 

são desordenadas (ZHU, 2015). Após o resfriamento, a amilose em solução sofre um 

processo chamado retrogradação, caso a concentração seja suficientemente elevada, 

esse processo resulta na formação de uma rede que transforma a solução em um gel. O 

gel de amido adapta-se como o modelo de preenchimento da matriz, e o material de 

enchimento são grânulos de amido intumescido e a matriz é formada por grânulos de 

amido lixiviado (ICHIHARA et al., 2016).  

A gelatinização é um processo básico endotérmico no qual a estrutura 

semicristalina do amido nativo é convertida em estado amorfo antes de se transformar 

em amido termoplástico. O processo de gelatinização depende principalmente do teor 



9  

de água e da temperatura de aquecimento do amido (IBRAHIM et al., 2014). 

A retrogradação é o processo no qual o sistema gelatinizado é submetido ao 

resfriamento com consequente reassociação e reorganização das cadeias através de 

interações moleculares e ligações de hidrogênio. O amido é o carboidrato de 

armazenamento mais abundante em vegetais e tem sido utilizado em indústrias de 

alimentos e outras aplicações industriais como produção de bioetanol e plásticos 

biodegradáveis (CHANDANASREE et al., 2016). 

Amidos de diferentes origens botânicas possuem unidades estruturais idênticas, 

no entanto, seus diferentes conteúdos de amilose e amilopectina influenciam 

principalmente em as suas propriedades físicas e químicas (SESSINI et al., 2016). A 

amilose possui melhores propriedades gelificantes do que a amilopectina e suas cadeias 

lineares interagem através das ligações de hidrogênio em maior proporção do que as 

cadeias da amilopectina (WANG et al., 2017).  

De uma forma geral, o amido nativo é variável na morfologia dos grânulos, teor 

de amilose, estrutura da amilopectina e também no arranjo das regiões cristalinas e 

amorfas dentro dos grânulos. Além disso, as propriedades funcionais do amido nativo 

como inchaço dos grânulos, gelatinização, retrogradação, plastificação e digestão 

enzimática estão diretamente relacionadas às suas características estruturais (LIU et al., 

2017).  

 

2.1.1 Amido de mandioca 

 

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) conhecida como tapioca, cassava, aipim 

e macaxeira entre outros (BUITRAGO, 1990), originou-se a partir da fronteira Sul da 

Bacia Amazônica no Brasil, a descoberta foi feita através de uma técnica sofisticada de 

sequenciamento de DNA que traçou a variação de um único gene (G3pdh), encontrado 

em mandioca cultivada e silvestre (OLSEN e SACHAAL, 1999). 

O amido de mandioca também pode ser denominado como fécula, polvilho doce 

ou goma, é um carboidrato extraído de tubérculos e raízes da mandioca (ARIENTE et 

al., 2005).O amido de mandioca é apreciado por possui características como baixa 

temperatura de gelatinização, clareza da pasta e boa estabilidade do gel (MALI et al., 

2006). 

A fécula de mandioca pode realizar a maior parte das funções do amido de 

milho, arroz e trigo. E tem se tornado uma das matérias-primas mais importante de 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X16304659#bib35
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X16304659#bib35
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alimentos e indústrias conexas. É utilizada em lanches extrudados, para aprimorar a 

expansão, como agente espessante em molhos, sopas, tortas de frutas, pudins, alimentos 

processados para bebês, como agente de liga em biscoitos e produtos de confeitaria 

(CHANDANASREE et al., 2016). Também tem sido utilizada na elaboração de 

películas em substituição de materiais de embalagem não degradáveis e não renováveis 

na indústria de alimentos, devido às suas características atrativas como inodoro, incolor, 

atóxico, insípido e biodegradável (PIÑEROS - HERNANDEZ et al., 2016). 

  

2.1.2 Películas biodegradáveis à base de amido 

 

Existe grande interesse em substituir alguns ou todos os plásticos sintéticos 

por materiais biodegradáveis em diversas aplicações (AVELLA et al., 2005). Nos 

últimos anos a pesquisa e desenvolvimento de filmes comestíveis ou biodegradáveis 

elaborados a partir de biopolímeros têm sido extensivamente estudados. Esses 

materiais de base biológica têm sido reconhecidos por melhorarem a sustentabilidade 

ambiental e características técnicas essenciais necessárias para execução das funções 

globais de embalagem de alimento (ROMPOTHI et al., 2016). 

A produção e utilização de plásticos em todo o mundo têm crescido 

drasticamente, aumentando os impactos ambientais e agravando os problemas para 

eliminação de resíduos. Por esse motivo, o uso de biopolímeros em substituição aos 

polímeros sintéticos não degradáveis, está se tornando alternativa sustentável e muito 

interessante para aplicação em embalagens de alimentos (DICASTILLO et al., 2016). 

O amido tem sido amplamente utilizado em embalagens de alimentos, pelo 

baixo custo e boas propriedades de formação de película (LIU et al., 2017). É um 

polímero natural de carboidrato versátil e o segundo tipo mais abundante de biomassa 

depois da celulose. É barato e possui propriedades físico-químicas como 

biocompatibilidade, biodegradabilidade e atoxidade (ULU et al., 2016). 

A formação de películas, propriedades mecânicas e de barreira, bem como as 

condições de processamento, são dependentes da relação entre amilose e amilopectina, 

em geral uma quantidade elevada de amilose melhora essas propriedades (MENDES et 

al., 2016). Lâminas e filmes de amido com alto teor de amilose normalmente 

apresentam excelentes propriedades mecânicas (WANG et al., 2017).  

Um dos fatores mais relevantes a ser avaliado na elaboração de filmes para 

utilização em embalagens é a biodegradabilidade. O amido pode ser rapidamente 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861716305471#bib0010
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861716312371
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atacado por microrganismos quando é enterrado no solo e facilmente metabolizado por 

uma gama de microrganismos resultando em produtos finais da fermentação tais como 

etanol e metano (SELIGRA et al., 2016).  

Recentemente foi demonstrado que produtos à base de amido possuem o 

tempo de degradação mais curto quando comparados com outros materiais poliméricos 

tais como ácido polilático ou poli (succinato de butileno -co- adipado de butileno). 

Uma grande vantagem da rápida degradação do material no aterro é que o volume de 

resíduos a ser compactado também é reduzido. A diminuição no tempo de degradação, 

mesmo de alguns dias significa a redução do volume de lixo e se torna, importante 

vantagem em relação a aspectos ambientais (MEDINA-JARAMILLO et al., 2016). 

No entanto, amidos termoplásticos são altamente quebradiços e a natureza 

hidrofílica o torna susceptível à umidade, alterações na estabilidade dimensional e 

propriedades mecânicas. Dependendo das condições de armazenamento, a 

retrogradação das cadeias de amido pode ocorrer causando alterações indesejadas no 

desempenho termomecânico do material final à base de amido. Para se obter a 

flexibilidade necessária para aplicações em películas, a fragilidade dos amidos pode 

ser eliminada pela adição de plastificantes (SESSINI et al., 2016). 

A adição de plastificantes como o glicerol e sorbitol, intensifica a 

flexibilidade do filme, pela capacidade de reduzir as ligações de hidrogênio internas 

entre as cadeias de polímeros enquanto aumentam o volume molecular, além 

prevenirem rachaduras durante o manuseio e armazenamento e afetar a permeabilidade 

a solutos, gases, vapor de água e características de sorção (MALI et al., 2006).  

Raízes e tubérculos de várias fontes botânicas têm sido estudados devido ao 

alto teor de amido e suas promissoras propriedades de formação de películas 

(GUTIÉRREZ et al., 2015).  

A fécula ou amido de mandioca, extraído de raízes e tubérculos, por seu baixo 

custo, ampla disponibilidade e biodegradabilidade tem sido estudado não somente 

pelas propriedades de formação de película, mas também como suporte para 

incorporação de agentes antimicrobianos e antioxidantes para elaboração de películas e 

filmes biodegradáveis para utilização em embalagens de alimentos com funções ativas 

(KECHICHIAN et al., 2010; SOUZA et al., 2013; PIÑEROS-HERNANDES et al., 

2017). A incorporação de substâncias ativas que possam interagir com as embalagens 

de alimentos é uma nova tendência que está a sendo extensivamente estudada. 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X16304659#bib35
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2.2. Própolis 

 

As abelhas utilizam a própolis para selar as paredes da colmeia, fortalecer as 

bordas dos favos e embalsamar invasores mortos. A própolis é um material utilizado 

para construção das paredes da colmeia e favos é também uma "arma química" contra 

microrganismos e agentes patogênicos de composição química complexa e essa por 

sua vez varia muito em função de sua origem botânica e geográfica (BANKOVA, 

2005). 

As diferentes espécies de plantas utilizadas como matéria-prima para 

elaboração da própolis pelas abelhas podem gerar variações na composição, mas 

basicamente a própolis é formada por 50% de resina, 30% de cera, 5% de pólen, 10% 

de óleos aromáticos e 5% de outros resíduos orgânicos (SHIMIZU et al., 2004).  

Na zona temperada do Hemisfério Norte, as abelhas coletam própolis apenas 

no verão, final da primavera e início do outono. No Brasil, a coleta de própolis ocorre 

ao longo de todo o ano e por esse motivo variações sazonais são esperadas. Embora a 

própolis possa ser coletada durante as estações com concentrações mais altas de 

compostos biologicamente ativos as variações sazonais na composição da própolis não 

são significativas e são predominantemente quantitativas, qualitativamente são 

idênticas. Esse fato indica que as abelhas coletam própolis do mesmo grupo vegetal, 

com uma fonte vegetal predominante (SFORCIN, 2007). 

Sforcin e Bankova (2011) relataram a existência de diferentes tipos de 

própolis, o tipo Álamo (Populus spp) originário da Europa, América do Norte, regiões 

não tropicais da Ásia, Nova Zelândia, cujos principais compostos são Flavonas, 

flavononas, ácidos cinâmicos e seus ésteres; Tipo Vidoeiro (Betula verrucosa) 

originário da Rússia é formado principalmente por Flavonas e flavonoides diferentes 

do tipo Álamo; Tipo verde (Baccharis spp) encontrado no Brasil, formado 

principalmente por prenilados do ácido p-cumárico e ácidos diterpênicos; Tipo 

vermelho (Dalbergia spp ) encontrado no Brasil, México e Cuba, tendo como 

principais compostos isoflavonoides ; Tipo Clusia (Clusia spp) de Cuba e Venezuela 

composto por  benzofenonas preniladas; Tipo Pacífico (Macaranga tanarius) 

encontrado na região do Pacífico (Okinawa, Taiwan, Indonésia) composto 

principalmente por prenilflavononas; Tipo Mediterrâneo, da família Cupressaceae 

(espécie não identificada),  encontrado recentemente na Grécia, Sicília e Malta 

formada principalmente por diterpenos. 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691517300054#bib41
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A própolis brasileira tinha sido caracterizada e classificada em 12 grupos 

baseados em características físico-químicas: cinco grupos no Sul do Brasil, um grupo 

Sudeste do Brasil e seis grupos no Nordeste brasileiro como descrito na Tabela 1. Até 

que amostras de própolis vermelha, produzidas por abelhas Apis mellifera foram 

coletadas no Nordeste do Brasil e classificada como um novo tipo de própolis 

considerada fonte promissora de compostos bioativos (ALENCAR et al., 2007). 

 

Tabela 1 - Classificação da própolis brasileira  

Fonte: PARK et al., 2000 

 

EXTRATO ETANÓLICO DE PRÓPOLIS BRASILEIRA 

Grupos  Cor Local de Origem 

Grupo 1  Amarelo Região Sul (RS) 

Grupo 2 Castanho Claro Região Sul (RS) 

Grupo 3 Castanho Escuro Região Sul (PR) 

Grupo 4 Castanho Claro Região Sul (PR) 

Grupo 5 Marrom esverdeado Região Sul (PR) 

Grupo 6 Marrom avermelhado Região Nordeste (BA) 

Grupo 7 Marrom esverdeado Região Nordeste (BA) 

Grupo 8 Castanho Escuro Região Nordeste (PE) 

Grupo 9 Amarelo Região Nordeste (PE) 

Grupo 10 Amarelo Escuro Região Nordeste (CE) 

Grupo 11 Amarelo Região Nordeste (PI) 

Grupo 12 Verde ou Marrom esverdeado Região Sudeste (SP) 

 

A origem botânica das plantas de três desses grupos (grupo 3 do Sul do 

Brasil, grupo 6 no Nordeste e grupo 12 do Sudeste) foram investigadas através da 

cromatografia de camada delgada de alto desempenho de fase reversa, cromatografia 

líquida de alta eficiência de fase reversa e Cromatografia gasosa acoplado 

à espectrometria de massa. Com base no perfil químico, concluiu-se que as própolis do 

grupo 3, grupo 6 e grupo 12 foram produzidas a partir de resinas Populus nigra 

(álamo), Hyptis divaricata e Baccharis dracunculifolia, (alecrim-do-campo), 
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respectivamente (PARK et al., 2002). 

A própolis possui uma natureza pegajosa e, portanto, não pode ser utilizada 

em sua forma bruta por isso, muitas vezes é purificada por extração com solventes que 

são destinados a preservar os compostos fenólicos, pois o método de extração, também 

pode afetar a atividade biológica (ALENCAR et al., 2013).   

A própolis não é tóxica, e sua concentração segura para seres humanos pode 

ser de 1,4 mg kg 
-1

 corporal por dia, ou aproximadamente 70 mg dia 
-1

 (BURDOCK, 

1998).  

A própolis brasileira, produzida pelas abelhas (Apis mellifera) a partir de 

plantas diferentes tem instigado o interesse de pesquisadores nos últimos anos pela 

variedade de compostos químicos interessantes que podem variar de acordo com a 

flora local utilizada (RODRIGUES et al., 2016). 

 Do ano de 2010 para 2012, o preço de um quilo de própolis bruta brasileira, 

se elevou em mais de 50% no mercado internacional e o preço da própolis vermelha 

em 2016, foi cinco vezes maior que os demais tipos de própolis. Recentemente, tem 

sido utilizada para elaboração de cosméticos, antissépticos e cremes dentais, na 

indústria de alimentos e bebidas (FREIRES et al., 2016).  

 

2.2.1 Atividade biológica da própolis 

 

A própolis apresenta atividades antibacteriana, antifúngica, antiviral, 

antioxidante e antitumoral (BANKOVA, 2005).  

O mecanismo de ação para o efeito antimicrobiano não está ainda claramente 

compreendido, alguns estudos sugerem que os constituintes da própolis interferem na 

divisão celular, causando a desorganização do citoplasma, inibindo a síntese de 

proteínas e causando a morte das células (TAKAISI-KIKUNI; SCHILCHER, 1994). 

A atividade antibacteriana da própolis é bem documentada contra diferentes 

bactérias como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia 

coli e Salmonella typhimurium, embora a própolis seja principalmente ativa contra as 

bactérias Gram-positivas que são inibidas com uma concentração menor de própolis do 

que as bactérias Gram-negativas (SFORCIN et al., 2000).  

Mirzoeva et al. (1997) verificaram que a própolis possuía um poderoso efeito 

negativo contra Rhodobacter sphaeroides (gram-negativo), possivelmente refletindo a 

presença de porina ou lipopolisacarídeos da composição externa da membrana, 

https://www.sinonimos.com.br/instigado/
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691517300054#bib39
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643816302912#bib21
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S037887411000735X#bib0500
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sugerindo que o efeito antimicrobiano da própolis em gram-negativos, é dependente da 

composição externa da membrana. Esses autores, também demonstraram que a 

própolis e alguns dos componentes cinâmicos e flavonoides, são capazes de 

desestabilizar a membrana citoplasmática, afetar a função de barreira e inibir a 

motilidade bacteriana.  

Kujumgiev et al. (1999) demonstraram que apesar das grandes diferenças na 

composição química, a própolis de diferentes localidades geográficas apresenta 

atividade antifúngica. Esses autores estudaram a atividade antifúngica de amostras de 

própolis (extratos de etanol e óleos voláteis) de diferentes localidades nos trópicos e na 

zona temperada inclusive o Brasil, contra Candida albicans e todas as amostras 

apresentaram atividade antifúngica significativa. 

Durante o controle de pós-colheita de frutos citros, o extrato etanólico de 

própolis a 70% inibiu completamente a germinação conidial de Penicillium 

digitatum em todas as concentrações testadas e 100 μg mL
 -1 

de extrato etanólico de 

própolis proporcionaram a inibição completa da doença de bolor verde em toranjas 

(fruta originária do Texas) feridas, mas não inoculadas artificialmente. A própolis é 

uma fonte de antibióticos naturais e os extratos etanólicos possuem efeitos inibitórios 

de amplo espectro sobre bactérias, fungos e nematoides (SOYLU et al., 2008).  

As propriedades antiparasitas de extratos etanólico de própolis também foram 

estudadas e demonstradas por HIGASH e CASTRO (1994) em relação ao T. cruzy e a 

interação com células hospedeiras. O extrato etanólico de própolis (EEP) foi altamente 

ativo contra T. cruzi, inibindo a proliferação do parasita tanto dentro das células 

hospedeiras como meio de cultura axênico. O EEP inibiu os níveis de infecção nas 

concentrações de 10-15 μg mL
 -1 

para macrófagos, e 25 a 75 μg mL
 -1

 para as células 

do músculo cardíaco. A lise total de tripomastigotas da corrente sanguínea foi 

observada após 24 horas na presença de EEP a uma concentração de 100 μg mL
 -1

.  

Marcucci et al. (2001) estudaram as propriedades antiparasitas de compostos 

isolados da própolis brasileira, o ácido 3-prenil-4-hidroxicinâmico (PHCA), 2,2-

dimetil-6-carboxietenil-2H-1- benzopirano (DCBEN), 3,5-diprenil -4-hidroxicinâmico 

(DHCA) e 2,2-dimetil-6-carboxietilen-8-prenil-2H-l-benzopirano (DPB), e todos os 

compostos testados foram ativos contra T. cruzi. 

A própolis possui comprovadamente atividade antioxidante como 

demonstrado por CASTRO et al. (2014) e ALM-ELDEEN et al. (2017). A capacidade 

antioxidante está geralmente intimamente associada com o teor de compostos 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814610016092#b0115
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814610016092#b0115
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814610016092#b0115
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-84782017000300404&lng=en&nrm=iso&tlng=en#B18
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fenólicos, pelos seus extensos sistemas conjugados de elétrons π que facilita a doação 

de elétrons das porções hidroxila para espécies de radicais oxidantes, além de 

exercerem efeito sinérgico entre si e com alguns compostos lipofílicos tais como as 

vitaminas C e E (BITTENCOURT et al., 2015).  

Os antioxidantes previnem danos teciduais e impedem a perturbação e a perda 

da funcionalidade das enzimas e membranas biológicas, sequestrando radicais livres 

que de outra maneira poderiam induzir a oxidação de lipídios, proteínas e DNA (NIKI, 

2011 e CASTRO et al., 2014). 

A própolis apresenta várias outras propriedades biológicas e farmacológicas, 

tais como antiviral, imunomoduladora, anti-inflamatória, citotóxica e antitumoral 

(BANSKOTA et al., 2000; SFORCIN et al., 2002; GEKKER et al.,2005; HU et al., 

2005; ORŠOLIĆ ; BAŠIĆ, 2005). Também possui propriedades antisséptica, 

adstringente, espasmolítica e anestésica, portanto, sua lista de preparações e uso é 

quase infinita (BURDOCK, 1998). 

 

2.2.2 Principais compostos químicos da própolis 

 

Geralmente, a própolis possui variedade de compostos químicos tais como 

compostos fenólicos (flavonoides, ácidos fenólicos e os seus ésteres), terpenos, 

esteroides e aminoácidos (KUMAZAWA et al., 2004). 

Bankova et al. (2000) identificaram mais de 300 compostos em diferentes 

amostras de própolis tais como: vitaminas, aminoácidos, carboidratos, ácidos graxos, 

cetonas, aldeídos, ésteres, ácidos alifáticos, ácidos aromáticos, terpenoides, chalconas, 

dihidrochalconas e substâncias inorgânicas.  

Os flavonoides (flavonas, flavonóis, flavononas), fenólicos e aromáticos são 

os constituintes com ação farmacológica mais importantes da própolis (UZEL et al., 

2005). Os flavonoides possuem amplo espectro de propriedades biológicas tais como, 

ação antibacteriana, antiviral e anti-inflamatória. Em regiões tropicais o teor de 

flavonoides é utilizado como critério de avaliação da qualidade da própolis (HUANG 

et al., 2014).  

No Brasil, a legislação determina que a própolis, independentemente da 

localização, vegetação e características, tenha no mínimo 5% (m/m) de compostos 

fenólicos e no mínimo 0,5% (m/m) de flavonoides (BRASIL, 2001). 

Própolis de regiões temperadas, chamadas de própolis de tipo álamo são 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874109002815#bib12
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0753332205001435
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0753332205001435
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691512001810#b0010
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constituídas principalmente pelos fenólicos: flavonoide aglicona, ácidos aromáticos e 

seus ésteres. Já a própolis de regiões tropicais contém fenólicos diferentes quando 

comparadas com o tipo álamo: derivados de prenilados do ácido p-cumárico, 

flavonoides, benzofenonas, lignanas e terpenos (ABU-MELLAL et al., 2012) 

O éster fenetil do ácido cafeico (CAPE) é o composto fenólico de maior 

importância da própolis de regiões temperadas com diversas atividades biológicas 

(HUANG et al., 2014). Derivado do ácido cafeico, este composto foi identificado com 

propriedades antitumorais, quimiopreventivas, antioxidantes, antimicrobianas, 

imunomoduladora e anti-inflamatória (BÚFALO et al., 2013; KARTAL et al., 2014; 

LI et al., 2016 e) 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Estrutura química do éster fenetil do ácido cafeico (CAPE)  

Fonte: LI et al., 2016 

 

Os principais componentes da própolis brasileira, especialmente a própolis 

verde, tipo mais comum são ácidos fenólicos, incluindo ácido cafeico e derivados 

prenilados do ácido p-cumárico (SFORCIN e BANKOVA, 2011). A cor verde da 

própolis brasileira é derivada da clorofila presente nos tecidos de folhas jovens e pouco 

desenvolvidas de Baccharis dracunculifolia (BITTENCOURT et al., 2015). 

Mishima et al. (2005) investigaram através de CLAE a composição química 

de extratos de própolis verde brasileira da região Sudeste (tipo 12) cuja principal fonte 

botânica é B. Dracunculifolia, e encontraram como principais compostos o ácido 

clorogênico, ácido p- cumárico, ácido 4,5-di- O -cafeoilquinico, ácido 3,5-di- O -

cafeoilquinico, ácido 3,4-di- O -cafeoilquinico, drupanina, artepelin C e bacarina. 

Shimizu et al. (2004) relataram que a própolis brasileira continha vários 

fenólicos como resíduos orgânicos principalmente de ácido cinâmico e derivados de 

kaempferol, e continha artepelin C em grande quantidade, pelo fato das abelhas 

coletarem exsudados da planta brasileira Baccharis dracunculifolia que é rica nesse 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031942216302552#bib1
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1756464615004260#bib0180
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691508001683?np=y&npKey=db9b6a2153b9a5bc01aa774437c185b2cc6f102e738894b92eadff697cad6167#bib26
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691517300054#bib41
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composto, um antioxidante biodisponível capaz de prevenir doenças degenerativas 

atuando sobre DNA celular. 

 

 

 

Figura 3 - Estrutura química do artepelin C, o ácido 3,5-diprenil-4-hixicidrocinâmico  

Fonte: PAULINO et al. (2008). 

 

O Artepelin C é um composto ativo que pode ser um forte candidato na 

prevenção do câncer, sendo assim um excelente eliminador de radicais livres além de 

possuir propriedades antimicrobiana, anti-inflamatória, antioxidante, antitumoral, 

imunomoduladora e indutora de apoptose (RESENDE et al., 2012). 

Recentemente, estudos demonstraram que os efeitos anti-inflamatórios in 

vitro da própolis verde brasileira são atribuídos principalmente aos polifenóis ácido 

cafeico e artepelin C (PAULINO et al, 2008). 

A atividade antioxidante da própolis e do ácido cafeico foi estudada por 

(BÚFALO et al., 2013) através do método DPPH, e o ácido cafeico demonstrou 

atividade antioxidante maior do que o extrato de própolis. De acordo com esses 

autores, os derivados de ácido cafeico presentes na amostra de própolis podem 

contribuir para a atividade antioxidante. Esse composto também apresentou 

propriedades anti-inflamatória, antiproliferativa e atividade citotóxica contra diferentes 

linhagens celulares de câncer humano. 

 

2.2.3 Incorporação de EEP a filmes biodegradáveis 

 

As embalagens de alimentos podem ser utilizadas como estratégia de 

competitividade na indústria de alimentos, visando atender aos consumidores cada vez 

mais exigentes e buscam produtos mais próximos ao natural. O fornecimento de 

embalagens que preservem as características dos alimentos e sejam interessantes do 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1756464615004260#bib0165
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ponto de vista econômico, além de serem ambientalmente amigáveis atenderia essa 

demanda e apresentam elevado potencial de aplicação no mercado de alimentos 

(SOARES et al., 2009). 

A indústria de alimentos tem sido encorajada a desenvolver novos conceitos de 

embalagens a fim de proteger os alimentos contra fatores internos e externos e que 

prolongue a vida útil dos alimentos (RIBEIRO-SANTOS et al., 2017). 

 As embalagens deixaram de ser consideradas um componente passivo, e 

passaram a ser consideradas componente que exerce papel ativo, interagindo com o 

ambiente externo e com o alimento no interior da própria embalagem, através da 

liberação de moléculas ativas que prolongam a vida útil dos alimentos, fornecendo 

proteção contra a deterioração microbiana e oxidação. As boas práticas de fabricação, 

no entanto, não devem ser substituídas pelo uso de materiais de embalagens ativos, mas 

essas devem servir como obstáculo adicional contra o desenvolvimento de 

microrganismos deteriorantes e patogênicos e assim, aumentar a segurança dos 

alimentos (RIZZOLO et al., 2016).  

 A deterioração de alimentos causada por microrganismos patogênicos, 

incluindo bactérias e fungos, apresenta preocupação global, pois não só reduz a vida útil 

dos alimentos, mas aumenta o risco de doenças transmitidas pelos alimentos 

(KREPKER et al., 2017).  

A embalagem ativa é uma tecnologia inovadora que permite que o produto e seu 

ambiente interajam para prolongar a vida útil do produto e/ou para garantir a segurança 

microbiana, mantendo a qualidade do alimento embalado (AHVENAINEN 2013). 

Por outro lado, a demanda por antioxidantes naturais tem recebido atenção 

especial da indústria de alimentos e de pesquisadores de todo o mundo. Devido à 

natureza carcinogênica de alguns antioxidantes sintéticos, as preferências dos 

consumidores passaram de antioxidantes sintéticos para naturais. Antioxidantes 

sintéticos são usados rotineiramente na indústria de alimentos, principalmente em 

alimentos que contêm óleos e gorduras para proteger contra a oxidação de lipídios 

(REIS et al., 2017). 

Para controlar a ação de microrganismos indesejáveis em alimentos, substâncias 

antimicrobianas podem ser incorporadas a materiais de embalagens de alimentos 

liberando ativos antimicrobianos contra microrganismos que poderiam representar risco 

para a segurança alimentar dos consumidores. Já os antioxidantes amplamente 

utilizados para estabilidade à oxidação de lipídeos e produtos sensíveis ao O2, também 
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podem ser incorporados em películas para estabilização de polímeros com a finalidade 

de proteção das películas (VERMEIREN et al, 1999). 

Devido às propriedades antibacteriana, antiviral, antifúngica, antioxidante, anti-

inflamatória, imunoestimulantes, e propriedades anticancerígenas, pelo fato dos 

principais componentes serem geralmente reconhecidos como seguros (GRAS), além do 

fato dos consumidores estarem em busca de “produtos ecológicos”  a própolis está 

ganhando popularidade como conservante natural para novas aplicações alimentares e 

está sendo adicionado aos alimentos e bebidas como fonte de compostos bioativos para 

melhorar a saúde ( LUIS-VILLAROYA et al., 2015). 

A aplicação de ingredientes derivados de fontes naturais na indústria de 

alimentos, adicionados como conservantes naturais é uma nova tendência para redução 

de substâncias sintéticas e de aditivos alimentares (DICASTILLO et al., 2016). 

Pesquisas que relatam a incorporação de própolis para melhorar as propriedades 

de filmes e revestimentos ainda são limitadas. BODINI et al, (2013) investigou as 

propriedades de filmes de gelatina incorporado à extrato etanólico de própolis. 

KECHICHIAN et al. (2010) estudou vários ingredientes microbianos, dentre estes a 

própolis incorporada a filmes biodegradáveis à base de fécula de mandioca. CHANG-

BRAVO et al. (2014) estudaram filmes de carragena e amido adicionados de extrato 

etanólico de própolis. Os autores identificaram o potencial antioxidante e 

antimicrobiano do extrato etanólico de própolis incorporado a filmes biodegradáveis 

mostrando que os estudos sobre a incorporação deste composto a biopolímeros devem 

ser desenvolvidos e incentivados. 
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3. OBJETIVOS 

 

 

 

 

3.1. Geral 

 

 Avaliar o perfil químico, atividade antimicrobiana e antioxidante do extrato 

etanólico de própolis (EEP), bem como produzir e caracterizar filmes de amido à base 

de fécula de mandioca incorporados com diferentes concentrações do extrato e avaliar 

o efeito da incorporação do extrato nos filmes. 

 

3.2. Específicos 

 

 Identificar e quantificar por cromatografia os principais compostos 

presentes na amostra de EEP; 

 Avaliar a atividade antioxidante e antimicrobiana do EEP; 

 Determinar o teor de compostos fenólicos e flavonoides do EEP; 

 Produzir biopolímeros de amido a partir de fécula de mandioca 

incorporados com EEP; 

 Avaliar se o efeito da incorporação de EEP afeta as propriedades 

mecânicas dos biopolímeros (resistência à tração, elasticidade, 

alongamento) e sua microestrutura; 

 Determinar a concentração de compostos fenólicos e a atividade 

antioxidante do EEP sobre a matriz do biopolímero. 
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4. CAPÍTULO I 

 

 

 

 

Perfil químico e avaliação da atividade antimicrobiana e antioxidante do extrato 

etanólico de própolis  

 

RESUMO 

 

CUNHA, GIANA. FERREIRA. Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia 

Goiano – Campus Rio Verde – GO, agosto de 2017. Perfil Químico e Avaliação da 

Atividade Antimicrobiana e Antioxidante do Extrato Etanólico de Própolis. 

Orientadora: Dra. Geovana Rocha Plácido. Coorientador: Dr. Celso Martins Belisário 

 

O perfil químico, teor de compostos fenólicos e flavonoides totais bem como a 

atividade antioxidante e antimicrobiana do Extrato Etanólico de Própolis verde da 

região de Minas Gerais foram avaliados e os principais compostos identificados e 

quantificados. A análise por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) revelou a 

presença de artepelin C em grande quantidade (cerca de 10,957 mg mL
 -1 

EEP) além dos 

compostos ácido cafeico, ácido p-cumárico, 3,5 dicafeoilquínico, 4,5 Dicafeoilquínico, 

4,5 Dicafeoilquínico, aromadendrina-4'-metil éster, drupanina, artepelin C e bacarina. O 

EEP apresentou atividade antimicrobiana bactericida e bacteriostática contra os 

microrganismos Staphylococcus aureus (Gram-positivo) e Escherichia coli (Gram-

negativo) sendo que o microrganismo Gram-positivo foi mais susceptível ao EEP, além 

de atividade antioxidante (63,47 ± 0,3 TE mg mL
 -1

). O teor de compostos fenólicos e 

flavonoides foi de 17,20 ± 0,26 mg mL
 -1  

 e 5,38 ± 0,05 mg mL
 -1 

expresso em Rutina e 

10,42 ± 0,11 mg mL
 -1 

em Quercetina respectivamente. Os resultados demonstraram que 

a própolis estudada é composta por moléculas valiosas com potencial para ser utilizada 

para melhorar a saúde humana e segurança alimentar. 

 

Palavras-chave: perfil químico; artepelin C; bactericida; bacteriostática 
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Chemical profile and evaluation of antimicrobial and antioxidant activity of 

propolis ethanol extract 

 

ABSTRACT 

 

CUNHA, GIANA. FERREIRA. Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia 

Goiano (Goiano Federal Institute of Science, Education, and Technology) – Rio Verde 

Campus – Goiás State (GO), Brazil, August 2017. Chemical profile and evaluation of 

antimicrobial and antioxidant activity of propolis ethanol extract. Advisor: Dr. 

Plácido, Geovana Rocha. Co-advisor: Dr. Belisário, Celso Martins. 

 

The chemical profile, total phenolic compounds and total flavonoids, as well as the 

antioxidant and antimicrobial activity of the Brazilian green EEP of the region of Minas 

Gerais were evaluated in order to identify and quantify the main compounds. Analysis 

by high performance liquid chromatography (HPLC) revealed the presence of artepelin 

C in large amounts (about 10.957 mg mL
 -1

 EEP) in addition to the compounds caffeic 

acid, p-coumaric acid, 3,5-dideofeoylquinic, 4,5-Diopheoylquinic, 4,5-

Dicapheoquinoic, aromadendrin-4'-methyl ester, drupanine, artepelin C and baccharin. 

The bacterial and bacteriostatic antimicrobial activity against Staphylococcus aureus 

(Gram-positive) and Escherichia coli (Gram-negative) microorganisms were evaluated. 

The Gram-positive microorganism was more susceptible to EEP, besides antioxidant 

activity (63.47 ± 0, 3 TE mg mL
 -1

). The content of phenolic compounds and flavonoids 

was 17.20 ± 0.26 mg mL
 -1

 and 5.38 ± 0.05 mg mL
 -1 expressed in Routine and 10.42 ± 

0.11 mg mL
 -1

 in Quercetin respectively. The results showed that the propolis studied is 

composed of valuable molecules with potential to be used to improve human health and 

food safety. 

 

Key words: chemical profile; artepelin C; bactericide; bacteriostatic 

 

4.1. INTRODUÇÃO 

 

A própolis é um material resinoso coletados pelas abelhas de brotos de 

árvores, seiva e outras fontes botânicas, utilizada para proteção da colmeia contra a 

entrada de intrusos e suavização das paredes.  A própolis tem sido amplamente utilizada 
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desde a antiguidade para embalsamar cadáveres, como desinfetante e antisséptico para 

infecções cutâneas e bucais. Atualmente, as pesquisas com própolis têm sido elaboradas 

principalmente com o objetivo de analisar a composição química, por causa das 

propriedades biológicas tais como antibacteriana, antifúngica e anti-inflamatório, 

atribuídas ao rico teor de flavonoides, ácidos fenólicos e derivados de terpenos 

(BANKOVA, et al., 2005 e ZABAIOU et al., 2017).  

A própolis é composta basicamente por 50% de resina, 30% de cera, 5% de 

pólen, 10% de óleos aromáticos e 5% de outros resíduos orgânicos (SHIMIZU et al., 

2004). Aos compostos fenólicos como flavonoides e ácidos fenólicos, são associadas as 

propriedades biológicas como atividades anti-inflamatória, imunomoduladora, 

anticancerígena, antimicrobiana, leishmanicida e cicatrizante (MARCUCCI et al., 2000, 

BITTENCOURT et al., 2015).   

A composição da própolis depende da flora e local da coleta (BANKOVA et al., 

2005). A própolis de regiões temperadas, chamada tipo Álamo, tem como fonte vegetal 

Populus sp, e é composta principalmente por compostos fenólicos como flavonoides 

agliconas, ácidos aromáticos e seus ésteres (BANKOVA et al., 2000). A própolis de 

regiões tropicais é composta principalmente de derivados prenilados do ácido p-

cumárico, flavonoides, benzofenonas, lignanas e terpenos (POPOVA et al., 2009).  

A própolis brasileira é classificada em 13 tipos com base nas propriedades 

físico-químicas, como cor, textura e perfil químico, bem como origem geográfica 

(ALENCAR et al., 2007). A própolis verde da região de Minas Gerais, Brasil (grupo 

12), tem como fonte as folhas jovens de Baccharis dracunculifolia e os principais 

compostos são terpenoides e derivados prenilados de ácido p-cumárico (KUMAZAWA 

et al., 2003). Das própolis das regiões tropicais, a própolis brasileira é altamente 

valorizada e possui grande importância comercial, pela ampla gama de benefícios à 

saúde (SALATINO et al., 2011). 

 A composição química da própolis pode ser associada às propriedades 

biológicas, desta forma, a identificação e quantificação dos compostos são fundamentais 

para compreensão dessas propriedades. Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar o 

perfil químico do extrato etanólico de própolis verde brasileira (EEP) da cidade de 

Nepomuceno, Minas Gerais. Determinar o teor de compostos fenólicos e flavonoides 

totais bem como a atividade antioxidante e antimicrobiana bactericida e bacteriostática 

do extrato contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus. 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031942212000374#b0005
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691517300054#bib41
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691517300054#bib41
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031942212000374#b0005
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031942212000374#b0005
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031942212000374#b0005
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0305197814000982#bib21
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S115652331600007X#bib0200
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S115652331600007X#bib0200
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0305197814000982#bib24
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4.2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os ensaios atividade antimicrobiana, análise de compostos fenólicos por CLAE, 

teor de compostos fenólicos e teor de flavonoides foram realizados no Laboratório de 

Pesquisa, Desenvolvimento e Inovação da empresa Apis Flora. O ensaio de eliminação 

de radicais livres ABTS foi realizado no Laboratório de Bioquímica e Análise 

Instrumental do Departamento de Agroindústria, Alimentos e Nutrição – ESALQ/USP. 

 

4.2.1.  Preparo do extrato etanólico de própolis  

 

A própolis foi coletada no Estado de Minas Gerais, cidade de Nepomuceno (21º 

12' 17,79”S/45º 13' 17,2” W), em que Baccharis dracunculifolia é a principal fonte 

vegetal. O extrato etanólico de própolis foi preparado de acordo com BODINI et al., 

(2013). Triturou-se 30g de resina de própolis e essa foi misturada a 100 mL de álcool 

etílico (80%). A mistura foi mantida aquecida a 50°C e agitada durante 30 minutos. A 

mistura foi resfriada e armazenada a 10°C durante 24 horas sendo então filtrada. 

 

4.2.2. Atividade antimicrobiana  

 

A determinação da concentração inibitória mínima (CIM) das amostras foi 

realizada pela técnica de microdiluição em caldo descrita pelo Comitê Nacional de 

Padrões de Laboratório Clínico (CLSI, 2003). As microdiluições sucessivas foram 

realizadas em microplacas de 96 poços. Para o preparo das microplacas, foi adicionado 

100 µL de Mueller Hinton Broth (MH) em todos os poços e 100 µL da amostra de EEP 

no primeiro poço de cada série e a partir do primeiro poço foram realizadas diluições 

seriadas nos poços seguintes, de modo a atingir uma gama de concentração de 5,150 a 

0,003 mg mL
 -1

. 

Os microrganismos testados foram: Escherichia coli (ATCC25922) e 

Staphylococcus aureus (ATCC25923). As suspensões foram preparadas em solução 

salina a 0,85% (p/v) e a turbidez das suspensões foi mensurada em espectrofotômetro 

(625 nm, abs 0,08-0,1) para 10 
8
 UFC mL

 -1 
(escala 0,5 de McFarland), essa suspensão 

inicial foi diluída 200 vezes em MH caldo até a concentração final de 5x10 
5
 UFC mL

 -

1
.  

Uma alíquota de 10 µL da suspensão foi adicionada em todos os poços 
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(totalizando 5x10 
3
 UFC mL

 -1
). As placas foram incubadas a 36 ± 1°C por 24 horas 

para posterior avaliação da concentração inibitória mínima (CIM).  

 

4.2.2.1. Concentração inibitória mínima  

 

A concentração inibitória mínima (CIM) foi definida como a concentração mais 

baixa do EEP que inibiu o crescimento visível bacteriano após o período de incubação 

da microplaca de 96 poços. Os testes foram realizados em triplicatas. Utilizou-se como 

controle positivo de crescimento, o meio de cultura Mueller Hinton Broth (MH) 

inoculado com 10 µL da suspensão de cada microrganismo (5x10 
3
 UFC mL

 -1
) e como 

controle negativo (teste de esterilidade do meio de cultura) apenas o meio de cultura 

Mueller Hinton Broth (MH). 

 

4.2.2.2. Concentração bactericida mínima  

 

A determinação da concentração bactericida mínima (CBM) das amostras foi 

determinada com base nos resultados obtidos no ensaio de concentração inibitória 

mínima (CIM), alíquotas de 20 µL de cada poço correspondente à CIM foram 

transferidas para placas de ágar Mueller Hinton e estas foram incubadas a 36 ± 1°C por 

24 horas em condições anaeróbicas. A determinação da concentração bactericida 

mínima das amostras foi determinada levando em consideração a concentração mais 

baixa de EEP em que não houve crescimento celular no meio sólido (morte do inóculo). 

Os testes foram realizados em triplicatas. 

 

4.2.3.  Perfil compostos fenólicos por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE)  

 

A análise cromatográfica (CLAE) do extrato etanólico de própolis (EEP) foi 

realizada utilizando um Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência Shimadzu modelo 

LC-20AT, equipado com detector de arranjo de díodos (HPLC-UV-DAD), injetor 

automático, forno, degaseificador e bomba quaternária. Utilizou-se uma coluna Shim-

Pack VP-ODS (4,6 mm x 250 mm, diâmetro de partícula de 5 μm). A fase móvel foi 

constituída de solução de metanol e ácido fórmico 0,1% em água. A eluição foi 

realizada utilizando um gradiente linear de 25 a 100% em 77 min a uma velocidade de 
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fluxo de 0,8 mL, a temperatura durante a análise foi mantida a 40°C e o volume de 

injeção foi de 10 μL. Os dados espectrais foram recolhidos a 275 nm e a identificação 

foi realizada por comparação dos tempos de retenção. Foi utilizado o ácido gálico como 

padrão interno. Padrões externos foram utilizados para quantificar os compostos 

fenólicos, utilizando uma curva de calibração. A curva foi preparada através da mistura 

de todos os padrões: ácido gálico, ácido cafeico, ácido p-cumárico, aromadendrina, 

artepelin C, 3,5-Dicafeoilquínico, 4,5-Dicafeoilquínico, drupamina e bacarina, 1,06 μg 

mL 
-1

 a 161 μg L 
-1

 dissolvidos em metanol. O limite mínimo de detecção foi de 0,12 μg 

mL 
-1

 e o limite de quantificação de 0,35 μg mL 
-1

 

 

4.2.4. Teor de compostos fenólicos totais 

 

Para determinação do conteúdo fenólico total, foi utilizado o método de Folin-

Denis, (FUNARI et al., 2007) com adaptações. Foi construída uma curva padrão com 

soluções de referência de ácido gálico através de diluições sucessivas da solução padrão 

de ácido gálico (0,4 mg mL 
-1

). Cinco diferentes níveis de concentrações da solução 

padrão foram preparados transferindo-se para 5 balões volumétricos de 50 mL, os 

volumes de 0,40; 0,45; 0,50; 0,55 e 0,60 mL, respectivamente, da solução padrão, 

obtendo 5 soluções com concentrações diferentes (3,20; 3,60; 4,00; 4,40; 4,80 µg mL
 -

1
). Em seguida, adicionou-se 25 mL de água destilada, 2,5 mL do reagente de Folin 

Denis, 5,0 mL de carbonato de sódio e completou o volume com água destilada. 

Deixando 30 minutos ao abrigo de luz e realizando a leitura em espectrofotômetro em 

760 nm.   

Para a determinação do conteúdo fenólico total, uma alíquota de 1 mL da 

amostra foi diluída para 50 mL com água destilada em balão volumétrico e deixado em 

ultrassom por 10 minutos. Em outro balão de 50 mL contendo 10 mL de água destilada, 

foi adicionado uma alíquota de 0,5 mL da solução obtida anteriormente, 2,5 mL do 

reagente Folin-Denis e 5 mL de solução saturada de carbonato de sódio. Deixou-se por 

30 minutos ao abrigo da luz e realizou-se a leitura em espectrofotômetro em 760 nm. O 

branco foi preparado da mesma maneira, sem a alíquota de ácido gálico.  

 Os resultados foram expressos em GAE: Equivalente de ácido gálico (mg 

mL
1
). Todos os testes foram realizados em triplicatas. 

 

4.2.5. Teor de flavonoides  
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Foi determinado o teor de flavonoides pelo método descrito por FUNARI et al. 

(2007) com adaptações. Foram construídas duas curvas padrão com soluções de 

referência de quercetina e rutina, a solução metanólica padrão de quercetina na 

concentração de 0,3 mg mL 
-1

 e a solução padrão de rutina na concentração de 0,6 mg 

mL
-1

. 

Alíquotas de 0,40; 0,45; 0,50; 0,55 e 0,60 mL da solução metanólica de 

quercetina e rutina padrão (0,3 mg mL 
-1

 e 0,6 mg mL 
-1

 respectivamente) foram 

transferidas para balões volumétricos de 25 mL contendo 0,5 mL de solução aquosa de 

cloreto de alumínio a 5% (p / v) e o volume completado com metanol, obtendo-se cinco 

soluções com concentrações diferentes para quercetina (4,80; 5,40; 6,00; 6,60 e 7,20 µg 

mL 
-1

) e para rutina (9,60; 10,80; 12,00; 13,20 e 14,40 µg mL 
-1

).  

Após 30 min ao abrigo da luz, a absorbância foi medida em espectrofotômetro 

no comprimento de onda de 425 nm. O branco foi preparado com metanol. Todos os 

testes foram realizados em triplicata. 

 

4.2.6. Atividade de eliminação de radicais ABTS  

 

O ensaio de atividade de eliminação de radical ABTS ·+, que se baseia na 

redução do cátion 2,2-azinobis - (3-etilbenzotiazolin-6-ácido sulfônico), foi realizado 

conforme metodologia descrita por Al-DUAIS et al. (2009). O radical ABTS ·+ foi 

formado pela reação de 140 mM de persulfato de potássio com 7 mM de ABTS e 

armazenado no escuro à temperatura ambiente, por 16 horas. Uma vez formado, o 

radical foi diluído em tampão fosfato de potássio 7,5 mM (pH=7,4) até a obtenção do 

valor de absorbância de 0,700 ± 0,020 nm em comprimento de onda de 734 nm, a 

absorbância foi feita em leitora de 96 microplacas (SpectraMax M3, Molecular 

Devices). A partir do extrato, foram preparadas três diluições diferentes. Em ambiente 

escuro, foram adicionados em microplacas, alíquota de 20 µL de cada diluição do 

extrato da amostra e adicionou-se 220 µL de solução do radical ABTS ·+. As 

absorbâncias foram lidas a 734 nm, após 6 minutos de reação, utilizando o tampão 

fosfato de potássio 7,5 mM (pH=7,4) como branco. Como referência, utilizou-se o 

Ácido Trolox (ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcorman-2-carboxílico), um antioxidante 

sintético análogo a vitamina E, nas concentrações de 12,5M a 200µM. Todos os testes 

foram realizados em triplicata. Os resultados foram expressos em µmol de Trolox mL 
-
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1
 de extrato (atividade antioxidante = capacidade antioxidante equivalente de Trolox). 

 

4.3. RESULTADO E DISCUSSÃO 

 

4.3.1. Atividade antimicrobiana  

 

A atividade antimicrobiana bacteriostática (CIM) e bactericida (CBM) do EEP 

foi testada contra S. aureus (Gram-positivo) e E. coli (Gram-negativo) e ambos foram 

suscetíveis ao EEP. O resultado da atividade antimicrobiana do EEP contra os 

microrganismos testados é mostrado na Tabela 1. Embora o EEP tenha sido eficaz 

contra os dois microrganismos testados, S. aureus (0,017 mg mL
-1

 para CIM e 0,161 mg 

mL
-1 

para CBM) foi mais suscetível quando comparado com E.Coli (0,161 mg mL
-

1
   para CIM e 1,288 mg mL

-1
 para CBM). 

 

Tabela 1- Concentração inibitória mínima (CIM) e concentração bactericida mínima 

(CBM) do extrato etanólico de própolis 

 

Microrganismo CIM (mg mL 
-1

 ) CBM (mg mL 
-1

 ) 

    

S.aureus 

(ATCC25923) 

Gram-positivo  0,017 0,161 

 

E.Coli 

(ATCC25922) 

 

    Gram-negativo 

 

0,161 

 

1,288 

    

 

O resultado encontrado está de acordo com SILICI e KUTLUCA (2005) que 

investigaram a atividade antimicrobiana de três diferentes extratos de própolis contra 

bactérias Gram-negativas (E. coli e P. aeruginosa), Gram-positivas (S. aureus) e da 

levedura (Candida albicans) e entre os microrganismos estudados, as amostras de 

própolis inibiram o crescimento de S. aureus melhor do que Gram-negativas e 

leveduras. De acordo com NORI et al. (2011) bactérias Gram-negativas possuem uma 

membrana celular quimicamente complexa e um de seus constituintes, o 

lipopolissacarídeo, determina a antigenicidade, toxicidade e patogenicidade destes 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X16306804#bib75
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microrganismos. 

Vários resultados também sustentam a hipótese de que a própolis é mais ativa 

contra as bactérias Gram-positivas do que Gram-negativas. DOBROWOLSKI et al. 

(1991) demonstraram a maior susceptibilidade de microrganismos gram-positivos (S. 

aureus, S. pyogenes, S. viridans, D. pneumoniae e C. diphtheria) à própolis do que 

microrganismos gram-negativos (E. coli, S. typhi, S. paratyphi-A, S. paratyphi-B e S. 

flexneri). SFORCIN et al. (2000) mostraram uma ação antibacteriana de própolis 

eficiente em cepas de S. aureus em baixas concentrações (CIM 90% = 0,60% v/v) e a 

inibição de microrganismos gram-negativos (E. coli e S. typhimurium) em 

concentrações maiores (CIM 90% = 8,00% v/v), mostrando que são mais resistentes ao 

EEP. Esses autores, no entanto, apenas puderam comprovar a atividade bacteriostática 

do EEP e não bactericida, e pode ser verificado nesse trabalho. 

 A atividade bactericida e bacteriostática verificada nesse trabalho pode ser 

pela composição química do EEP, uma vez que de acordo com BURDOCK (1998) a 

atividade antibacteriana da própolis é relatada como sendo devido aos flavonoides, 

ácidos aromáticos e seus ésteres e ainda de acordo com MIRZOEVA et al. (1997) é 

possível que os efeitos bactericidas e bacteriostáticos da própolis sejam o resultado das 

ações combinadas de componentes como derivados cinâmicos (Ácido cafeico e CAPE) 

e flavonoides (como Quercetina e a Naringenina). Esses constituintes possuem a 

capacidade de aumentar a permeabilidade da membrana celular bacteriana atuando 

como ionóforos inibindo sua motilidade (CAPE> Quercetina> Naringenina> Ácido 

cafeico) e contribuindo para o efeito citotóxico. 

A ação antibacteriana da própolis de acordo com NETO et al. ( 2017), é 

complexa mas de forma geral, pode ser descrito como a inibição da síntese de DNA e 

RNA; inibição da enzima DNA-girase; lesão da membrana citoplasmática causada pela 

redução da fluidez; inibição do suprimento energético causado pela perturbação no 

mecanismo de troca de nutrientes e metabólicos por causa do dano causado à membrana 

citoplasmática; inibição da fixação e formação do biofilme. 

 

4.3.2. Identificação e quantificação de compostos fenólicos  

 

 A análise por CLAE do EEP permitiu a identificação e quantificação dos 

seguintes compostos fenólicos principais: ácido cafeico, ácido p-cumárico, 3,5 

dicafeoilquínico, 4,5 dicafeoilquínico, aromadendrina (aromadendrina-4'-metil éter), 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643805001192#bib5
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X16306804#bib75
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drupanina (ácido 3-prenil-p-cumárico), artepelin C (ácido 3,5-prenil-4-hidrocinâmico) e 

bacarina (ácido 3-prenil-4-diidrocinamoloxi-cinâmico). O extrato etanólico de própolis 

verde, Minas Gerais, Brasil, apresentou níveis significativos de ácidos fenólicos 

prenilados, incluindo a artepelin C como mostra o cromatograma de CLAE do EEP 

(Figura 1). A Tabela 2 mostra as quantidades relativas dos compostos identificados. 

 

 

 

Figura 1- Cromatograma de cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) do extrato 

etanólico de própolis. Miliunidades de absorvância (mAU) em função do tempo de 

retenção (Rt, em min) dos compostos fenólicos.  
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Tabela 2- Cromatografia líquida de alta eficiência: pico de atribuição, tempo de 

retenção e área de quantificação dos principais compostos do EEP. 

 

Número do Pico Composto Identificado Tempo de Retenção (min) mg mL 
-1

 de EEP 

1 Ácido cafeico 19 0,278 

2 Ácido p-cumárico 23 1,494 

3 3,5 Dicafeoilquínico 26 2,975 

4 4,5 Dicafeoilquínico 30 4,761 

5 Aromadendrina 39 1,623 

6 Drupanina 50 2,017 

7 Artepelin C 63 10,957 

8 Bacarina 67 2,263 

 

  Os resultados encontrados estão qualitativamente concordantes com os 

achados na literatura, referente a outras própolis da região Sudeste Brasileira 

(MISHIMA, et al., 2005; FUNARI et al., 2007; TANI, et al., 2010; XUAN, et al., 2011; 

WANG, et al., 2015).  

 Os compostos químicos encontrados no EEP desse estudo de forma isolada 

são responsáveis por várias atividades biológicas já relatadas na literatura da própolis. O 

ácido p-cumárico e seus derivados como ácido cafeico, possuem atividade antioxidante, 

antimicrobiana, antitumoral e anti-inflamatória (ABDEL-WAHAB, et al.,2003, 

PROESTOS et al., 2006, BÚFALO et al., 2013, PENG et al., 2015, CANÇÃO et al., 

2011). O artepelin C, drupanina e bacarina possuem propriedades anticancerígenas 

(AKAO et al., 2003). Os compostos aromadendrina-4'-metil éter e a bacarina parecem 

desempenhar um papel essencial na atividade antioxidante (SIMÕES-AMBROSIO 

et al., 2010). 

 O ácido cafeico, e seus derivados, (ácidos monocafeoilquínicos e ácidos 

dicafeoilquínicos), são potentes antioxidantes, sendo que a atividade antioxidante do 

ácido cafeico contra H2O2 e O2, é 4 a 6 vezes maior do que o ácido ascórbico 

(NAKAJIMA et al., 2009). Além disso, o ácido cafeico também possui atividade anti-

inflamatória (D'ALMEIDA et al., 2013) e antibacteriana (MIRZOEVA, et al., 1997).  

 O único marcador utilizado para identificar e quantificar flavonoides nesse 

estudo foi a aromadendrina (aromadendrina-4 'metil éter), no entanto, a própolis verde 

brasileira contém outros flavonoides como quercetina, kaempferol, isossacuranetina, 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691508001683?np=y&npKey=db9b6a2153b9a5bc01aa774437c185b2cc6f102e738894b92eadff697cad6167#bib26
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691508001683?np=y&npKey=db9b6a2153b9a5bc01aa774437c185b2cc6f102e738894b92eadff697cad6167#bib26
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S187853521400094X#b0160
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0928098711001072#b0010
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643816301074#bib42
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643816301074#bib42
https://bmccomplementalternmed.biomedcentral.com/articles/10.1186/1472-6882-9-4#CR21
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874113006545#bib19
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944711315003591#bib0005
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5,6,7-tri-hidroxi- 3'-4-dimetoxiflavona, naringenina (CHEUNG et al., 2011, SIMÕES et 

al., 2004, MARCUCCI e BANKOVA, 1999, MIRZOEVA et al., 1997). 

 O perfil fenólico pela análise de CLAE exibiu o artepelin C como pico 

principal (Figura 1), que foi encontrado em níveis mais elevados que os demais 

compostos. Verificou-se que a concentração de artepelin C representa cerca de 10,957 

mg mL
 -1 

de EEP a 30% (30 g 100 mL
 -1

). De acordo com CARVALHO et al. (2011), a 

própolis que possui artepelin C, é considerada de alta qualidade pelas propriedades 

biológicas desse composto e algumas empresas utilizam o teor de artepelin C como 

parâmetro no controle de qualidade. Esse é um dos compostos ativos mais importantes 

da própolis verde brasileira, única que possui esse composto e seu perfil químico é 

relativamente estável devido à relativa ausência de variação sazonal e existência regular 

da fonte vegetal Baccharis dracunculifolia (CHEUNG et al., 2011).  

 São relatadas para esse composto várias atividades biológicas como 

anticancerígena, antimicrobiana, antioxidante e aumento na resposta imune contra a 

leucemia (AKAO et al., 2003; CARVALHO et al., 2011). Propriedades antitumoral, 

imunomoduladora, imunossupressora, indutor de apoptose e anti-inflamatória além de 

ser considerado um excelente eliminador de radicais livres (CHEUNG et al., 2011; 

RESENDE et al., 2012; NAKASHIMA et al., 2014).   

 

4.3.3. Teor de compostos fenólicos totais  

 

 A própolis estudada apresentou teor de compostos fenólicos de 17,20 ± 0,26 

mg mL
-1 

expresso em ácido gálico ou 1,7% ± 0,03 g de ácido gálico 100 mL
-1 

de EEP. 

Esse resultado está de acordo com o verificado por SILVA et al. (2006) que 

determinaram os níveis quantitativos dos componentes fenólicos de extratos de própolis 

brasileiros produzidos em diferentes regiões geográficas e encontraram 1,01 ± 0,03% a 

1,84 ± 0,06% para a própolis da região de Minas Gerais. No entanto, a análise por 

CLAE do EEP revelou um valor maior (tabela 2), e faz concluir que o valor encontrado 

pelo método espectrofotométrico tenha sido subestimado. 

 O teor total de polifenóis da EEP do Brasil é menor quando comparado com os 

da EEP da Europa, sugerindo que os principais componentes da própolis brasileira são 

diferentes daqueles da própolis europeia e chinesa (KUMAZAWA et al., 2004).  

 Os principais componentes da própolis brasileira produzida nos estados de São 

Paulo e Minas Gerais são terpenoides e derivados prenilados de ácido p-cumárico. Estes 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874104002314#BIB17
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0928098711001072#b0010
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compostos estão ausentes na própolis europeia, norte-americana e asiática, cujos 

principais constituintes são vários tipos de flavonoides e ésteres fenólicos (MARCUCCI 

e BANKOVA, 1999; TAZAWA et al., 1999; SFORCIN e BANKOVA, 2011).  

 Essa composição particular da própolis verde brasileira é atribuída à sua 

principal fonte vegetal, Baccharis dracunculifolia (Asteraceae), arbusto amplamente 

distribuído nos Estados de São Paulo e Minas Gerais (PARK et al., 2002). 

 Compostos fenólicos são os principais constituintes responsáveis pela 

significativa atividade antimicrobiana verificada em amostras de própolis de diferentes 

regiões, embora apresente perfis químicos diferentes (BANKOVA et al., 2014). Além 

de serem considerados ótimos antioxidantes capazes de prevenir a formação de radicais 

livres, eliminando-os ou promovendo a decomposição (CASTRO et al., 2014).  

 

4.3.4. Teor de flavonoides  

 

 O Teor de flavonoides do EEP estudado expresso em Quercetina foi de 5,38 ± 

0,05 mg mL
 -1

 (ou 0,05%) e expresso em Rutina foi de 10,42 ± 0,11 mg mL
 -1 

(ou 0,1%), 

o valor baixo, no entanto, já era esperado uma vez que a própolis verde brasileira possui 

uma baixa concentração de flavonoides e ésteres de ácidos fenólicos e em contrapartida, 

altas concentrações de ácido dihidroxicinâmico, terpenoides e acetofenonas preniladas 

(BANKOVA et al.,1995).  

 Elevados teores de flavonoides são verificados somente na própolis vermelha 

(Grupo 13), encontrada nos Estados do Nordeste do Brasil (Bahia, Paraíba, Sergipe, 

Pernambuco e Alagoas) (ALMEIDA et al., 2017). No entanto, embora fosse esperado 

valor baixo para o teor de flavonoides, os valores encontrados nesse estudo podem ter 

sido subestimados, pois o ensaio de CLAE que embora tenha utilizado apenas o 

marcador para o flavonoide aromadendrina-4'-metil éter, a concentração verificada 

desse composto foi superior ao encontrado pela a análise de flavonoides totais pelo 

método espectrofotométrico, esse fato pode ser explicado, pois a utilização de cloreto de 

alumínio no método é específica para flavonas e flavonóis (FUNARI et al., 2007). A 

aromadendrina-4'-metil-éter é um flavonóide presente na própolis verde brasileira e 

ausente nas própolis europeia, norte-americana e asiática (MARCUCCI e BANKOVA, 

1999). 

 O teor de flavonoides encontrados nesse estudo pode ser maior ou ainda 

menor em períodos diferentes do ano, embora estudos complementares sejam 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814603002164#BIB29
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814603002164#BIB29
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1756464615004260#bib0180
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874104002314#BIB17
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874104002314#BIB17
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necessários para confirmação dessa hipótese. Isso porque a concentração dos compostos 

fenólicos totais de B. dracunculifolia parece não ter variações significativas durante o 

ano, no entanto, foram encontradas variações durante o ano a respeito do teor de 

flavonoides. As maiores concentrações foram encontradas nos meses de dezembro, 

fevereiro e março e as menores concentrações foram encontradas em agosto, setembro e 

maio. B. dracunculifolia fornece a maioria dos compostos químicos encontrados nos 

EEP verde produzidos nos estados de São Paulo e Minas Gerais (FIGUEIREDO-

RINHEL et al.,2013), e poderia gerar variações no teor de flavonoides do EEP com 

quantidades maiores ou menores durante o ano, uma vez que de acordo com os estudos 

de PARK et al. (2004) e KUMAZAWA et al.(2003), várias substâncias químicas 

presentes em B. dracunculifolia também estão presentes na própolis verde, como 

flavonoides e derivados de ácido p-cumárico.  

 

4.3.5. Atividade antioxidante  

 

Esse estudo encontrou o valor para o EEP de 253,56 ± 1,21 µmol TE mL
 -1 

ou 

63,47 ± 0,3 TE mg mL
-1 

, valor semelhante ao encontrado por MACHADO et al. 

(2016),  77,90 ± 6,80 e 86,40 ± 2,48 TE mg mL
-1

 pelo método de ABTS de amostras de 

EEP própolis da região de Minas Gerais e superior ao encontrado por TIVERON et al. 

(2016) que verificaram valores de 0,29 ± 0,01 ± a 1,24 ± 0,02 µmol TE mg 
-1

   pelo 

método de ABTS quando estudaram amostras de própolis de várias cidades do Sul do 

Brasil. Esses autores também isolaram os compostos desses extratos de própolis através 

de Cromatografia em camada delgada de alta eficiência (CCDAE) e CLAE e estudaram 

a atividade antioxidante desses compostos isolados através do método ABTS e 

relataram que uma das amostras de própolis apresentou um alto teor de artepelin C 

(22,303 μg mL
 -1 

de EEP) e esse composto exibiu a maior atividade antioxidante dessa 

amostra, confirmando sua alta atividade antioxidante. Também foram identificados 

outros compostos na amostra como ácido cafeico, ácido cumárico e ácido gálico, no 

entanto, a atividade antioxidante desses foi consideravelmente mais baixa ou 

inexistente.  

SHIMIZU et al. (2004) identificaram que a própolis verde da região de Minas 

Gerais, continha altos níveis de artepelin C, além de vários fenólicos como ácido 

cinâmico e derivados de kaempferol. O artepelin C (ácido 3,5-diprenil-4-

hidroxicinâmico) é um ácido fenólico que pertence ao grupo fenol de compostos 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X15001660#bib0060
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691511006016#b0145
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643816302912#bib1
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643816302912#bib1
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643816302912#bib1
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643816302912#bib1
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691517300054#bib41
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orgânicos geralmente encontrados em frutas e vegetais, no entanto as maiores 

concentrações de artepelin C encontrados em um produto natural foram verificadas na 

própolis verde produzida no Sul e Sudeste do Brasil, cuja fonte é Baccharis 

dracunculifolia (RODRIGUES et al., 2017). Esse composto é considerado um excelente 

eliminador de radicais livres (RESENDE et al., 2012).  

O artepelin C pode ter sido um dos principais responsáveis pela atividade 

antioxidante verificada no EEP desse estudo, no entanto, além do artepelin C, os 

compostos verificados na análise de CLAE como ácido cafeico e derivados, 

aromadendrina-4'-metil éter e a bacarina também possuem atividade antioxidante 

comprovada e podem também ter sido responsáveis pela atividade antioxidante do 

extrato. Desta forma, mais estudos devem ser realizados para entender se esta atividade 

ocorre principalmente devido à presença de uma única substância ou uma combinação 

de compostos.  

 

4.4. CONCLUSÃO 

 

 O extrato etanólico da própolis (EEP) verde do estado de Minas 

Gerais exerceu atividade antioxidante e antimicrobiana bactericida e bacteriostática 

contra os microrganismos Staphylococcus aureus (Gram-positivo) e Escherichia coli 

(Gram-negativo), sendo que o microrganismo Gram-positivo foi mais susceptível ao 

EEP.  

 O teor obtido de compostos fenólicos e flavonoides pelos métodos 

espectrofotométricos foi inferior quando comparados com o ensaio de CLAE. 

 Dentre os compostos identificados e quantificados pela análise de CLAE, o 

artepelin C se destacou representando cerca de 10,957 mg mL
 -1

. E pode ser considerado 

como um dos principais responsáveis pela atividade antioxidante e antimicrobiana 

verificada no EEP. Estudos complementares devem ser realizados para entender se 

essas atividades ocorrem pela presença dessa substância ou a combinação de outros 

compostos.  

 Os resultados demonstraram que a própolis estudada possui potencial para ser 

utilizada para melhorar a saúde humana e a segurança alimentar, por conter moléculas 

valiosas com propriedades biológicas comprovadas. 
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5. CAPÍTULO II 

 

 

 

 

Biopolímeros à Base de Amido Incorporados com Extrato Etanólico de Própolis  

 

CUNHA, GIANA. FERREIRA. Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia 

Goiano – Campus Rio Verde – GO, agosto de 2017. Filmes de Amido de Mandioca 

Incorporados com Extrato Etanólico de Própolis. Orientadora: Dra Geovana Rocha 

Plácido. Coorientador: Dr. Celso Martins Belisário. 

 

RESUMO 

 

Foram desenvolvidos filmes de amido de mandioca incorporados com extrato 

etanólico de Própolis EEP nas concentrações de 0, 30 e 60 g /100g de amido a fim de 

se propor uma tecnologia de elaboração de embalagem bioativa com propriedades 

antioxidantes para aplicação em alimentos. O efeito da adição de EEP nas diferentes 

concentrações foi avaliado nas propriedades mecânicas (resistência à tração, 

elasticidade e alongamento) microscopia eletrônica de varredura, teor de compostos 

fenólicos e atividade antioxidante pelos métodos Folin-Ciocalteu e ABTS 

respectivamente. Os filmes apresentaram melhoria na flexibilidade, extensibilidade e 

diminuição na resistência mecânica causada pelo efeito plástico do EEP no polímero. 

A compatibilidade de compostos presentes no EEP com o amido pôde ser identificada 

através da microscopia eletrônica de varredura. Os filmes apresentaram compostos 

fenólicos e atividade antioxidante na matriz polimérica, demonstrando que as películas 

possuem potencial para contribuir com a redução da quantidade de antioxidantes 

sintéticos utilizados para conservação de alimentos. 

 

 

Palavras-chave: polímero, embalagem bioativa, flexibilidade, extensibilidade, 

atividade antioxidante, conservação de alimentos. 
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Cassava Starch Films Incorporated with Ethanol Extract from Propolis 

 

CUNHA, GIANA. FERREIRA. Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia 

Goiano (Goiano Federal Institute of Science, Education, and Technology) – Rio Verde 

Campus – Goiás State (GO), Brazil, August 2017. Cassava Starch Films 

Incorporated with Ethanol Extract from Propolis. Advisor: Dra. Plácido, Geovana 

Rocha. Co-advisor: Dr. Belisário, Celso Martins. 

 

ABSTRACT 

 

Cassava starch films with ethanolic extract of Propolis EEP were developed in the 

concentrations of 0, 30 and 60 g 100
-1

 g of starch in order to propose a technology for 

the elaboration of bioactive packaging with antioxidant properties for food application. 

The effect of EEP addition of at different concentrations was evaluated in the 

mechanical properties (tensile strength, elasticity and elongation) scanning electron 

microscopy, phenolic compound content and antioxidant activity by the Folin-Ciocalteu 

and ABTS methods respectively. The films showed improvement in the flexibility and 

extensibility and decrease in the mechanical resistance caused by the plastic EEP effect 

on the polymer. The compatibility of compounds present in the EEP with the starch 

could be identified by scanning electron microscopy. The films presented phenolic 

compounds and antioxidant activity in the polymer matrix, demonstrating that the films 

have the potential to contribute to decrease the amount of synthetic antioxidants used 

for food preservation. 

 

 

Key words: polymer, bioactive packaging, flexibility, extensibility, antioxidant activity, 

food preservation. 

 

5.1. INTRODUÇÃO 

 

O acúmulo de resíduos de plásticos sintéticos no meio ambiente tem 

impulsionado as pesquisas atuais na elaboração de materiais de embalagens 

biodegradáveis como estratégia ambientalmente amigável. Entretanto, o uso de 

materiais biodegradáveis para a produção de plásticos só se torna viável se forem 
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financeiramente e funcionalmente atrativos, quando comparados aos materiais 

sintéticos. Matérias-primas como subprodutos agroindustriais podem ser utilizadas 

para a produção de biopolímeros e esses ainda podem ser adicionados de compostos 

bioativos, permitindo a elaboração de filmes biodegradáveis bioativos que oferecem 

benefícios extras em relação aos materiais convencionais (MANIGLIA et al., 2017 e 

MORENO et al., 2017). 

O amido tem sido considerado uma matéria-prima ideal para a produção de 

polímeros biodegradáveis e utilização como embalagem e revestimento de produtos 

alimentares devido à sua capacidade de formar uma matriz contínua, sua baixa 

permeabilidade ao oxigênio, sua disponibilidade cíclica, baixo custo, além de ser 

inofensivo para o meio ambiente e metabolizado rapidamente por microrganismos 

presentes no solo quando dispostos no meio ambiente (MUKURUMBIRA et al., 2017 

e COLUSSE et al., 2017; LIU et al., 2017). 

A própolis, substância resinosa natural colhida pelas abelhas a partir das 

árvores, composta de resina (50%), que contém flavonoides e ácidos fenólicos; cera 

(30%); óleos essenciais (10%); pólen (5%) e outros compostos orgânicos (5%) como 

Fe e Zn, vitaminas (B 1, B 2, B 3 e B 6), ácido benzoico, ácidos graxos, ésteres, 

cetonas, lactonas, quinonas, esteroides e açúcares, e pigmentos naturais, tais como 

clorofila e carotenoides (PASTOR et al., 2010). Possui atividades antibacteriana, 

antifúngica, anticancerígena, anti-inflamatória, antioxidante, antiviral, anestésica, 

imunoestimulante e efeito citostático (YONAR et al., 2011). 

Pesquisas que envolvam filmes de amido adicionados com extrato etanólico 

de própolis (EEP) como fonte de agentes bioativos com propriedades antioxidantes, 

ainda são escassas na literatura, no entanto, o potencial antioxidante do extrato 

etanólico de própolis incorporado a filmes biodegradáveis tem mostrado que os 

estudos sobre a incorporação deste composto a biopolímeros devem ser 

desenvolvidos e incentivados (KECHICHIAN et al., 2010).  

A adição de antioxidantes ao material de embalagens, que possa migrar da 

embalagem para o alimento, pode ser vista como vantagem quando comparada à 

adição direta aos alimentos. Isso porque permite que a vida útil do produto seja 

estendida, ao mesmo tempo que reduz a adição direta de aditivos químicos em 

produtos alimentares (CIANNAMEA et al., 2016). 

A fim de se propor uma tecnologia de desenvolvimento de embalagens 

bioativas com efeito antioxidante para alimentos, que auxilie na inibição da oxidação 
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de produtos alimentícios e diminua os impactos ambientais causados pelos polímeros 

usuais utilizados na elaboração de embalagens, o objetivo desse estudo foi avaliar o 

efeito da incorporação de extrato etanólico de própolis verde (0, 30 e 60g 100g
-1

 de 

amido) em filmes biodegradáveis de amido de mandioca e estudar as propriedades 

mecânicas, microestruturais, presença de compostos fenólicos e atividade 

antioxidante.  

 

5.2.MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os ensaios de espessura e propriedades mecânicas foram realizados no 

Laboratório Multiusuário de Análises, da Escola de Agronomia, Campus Samambaia, 

LabMult – Universidade Federal de Goiás e a análise de Microestrutura no Laboratório 

Multiusuário de Microscopia de Alta Resolução, do Instituto de Física, Campus 

Samambaia, LabMic – Universidade Federal de Goiás. Os ensaios teor de compostos 

fenólicos e eliminação de radicais livres ABTS foram realizados no Laboratório de 

Bioquímica e Análise Instrumental do Departamento de Agroindústria, Alimentos e 

Nutrição – ESALQ/Universidade de São Paulo. 

 

5.2.1. Preparo do extrato etanólico de própolis 

 

A própolis foi coletada no Estado de Minas Gerais, cidade de Nepomuceno (21º 

12' 17,79”S/45º 13' 17,2” W), e Baccharis dracunculifolia é a principal fonte vegetal. O 

extrato etanólico de própolis foi preparado de acordo com BODINI et al., (2013). 

Triturou-se 30g de resina de própolis e essa foi misturada a 100 mL de álcool etílico 

(80%). A mistura foi mantida aquecida a 50°C e agitada durante 30 minutos. A mistura 

foi resfriada e armazenada a 10°C durante 24 horas sendo então filtrada. 

 

5.2.2. Preparo dos filmes  

 

Os filmes foram produzidos de acordo com a técnica de casting (LÓPEZ et 

al., 2011). Previamente foram realizados testes para se definir a concentração da 

solução filmogênica de amido mais adequada testando-se as concentrações 2, 3 e 5g 

de amido de mandioca em 100 mL de água destilada. As soluções filmogênicas foram 

obtidas pela mistura de 3g de amido de mandioca em 100 mL de água destilada. Após 
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a dispersão completa, foi adicionado o plastificante glicerol na proporção de 20 g 100 

g
-1

 de amido. A solução resultante foi aquecida a 70°C até a dissolução do 

plastificante e formação de gel pelo amido. Após essa etapa a solução foi resfriada até 

40°C e o extrato etanólico de própolis (EEP) foi então adicionado nas concentrações 

de 0, 30 e 60g 100g
-1

 de amido. Para facilitar a dissolução do EEP, foi adicionado 

álcool etílico na proporção de 15 g 100g
-1

 de amido e para eliminar as bolhas 

formadas a solução mantida em ultrassom por 20 minutos. As soluções foram 

depositadas em placas de polietileno de 15×15 cm² e secas em BOD a 40°C durante 

30 horas para formação dos filmes.  

 

 

 

Figura 1: Filmes de amido incorporados com 0, 30 e 60g de extrato etanólico de 

própolis 100g
-1

 de amido (a) C EEP = 0 100g
-1

 g de amido; (B) C EEP = 30 g 100g
-1

 de 

amido; (C) C EEP = 60 g 100g
-1

 de amido. 

Fonte: Arquivo pessoal  

 

5.2.3. Caracterização dos filmes 

 

Para realizar a caracterização, as películas foram equilibradas a 23°C ± 2° e 50% 

± 10° de umidade relativa em dissecadores durante 48 horas.  

 

5.2.4. Determinação da espessura 

 

A espessura dos filmes foi determinada como a média aritmética de medidas de 

pontos aleatórios das extremidades e centro, realizado com um micrômetro digital 

(resolução de 0,0001 mm, Mitutoyo) e valores médios foram utilizados nos cálculos. 
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5.2.5. Análise de microestrutura (MEV) 

 

A análise de microestrutura eletrônica de varredura dos filmes foi determinada 

utilizando um microscópio eletrônico Jeol, JSM – 6610, equipado com EDS, Thermo 

scientific NSS Spectral Imaging com tensão de aceleração de 3 kV. Os filmes foram 

colocados em fita de carbono condutor e pulverizados com uma fina camada de ouro 

antes da realização das imagens. 

 

5.2.6. Propriedades mecânicas 

 

A resistência à tração (RT), alongamento até a ruptura (AR) e módulo de Young 

(MY) foram realizadas usando um analisador de textura Instron, 3367 (Grove City, 

USA) de acordo com norma ASTM D882-02 (ASTM, 2002). Os filmes foram cortados 

em tiras de 10 cm de comprimento e 1,5 cm de largura e acondicionados a 50% ± 10 de 

UR a uma temperatura de 23°C ± 2 durante 48 horas. A espessura das tiras foi obtida 

antes do teste. Foi utilizada uma célula de carga de 500 N. A força de tração foi 

registrada durante a extensão das tiras a 0,2 mm s
-1 

até a ruptura. Os valores de 

resistência à tração (RT), alongamento até a ruptura (% A) e módulo de Young (MY) 

foram determinados a partir de curvas de tensão-deformação, estimadas a partir de 

dados de deformação da força. Foram executadas 10 repetições de cada amostra de 

teste. 

 

5.2.7. Teor de compostos fenólicos  

 

O ensaio de polifenóis foi realizado utilizando ácido gálico como padrão. Para a 

análise as películas foram preparadas (BODINI et al., 2013) previamente 11 mg de cada 

amostra de película foram solubilizadas em 6 mL de água destilada (50 °C, 50 min) com 

posterior adição de 4 mL de álcool etílico (80%). Mantendo-se a solução final aquecida 

a 50°C durante 10 min. Após este período a solução foi novamente agitada e resfriada à 

temperatura ambiente e reservada para posterior análise. As películas sobrenadantes 

foram então removidas e alíquotas de 0,5 mL das soluções foram transferidas para tubos 

de ensaio que receberam 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu diluído em água destilada 

(1:10). Após agitação, os tubos foram deixados em repouso por 5 min e 2,0 mL de 

solução de carbonato de sódio (4%) foram adicionados. Os tubos foram deixados em 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X17304770#bib8
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repouso, ao abrigo da luz, durante 2 horas. A absorbância foi medida a 740 nm em 

leitora de 96 microplacas (SpectraMax M3, Molecular Devices), o ensaio foi realizado 

conforme metodologia descrita por AL-DUAIS et al. (2009). Todos os testes foram 

realizados em triplicata e os resultados da concentração de polifenóis foram expressos 

em mg de ácido gálico g
-1

 (mg GAE g
1
) de filme.  

 

5.2.8. Atividade de eliminação de radicais ABTS 

 

Para a análise da atividade de eliminação de radical ABTS as películas foram 

preparadas (BODINI et al., 2013) previamente pesando-se 11 mg de cada amostra e 

solubilizadas em 6 mL de água destilada (50°C, 50 min) com posterior adição de 4 mL 

de álcool etílico (80 mL 100 mL
-1

 de solução) para favorecer a extração dos compostos 

antioxidantes. Mantendo-se a solução final durante 10 min a 50°C. As películas 

sobrenadantes foram então removidas e a solução reservada para análise. 

O ensaio de atividade de eliminação de radical ABTS, que se baseia na redução 

do cátion 2,2-azinobis - (3-etilbenzotiazolin-6-ácido sulfônico), foi realizado conforme 

metodologia descrita por AL-DUAIS et al. (2009). O radical ABTS ·+ foi formado pela 

reação de 140 mM de persulfato de potássio com 7 mM de ABTS e, armazenado no 

escuro sob a temperatura ambiente, por 16 horas. Uma vez formado, o radical foi 

diluído em tampão fosfato de potássio 7,5 mM (pH= 7,4) até a obtenção do valor de 

absorbância de 0,700 + 0,020 nm em comprimento de onda de 734 nm, a absorbância 

foi feita em leitora de 96 microplacas (SpectraMax M3, Molecular Devices). Em 

ambiente escuro, foram adicionados às microplacas, alíquotas de 20 µL de cada solução 

das amostras e adicionou-se 220 µL de solução do radical ABTS ·+. As absorbâncias 

foram medidas a 734 nm, após 6 minutos de reação, utilizando tampão fosfato de 

potássio 7,5 mM (pH= 7,4) como branco. Como referência, utilizou-se o Ácido Trolox 

(ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcorman-2-carboxílico), um antioxidante sintético 

análogo a vitamina E, nas concentrações de 12,5M a 200µM. Todos os testes foram 

realizados em triplicata. Os resultados foram expressos em µmol de Trolox g
-1

 de filme 

(ET) (atividade antioxidante = capacidade antioxidante equivalente de Trolox). 

 

5.2.9. Análise estatística 

 

A análise estatística foi realizada com o programa SISVAR (versão 5.6). Os dados 
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foram submetidos ao teste de Tukey (p <0,05). 

 

5.3.RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.3.1. Análise de microestrutura 

 

As micrografias de superfície dos filmes (Figura 2) revelaram a presença de 

partículas insolúveis dispersas, tanto no filme controle como nos demais tratamentos, 

caracterizados pela presença de amido residual dispersos na matriz da película, 

revelando que não houve completa dissolução das moléculas de amido durante o 

processo. No entanto, a quantidade de grânulos de amidos não fundidos na superfície 

das películas que tiveram a adição de EEP diminuiu quando comparada à película 

controle e o aumento da concentração de EEP diminuiu o número de partículas não 

solubilizadas.  

A adição de EEP à matriz polimérica conferiu maior homogeneidade aos 

filmes. A presença de grupos hidroxilas no EEP conferidos pelos compostos fenólicos 

pode ter contribuído para melhorar a homogeneidade das películas. Compostos 

fenólicos são caracterizados pela presença de pelo menos um grupo hidroxila ligados 

diretamente ao anel aromático (SHAHIDI et al., 1992). Esses grupos hidroxila podem 

formar ligações de hidrogênio com grupos hidroxila presentes no amido, e 

consequentemente, reduzir as interações intermoleculares e emaranhados entre as 

cadeias poliméricas melhorando a homogeneidade da película (ZHAI et al., 2017). O 

aumento da concentração de EEP também tornou a película menos áspera refletindo a 

compatibilidade de compostos presentes no EEP com o amido. 
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Figura 2: Micrografias de superfície de filmes de amido incorporados com 0, 30 e 60g 

de extrato etanólico de própolis 100g
-1

 de amido (a) C EEP = 0 g 100g
-1

 de 

amido; Imagem de superfície; (B) C EEP = 30 g 100g
-1

 de amido; Imagem de 

superfície; (C) C EEP = 60 g 100g
-1

 de amido; Imagem de superfície. 

 

5.3.2. Espessura e propriedades mecânicas  

 

Não houve diferença na espessura dos filmes em função da adição e aumento 

da concentração de EEP quando comparada aos filmes controle, e indica que a 

quantidade de extrato utilizada não alterou a quantidade de sólidos nas soluções 

filmogênicas e o controle da espessura em função da relação de massa de solução 

filmogênica/placa foi eficiente para todos os tratamentos. 

Os resultados dos ensaios mecânicos como a resistência máxima à tração 

(RT), o alongamento até a ruptura (%A) e o módulo de Young (MY) para filmes de 

amido de mandioca incorporados com EEP são mostrados na Tabela 1. 

 Os ensaios de MEV demonstraram que adição de EEP aumentou a 

homogeneidade da matriz. Desta forma, esperava-se aumento da resistência mecânica 
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das películas uma vez que uma matriz mais homogênea resulta em filmes 

mecanicamente mais resistentes (MANIGLIA et al., 2017). No entanto, a resistência 

máxima à tração dos filmes diminuiu em função da adição de EEP (Tabela 1). O 

alongamento até a ruptura aumentou em função da adição e aumento da concentração 

de EEP quando comparados aos filmes controle e o módulo de Yong diminui em 

função da adição e aumento da concentração de EEP resultando em películas mais 

flexíveis.  

 

Tabela 1. Concentração de extrato etanólico de própolis (C CEE), espessura, 

resistência à tração (RT), alongamento até a ruptura (AR) e módulo de yong (MY) de 

filmes de amido incorporados com extrato etanólico de própolis. 

 

C CEE 

 EEP 100 g
-1

  

amido
 

Espessura 

(mm) 
RT (MPa)

 
AR (%) MY (MPa)

 

     

0 0,072 a 

 

13,66 a 1,61 c 

 

1196,21 a 

 

30 0,071 a 

 

6,47 b 

 

20,58 b 

 

471,94 b 

 

60 0,070 a 

 

4,55 b 

 

28,39 a 

 

277,41c 

CV (%) 8,360  

 

12,190  

 

15,280 11,740 

 

Médias seguidas de letras diferentes minúsculas na mesma coluna indicam diferenças pelo teste de Tukey 

( p  <0,05). 

 

 A incorporação de EEP aos filmes de amido (30 e 60%) nesse estudo aumentou 

a flexibilidade, elasticidade e a capacidade de o alongamento das películas, mas 

diminuiu a resistência mecânica.  

 Os filmes desenvolvidos nesse estudo para as aplicações como empacotamento 

ou coberturas de bandejas de armazenamento de alimentos ou afins, poderiam ser bem 

vistos, já que, em aplicações como as citadas, maior capacidade de alongamento pode 
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ser vista como vantagem. Embora a elevada resistência à tração em materiais de 

embalagens seja apreciada, por permitir que os materiais de embalagem tolerem o 

estresse típico encontrado durante o manuseio e transporte de alimentos, os valores de 

deformação devem ser ajustados de acordo com a aplicação pretendida dos filmes 

(MUKURUMBIRA et al., 2017; REN et al., 2017). 

 Os resultados desse estudo foram opostos ao de SIRIPATRAWAN et al. (2016) 

que verificaram que a resistência à tração aumentou com a adição de EEP à matriz 

polimérica de quitosana nas concentrações de 5 a 20%.  

 No entanto, esses resultados estão de acordo com o estudo de CHANG-

BRAVO et al. (2014) que verificaram que a adição de extrato etanólico de própolis 

vermelha em diferentes concentrações à matriz polimérica de carragena e amido de 

milho, resultou em menores valores de resistência à tração e maior porcentagem de 

alongamento quando comparado ao tratamento controle. Os autores atribuíram tal 

comportamento a forte interação entre o EEP e à matriz polimérica de carragena e 

amido. 

  O EEP adicionado à matriz polimérica pode ter tido um comportamento 

plastificante, os compostos (ácidos fenólicos e seus ésteres) que possuem 

características polares podem ter formado interações moleculares com os grupos 

hidroxilas das moléculas de amido substituindo as interações que antes se formavam 

apenas entre as moléculas de amido.  

 Já que a adição de plastificantes como o glicerol à matriz polimérica também 

resulta em maiores valores de alongamento, porque esses compostos são capazes de 

diminuir as interações intermoleculares aumentando a mobilidade da cadeia dos 

biopolímeros e consequentemente melhorando a flexibilidade e capacidade de 

alongamento das películas, através da formação de ligações de hidrogênio com o 

amido durante o processo de plastificação (CHAMBI et al., 2006; YANG et al., 2017). 

Uma estrutura de filmes menos densa formada pelo aumento de volume livre entre os 

polímeros resulta em menor resistência à tração e maior flexibilidade (SABERI et al., 

2017). 

 Os filmes de amido de mandioca adicionados à EEP nas concentrações de 30 e 

60 g EEP 100g
-1

 comportaram-se mecanicamente como filmes com elevada quantidade 

de plastificantes (menor resistência à tração e maior capacidade de alongamento) 

quando comparado ao estudo de RODRÍGUEZ et al, (2006) que testaram a adição de 

diferentes concentrações do plastificante glicerol a filmes de amido e o efeito nas 
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propriedades mecânicas dos mesmos. Os autores demonstraram que à medida que o 

teor de glicerol adicionado aos filmes de amido foi aumentado, os filmes com maiores 

teores de plastificantes, resultaram em filmes com menor resistência à tração e maior 

capacidade de alongamento. 

 Os resultados desse estudo podem estar relacionados à quantidade de EEP 

adicionados à matriz polimérica que pode ser ajustada em estudos complementares, de 

acordo com a pretensão de utilização dos filmes já que do ponto de vista industrial, 

diferentes aplicações podem ser encontradas para cada tipo de filme. 

 

5.3.3. Teor fenólico total e atividade antioxidante 

 

 O ensaio de fenólicos totais e atividade antioxidante (ABTS) das películas 

revelaram que as películas adicionadas a EEP apresentaram polifenóis na matriz 

polimérica e atividade antioxidante quando comparadas ao tratamento controle (Tabela 

2).  

 

Tabela 2. Concentração de extrato etanólico de própolis (C CEE), teor fenólico e 

atividade antioxidante (ABTS) dos filmes.  

 

C CEE 

 EEP 100 g
-1

  amido
 

ABTS (µmol TE g
-1

   

de filme 

Teor Fenólico 

(mg GAE g
1
 de 

filme)
 

   

0 0  c 0 b 

30 38,183 b 4,183 a 

60 44,070 a 5,525 a 

CV (%) 20,860 14,080 

 

* Valor TE expresso como μmol de Trolox com a capacidade antioxidante equivalente a um grama da 

amostra de teste (µmol de TE g 
-1

 de filme). 

Médias seguidas de letras diferentes minúsculas na mesma coluna indicam diferenças pelo teste de Tukey 

(p < 0,05)  
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A capacidade antioxidante aumentou com o aumento da concentração de EEP. 

Já a quantidade de compostos fenólicos totais presentes não apresentou aumento com o 

aumento da concentração de EEP. Embora o teor de compostos fenólicos se relacione 

intimamente com a capacidade antioxidante (BITTENCOURT et al., 2015), 

MACHADO et al. (2016) demonstraram que a concentração total de compostos 

fenólicos ou flavonoides não é o único fator responsável pelas propriedades 

antioxidantes de extratos de própolis. A natureza química dos compostos fenólicos e 

presença de outros compostos podem contribuir para a atividade antioxidante total dos 

extratos. 

SIMÕES et al. (2004), investigaram a atividade antioxidante da própolis verde e 

sua capacidade de sequestrar espécies reativas de oxigênio e observaram uma correlação 

entre a atividade antioxidante e a composição química de frações de diferentes extratos 

de própolis verde, e atribuíram essa atividade à presença de flavonoides e derivados de 

ácido p-cumárico. A própolis verde brasileira contém altos níveis de derivados de 

ácido p–cumárico (artepelin C e bacarina), ácido cafeico e ácidos cafeoilquínicos, 

ácidos cinâmicos e os flavonoides pinobanksina e kaempferol (MARCUCCI et 

al., 2000; SFORCIN e BANKOVA, 2011). Desta forma, esses compostos, podem ser os 

principais responsáveis pela atividade antioxidante verificada nos filmes de amido 

contendo EEP. 

Compostos com capacidade antioxidante podem aumentar a vida de prateleira de 

produtos alimentícios, retardando o processo de peroxidação lipídica, um dos principais 

motivos para a deterioração dos produtos alimentares durante o processamento e o 

armazenamento (MOREIRA et al., 2008). 

Devido às propriedades antioxidantes verificadas nas películas de amido 

incorporadas com EEP nesse estudo, espera-se que as películas auxiliem na inibição da 

reação prejudicial à oxidação lipídica que pode ocorrer em vários tipos de alimentos e 

desta forma, contribuam para diminuir a quantidade de antioxidantes sintéticos 

utilizados para conservação de alimentos. 

 

5.4.CONCLUSÃO 

 

A incorporação de EEP aos filmes de amido resultou em filmes mais homogêneos e 

menos ásperos, refletindo a compatibilidade de compostos presentes no EEP com o 

amido.  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643816302912#bib1
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S088723330600052X#bib24
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S088723330600052X#bib24
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1756464615004260#bib0180
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669017300298#bib0150
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A adição de EEP aos filmes de amido diminuiu a resistência mecânica, porém 

melhorou a flexibilidade e extensibilidade das películas, indicando que a quantidade de 

EEP adicionado à matriz polimérica levou os filmes a se comportarem mecanicamente 

como filmes com grande quantidade de plastificante. No entanto, a quantidade de EEP 

pode ser ajustada em estudos complementares, de acordo com a pretensão de utilização 

dos filmes.  

Os filmes apresentaram atividade antioxidante, demonstrando que as películas 

podem contribuir para diminuir a quantidade de antioxidantes sintéticos utilizados para 

conservação de alimentos, auxiliando na inibição da oxidação com potencial para uso 

em embalagens de alimentos ativos.  
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6. CONCLUSÃO GERAL 

 

 

 

 

O extrato etanólico de própolis (EEP) verde da região de Minas Gerais, Sudeste 

brasileiro estudado revelou ter grande valor biológico com potencial para ser utilizado 

para melhorar a saúde humana e em aplicações alimentícias pelas propriedades 

antioxidante, bactericida e bacteriostático contra microrganismos Gram-positivos e 

Gram-negativos. Além de ter revelado grande potencial para utilização como composto 

bioativo no desenvolvimento de embalagens ativas elaboradas com amido de mandioca. 

 Os filmes produzidos a partir de amido de mandioca incorporados com EEP 

mostraram ser compatíveis com compostos presentes no EEP e se comportaram 

mecanicamente como filmes com grande quantidade de plastificante (maior 

flexibilidade e extensibilidade), características que podem ser apreciadas em aplicações 

como empacotamento ou coberturas de bandejas de armazenamento de alimentos. 

Os filmes revelaram potencial para uso em embalagens de alimentos ativos por 

apresentarem atividade antioxidante, demonstrando que podem contribuir para diminuir 

a quantidade de antioxidantes sintéticos utilizados para conservação de alimentos.  

 


