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RESUMO

CUNHA, GIANA. FERREIRA. Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia
Goiano — Campus Rio Verde — GO, agosto de 2017. Biofilmes a base de amido
incorporados com extrato etandlico de propolis. Orientadora: Dra.Geovana Rocha

Placido. Coorientador: Dr. Celso Martins Belisario.

Levando-se em consideracdo as tendéncias atuais de desenvolvimento de filmes
biodegradaveis e materiais que interajam com as embalagens dos alimentos através da
incorporacdo de substancias ativas no interior do material de embalagem. A
possibilidade da utilizacdo da propolis 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 etanolico de propolis (EEP) nas
concentraces de 0, 30 e 60g 100g™ de amido. Foi avaliado o perfil quimico, a
atividade antioxidante e antimicrobiana do EEP. Foi avaliado o efeito da incorporagéo
do EEP, nas propriedades mecénicas do filme, bem como a microestrutura, a

concentracdo de compostos fenolicos e atividade antioxidante na matriz do



biopolimero. O EEP apresentou atividade antioxidante e antimicrobiana bactericida e
bacteriostatica contra S. aureus (Gram-positivo) e E. coli (Gram-negativo) sendo que o
microrganismo Gram-positivo foi mais susceptivel ao EEP. E a analise do perfil
quimico indicou a presenca artepelin C (cerca de 10,957 mg mL *EEP) em grande
quantidade. A incorporagdo do EEP as peliculas melhorou a flexibilidade e
extensibilidade, tornou-as mais homogéneas e menos asperas. Também revelaram que a
matriz polimérica continha compostos fenolicos e atividade antioxidante. Os ensaios
realizados nas peliculas revelaram o potencial para serem utilizadas como embalagens
de alimentos ativos contribuindo para diminuir a quantidade de antioxidantes sintéticos

utilizados para a conservagéo de alimentos.

PALAVRAS-CHAVES: composto bioativo, biopolimero, perfil quimico, antioxidante,
embalagens de alimentos.



ABSTRACT

CUNHA, GIANA. FERREIRA. Instituto Federal de Educacgéo, Ciéncia, e Tecnologia
Goiano (Goiano Federal Institute of Science, Education, and Technology) — Rio Verde
Campus — Goids State (GO), Brazil, august 2017. Starch-Based Biofilms
Incorporated with Propolis Ethanol Extract. Advisor: Dr. Placido, Geovana Rocha.

Co-advisor: Dr. Belisario, 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™* 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



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 “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.



1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de embalagens que entrem em contato direto com 0s
alimentos, elaboradas a partir de biopolimeros no lugar de materiais sintéticos
convencionais, € uma nova tendéncia que surge em resposta a demanda dos
consumidores para 0 uso de produtos naturais que causem pouco impacto ambiental
(DELGADO et al., 2016).

As tendéncias atuais também incluem a elaboragdo de materiais que possam
interagir com a embalagem dos alimentos e uma alternativa que esta sendo estudada, é
a incorporacdo de substancias ativas no interior do material de embalagem, como em
peliculas biodegradaveis (KECHICHIAN et al., 2010).

Esses filmes poderiam entdo, servir como suporte para aditivos
antimicrobianos e antioxidantes e permitir que tais compostos ativos sejam langados na
superficie do alimento promovendo a melhoria da seguranca alimentar e aumento da
vida de prateleira de produtos prontos para o consumo (BODINI et al., 2013).

Matérias-primas como polissacarideos, proteinas e lipidios utilizadas no
desenvolvimento de embalagens de base bioldgica possuem caracteristicas como
biodegradabilidade, comestibilidade, biocompatibilidade e  propriedades
ambientalmente amigaveis, e podem ser vista com vantagens sobre 0s materiais
sinteticos (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 renovavel. E também um biopolimero


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643812004379
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643815304072#bib27

totalmente biodegradavel no solo e na 4gua, 0 que é uma grande vantagem do ponto de
vista ambiental (RODRIGUEZ et al., 2006; JIMENEZ et al., 2012;)

Existem vérios ingredientes naturais, que podem ser adicionados a
biopolimeros, que apresentam propriedades antioxidantes ou antimicrobianas. Tais
como os 0leos essenciais (HAFSA et al., 2016), extrato de laranja (STINCO et al.;
2013).

A propolis € uma resina complexa formada por flavonoides, acidos fendlicos
e seus esteres, ceras, Oleos essenciais, pdlen e varios compostos organicos. Possui
atividade antioxidante e antibacteriana (KUMAZAWA et al., 2004).

O desenvolvimento de embalagens biodegradaveis contendo compostos ativos
gue possam atuar como antioxidante e antimicrobiano natural € uma estratégia

interessante que deve ser considerada pela industria de alimentos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Amido

O amido é polimero semicristalino armazenado em granulos como fonte de
reserva da maioria das plantas (AVELLA et al., 2005). E a maior fonte de nutri¢io
humana e de animais e importante matéria-prima para a industria (HUANG et al.,
2015).

O amido é composto de duas fragbes principais, amilose e amilopectina.
Ambas sdo compostas por unidades de glicose, porém, por apresentarem diferencas
estruturais, apresentam propriedades fisico-quimicas diferentes. A amilopectina € um
polimero altamente ramificado formado por cadeias curtas de unidades de glicose
ligadas por ligagdes a-1,4 e ramificagdes em a-1,6 com alto peso molecular (1 x 10 % g
mol). Por outro lado, a amilose é formada principalmente por moléculas lineares
compostas por unidades de glicose ligadas através de ligagdes a-1,4, com peso
molecular médio de 1 x 10 ®g mol (WANG et al., 2017). A Figura 1 mostra a estrutura
qguimica da amilose e amilopectina.

Os granulos de amido sdo formados por camadas cristalinas e amorfos dispostos
alternadamente. A organizacdo estrutural de amilose e amilopectina no granulo de
amido ndo estd completamente compreendida, mas, as cadeias laterais de amilopectina
sdo responsaveis pela formagdo da estrutura das lamelas cristalinas, com pontos de

ramificacdes localizados nos dominios amorfos em que se localizam o maior teor de



amilose (ICHIHARA et al., 2016).
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Figura 1 - Estrutura quimica da amilose (a) e da amilopectina (b).
Fonte: CORRADINI et al. (2005).

Os granulos de amido absorvem agua e incham quando aquecidos na presenca
de agua. Alguns componentes do amido especialmente a amilose lixivia e se solubiliza.
Com o aumento da temperatura e absor¢do de agua, os granulos se rompem e as cadeias
sdo desordenadas (ZHU, 2015). Apds o resfriamento, a amilose em solugdo sofre um
processo chamado retrogradacdo, caso a concentracdo seja suficientemente elevada,
esse processo resulta na formacdo de uma rede que transforma a solucdo em um gel. O
gel de amido adapta-se como o modelo de preenchimento da matriz, e o material de
enchimento sdo granulos de amido intumescido e a matriz é formada por granulos de
amido lixiviado (ICHIHARA et al., 2016).

A gelatinizagdo é um processo béasico endotérmico no qual a estrutura
semicristalina do amido nativo é convertida em estado amorfo antes de se transformar

em amido termoplastico. O processo de gelatinizacdo depende principalmente do teor



de 4gua e da temperatura de aquecimento do amido (IBRAHIM et al., 2014).

A retrogradacdo € o processo no qual o sistema gelatinizado € submetido ao
resfriamento com consequente reassociacao e reorganizacdo das cadeias através de
interacdes moleculares e ligacdes de hidrogénio. O amido é o carboidrato de
armazenamento mais abundante em vegetais e tem sido utilizado em industrias de
alimentos e outras aplicacbes industriais como producdo de bioetanol e plasticos
biodegradaveis (CHANDANASREE et al., 2016).

Amidos de diferentes origens botanicas possuem unidades estruturais idénticas,
no entanto, seus diferentes contetdos de amilose e amilopectina influenciam
principalmente em as suas propriedades fisicas e quimicas (SESSINI et al., 2016). A
amilose possui melhores propriedades gelificantes do que a amilopectina e suas cadeias
lineares interagem através das ligacGes de hidrogénio em maior proporcdo do que as
cadeias da amilopectina (WANG et al., 2017).

De uma forma geral, o amido nativo € varidvel na morfologia dos granulos, teor
de amilose, estrutura da amilopectina e também no arranjo das regides cristalinas e
amorfas dentro dos granulos. Além disso, as propriedades funcionais do amido nativo
como inchaco dos granulos, gelatinizagdo, retrogradacdo, plastificacdo e digestéo
enzimatica estdo diretamente relacionadas as suas caracteristicas 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 Amaz6nica no Brasil, a descoberta foi feita através de uma técnica sofisticada de
sequenciamento de DNA que tracou a variacao de um unico 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 extraido de tubérculos e raizes da mandioca (ARIENTE et
al., 2005).0 amido de mandioca € apreciado por possui caracteristicas como baixa
temperatura de gelatinizagdo, clareza da pasta e boa estabilidade do gel (MALI et al.,
2006).

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

milho, arroz e trigo. E tem se tornado uma das matérias-primas mais importante de
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alimentos e industrias conexas. E utilizada em lanches extrudados, para aprimorar a
expansdo, como agente espessante em molhos, sopas, tortas de frutas, pudins, alimentos
processados para bebés, como agente de liga em biscoitos e produtos de confeitaria
(CHANDANASREE et al., 2016). Também tem sido utilizada na elaboracdo de
peliculas em substituicdo de materiais de embalagem ndo degradaveis e ndo renovaveis
na industria de alimentos, devido as suas caracteristicas atrativas como inodoro, incolor,
atoxico, insipido e biodegradavel (PINEROS - HERNANDEZ et al., 2016).

2.1.2 Peliculas biodegradaveis a base de amido

Existe grande interesse em substituir alguns ou todos os plasticos sintéticos
por materiais biodegradaveis em diversas aplicacdes (AVELLA et al., 2005). Nos
ultimos anos a pesquisa e desenvolvimento de filmes comestiveis ou biodegradaveis
elaborados a partir de biopolimeros tém sido extensivamente estudados. Esses
materiais de base bioldgica tém sido reconhecidos por melhorarem a sustentabilidade
ambiental e caracteristicas técnicas essenciais necessarias para execucao das fungdes
globais de embalagem de alimento (ROMPOTHI et al., 2016).

A producdo e utilizacdo de plasticos em todo o mundo tém crescido
drasticamente, aumentando 0s impactos ambientais e agravando os problemas para
eliminacdo de residuos. Por esse motivo, o uso de biopolimeros em substituicdo aos
polimeros sintéticos ndo degradaveis, estd se tornando alternativa sustentavel e muito
interessante para aplicacdo 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 formacdo de pelicula (LIU et al., 2017). E um
polimero natural de carboidrato versatil e o segundo tipo mais abundante de biomassa
depois da celulose. E barato e possui propriedades fisico-quimicas como
biocompatibilidade, biodegradabilidade e atoxidade (ULU et al., 2016).

A formacdo de peliculas, propriedades mecénicas e de barreira, bem como as
condigdes de processamento, sao dependentes da relacdo entre amilose e amilopectina,
em geral uma quantidade elevada de amilose melhora essas propriedades (MENDES et
al., 2016). Laminas e filmes de amido com alto teor de amilose normalmente
apresentam excelentes propriedades mecanicas (WANG et al., 2017).

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

utilizacdo em embalagens é a biodegradabilidade. O amido pode ser rapidamente
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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 fermentagéo tais como
etanol e metano (SELIGRA et al., 2016).

Recentemente foi demonstrado que produtos a base de amido possuem o
tempo de degradacdo mais curto quando comparados com outros materiais poliméricos
tais como 4acido polilatico ou poli (succinato de butileno -co- adipado de butileno).
Uma grande vantagem da rapida degradacdo do material no aterro € que o volume de
residuos a ser compactado também é reduzido. A diminuicdo no tempo de degradacéo,
mesmo de alguns dias significa a redugdo do volume de lixo e se torna, importante
vantagem em relacdo a aspectos ambientais (MEDINA-JARAMILLO et al., 2016).

No entanto, amidos termoplasticos sdo altamente quebradicos e a natureza
hidrofilica o torna susceptivel a umidade, alteracfes na estabilidade dimensional e
propriedades mecénicas. Dependendo das condigdes de armazenamento, a
retrogradacdo das cadeias de amido pode ocorrer causando alteragdes indesejadas no
desempenho termomecanico do material final a base de amido. Para se obter a
flexibilidade necessaria para aplicacbes em peliculas, a fragilidade dos amidos pode
ser eliminada pela adigéo de plastificantes (SESSINI et al., 2016).

A adigdo de nplastificantes como o glicerol e sorbitol, intensifica a
flexibilidade do filme, pela capacidade de reduzir as ligacGes de hidrogénio internas
entre as cadeias de polimeros enquanto aumentam o volume molecular, além
prevenirem rachaduras durante 0 manuseio e armazenamento e afetar a permeabilidade
a solutos, gases, vapor de agua e caracteristicas de sorcdo (MALI et al., 2006).

Raizes e tubérculos de varias fontes boténicas tém sido estudados devido ao
alto teor de amido e suas promissoras propriedades de formacdo de peliculas
(GUTIERREZ et al., 2015).

A fécula ou amido de mandioca, extraido de raizes e tubérculos, por seu baixo
custo, ampla disponibilidade e biodegradabilidade tem sido estudado ndo somente
pelas propriedades de formacdo de pelicula, mas também como suporte para
incorporacgdo de agentes antimicrobianos e antioxidantes para elaboracdo de peliculas e
filmes biodegradaveis para utilizacdo em embalagens de alimentos com funcgdes ativas
(KECHICHIAN et al., 2010; SOUZA et al., 2013; PINEROS-HERNANDES et al.,
2017). A incorporacdo de substancias ativas que possam interagir com as embalagens

de alimentos é uma nova tendéncia que esta a sendo extensivamente estudada.
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2.2. Prépolis

As abelhas utilizam a propolis para selar as paredes da colmeia, fortalecer as
bordas dos favos e embalsamar invasores mortos. A prépolis é um material utilizado
para construcdo das paredes da colmeia e favos é também uma "arma quimica" contra
microrganismos e agentes patogénicos de composi¢do quimica complexa e essa por
sua vez varia muito em funcdo de sua origem boténica e geografica (BANKOVA,
2005).

As diferentes espécies de plantas utilizadas como matéria-prima para
elaboracdo da propolis pelas abelhas podem gerar variagdes na composicdo, mas
basicamente a propolis é formada por 50% de resina, 30% de cera, 5% de polen, 10%
de 6leos aromaticos e 5% de outros residuos organicos (SHIMIZU et al., 2004).

Na zona temperada do Hemisfério Norte, as abelhas coletam propolis apenas
no verdo, final da primavera e inicio do outono. No Brasil, a coleta de propolis ocorre
ao longo de todo 0 ano e por esse motivo variacdes sazonais sdo esperadas. Embora a
prépolis possa ser coletada durante as estacbes com concentragdes mais altas de
compostos biologicamente ativos as varia¢des sazonais ha composicao da prépolis ndo
sdo significativas e sdo predominantemente quantitativas, qualitativamente sdo
idénticas. Esse fato indica que as abelhas coletam propolis do mesmo grupo vegetal,
com uma fonte vegetal predominante (SFORCIN, 2007).

Sforcin e Bankova (2011) relataram a existéncia de diferentes tipos de
propolis, o tipo Alamo (Populus spp) originario da Europa, América do Norte, regides
ndo tropicais da Asia, Nova Zelandia, cujos principais compostos sdo Flavonas,
flavononas, acidos cindmicos e seus ésteres; Tipo Vidoeiro (Betula verrucosa)
originario da Russia é formado principalmente por Flavonas e flavonoides diferentes
do tipo Alamo; Tipo verde (Baccharisspp) encontrado no Brasil, formado
principalmente por prenilados do acido p-cumérico e 4cidos diterpénicos; 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 Pacifico (Macaranga tanarius)
encontrado na regido do Pacifico (Okinawa, Taiwan, Indonésia) composto
principalmente por prenilflavononas; Tipo Mediterraneo, da familia Cupressaceae
(espécie ndo identificada), encontrado recentemente na Grécia, Sicilia e Malta

formada principalmente por diterpenos.
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A propolis brasileira tinha sido caracterizada e classificada em 12 grupos

baseados em caracteristicas fisico-quimicas: 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 propolis vermelha, produzidas por abelhas Apis mellifera foram

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

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

Tabela 1 - Classificacao da propolis brasileira

Fonte: PARK et al., 2000

EXTRATO ETANOLICO DE PROPOLIS BRASILEIRA

Grupos Cor Local de Origem
Grupo 1 Amarelo Regido Sul (RS)
Grupo 2 Castanho Claro Regido Sul (RS)
Grupo 3 Castanho Escuro Regido Sul (PR)
Grupo 4 Castanho Claro Regido Sul (PR)
Grupo 5 Marrom esverdeado Regido Sul (PR)
Grupo 6 Marrom avermelhado Regido Nordeste (BA)
Grupo 7 Marrom esverdeado Regido Nordeste (BA)
Grupo 8 Castanho Escuro Regido Nordeste (PE)
Grupo 9 Amarelo Regido Nordeste (PE)
Grupo 10  Amarelo Escuro Regido Nordeste (CE)
Grupo 11  Amarelo Regido Nordeste (PI)
Grupo 12  Verde ou Marrom esverdeado Regido Sudeste (SP)

A origem botanica das plantas de trés 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

liguida de alta eficiéncia de fase

reversa e Cromatografia gasosa acoplado

a espectrometria de massa. Com base no perfil quimico, concluiu-se que as prépolis do

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

(&lamo),

Hyptis

divaricata e Baccharis  dracunculifolia,

(alecrim-do-campo),
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respectivamente (PARK et al., 2002).

A prépolis possui uma natureza pegajosa e, portanto, ndo pode ser utilizada
em sua forma bruta por isso, muitas vezes € purificada por extracdo com solventes que
sdo destinados a preservar os compostos fendlicos, pois 0 método de extracdo, também
pode afetar a atividade bioldgica (ALENCAR et al., 2013).

A propolis ndo é toxica, e sua concentracdo segura para seres humanos pode
ser de 1,4 mg kg ™* corporal por dia, ou aproximadamente 70 mg dia * (BURDOCK,
1998).

A propolis brasileira, produzida pelas abelhas (Apis mellifera) a partir de
plantas diferentes tem instigado o interesse de pesquisadores nos Gltimos anos pela
variedade de compostos quimicos interessantes que podem variar de acordo com a
flora local utilizada (RODRIGUES et al., 2016).

Do ano de 2010 para 2012, o pre¢o de um quilo de prépolis bruta brasileira,
se elevou em mais de 50% no mercado internacional e o prego da propolis vermelha
em 2016, foi cinco vezes maior que os demais tipos de propolis. Recentemente, tem
sido utilizada para elaboracdo de cosméticos, antissépticos e cremes dentais, na
indUstria de alimentos e bebidas (FREIRES et al., 2016).

2.2.1 Atividade bioldgica da prépolis

A propolis apresenta atividades antibacteriana, antifungica, antiviral,
antioxidante e antitumoral (BANKOVA, 2005).

O mecanismo de acdo para o efeito antimicrobiano ndo esta ainda claramente
compreendido, alguns estudos sugerem gue os constituintes da prépolis interferem na
divisdo celular, causando a desorganizacdo do citoplasma, inibindo a sintese de
proteinas e causando a morte das células (TAKAISI-KIKUNI; SCHILCHER, 1994).

A atividade antibacteriana da prdpolis € bem documentada contra diferentes
bactérias como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli e Salmonella typhimurium, embora a prépolis seja principalmente ativa contra as
bacteérias Gram-positivas que sao inibidas com uma concentra¢do menor de propolis do
que as bactérias Gram-negativas (SFORCIN et al., 2000).

Mirzoeva et al. (1997) verificaram que a prépolis possuia um poderoso efeito
negativo contra Rhodobacter sphaeroides (gram-negativo), possivelmente refletindo a

presenca de porina ou lipopolisacarideos da composicdo externa da membrana,
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sugerindo que o efeito antimicrobiano da prépolis em gram-negativos, é dependente da
composicdo externa da membrana. Esses autores, também demonstraram que a
prépolis e alguns dos componentes cinamicos e flavonoides, sdo capazes de
desestabilizar a membrana citoplasmatica, afetar a funcdo de barreira e inibir a
motilidade bacteriana.

Kujumgiev et al. (1999) demonstraram que apesar das grandes diferencas na
composicdo quimica, a propolis de diferentes localidades geograficas apresenta
atividade antifungica. Esses autores estudaram a atividade antifingica de amostras de
propolis (extratos de etanol e 6leos volateis) de diferentes localidades nos tropicos e na
zona temperada inclusive o Brasil, contra Candida albicans e todas as amostras
apresentaram atividade antifangica significativa.

Durante o controle de pos-colheita de frutos citros, o extrato etanolico de
propolis a 70% inibiu completamente a germinacdo conidial de Penicillium
digitatum em todas as concentracdes testadas e 100 pg mL ™ de extrato etanélico de
prépolis proporcionaram a inibicdo completa da doenca de bolor verde em toranjas
(fruta originaria do Texas) feridas, mas ndo inoculadas artificialmente. A prépolis é
uma fonte de antibioticos naturais e os extratos etanolicos possuem efeitos inibitérios
de amplo espectro sobre bactérias, fungos e nematoides (SOYLU et al., 2008).

As propriedades antiparasitas de extratos etandlico de prépolis também foram
estudadas e demonstradas por HIGASH e CASTRO (1994) em relacdo ao T. cruzy e a
interacdo com células hospedeiras. O extrato etanélico de prépolis (EEP) foi altamente
ativo contra T. cruzi, inibindo a proliferacdo do parasita tanto dentro das células
hospedeiras como meio de cultura axénico. O EEP inibiu os niveis de infec¢do nas
concentragBes de 10-15 ug mL " para macréfagos, e 25 a 75 ug mL ™ para as células
do masculo cardiaco. A lise total de tripomastigotas da corrente sanguinea foi
observada apés 24 horas na presenca de EEP a uma concentracdo de 100 pg mL ™.

Marcucci et al. (2001) estudaram as propriedades antiparasitas de compostos
isolados da prépolis brasileira, o acido 3-prenil-4-hidroxicindmico (PHCA), 2,2-
dimetil-6-carboxietenil-2H-1- benzopirano (DCBEN), 3,5-diprenil -4-hidroxicinamico
(DHCA) e 2,2-dimetil-6-carboxietilen-8-prenil-2H-1-benzopirano (DPB), e todos 0s
compostos testados foram ativos contra T. cruzi.

A propolis possui comprovadamente atividade antioxidante como
demonstrado por CASTRO et al. (2014) e ALM-ELDEEN et al. (2017). A capacidade

antioxidante estd geralmente intimamente associada com o teor de compostos
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fendlicos, pelos seus extensos sistemas conjugados de elétrons m que facilita a doagdo
de elétrons das porces hidroxila para espécies de radicais oxidantes, aléem de
exercerem efeito sinérgico entre si e com alguns compostos lipofilicos tais como as
vitaminas C e E (BITTENCOURT et al., 2015).

Os antioxidantes previnem danos teciduais e impedem a perturbagéo e a perda
da funcionalidade das enzimas e membranas bioldgicas, sequestrando radicais livres
que de outra maneira poderiam induzir a oxidacdo de lipidios, proteinas e DNA (NIKI,
2011 e CASTRO et al., 2014).

A propolis apresenta vérias outras propriedades bioldgicas e farmacoldgicas,
tais como antiviral, imunomoduladora, anti-inflamatoria, citotoxica e antitumoral
(BANSKOTA et al., 2000; SFORCIN et al., 2002; GEKKER et al.,2005; HU et al.,
2005; ORSOLIC ; BASIC, 2005). Também possui propriedades antisséptica,
adstringente, espasmolitica e anestésica, portanto, sua lista de preparacdes e uso €
quase infinita (BURDOCK, 1998).

2.2.2 Principais compostos quimicos da propolis

Geralmente, a propolis possui variedade de compostos quimicos tais como
compostos fenolicos (flavonoides, &cidos fendlicos e o0s seus ésteres), terpenos,
esteroides e aminoacidos (KUMAZAWA et al., 2004).

Bankova et al. (2000) identificaram mais de 300 compostos em diferentes
amostras de propolis tais como: vitaminas, aminoéacidos, carboidratos, acidos graxos,
cetonas, aldeidos, ésteres, acidos alifaticos, acidos aromaticos, terpenoides, chalconas,
dihidrochalconas e substancias inorganicas.

Os flavonoides (flavonas, flavondis, flavononas), fenolicos e aromaticos sdo
0s constituintes com acdo farmacoldgica mais importantes da propolis (UZEL et al.,
2005). Os flavonoides possuem amplo espectro de propriedades bioldgicas tais como,
acdao antibacteriana, antiviral e anti-inflamatéria. Em regides tropicais o teor de
flavonoides € utilizado como critério de avaliagdo da qualidade da prépolis (HUANG
etal., 2014).

No Brasil, a legislacdo determina que a propolis, independentemente da
localizacdo, vegetacdo e caracteristicas, tenha no minimo 5% (m/m) de compostos
fenolicos e no minimo 0,5% (m/m) de flavonoides (BRASIL, 2001).

Propolis de regides temperadas, chamadas de propolis de tipo alamo sdo
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constituidas principalmente pelos fendlicos: flavonoide aglicona, acidos aromaticos e
seus ésteres. J& a propolis de regibes tropicais contém fenolicos diferentes quando
comparadas com o tipo alamo: derivados de prenilados do acido p-cumarico,
flavonoides, benzofenonas, lignanas e terpenos (ABU-MELLAL et al., 2012)

O éster fenetil do acido cafeico (CAPE) é o composto fendlico de maior
importancia da propolis de regifes temperadas com diversas atividades biologicas
(HUANG et al., 2014). Derivado do acido cafeico, este composto foi identificado com
propriedades antitumorais, quimiopreventivas, antioxidantes, antimicrobianas,
imunomoduladora e anti-inflamatéria (BUFALO et al., 2013; KARTAL et al., 2014;
Lletal, 2016 )

Figura 2 - Estrutura quimica do éster fenetil do &cido cafeico (CAPE)
Fonte: Ll et al., 2016

Os principais componentes da propolis brasileira, especialmente a prépolis
verde, tipo mais comum sdo &cidos fendlicos, incluindo acido cafeico e derivados
prenilados do &cido p-cumarico (SFORCIN e BANKOVA, 2011). A cor verde da
propolis 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 composic¢do quimica
de extratos de propolis verde brasileira da regido Sudeste (tipo 12) cuja principal fonte
botanica é B. Dracunculifolia, e encontraram como principais compostos o acido
clorogénico, &cido p-cumarico, acido 4,5-di- O -cafeoilquinico, &cido 3,5-di- O -
cafeoilquinico, acido 3,4-di- O -cafeoilquinico, drupanina, artepelin C e bacarina.

Shimizu etal. (2004) relataram que a propolis brasileira continha varios
fenolicos como residuos organicos principalmente de acido cinamico 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
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composto, um antioxidante biodisponivel capaz de prevenir doencas degenerativas

atuando sobre DNA celular.

HO OH

Figura 3 - Estrutura quimica do artepelin C, o &cido 3,5-diprenil-4-hixicidrocindmico
Fonte: PAULINO et al. (2008).

O Artepelin C € um composto ativo que pode ser um forte candidato na
prevencdo do cancer, sendo assim um excelente eliminador de radicais livres além de
possuir propriedades antimicrobiana, anti-inflamatéria, antioxidante, antitumoral,
imunomoduladora e indutora de apoptose (RESENDE et al., 2012).

Recentemente, estudos demonstraram que os efeitos anti-inflamatérios in
vitro da propolis verde brasileira sdo atribuidos principalmente aos polifendis &acido
cafeico e artepelin C (PAULINO et al, 2008).

A atividade antioxidante da préopolis e do acido cafeico foi estudada por
(BUFALO et al., 2013) através do método DPPH, e o &cido cafeico demonstrou
atividade antioxidante maior do que o extrato de propolis. De acordo com esses
autores, os derivados de &cido cafeico presentes na amostra de prépolis podem
contribuir para a atividade antioxidante. Esse composto também apresentou
propriedades anti-inflamatoria, antiproliferativa e atividade citotoxica contra diferentes

linhagens celulares de cancer humano.

2.2.3 Incorporacédo de EEP a filmes biodegradaveis

As embalagens de alimentos podem ser utilizadas como estratégia de
competitividade na indudstria de alimentos, visando atender aos consumidores cada vez
mais exigentes e buscam produtos mais proximos ao natural. O fornecimento de

embalagens que preservem as caracteristicas dos alimentos e sejam interessantes do


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1756464615004260#bib0165

19

ponto de vista econémico, aléem de serem ambientalmente amigéveis atenderia essa
demanda e apresentam elevado potencial de aplicagdo no mercado de alimentos
(SOARES et al., 2009).

A industria 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 Gtil 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 propria embalagem, através da
liberacdo de moléculas ativas que prolongam a vida Gtil dos alimentos, fornecendo
protecdo contra a deterioracdo microbiana e oxidacdo. As boas praticas de fabricacdo,
no entanto, ndo devem ser substituidas pelo uso de materiais de embalagens ativos, mas
essas devem servir como obstaculo adicional contra o desenvolvimento de
microrganismos deteriorantes e patogénicos e assim, aumentar a seguranca dos
alimentos (RIZZOLO et al., 2016).

A deterioracdo de alimentos causada por microrganismos patogénicos,
incluindo bactérias e fungos, apresenta preocupacao global, pois ndo so reduz a vida util
dos alimentos, mas aumenta o risco de doencgas transmitidas pelos alimentos
(KREPKER et al., 2017).

A embalagem ativa € uma tecnologia inovadora que permite que o produto e seu
ambiente interajam para prolongar a vida util do produto e/ou para garantir a seguranca
microbiana, mantendo a qualidade do alimento embalado (AHVENAINEN 2013).

Por outro lado, a demanda por antioxidantes naturais tem recebido atencédo
especial da inddstria de alimentos e de pesquisadores de todo o mundo. Devido a
natureza carcinogénica de alguns antioxidantes sintéticos, as preferéncias dos
consumidores passaram de antioxidantes sintéticos para naturais. Antioxidantes
sintéticos sdo usados rotineiramente na industria de alimentos, principalmente em
alimentos que contém oOleos e gorduras para proteger contra a oxidacdo de lipidios
(REIS et al., 2017).

Para controlar a acdo de microrganismos indesejaveis em alimentos, substancias
antimicrobianas podem ser incorporadas a materiais de embalagens de alimentos
liberando ativos antimicrobianos contra microrganismos que poderiam representar risco
para a seguranca alimentar dos consumidores. Ja os antioxidantes amplamente

utilizados para estabilidade a oxidacdo de lipideos e produtos sensiveis ao O, também
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podem ser incorporados em peliculas para estabilizacdo de polimeros com a finalidade
de protecéo das peliculas (VERMEIREN et al, 1999).

Devido as propriedades antibacteriana, antiviral, antifngica, antioxidante, anti-
inflamatdria, imunoestimulantes, e propriedades anticancerigenas, pelo fato dos
principais componentes serem geralmente reconhecidos como seguros (GRAS), além do
fato dos consumidores estarem em busca de “produtos ecolégicos” a propolis estd
ganhando popularidade como conservante natural para novas aplicacGes alimentares e
estd sendo adicionado aos alimentos e bebidas como fonte de compostos bioativos para
melhorar a satde ( LUIS-VILLAROYA et al., 2015).

A aplicacdo de ingredientes derivados de fontes naturais na industria de
alimentos, adicionados como conservantes naturais € uma nova tendéncia para reducédo
de substancias sintéticas e de aditivos alimentares (DICASTILLO et al., 2016).

Pesquisas que relatam a incorporacdo de propolis para melhorar as propriedades
de filmes e revestimentos ainda sdo limitadas. BODINI et al, (2013) investigou as
propriedades de filmes de gelatina incorporado a extrato etanolico de propolis.
KECHICHIAN et al. (2010) estudou varios ingredientes microbianos, dentre estes a
propolis incorporada a filmes biodegradaveis a base de fécula de mandioca. CHANG-
BRAVO et al. (2014) estudaram filmes de carragena e amido adicionados de extrato
etanolico de prépolis. Os autores identificaram o potencial antioxidante e
antimicrobiano do extrato etandlico de propolis incorporado a filmes biodegradaveis
mostrando que 0s estudos sobre a incorporacdo deste composto a biopolimeros devem

ser desenvolvidos e incentivados.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643816302912#bib31
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3. OBJETIVOS

Avaliar o perfil quimico, atividade antimicrobiana e antioxidante do extrato

etanolico de prépolis (EEP), bem como produzir e caracterizar filmes de amido a base

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

o efeito da incorporacédo do extrato nos filmes.

3.2. Especificos

>

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 fenolicos e flavonoides do EEP;
Produzir biopolimeros de amido a partir de fécula de mandioca
incorporados com EEP;

Avaliar se o efeito da incorporacdo de EEP afeta as propriedades
mecéanicas dos biopolimeros (resisténcia a tracdo, elasticidade,
alongamento) e sua microestrutura;

Determinar a concentragdo de compostos fenolicos e a atividade
antioxidante do EEP sobre a matriz do biopolimero.
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4. CAPITULOI

Perfil quimico e avaliacdo da atividade antimicrobiana e antioxidante do extrato

etanolico de propolis

RESUMO

CUNHA, GIANA. FERREIRA. Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia
Goiano — Campus Rio Verde — GO, agosto de 2017. Perfil Quimico e Avaliacao da
Atividade Antimicrobiana e Antioxidante do Extrato Etandlico de Propolis.

Orientadora: Dra. Geovana Rocha Placido. Coorientador: Dr. Celso Martins Belisario

O perfil quimico, teor de compostos fendlicos e flavonoides totais bem como a
atividade antioxidante e antimicrobiana do Extrato Etandlico de Prépolis verde da
regido de Minas Gerais foram avaliados e os principais compostos identificados e
quantificados. A analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) revelou a
presenca de artepelin C em grande quantidade (cerca de 10,957 mg mL " EEP) além dos
compostos &cido cafeico, &cido p-cumarico, 3,5 dicafeoilquinico, 4,5 Dicafeoilquinico,
4,5 Dicafeoilquinico, aromadendrina-4'-metil éster, drupanina, artepelin C e bacarina. O
EEP apresentou atividade antimicrobiana bactericida e bacteriostatica contra 0s
microrganismos Staphylococcus aureus (Gram-positivo) e Escherichia coli (Gram-
negativo) sendo que o microrganismo Gram-positivo foi mais susceptivel ao EEP, além
de atividade antioxidante (63,47 + 0,3 TE mg mL ™). O teor de compostos fenélicos e
flavonoides foi de 17,20 + 0,26 mg mL ™ e 5,38 + 0,05 mg mL ™ expresso em Rutina e
10,42 + 0,11 mg mL ™ em Quercetina respectivamente. Os resultados demonstraram que
a propolis estudada € composta por moléculas valiosas com potencial para ser utilizada

para melhorar a satde humana e seguranca alimentar.

Palavras-chave: perfil quimico; artepelin C; bactericida; bacteriostatica
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Chemical profile and evaluation of antimicrobial and antioxidant activity of
propolis ethanol extract

ABSTRACT

CUNHA, GIANA. FERREIRA. Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia
Goiano (Goiano Federal Institute of Science, Education, and Technology) — Rio Verde
Campus — Goias State (GO), Brazil, August 2017. Chemical profile and evaluation of
antimicrobial and antioxidant activity of propolis ethanol extract. Advisor: Dr.
Placido, Geovana Rocha. Co-advisor: Dr. Belisario, 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 " 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 ™). The content of phenolic compounds and flavonoids
was 17.20 + 0.26 mg mL " and 5.38 + 0.05 mg mL ™ expressed in Routine and 10.42 +
0.11 mg mL ™ 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. INTRODUCAO
A propolis € um material resinoso coletados pelas abelhas de brotos de

arvores, seiva e outras fontes boténicas, utilizada para protecdo da colmeia contra a

entrada de intrusos e suavizacao das paredes. A propolis tem sido amplamente utilizada
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desde a antiguidade para embalsamar caddveres, como desinfetante e antisseptico para
infeccOes cutaneas e bucais. Atualmente, as pesquisas com propolis tém sido elaboradas
principalmente com o objetivo de analisar a composi¢cdo quimica, por causa das
propriedades biologicas tais como antibacteriana, antifingica e anti-inflamatorio,
atribuidas ao rico teor de flavonoides, acidos fendlicos e derivados de terpenos
(BANKOVA, et al., 2005 e ZABAIOU et al., 2017).

A prépolis é composta basicamente por 50% de resina, 30% de cera, 5% de
polen, 10% de Oleos aromaticos e 5% de outros residuos organicos (SHIMIZU et al.,
2004). Aos compostos fenolicos como flavonoides e acidos fendlicos, sdo associadas as
propriedades biologicas como atividades anti-inflamatoria, imunomoduladora,
anticancerigena, antimicrobiana, leishmanicida e cicatrizante (MARCUCCI et al., 2000,
BITTENCOURT et al., 2015).

A composic¢do da propolis depende da flora e local da coleta (BANKOVA et al.,
2005). A propolis de regides temperadas, chamada tipo Alamo, tem como fonte vegetal
Populus sp, e é composta principalmente por compostos fendlicos como flavonoides
agliconas, &cidos aromaticos e seus ésteres (BANKOVA et al., 2000). A propolis de
regides tropicais € composta principalmente de derivados prenilados do é&cido p-
cumérico, flavonoides, benzofenonas, lignanas e terpenos (POPOVA et al., 2009).

A prépolis brasileira é classificada em 13 tipos com base nas propriedades
fisico-quimicas, como cor, textura e perfil quimico, bem como origem geografica
(ALENCAR et al., 2007). A propolis verde da regido de Minas Gerais, Brasil (grupo
12), tem como fonte as folhas jovens de Baccharis dracunculifolia e os principais
compostos sdo terpenoides e derivados prenilados de &cido p-cumarico (KUMAZAWA
et al., 2003). Das propolis das regides tropicais, a propolis brasileira é altamente
valorizada e possui grande importancia comercial, pela ampla gama de beneficios a
salde (SALATINO et al., 2011).

A composicdo quimica da propolis pode ser associada as propriedades
bioldgicas, desta forma, a identificacdo e quantificacdo dos compostos sdo fundamentais
para compreensdo dessas propriedades. Assim, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar o
perfil quimico do extrato etanolico de propolis verde brasileira (EEP) da cidade de
Nepomuceno, Minas Gerais. Determinar o teor de compostos fenolicos e flavonoides
totais bem como a atividade antioxidante e antimicrobiana bactericida e bacteriostatica

do extrato contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
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4.2. MATERIAL E METODOS

Os ensaios atividade antimicrobiana, anélise de compostos fendlicos por CLAE,
teor de compostos fendlicos e teor de flavonoides foram realizados no Laboratério de
Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo da empresa Apis Flora. O ensaio de eliminacao
de radicais livres ABTS foi realizado no Laboratério de Bioquimica e Analise
Instrumental do Departamento de Agroindustria, Alimentos e Nutricdo — ESALQ/USP.

4.2.1. Preparo do extrato etandlico de propolis

A propolis foi coletada no Estado de Minas Gerais, cidade de Nepomuceno (21°
12' 17,797S/45° 13' 17,2” W), em que Baccharis dracunculifolia é a principal fonte
vegetal. O extrato etanolico de prépolis foi preparado de acordo com BODINI et al.,
(2013). Triturou-se 30g de resina de propolis e essa foi misturada a 100 mL de alcool
etilico (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 entdo filtrada.

4.2.2. Atividade antimicrobiana

A determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) das amostras foi
realizada pela técnica de microdiluicdo em caldo descrita pelo Comité Nacional de
Padrdes de Laboratério Clinico (CLSI, 2003). As microdiluicbes sucessivas foram
realizadas em microplacas de 96 pocos. Para o preparo das microplacas, foi adicionado
100 pL de Mueller Hinton Broth (MH) em todos os po¢os e 100 pL da amostra de EEP
no primeiro pogo de cada série e a partir do primeiro poco foram realizadas dilui¢fes
seriadas nos pocos seguintes, de modo a atingir uma gama de concentragao de 5,150 a
0,003 mg mL ™.

Os microrganismos testados foram: Escherichia coli (ATCC25922) e
Staphylococcus aureus (ATCC25923). As suspensdes foram preparadas em solucdo
salina a 0,85% (p/v) e a turbidez das suspensdes foi mensurada em espectrofotometro
(625 nm, abs 0,08-0,1) para 10 ® UFC mL ™ (escala 0,5 de McFarland), essa suspens&o
inicial foi diluida 200 vezes em MH caldo até a concentracéo final de 5x10 ° UFC mL "
1

Uma aliquota de 10 pL da suspensdo foi adicionada em todos 0s pocos



37

(totalizando 5x10* UFC mL ™). As placas foram incubadas a 36 + 1°C por 24 horas
para posterior avaliacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM).

4.2.2.1. Concentracao inibitéria minima

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi definida como a concentragcdo mais
baixa do EEP que inibiu o crescimento visivel bacteriano ap6s o periodo de incubacao
da microplaca de 96 pocos. Os testes foram realizados em triplicatas. Utilizou-se como
controle positivo de crescimento, o meio de cultura Mueller Hinton Broth (MH)
inoculado com 10 pL da suspensdo de cada microrganismo (5x10 * UFC mL ™) e como
controle negativo (teste de esterilidade do meio de cultura) apenas o meio de cultura
Mueller Hinton Broth (MH).

4.2.2.2. Concentracdo bactericida minima

A determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM) das amostras foi
determinada com base nos resultados obtidos no ensaio de concentragdo inibitdria
minima (CIM), aliquotas de 20 pL de cada poco correspondente a CIM foram
transferidas para placas de agar Mueller Hinton e estas foram incubadas a 36 + 1°C por
24 horas em condi¢cBes anaerdbicas. A determinacdo da concentracdo bactericida
minima das amostras foi determinada levando em consideracdo a concentracdo mais
baixa de EEP em que ndo houve crescimento celular no meio sélido (morte do in6culo).

Os testes foram realizados em triplicatas.

4.2.3. Perfil compostos fenélicos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

A analise cromatografica (CLAE) do extrato etanélico de propolis (EEP) foi
realizada utilizando um Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia Shimadzu modelo
LC-20AT, equipado com detector de arranjo de diodos (HPLC-UV-DAD), injetor
automatico, forno, degaseificador e bomba quaternaria. Utilizou-se uma coluna Shim-
Pack VP-ODS (4,6 mm x 250 mm, didmetro de particula de 5 um). A fase movel foi
constituida de solugdo de metanol e &cido foérmico 0,1% em &gua. A eluicdo 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 analise foi mantida a 40°C e o volume de
injegdo foi de 10 puL. Os dados espectrais foram recolhidos a 275 nm e a identificagéo
foi realizada por comparacéo dos tempos de retengdo. Foi utilizado o &cido galico como
padrdo interno. Padrbes externos foram utilizados para quantificar 0os compostos
fendlicos, utilizando uma curva de calibragdo. A curva foi preparada através da mistura
de todos os padr@es: acido galico, &cido cafeico, &cido p-cumérico, aromadendrina,
artepelin C, 3,5-Dicafeoilquinico, 4,5-Dicafeoilquinico, drupamina e bacarina, 1,06 pg
mL ta 161 ug L "1 dissolvidos em metanol. O limite minimo de deteccdo foi de 0,12 ug

mL ™ ¢ o limite de quantificagio de 0,35 pg mL ™
4.2.4. Teor de compostos fenolicos totais

Para determinacgdo do conteudo fendlico total, foi utilizado o método de Folin-
Denis, (FUNARI et al., 2007) com adaptacfes. Foi construida uma curva padrdo com
solucdes de referéncia de acido galico através de dilui¢bes sucessivas da solucdo padrédo
de 4cido galico (0,4 mg mL ™). Cinco diferentes niveis de concentracées da solucio
padrdo foram preparados transferindo-se para 5 bal6es volumétricos de 50 mL, os
volumes de 0,40; 0,45; 0,50; 0,55 e 0,60 mL, respectivamente, da solugdo padrao,
obtendo 5 solucBes com concentracdes diferentes (3,20; 3,60; 4,00; 4,40; 4,80 ug mL~
). Em seguida, adicionou-se 25 mL de &gua destilada, 2,5 mL do reagente de Folin
Denis, 5,0 mL de carbonato de sédio e completou o volume com &gua destilada.
Deixando 30 minutos ao abrigo de luz e realizando a leitura em espectrofotdmetro em
760 nm.

Para a determinacdo do conteudo fendlico total, uma aliquota de 1 mL da
amostra foi diluida para 50 mL com agua destilada em baldo volumétrico e deixado em
ultrassom por 10 minutos. Em outro baldo de 50 mL contendo 10 mL de &gua destilada,
foi adicionado uma aliquota de 0,5 mL da solucdo obtida anteriormente, 2,5 mL do
reagente Folin-Denis e 5 mL de solucgdo saturada de carbonato de sddio. Deixou-se por
30 minutos ao abrigo da luz e realizou-se a leitura em espectrofotdmetro em 760 nm. O
branco foi preparado da mesma maneira, sem a aliquota de &cido galico.

Os resultados foram expressos em GAE: Equivalente de acido galico (mg

mL'). 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 adaptacGes. Foram construidas duas curvas padrdo com solucdes de
referéncia de quercetina e rutina, a solucdo metandlica padrdo de quercetina na
concentracdo de 0,3 mg mL ™ e a solugdo padrdo de rutina na concentracio de 0,6 mg
mL™.

Aliquotas de 0,40; 0,45; 0,50; 0,55 e 0,60 mL da solucdo metandlica de
quercetina e rutina padrdo (0,3 mg mL e 0,6 mg mL " respectivamente) foram
transferidas para baldes volumétricos de 25 mL contendo 0,5 mL de solugdo aquosa de
cloreto de aluminio a 5% (p / v) e 0 volume completado com metanol, obtendo-se cinco
solucdes com concentracBes diferentes para quercetina (4,80; 5,40; 6,00; 6,60 e 7,20 ug
mL ) e para rutina (9,60; 10,80; 12,00; 13,20 e 14,40 pg mL ™).

Apo6s 30 min ao abrigo da luz, a absorbancia foi medida em espectrofotdmetro
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 eliminacéo de radicais ABTS

O ensaio de atividade de eliminacdo de radical ABTS -+, que se baseia na
reducdo do cation 2,2-azinobis - (3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfénico), foi realizado
conforme metodologia descrita por Al-DUAIS et al. (2009). O radical ABTS -+ foi
formado pela reacdo de 140 mM de persulfato de potassio com 7 mM de ABTS e
armazenado no escuro a temperatura ambiente, por 16 horas. Uma vez formado, o
radical foi diluido em tampédo fosfato de potassio 7,5 mM (pH=7,4) até a obtencdo do
valor de absorbancia de 0,700 £ 0,020 nm em comprimento de onda de 734 nm, a
absorbancia foi feita em leitora de 96 microplacas (SpectraMax M3, Molecular
Devices). A partir do extrato, foram preparadas trés dilui¢ces diferentes. Em ambiente
escuro, foram adicionados em microplacas, aliquota de 20 pL de cada diluicdo do
extrato da amostra e adicionou-se 220 pL de solucdo do radical ABTS -+. As
absorbancias foram lidas a 734 nm, ap6s 6 minutos de reacdo, utilizando o tampé&o
fosfato de potassio 7,5 mM (pH=7,4) como branco. Como referéncia, utilizou-se o
Acido Trolox (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcorman-2-carboxilico), um antioxidante
sintético analogo a vitamina E, nas concentra¢fes de 12,5M a 200uM. Todos os testes

foram realizados em triplicata. Os resultados foram expressos em pumol de Trolox mL ~
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! de extrato (atividade antioxidante = capacidade antioxidante equivalente de Trolox).

4.3. RESULTADO E DISCUSSAO
4.3.1. Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana bacteriostatica (CIM) e bactericida (CBM) do EEP
foi testada contra S. aureus (Gram-positivo) e E. coli (Gram-negativo) e ambos foram
suscetiveis ao EEP. O resultado da atividade antimicrobiana do EEP contra os
microrganismos testados € mostrado na Tabela 1. Embora o EEP tenha sido eficaz
contra os dois microrganismos testados, S. aureus (0,017 mg mL™ para CIM e 0,161 mg
mL™ para CBM) foi mais suscetivel quando comparado com E.Coli (0,161 mg mL’
! para CIM e 1,288 mg mL™ para CBM).

Tabela 1- Concentracdo inibitoria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima

(CBM) do extrato etan6lico de propolis

Microrganismo CIM(mgmL™) CBM(mgmL™)
S.aureus Gram-positivo 0,017 0,161
(ATCC25923)
E.Coli Gram-negativo 0,161 1,288
(ATCC25922)

O resultado encontrado esta de acordo com SILICI e KUTLUCA (2005) que
investigaram a atividade antimicrobiana de trés diferentes extratos de prépolis 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
propolis 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

lipopolissacarideo, determina a antigenicidade, toxicidade e patogenicidade destes
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microrganismos.

Varios resultados também sustentam a hipotese de que a propolis 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) a propolis do que
microrganismos gram-negativos (E. coli, S. typhi, S. paratyphi-A, S. paratyphi-B e S.
flexneri). SFORCIN et al. (2000) mostraram uma acdo antibacteriana de propolis
eficiente em cepas de S. aureus em baixas concentragdes (CIM 90% = 0,60% v/v) e a
inibicdo de microrganismos gram-negativos (E. colieS. typhimurium) em
concentragdes maiores (CIM 90% = 8,00% v/v), mostrando que sdo mais resistentes ao
EEP. Esses autores, no entanto, apenas puderam comprovar a atividade bacteriostatica
do EEP e ndo bactericida, e pode ser verificado nesse trabalho.

A atividade bactericida e bacteriostatica verificada nesse trabalho pode ser
pela composic¢do quimica do EEP, uma vez que de acordo com BURDOCK (1998) a
atividade antibacteriana da propolis é relatada como sendo devido aos flavonoides,
acidos aromaticos e seus ésteres e ainda de acordo com MIRZOEVA et al. (1997) ¢
possivel que os efeitos bactericidas e bacteriostaticos da propolis sejam o resultado das
acBes combinadas de componentes como derivados cindmicos (Acido 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 iondforos inibindo sua motilidade (CAPE> Quercetina> Naringenina> Acido
cafeico) e contribuindo para o efeito citotoxico.

A acdo antibacteriana da propolis de acordo com NETO etal. ( 2017), é
complexa mas de forma geral, pode ser descrito como a inibi¢do da sintese de DNA e
RNA; inibicdo da enzima DNA-girase; lesdo da membrana citoplasmaética causada pela
reducdo da fluidez; inibicdo do suprimento energético causado pela perturbagcdo no
mecanismo de troca de nutrientes e metabdlicos por causa do dano causado a membrana

citoplasmatica; inibicdo da fixacdo e formacdo do biofilme.
4.3.2. ldentificacéo e quantificacdo de compostos fenolicos
A andlise por CLAE do EEP permitiu a identificacdo e quantificacdo dos

seguintes compostos fendlicos principais: acido cafeico, &cido p-cumérico, 3,5

dicafeoilquinico, 4,5 dicafeoilquinico, aromadendrina (aromadendrina-4'-metil éter),
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drupanina (&cido 3-prenil-p-cumarico), artepelin C (acido 3,5-prenil-4-hidrocinamico) e
bacarina (4cido 3-prenil-4-diidrocinamoloxi-cindmico). O extrato etanodlico de propolis
verde, Minas Gerais, Brasil, apresentou niveis significativos de acidos fendlicos
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.

mAU
200 PDA Multi 1

150+

min
1 PDA Multi 1/275nm 4nm

Figura 1- Cromatograma de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) do extrato
etandlico de prdpolis. Miliunidades de absorvancia (mAU) em funcdo do tempo de

retencdo (Rt, em min) dos compostos fendlicos.
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Tabela 2- Cromatografia liquida de alta eficiéncia: pico de atribuicdo, tempo de
retencdo e area de quantificacdo dos principais compostos do EEP.

Numero do Pico Composto Identificado Tempo de Retencdo (min) mg mL * de EEP
1 Acido cafeico 19 0,278
2 Acido p-cumarico 23 1,494
3 3,5 Dicafeoilquinico 26 2,975
4 4,5 Dicafeoilquinico 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 estdo qualitativamente concordantes com 0s
achados na literatura, referente a outras propolis da regido Sudeste Brasileira
(MISHIMA, et al., 2005; FUNARI et al., 2007; TANI, et al., 2010; XUAN, et al., 2011;
WANG, et al., 2015).

Os compostos quimicos encontrados no EEP desse estudo de forma isolada
s80 responsaveis por varias atividades biologicas ja relatadas na literatura da propolis. O
acido p-cumarico e seus derivados como &cido cafeico, possuem atividade antioxidante,
antimicrobiana, antitumoral e anti-inflamatéria (ABDEL-WAHAB, et al.,2003,
PROESTOS et al., 2006, BUFALO et al., 2013, PENG et al., 2015, CANCAO et al.,
2011). O artepelin C, drupanina e bacarina possuem propriedades anticancerigenas
(AKAO et al., 2003). Os compostos aromadendrina-4'-metil éter e a bacarina parecem
desempenhar um papel essencial na atividade antioxidante (SIMOES-AMBROSIO
et al., 2010).

O acido cafeico, e seus derivados, (acidos monocafeoilquinicos e acidos
dicafeoilquinicos), sdo potentes antioxidantes, sendo que a atividade antioxidante do
acido cafeico contra H,O,e O, é 4 a 6 vezes maior do que o acido ascorbico
(NAKAJIMA et al., 2009). Além disso, o0 acido cafeico também possui atividade anti-
inflamatdria (D'ALMEIDA et al., 2013) e antibacteriana (MIRZOEVA, et al., 1997).

O unico marcador utilizado para identificar e quantificar flavonoides nesse
estudo foi a aromadendrina (aromadendrina-4 'metil éter), no entanto, a propolis verde

brasileira contém outros flavonoides como quercetina, kaempferol, isossacuranetina,
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5,6,7-tri-hidroxi- 3'-4-dimetoxiflavona, naringenina (CHEUNG et al., 2011, SIMOES et
al., 2004, MARCUCCI e BANKOVA, 1999, MIRZOEVA et al., 1997).

O perfil fendlico pela analise de CLAE exibiu o artepelin C como pico
principal (Figura 1), que foi encontrado em niveis mais elevados que os demais
compostos. Verificou-se que a concentracdo de artepelin C representa cerca de 10,957
mg mL "' de EEP a 30% (30 g 100 mL ). De acordo com CARVALHO et al. (2011), a
prépolis que possui artepelin C, é considerada de alta qualidade pelas propriedades
bioldgicas desse composto e algumas empresas utilizam o teor de artepelin C como
pardmetro no controle de qualidade. Esse € um dos compostos ativos mais importantes
da prépolis verde brasileira, Unica que possui esse composto e seu perfil quimico é
relativamente estavel devido a relativa auséncia de variacdo sazonal e existéncia regular
da fonte vegetal Baccharis dracunculifolia (CHEUNG et al., 2011).

Sao relatadas para esse composto varias atividades bioldgicas como
anticancerigena, 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-inflamatéria 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 fendlicos totais

A propolis estudada apresentou teor de compostos fenolicos de 17,20 £ 0,26
mg mL™ expresso em &cido galico ou 1,7% + 0,03 g de 4cido gélico 100 mL™ de EEP.
Esse resultado esta de acordo com o verificado por SILVA et al. (2006) que
determinaram os niveis quantitativos dos componentes fenolicos de extratos de prépolis
brasileiros produzidos em diferentes regides geograficas e encontraram 1,01 + 0,03% a
1,84 + 0,06% para a prépolis da regido de Minas Gerais. No entanto, a analise 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 polifenois da EEP do Brasil € menor quando comparado com 0s
da EEP da Europa, sugerindo que os principais componentes da prépolis brasileira séo
diferentes daqueles da prépolis europeia e chinesa (KUMAZAWA et al., 2004).

Os principais componentes da propolis brasileira produzida nos estados de Séo

Paulo e Minas Gerais sao terpenoides e derivados prenilados de acido p-cumarico. Estes
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compostos estdo ausentes na propolis europeia, norte-americana e asiatica, cujos
principais constituintes sdo varios tipos de flavonoides e ésteres fendlicos (MARCUCCI
e BANKOVA, 1999; TAZAWA et al., 1999; SFORCIN e BANKOVA, 2011).

Essa composicdo particular da prépolis verde brasileira é atribuida a sua
principal fonte vegetal, Baccharis dracunculifolia (Asteraceae), arbusto amplamente
distribuido nos Estados de S&o Paulo e Minas Gerais (PARK et al., 2002).

Compostos fenodlicos sdo o0s principais constituintes responsaveis pela
significativa atividade antimicrobiana verificada em amostras de propolis de diferentes
regides, embora apresente perfis quimicos diferentes (BANKOVA et al., 2014). Além
de serem considerados 6timos antioxidantes capazes de prevenir a formacao de radicais

livres, eliminando-os ou promovendo a decomposi¢do (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 ™ (ou 0,05%) e expresso em Rutina foi de 10,42 + 0,11 mg mL ™ (ou 0,1%),
o valor baixo, no entanto, ja era esperado uma vez que a prépolis verde brasileira possui
uma baixa concentracdo de flavonoides e ésteres de acidos fendélicos e em contrapartida,
altas concentracdes de acido dihidroxicinamico, terpenoides e acetofenonas preniladas
(BANKOVA et al.,1995).

Elevados teores de flavonoides sdo verificados somente na propolis vermelha
(Grupo 13), encontrada nos Estados do Nordeste do Brasil (Bahia, Paraiba, 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 concentragdo verificada
desse composto foi superior ao encontrado pela a analise de flavonoides totais pelo
método espectrofotométrico, esse fato pode ser explicado, pois a utilizacdo de cloreto de
aluminio no método € especifica para flavonas e flavondis (FUNARI et al., 2007). A
aromadendrina-4'-metil-éter € um flavondide presente na prépolis verde brasileira e
ausente nas propolis europeia, norte-americana e asiatica (MARCUCCI e BANKOVA,
1999).

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

menor em periodos diferentes do ano, embora estudos complementares sejam
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necessarios para confirmacao dessa hipotese. Isso porque a concentragdo dos compostos
fendlicos totais de B. dracunculifolia parece ndo ter variagdes significativas durante o
ano, no entanto, foram encontradas variacbes durante 0 ano a respeito do teor de
flavonoides. As maiores concentracdes foram encontradas nos meses de dezembro,
fevereiro e marco e as menores concentragdes foram encontradas em agosto, setembro e
maio. B. dracunculifolia fornece a maioria dos compostos quimicos encontrados nos
EEP verde produzidos nos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais (FIGUEIREDO-
RINHEL et al.,2013), e poderia gerar variagdes no teor de flavonoides do EEP com
quantidades maiores ou menores durante 0 ano, uma vez que de acordo com os estudos
de PARK et al. (2004) e KUMAZAWA et al.(2003), vérias substancias quimicas
presentes em B. dracunculifolia também estdo presentes na propolis verde, como

flavonoides e derivados de acido p-cumarico.
4.3.5. Atividade antioxidante

Esse estudo encontrou o valor para o EEP de 253,56 + 1,21 umol TE mL * ou
63,47 + 0,3 TE mg mL™?, valor semelhante ao encontrado por MACHADO et al.
(2016), 77,90 + 6,80 e 86,40 + 2,48 TE mg mL™ pelo método de ABTS de amostras de
EEP prépolis da regido 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 pmol TE mg ™* pelo
método de ABTS quando estudaram amostras de propolis de vérias cidades do Sul do
Brasil. Esses autores também isolaram os compostos desses extratos de propolis através
de Cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE) e CLAE e estudaram
a atividade antioxidante desses compostos isolados através do método ABTS e
relataram que uma das amostras de propolis apresentou um alto teor de artepelin C
(22,303 pg mL " 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 acido cafeico, acido cumarico e acido galico, no
entanto, a atividade antioxidante desses foi consideravelmente mais baixa ou
inexistente.

SHIMIZU et al. (2004) identificaram que a prépolis verde da regido de Minas
Gerais, continha altos niveis de artepelin C, além de varios fendlicos como acido
cindmico e derivados de kaempferol. O artepelin C (acido 3,5-diprenil-4-

hidroxicinamico) € um éacido fendlico que pertence ao grupo fenol de compostos
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organicos geralmente encontrados em frutas e vegetais, no entanto as maiores
concentracdes de artepelin C encontrados em um produto natural foram verificadas na
prépolis 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 responsaveis pela atividade
antioxidante verificada no EEP desse estudo, no entanto, além do artepelin C, os
compostos verificados na analise de CLAE como acido cafeico e derivados,
aromadendrina-4'-metil éter e a bacarina também possuem atividade antioxidante
comprovada e podem também ter sido responsaveis pela atividade antioxidante do
extrato. Desta forma, mais estudos devem ser realizados para entender se esta atividade
ocorre principalmente devido a presenca de uma unica substancia ou uma combinacao

de compostos.

4.4, CONCLUSAO

O extrato etandlico da propolis (EEP) verde do estado de Minas
Gerais exerceu atividade antioxidante e antimicrobiana bactericida e bacteriostatica
contra os microrganismos Staphylococcus aureus (Gram-positivo) e Escherichia coli
(Gram-negativo), sendo que o microrganismo Gram-positivo foi mais susceptivel ao
EEP.

O teor obtido de compostos fendlicos e flavonoides pelos métodos
espectrofotométricos foi inferior quando comparados com o ensaio de CLAE.

Dentre os compostos identificados e quantificados pela analise de CLAE, o
artepelin C se destacou representando cerca de 10,957 mg mL ™. E pode ser considerado
como um dos principais responsaveis pela atividade antioxidante e antimicrobiana
verificada no EEP. Estudos complementares devem ser realizados para entender se
essas atividades ocorrem pela presenca dessa substancia ou a combinacdo de outros
compostos.

Os resultados demonstraram que a propolis estudada possui potencial para ser
utilizada para melhorar a saude humana e a seguranca alimentar, por conter moléculas

valiosas com propriedades bioldgicas comprovadas.
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5. CAPITULOII

Biopolimeros & Base de Amido Incorporados com Extrato Etandlico de Prépolis

CUNHA, GIANA. FERREIRA. Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia
Goiano — Campus Rio Verde — GO, agosto de 2017. Filmes de Amido de Mandioca
Incorporados com Extrato Etandlico de Propolis. Orientadora: Dra Geovana Rocha

Placido. Coorientador: Dr. Celso Martins Belisario.

RESUMO

Foram desenvolvidos filmes de amido de mandioca incorporados com extrato
etanolico de Prépolis EEP nas concentragdes de 0, 30 e 60 g /100g de amido a fim de
se propor uma tecnologia de elaboracdo de embalagem bioativa com propriedades
antioxidantes para aplicagdo em alimentos. O efeito da adi¢cdo de EEP nas diferentes
concentracdes foi avaliado nas propriedades mecanicas (resisténcia a tracao,
elasticidade e alongamento) microscopia eletrénica de varredura, teor de compostos
fendlicos e atividade antioxidante pelos métodos Folin-Ciocalteu e ABTS
respectivamente. Os filmes apresentaram melhoria na flexibilidade, extensibilidade e
diminuicdo na resisténcia mecanica causada pelo efeito plastico do EEP no polimero.
A compatibilidade de compostos presentes no EEP com o amido pdde ser identificada
através da microscopia eletronica de varredura. Os filmes apresentaram compostos
fendlicos e atividade antioxidante na matriz polimérica, demonstrando que as peliculas
possuem potencial para contribuir com a reducdo da quantidade de antioxidantes

sintéticos utilizados para conservacgdo de alimentos.

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

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

CUNHA, GIANA. FERREIRA. Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia
Goiano (Goiano Federal Institute of Science, Education, and Technology) — Rio Verde
Campus — Goias State (GO), Brazil, August 2017. Cassava Starch Films
Incorporated with Ethanol Extract from Propolis. Advisor: Dra. Placido, Geovana

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

ABSTRACT

Cassava starch films with ethanolic extract of Propolis EEP were developed in the
concentrations of 0, 30 and 60 g 100 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. INTRODUCAO

O acumulo de residuos de plasticos sintéticos no meio ambiente tem
impulsionado as pesquisas atuais na elaboracdo de materiais de embalagens
biodegradaveis como estratégia ambientalmente amigavel. Entretanto, o uso de

materiais biodegradaveis para a producdo de plasticos s6 se torna vidvel se forem



58

financeiramente e funcionalmente atrativos, quando comparados aos materiais
sintéticos. Matérias-primas como subprodutos agroindustriais podem ser utilizadas
para a producdo de biopolimeros e esses ainda podem ser adicionados de compostos
bioativos, permitindo a elaboracdo de filmes biodegradaveis bioativos que oferecem
beneficios extras em relagdo aos materiais convencionais (MANIGLIA et al., 2017 e
MORENO et al., 2017).

O amido tem sido considerado uma matéria-prima ideal para a producdo de
polimeros biodegradaveis e utilizagdo como embalagem e revestimento de produtos
alimentares devido a sua capacidade de formar uma matriz continua, sua baixa
permeabilidade ao oxigénio, sua disponibilidade ciclica, baixo custo, além de ser
inofensivo para 0 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 propolis, substancia resinosa natural colhida pelas abelhas a partir das
arvores, composta de resina (50%), que contém flavonoides e acidos fendlicos; cera
(30%); oleos essenciais (10%); polen (5%) e outros compostos organicos (5%) como
Fe e Zn, vitaminas (B1, B2, B3e B6), &ido benzoico, acidos graxos, ésteres,
cetonas, lactonas, quinonas, esteroides e acUcares, e pigmentos naturais, tais como
clorofila e carotenoides (PASTOR et al., 2010). Possui atividades antibacteriana,
antifngica, anticancerigena, anti-inflamatéria, antioxidante, antiviral, anestésica,
imunoestimulante e efeito citostatico (YONAR et al., 2011).

Pesquisas que envolvam filmes de amido adicionados com extrato etandlico
de propolis (EEP) como fonte de agentes bioativos com propriedades antioxidantes,
ainda sdo escassas na literatura, no entanto, o potencial antioxidante do extrato
etanolico de prépolis incorporado a filmes biodegradaveis tem mostrado que o0s
estudos sobre a incorporacdo deste composto a biopolimeros devem ser
desenvolvidos e incentivados (KECHICHIAN et al., 2010).

A adicdo de antioxidantes ao material de embalagens, que possa migrar da
embalagem para o alimento, pode ser vista como vantagem quando comparada a
adicdo direta aos alimentos. Isso porque permite que a vida util do produto seja
estendida, a0 mesmo tempo que reduz a adicdo direta de aditivos quimicos 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 inibi¢cdo da oxidacao
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de produtos alimenticios e diminua os impactos ambientais causados pelos polimeros
usuais utilizados na elaboracdo de embalagens, o objetivo desse estudo foi avaliar o
efeito da incorporacdo de extrato etanélico de prépolis verde (0, 30 e 60g 100g™ de
amido) em filmes biodegradaveis de amido de mandioca e estudar as propriedades
mecanicas, microestruturais, presenca de compostos fendlicos e atividade

antioxidante.

5.2.MATERIAL E METODOS

Os ensaios de espessura e propriedades mecénicas foram realizados no
Laboratorio Multiusuario de Andlises, da Escola de Agronomia, Campus Samambaia,
LabMult — Universidade Federal de Goiéas e a analise de Microestrutura no Laboratorio
Multiusuério de Microscopia de Alta Resolucdo, do Instituto de Fisica, Campus
Samambaia, LabMic — Universidade Federal de Goias. Os ensaios teor de compostos
fenolicos e eliminacdo de radicais livres ABTS foram realizados no Laboratério de
Bioquimica e Analise Instrumental do Departamento de Agroindustria, Alimentos e
Nutricdo — ESALQ/Universidade de S&o Paulo.

5.2.1. Preparo do extrato etandlico de propolis

A proépolis foi coletada no Estado de Minas Gerais, cidade de Nepomuceno (21°
12'17,797S/45° 13' 17,2” W), e Baccharis dracunculifolia é a principal fonte vegetal. O
extrato etandlico de prépolis foi preparado de acordo com BODINI et al., (2013).
Triturou-se 30g de resina de propolis e essa foi misturada a 100 mL de alcool etilico
(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 entéo filtrada.

5.2.2. Preparo dos filmes

Os filmes foram produzidos de acordo com a técnica de casting (LOPEZ et
al., 2011). Previamente foram realizados testes para se definir a concentragdo da
solucdo filmogénica de amido mais adequada testando-se as concentragdes 2, 3 e 5¢
de amido de mandioca em 100 mL de agua destilada. As solugdes filmogénicas foram
obtidas pela mistura de 3g de amido de mandioca em 100 mL de agua destilada. Apds



60

a dispersdo completa, foi adicionado o plastificante glicerol na proporcéo de 20 g 100
g' de amido. A solucdo resultante foi aquecida a 70°C até a dissolucdo do
plastificante e formacéo de gel pelo amido. Apds essa etapa a solucéo foi resfriada até
40°C e o extrato etanodlico de propolis (EEP) foi entdo adicionado nas concentragdes
de 0, 30 e 60g 100g™ de amido. Para facilitar a dissolucdo do EEP, foi adicionado
alcool etilico na proporgdo de 15 g 100g™ de amido e para eliminar as bolhas
formadas a solucdo mantida em ultrassom por 20 minutos. As solucdes foram
depositadas em placas de polietileno de 15x15 cm? e secas em BOD a 40°C durante

30 horas para formacéo dos filmes.

Figura 1: Filmes de amido incorporados com 0, 30 e 60g de extrato etandlico de
propolis 100g™ de amido (a) C gep = 0 100g™ g de amido; (B) C gep = 30 g 100g™ de
amido; (C) C gep = 60 g 100g™* de amido.

Fonte: Arquivo pessoal
5.2.3. Caracterizacao dos filmes

Para realizar a caracterizagdo, as peliculas foram equilibradas a 23°C + 2° e 50%

+ 10° de umidade relativa em dissecadores durante 48 horas.
5.2.4. Determinacgéo da espessura
A espessura dos filmes foi determinada como a média aritmética de medidas de

pontos aleatérios das extremidades e centro, realizado com um micrémetro digital
(resolucdo de 0,0001 mm, Mitutoyo) e valores médios foram utilizados nos calculos.
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5.2.5. Andlise de microestrutura (MEV)

A analise de microestrutura eletrénica de varredura dos filmes foi determinada
utilizando um microscopio eletrénico Jeol, JSM — 6610, equipado com EDS, Thermo
scientific NSS Spectral Imaging com tensdo de aceleracdo de 3 kV. Os filmes foram
colocados em fita de carbono condutor e pulverizados com uma fina camada de ouro

antes da realizacdo das imagens.
5.2.6. Propriedades mecanicas

A resisténcia a tracdo (RT), alongamento até a ruptura (AR) e médulo 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 forca de tracdo foi
registrada durante a extensdo das tiras a 0,2 mm s'até a ruptura. Os valores de
resisténcia a tracdo (RT), alongamento até a ruptura (% A) e mddulo de Young (MY)
foram determinados a partir de curvas de tensdo-deformacdo, estimadas a partir de
dados de deformacdo da forca. Foram executadas 10 repeticGes de cada amostra de

teste.
5.2.7. Teor de compostos fendlicos

O ensaio de polifendis foi realizado utilizando acido galico como padrdo. Para a
analise as peliculas foram preparadas (BODINI et al., 2013) previamente 11 mg de cada
amostra de pelicula foram solubilizadas em 6 mL de &gua destilada (50 °C, 50 min) com
posterior adi¢do de 4 mL de alcool etilico (80%). Mantendo-se a solucao final aquecida
a 50°C durante 10 min. Apds este periodo a solucdo foi novamente agitada e resfriada a
temperatura ambiente e reservada para posterior analise. As peliculas sobrenadantes
foram entéo removidas e aliquotas de 0,5 mL das solucGes foram transferidas para tubos
de ensaio que receberam 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu diluido em agua destilada
(1:10). Apos agitacdo, os tubos foram deixados em repouso por 5 min e 2,0 mL de

solugéo de carbonato de sodio (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 absorbancia 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 concentracdo de polifendis foram expressos

em mg de 4cido galico g™ (mg GAE g') de filme.

5.2.8. Atividade de eliminacéo de radicais ABTS

Para a andlise da atividade de eliminacdo de radical ABTS as peliculas foram
preparadas (BODINI et al., 2013) previamente pesando-se 11 mg de cada amostra e
solubilizadas em 6 mL de agua destilada (50°C, 50 min) com posterior adicdo de 4 mL
de alcool etilico (80 mL 100 mL™ de solucdo) para favorecer a extragdo dos compostos
antioxidantes. Mantendo-se a solucdo final durante 10 min a 50°C. As peliculas
sobrenadantes foram entéo removidas e a solucéo reservada para analise.

O ensaio de atividade de eliminacéo de radical ABTS, que se baseia na reducao
do cétion 2,2-azinobis - (3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfonico), foi realizado conforme
metodologia descrita por AL-DUALIS et al. (2009). O radical ABTS -+ foi formado pela
reacdo de 140 mM de persulfato de potassio com 7 mM de ABTS e, armazenado no
escuro sob a temperatura ambiente, por 16 horas. Uma vez formado, o radical foi
diluido em tampédo fosfato de potéssio 7,5 mM (pH= 7,4) até a obtencdo do valor de
absorbancia de 0,700 + 0,020 nm em comprimento de onda de 734 nm, a absorbancia
foi feita em leitora de 96 microplacas (SpectraMax M3, Molecular Devices). Em
ambiente escuro, foram adicionados as microplacas, aliquotas de 20 pL de cada solucgéo
das amostras e adicionou-se 220 pL de solucdo do radical ABTS -+. As absorbancias
foram medidas a 734 nm, apds 6 minutos de reacdo, utilizando tampdo fosfato de
potassio 7,5 mM (pH= 7,4) como branco. Como referéncia, utilizou-se o Acido Trolox
(&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcorman-2-carboxilico), um antioxidante sintético
analogo a vitamina E, nas concentracdes de 12,5M a 200uM. Todos os testes foram
realizados em triplicata. Os resultados foram expressos em pmol de Trolox g™ de filme

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

5.2.9. Analise estatistica

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

5.3.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1. Anaélise de microestrutura

As micrografias de superficie dos filmes (Figura 2) revelaram a presenca de
particulas insoluveis dispersas, tanto no filme controle como nos demais tratamentos,
caracterizados pela presenca de amido residual dispersos na matriz da pelicula,
revelando que ndo houve completa dissolucdo das moléculas de amido durante o
processo. No entanto, a quantidade de granulos de amidos ndo fundidos na superficie
das peliculas que tiveram a adicdo de EEP diminuiu quando comparada a pelicula
controle e 0 aumento da concentracdo de EEP diminuiu o nimero de particulas ndo
solubilizadas.

A adicdo de EEP a matriz polimérica conferiu maior homogeneidade aos
filmes. A presenca de grupos hidroxilas no EEP conferidos pelos compostos fenolicos
pode ter contribuido para melhorar a homogeneidade das peliculas. Compostos
fendlicos sdo caracterizados pela presenca de pelo menos um grupo hidroxila ligados
diretamente ao anel aromatico (SHAHIDI et al., 1992). Esses grupos hidroxila podem
formar ligacbes de hidrogénio com grupos hidroxila presentes no amido, e
consequentemente, reduzir as interagbes intermoleculares e emaranhados entre as
cadeias poliméricas melhorando a homogeneidade da pelicula (ZHAI et al., 2017). O
aumento da concentracao de EEP também tornou a pelicula menos aspera refletindo a

compatibilidade de compostos presentes no EEP com o amido.
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Figura 2: Micrografias de superficie de filmes de amido incorporados com 0, 30 e 60g
de extrato etandlico de prépolis 100g® de amido (@) Ceer= O g 100g* de
amido; Imagem de superficie; (B) Ceep= 30 g 100g” de amido; Imagem de

superficie; (C) C gep = 60 g 100g™ de amido; Imagem de superficie.
5.3.2. Espessura e propriedades mecanicas

N&o houve diferenca na espessura dos filmes em funcéo da adicdo e aumento
da concentracdo de EEP quando comparada aos filmes controle, e indica que a
quantidade de extrato utilizada ndo alterou a quantidade de sélidos nas solucgdes
filmogénicas e o controle da espessura em funcdo da relacdo de massa de solucéo
filmogénica/placa foi eficiente para todos os tratamentos.
Os resultados dos ensaios mecanicos como a resisténcia maxima a tracdo
(RT), o alongamento até a ruptura (%A) e o médulo de Young (MY) para filmes de
amido de mandioca incorporados com EEP sdo mostrados na Tabela 1.
Os ensaios de MEV demonstraram que adicdo de EEP aumentou a

homogeneidade da matriz. Desta forma, esperava-se aumento da resisténcia mecanica
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das peliculas uma vez que uma matriz mais homogénea resulta em filmes
mecanicamente mais resistentes (MANIGLIA et al., 2017). No entanto, a resisténcia
méaxima a tracdo dos filmes diminuiu em funcdo da adicdo de EEP (Tabela 1). O
alongamento até a ruptura aumentou em funcdo da adicdo e aumento da concentracao
de EEP quando comparados aos filmes controle e o modulo de Yong diminui em
funcdo da adicdo e aumento da concentracdo de EEP resultando em peliculas mais

flexiveis.

Tabela 1. Concentragdo de extrato etandlico de propolis (C cge), espessura,
resisténcia a tracdo (RT), alongamento até a ruptura (AR) e mddulo de yong (MY) de

filmes de amido incorporados com extrato etandlico de propolis.

C cee
1 Espessura
EEP 100 g RT (MPa) AR (%) MY (MPa)
. (mm)
amido
0 0,072 a 13,66 a 161c 1196,21 a
30 0,071 a 6,47 b 20,58 b 471,94 b
60 0,070 a 455D 28,39 a 277,41c
CV (%) 8,360 12,190 15,280 11,740

Médias seguidas de letras diferentes mindsculas na mesma coluna indicam diferencas pelo teste de Tukey
(p <0,05).

A incorporagdo de EEP aos filmes de amido (30 e 60%) nesse estudo aumentou
a flexibilidade, elasticidade e a capacidade de o alongamento das peliculas, mas
diminuiu a resisténcia mecéanica.

Os filmes desenvolvidos nesse estudo para as aplicagdes como empacotamento
ou coberturas de bandejas de armazenamento de alimentos ou afins, poderiam ser bem

vistos, ja que, em aplicaces como as citadas, maior capacidade de alongamento pode
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ser vista como vantagem. Embora a elevada resisténcia a tracdo em materiais de
embalagens seja apreciada, por permitir que os materiais de embalagem tolerem o
estresse tipico encontrado durante 0 manuseio e transporte de alimentos, os valores de
deformacdo devem ser ajustados de acordo com a aplicacdo 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 resisténcia a tracdo aumentou com a adicdo de EEP a matriz
polimérica de quitosana nas concentracdes de 5 a 20%.

No entanto, esses resultados estdo de acordo com o estudo de CHANG-
BRAVO et al. (2014) que verificaram que a adigdo de extrato etandlico de propolis
vermelha em diferentes concentra¢es a matriz polimérica de carragena e amido de
milho, resultou em menores valores de resisténcia a tracdo e maior porcentagem de
alongamento quando comparado ao tratamento controle. Os autores atribuiram tal
comportamento a forte interacdo entre o EEP e a matriz polimérica de carragena e
amido.

O EEP adicionado a matriz polimérica pode ter tido um comportamento
plastificante, os compostos (acidos fenolicos e seus ésteres) que possuem
caracteristicas polares podem ter formado interacdes moleculares com 0s grupos
hidroxilas das moléculas de amido substituindo as interacbes que antes se formavam
apenas entre as moléculas de amido.

J& que a adicdo de plastificantes como o glicerol a matriz polimérica também
resulta em maiores valores de alongamento, porque esses compostos sdo capazes de
diminuir as interacdes intermoleculares aumentando a mobilidade da cadeia dos
biopolimeros e consequentemente melhorando a flexibilidade e capacidade de
alongamento das peliculas, através da formacdo de ligacGes de hidrogénio com o
amido durante o processo de plastificacdo (CHAMBI et al., 2006; YANG et al., 2017).
Uma estrutura de filmes menos densa formada pelo aumento de volume livre entre os
polimeros resulta em menor resisténcia a tracdo e maior flexibilidade (SABERI et al.,
2017).

Os filmes de amido de mandioca adicionados a EEP nas concentracdes de 30 e
60 g EEP 100g™ comportaram-se mecanicamente como filmes com elevada quantidade
de plastificantes (menor resisténcia a tracdo e maior capacidade de alongamento)
quando comparado ao estudo de RODRIGUEZ et al, (2006) que testaram a adig&o de
diferentes concentragdes do plastificante glicerol a filmes de amido e o efeito nas
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propriedades mecéanicas dos mesmos. Os autores demonstraram que a 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 resisténcia a tracdo e maior
capacidade de alongamento.

Os resultados desse estudo podem estar relacionados & quantidade de EEP
adicionados a matriz polimérica que pode ser ajustada em estudos complementares, de
acordo com a pretensdo de utilizacdo dos filmes ja que do ponto de vista industrial,

diferentes aplicacGes podem ser encontradas para cada tipo de filme.

5.3.3. Teor fendlico total e atividade antioxidante

O ensaio de fendlicos totais e atividade antioxidante (ABTS) das peliculas
revelaram que as peliculas adicionadas a EEP apresentaram polifendis na matriz
polimérica e atividade antioxidante quando comparadas ao tratamento controle (Tabela
2).

Tabela 2. Concentracdo de extrato etanolico de propolis (C cee), teor fendlico e
atividade antioxidante (ABTS) dos filmes.

Teor Fendlico

C cee ABTS (umol TE g™ )
L ] (mg GAE g de
EEP 100 g~ amido de filme ]
filme)
0 0c Ob
30 38,183 b 4,183 a
60 44,070 a 5,525a
CV (%) 20,860 14,080

* Valor TE expresso como pmol de Trolox com a capacidade antioxidante equivalente a um grama da

amostra de teste (umol de TE g * de filme).

Médias seguidas de letras diferentes mindsculas na mesma coluna indicam diferengas pelo teste de Tukey
(p<0,095)
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A capacidade antioxidante aumentou com o aumento da concentracdo de EEP.
Ja a quantidade de compostos fendlicos totais presentes ndo apresentou aumento com o
aumento da concentracdo de EEP. Embora o teor de compostos fendlicos se relacione
intimamente com a capacidade antioxidante (BITTENCOURT et al., 2015),
MACHADO etal. (2016) demonstraram que a concentracdo total de compostos
fendlicos ou flavonoides ndo é o Unico fator responsdvel pelas propriedades
antioxidantes de extratos de prépolis. A natureza quimica dos compostos fenolicos e
presenca de outros compostos podem contribuir para a atividade antioxidante total dos
extratos.

SIMOES et al. (2004), investigaram a atividade antioxidante da propolis verde e
sua capacidade de sequestrar espécies reativas de oxigénio e observaram uma correlacédo
entre a atividade antioxidante e a composicdo quimica de fracdes de diferentes extratos
de propolis verde, e atribuiram essa atividade a presenca de flavonoides e derivados de
acido p-cumarico. A propolis verde brasileira contém altos niveis de derivados de
acido p—cumarico (artepelin C e bacarina), acido cafeico e &cidos cafeoilquinicos,
acidos cinamicos e os flavonoides pinobanksina e kaempferol (MARCUCCI et
al., 2000; SFORCIN e BANKOVA, 2011). Desta forma, esses compostos, podem ser 0s
principais responsaveis pela atividade antioxidante verificada nos filmes de amido
contendo EEP.

Compostos com capacidade antioxidante podem aumentar a vida de prateleira de
produtos alimenticios, retardando o processo de peroxidacgdo lipidica, um dos principais
motivos para a deterioracdo dos produtos alimentares durante o processamento e 0
armazenamento (MOREIRA et al., 2008).

Devido as propriedades antioxidantes verificadas nas peliculas de amido
incorporadas com EEP nesse estudo, espera-se que as peliculas auxiliem na inibicdo da
reacdo prejudicial a oxidacdo lipidica que pode ocorrer em varios tipos de alimentos e
desta forma, contribuam para diminuir a quantidade de antioxidantes sintéticos

utilizados para conservacdo de alimentos.

5.4.CONCLUSAO

A incorporacdo de EEP aos filmes de amido resultou em filmes mais homogéneos e
menos asperos, refletindo a compatibilidade de compostos presentes no EEP com o

amido.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643816302912#bib1
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A adicdo de EEP aos filmes de amido diminuiu a resisténcia mecénica, porém
melhorou a flexibilidade e extensibilidade das peliculas, indicando que a quantidade de
EEP adicionado a 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 pretensdo de utilizacéo
dos filmes.

Os filmes apresentaram atividade antioxidante, demonstrando que as peliculas
podem contribuir para diminuir a quantidade de antioxidantes sintéticos utilizados para
conservacao de alimentos, auxiliando na inibicdo da oxidagcdo com potencial para uso

em embalagens de alimentos ativos.
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6. CONCLUSAO GERAL

O extrato etanolico de propolis (EEP) verde da regido de Minas Gerais, Sudeste
brasileiro estudado revelou ter grande valor biolégico com potencial para ser utilizado
para melhorar a salde humana e em aplicacfes alimenticias pelas propriedades
antioxidante, bactericida e bacteriostatico contra microrganismos Gram-positivos e
Gram-negativos. Além de ter revelado grande potencial para utilizacdo 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 compativeis com compostos presentes no EEP e se comportaram
mecanicamente como filmes com grande quantidade de plastificante (maior
flexibilidade e extensibilidade), caracteristicas que podem ser apreciadas em aplicacdes
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 conservacéo de alimentos.



